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Resumo

A artrite reumatéide (AR) e o lupus eritematoso sistémico (LES) sao
doencas autoimunes de etiologia desconhecida. Algumas espécies de
micoplasmas causam artrite séptica em seres humanos, sendo estas bactérias
fortes candidatos a etiopatogénese destas doencas. O superantigeno MAM é
uma proteina secretada por Mycoplasma arthritidis, que juntamente com
lipoproteinas (LAMPs) de M. hominis e M. fermentans, ativam as células do
sistema imune e podem estar envolvidos na etiopatogenia da AR e do LES. O
objetivo do presente trabalho foi detectar e caracterizar a resposta de anticorpos
IgG contra superantigeno MAM e LAMPs de M. fermentans e M. hominis em
soros de pacientes com AR ou LES, a fim de detectar as LAMPs mais
imunogénicas candidatas a antigenos envolvidos na etiopatogenia destas
doencas. Os pacientes com AR ou LES e o0s controles saudaveis eram
individuos do sexo feminino e da mesma faixa etaria. Foi usado MAM
recombinante e LAMPs de M. hominis PG21 e M. fermentans PG18 extraidas
com detergente Triton X-114, para avaliar o perfil de anticorpos IgG por meio da
técnica de Western blotting. Anticorpos IgG anti-MAM foram detectados tanto
nos soros de pacientes quanto nos dos controles (AR: 27,5% vs 18,8%; LES:
21,7% vs 20,0%). Foram detectadas pelo menos 23 LAMPs nas preparacoes de
M. hominis PG21 e de M. fermentans PG18 com massas moleculares entre 20 e
192 KDa. Os soros de pacientes com AR reconheceram um maior numero de
LAMPs de M. hominis PG21 e de M. fermentans PG18 do que os soros controles
(AR: 11 £ 4 vs controles: 7 £ 3, n = 35; p < 0,05). A maioria dos soros dos
pacientes com AR apresentou forte reatividade com LAMPs de M. hominis PG21
(AR: 65,7% vs controles: 20%, p < 0,05). As LAMPs de M. hominis PG21 com
massas moleculares <49 e > 20 KDa e de M. fermentans PG18 < 102 e = 58
foram mais frequentemente reconhecidas por anticorpos IgG de soros de
pacientes com AR do que por anticorpos dos soros controles. Nao foram
atestadas diferencas significantes entre os perfis de reatividade dos soros de
pacientes com LES e controles, nem com relacdo ao numero de LAMPs
reconhecidas, nem com as diferentes faixas de massas moleculares das LAMPs.
Portanto, as LAMPs de M. hominis (<49 e > 20 KDa) e M. fermentans (< 102 e =
58) podem ser antigenos que induzem a producao de anticorpos que reagem
cruzadamente com antigenos préprios, contribuindo para o processo da
patogénese da AR.

Palavras-chave: rMAM, Mycoplasma arthritidis, Mycoplasma hominis,
Mycoplasma fermentans, lipoproteinas, anticorpos IgG, artrite reumatoide, lUpus
eritematoso sistémico.



Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) are
autoimmune diseases of unknown etiology. Some species of mycoplasmas
cause arthritis in animals and humans, and their lipid-associated membrane
proteins (LAMPs) and Mycoplasma arthritidis mitogen (MAM superantigen) are
potent stimulators of the immune system. Thus, it has been proposed that
mycoplasma can be involved in autoimmune-disease etiology. The objective of
the present work was to detect antibodies to MAM and LAMPs of M. hominis and
M. fermentans in the patient sera, and to characterize the profile of IgG
antibodies reactivity with LAMPs in order to identify the major immunogenic
mycoplasmal lipoproteins that could be involved in the etiopathogenesis of these
autoimmune diseases. Serum samples were obtained from peripheral blood of
female patients at the same age of healthy controls. Recombinant MAM (from M.
arthrititidis), LAMPs of M. hominis PG21 and M. fermentans PG18 were used in
Western blotting assays. Antibodies to MAM were detected in the patient and
control sera (RA: 27.5% vs 18.8%; SLE: 21.7% vs 20.0%). At least 23 LAMPs
were found in the preparations of M. hominis PG21 and of M. fermentans PG18
with molecular masses between 20 and 192 KDa. The sera of RA patients
recognized a larger number of LAMPs of M. hominis PG21 and M. fermentans
PG18 than the control sera (RA: 11 £ 4 vs controls: 7 £ 3, n = 35; p < 0,05). Most
of the sera of RA patients presented strong reactivity with LAMPs of M. hominis
PG21 (RA: 65.7% vs controls: 20%, p < 0.05). LAMPs of M. hominis PG21 with
molecular masses < 49 and = 20 KDa and LAMPs of M. fermentans PG18 < 102
and = 58 were mainly recognized by IgG antibodies of RA patients. When
comparing sera from SLE patients and controls there was detected no significant
differences between the profiles of 1gG reactivity. Therefore, M. hominis PG21
LAMPs (< 49 and = 20 KDa) and M. fermentans PG18 LAMPs (< 102 and = 58
KDa) are high immunogenic mycoplasmal antigens that can induce antibody
cross reactivity with self antigen, contributing with the RA pathogenesis.

Keywords: rMAM, Mycoplasma arthritidis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma
fermentans, lipoproteins, IgG antibodies, rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosus.



1. Introducao

1.1.1 Aspectos Gerais da Artrite reumatoide

A Artrite reumatdide (AR) e o Lupus eritematoso sistémico (LES) séo
doencas reumaticas autoimunes sistémicas, de carater inflamatério, com
manifestacdes clinicas crénico-degenerativas progressivas. A AR é uma doenca
caracterizada por poliartrite periférica, simétrica, que leva a deformidade e
destruicdo das articulacées, em virtude de erosdes ésseas e da cartilagem. Em
geral, acomete grandes e pequenas articulagbes em associacdo com
manifestagbes sistémicas e extrarticulares (cuténeas, vasculares, oculares,
pleuropulmonares, cardiacas, renais, neurolégicas, musculares). Nesta doenca,
o sitio do processo patologico é a sindvia, com acometimento das articulagdes
sinoviais e bainhas tendineas (Choy et al. 2001; Bértolo et al. 2007; Ostér et al.
2008).

A AR afeta 1 a 2% da populagdo mundial, sendo mais freqiente nas
mulheres (duas a trés vezes) do que nos homens e sua prevaléncia aumenta
com a idade, apresentando um pico de incidéncia entre 40 e 65 anos de idade
(Gabriel 2001; Bértolo et al. 2007). Com a progressao da doenca, os pacientes
com AR desenvolvem incapacidade para realizacdo de suas atividades, tanto de
vida diaria como profissional, com impacto econémico significativo para o
paciente e para a sociedade (Arnett et al. 1988).

Esta doenca tem etiologia desconhecida, entretanto, sabe-se que sua
patogénese esta relacionada a fatores genéticos e ambientais. Influéncias
genéticas que contribuem para a suscetibilidade da AR tém sido demonstradas
por estudos genéticos envolvendo familiares dos pacientes com AR usando o
mapeamento genético, tendo sido estimado que estes fatores sao responsaveis
por 50 — 60% do risco de desenvolvimento da AR (Emery et al. 2002; Harris Jr
et al. 2006). Especialmente envolvidos nesta doenca, estdo os genes do
Complexo de Histocompatibilidade Principal (do inglés, MHC: Major
Histocompatibility ~Complex), responsaveis pela sintese de moléculas
apresentadoras de peptideos antigénicos, as quais sdo expressas na superficie
das células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés, Antigen Presenting
Cells). Os alelos HLA-DR1 ou DR4 (HLA, antigeno leucocitario humano, do



inglés Human Leukocyte Antigens) do MHC, estao presentes em 80% dos
pacientes caucasianos com AR, mas outros alelos também podem estar
implicados no aumento da suscetibilidade genética a AR, tais como: HLA-DRB1
e DQ-B1 (Roudier, 2000; Reveille JD 2005). Além dos fatores genéticos, uma
grande variedade de fatores exdgenos, tais como: horménios sexuais, gravidez,
tabagismo, agentes infecciosos, entre outros, tém sido relacionados com a
patogénese da AR (Kobayashi et al. 2008).

O aumento do risco de AR em mulheres tem levado a avaliagéo do papel
dos hormoénios sexuais na suscetibilidade a doenca. Sabe-se que os niveis de
hormonios sexuais masculinos, particularmente a testosterona, sdo menores em
homens portadores de AR. Mulheres que usam pilulas anticoncepcionais tém um
risco reduzido de desenvolver AR, demonstrando a importancia dos hormonios
estrogénios na diminuicdo da suscetibilidade a AR (Harris Jr et al. 2006;
Kobayashi et al. 2008). Ha ainda, outros estudos relatando que o risco de
desenvolvimento da doenca estd aumentado durante o periodo pés-parto,
particularmente depois da primeira gravidez. Alguns trabalhos sugerem que a
associacao entre gravidez, aleitamento materno e AR pode estar relacionada
com o aumento dos niveis do horménio prolactina ou uma resposta anormal pré-
inflamatéria para a prolactina (Kobayashi et al. 2008).

Entre os fatores ambientais envolvidos na patogénese da AR, foi
demonstrada uma associacao de componentes toxicos do tabaco (cigarro) e a
doenca. A acéo da nicotina, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-dioxina induz formacao de
espécies reativas de oxigénio causando danos teciduais na sinévia, induzindo a
artrite devido a regulacao positiva da expressdao de citocinas proinflamatérias
como a interleucina-1B (IL-1B), o fator de necrose tumoral (TNF, do inglés
Tumor Necrosis Factor), a interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-8 (IL-8), nas
células sinoviais. Portanto, a exposicao da nicotina do tabaco pode exacerbar a
inflamacao na AR e contribuir para a patogénese desta doenca (Kobayashi et al.
2008).

Ainda entre os fatores ambientais, existem trabalhos demonstrando a
associagcao de certos microrganismos infecciosos, tais como: bactérias e virus,
com a patogénese da AR. As principais bactérias relatadas como fatores de
risco para estas doencgas sao: Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli,

Chlamydia trachomatis, Proteus mirabilis e Mycoplasmas spp. Entre os virus



mais relacionados com esta doenga convém citar os seguintes: parvovirus B19,
virus Epstein-Barr, virus da rubéola e o virus da hepatite B (Firestein 2003;
Fernandez et al. 2005; Harris Jr et al. 2006; Kobayashi et al. 2008; Kawahito et
al. 2008).

Apesar da etiologia da AR continuar desconhecida, existe evidéncia
convincente de que a autoimunidade desempenhe um papel proeminente em
sua cronicidade e progressdo. A doenga acomete outros 6rgdos além das
articulacdes, neste caso, a morbidade e a gravidade desta doenca sdo maiores,
podendo diminuir a expectativa de vida do portador em trés a dezoito anos, 80%
dos pacientes afetados evoluem para ébito depois de 20 anos de doenca
(Jacobson et al. 1997; Emery et al. 2002; Bértolo et al. 2007).

Acredita-se que o processo de lesdo articular seria iniciado a partir de um
estimulo antigénico, provavelmente de proteinas/peptideos articulares do tecido
sinovial ou derivados de agentes infecciosos microbianos, que sao capturados,
processados e apresentados pelas APCs, residentes na sindvia, em moléculas
da classe Il do MHC, para os linfécitos T auxiliares, induzindo a sua ativacao e a
consequente ativacdo e proliferacdo de macréfagos e fibroblastos sinoviais.
Depois do contato das células do sistema imunolégico com um fator
desencadeante, provavelmente autoimune ou infeccioso, as células endoteliais,
dos vasos sanguineos locais, sdo ativadas por mediadores inflamatérios e
expressam moléculas de adesdao que promovem o recrutamento de leucécitos
para o interior da articulacdo. Este processo € influenciado pela liberacao de
quimiocinas, como, por exemplo a IL-8, pelas células inflamatérias presentes na
sindvia. Observa-se um infiltrado de leucécitos com predominio de linfécitos T
CD4" ativados no tecido sinovial, com conseqliente inducdo de
neovascularizagdo, hiperplasia sinovial e formagdo de pannus (tecido
inflamatério neoformado sobre a cartilagem da articulacdo). Fatores de
crescimento, intermediarios reativos de oxigénio e proteinases, secretados pelas
células inflamatérias ou por células mesenquimais, participam da destruicdo das
estruturas articulares e periarticulares, bem como do desenvolvimento das
manifestacdes sistémicas (Lipsky & Davis 1998; Choy et al. 2001; Toh et al.
2007).

Os linfécitos T CD4" coordenam as respostas imunes mediadas por

células e reconhecem peptideos artritogénicos, ainda nao identificados. As



células T CD4", ativadas pelos peptideos artritogénicos, estimulam a ativagdo de
mondécitos, macréfagos e fibroblastos sinoviais, induzindo a producdo de
citocinas inflamatoérias, IL-1, IL-6, IL-8, quimiocinas, TNF-a, IL-17, Interferon-
gama (IFN-y), e a secrecdo de metaloproteinases pelos leucécitos do infilirado
inflamatério e células mesenquimais (osteoclastos, condrécitos e fibroblastos)
que podem causar danos teciduais a cartilagem articular. O TNF estimula
também o desenvolvimento de osteoclastos, os quais participam do processo de
degradacao 6ssea. Algumas citocinas, como por exemplo, o TNF e fatores
estimuladores de crescimento celular (GM-CSF: fator estimulador de
granuldcitos e mondcitos), secretados por células mononucleares, podem induzir
a angiogénese, a qual pode explicar o aumento da vascularizagdo encontrada na
sindvia de pacientes com AR. Os linfécitos T auxiliares ativados expressam
ligantes para osteoprotegerina, proteina presente na superficie das células
Osseas, a qual estimula a ativagdo de osteoclastos, induzindo a
osteoclastogénese (Choy et al. 2001). Mediadores sollveis da inflamacao, como
as citocinas IL-1 e TNF podem ser detectadas em alta concentracdo no sangue
e no liquido sinovial de pacientes portadores de AR, podendo causar alteracdes
articulares nestes pacientes (Choy et al. 2001).

As células T CD4" ativadas também estimulam linfécitos B, por meio do
contato direto célula-a-célula ou liberacdo de citocinas, levando a producao de
autoanticorpos. Entre os autoanticorpos, destacam-se o Fator reumatdide (Fr,
geralmente uma IgM anti-lgG) e outras imunoglobulinas que interagem com
peptideos artritogénicos (CCP: peptideos ciclicos citrulinados). O papel do
autoanticorpo Fr ainda ndo est4d bem claro, mas € sabido que envolve a
formagao de imunocomplexos circulantes que se depositam em diversos tecidos,
especialmente a sindvia, tornando-se insoluveis, ocasionando a ativagéo da via
classica do Sistema Complemento e consequientes lesdes teciduais (Stuart et al.
1993; Lipsky & Davis 1998; Choy et al. 2001; Harris Jr et al. 2006; Ostér 2008).

Acredita-se que uma subpopulacao de linfécito T auxiliares denominadas
células TH-17, isto é, linfécitos T CD4"CD45RO", produtores da IL-17, uma
citocina inflamatéria, esteja relacionada com a patogénese ou a exacerbacao do
processo inflamatério na AR (Shahrara et al. 2008). A diferenciagéo de linfocitos
T auxiliares em células TH-17 é influenciada por algumas citocinas, como por
exemplo, pela IL-23, IL-1B e IL-6, as quais se ligam aos seus receptores



especificos, na superficie dos linfécitos T CD4*, induzindo a ativagdo dos fatores
de transcricdo nucleares (STAT3 e RORyt), responsaveis pela transcricdo e
sintese da IL-17. Shahrara et al. (2008) demonstraram uma alta concentracéo
desta citocina no liquido sinovial de pacientes portadores de AR. A IL-17 é capaz
de induzir o recrutamento de células inflamatorias para a sinOvia, levar a
producdo de diversas citocinas proéinflamatérias (IL-6, IL-8, quimiocinas, TNF)
por APCs ativadas e até por células mesenquimais ativadas presentes na
sindvia.

A recente demonstracdo de diferentes fendtipos de células, agora
chamadas células T regudoras (T reg), re-introduziu o paradigma de que a auto-
reatividade € ativamente regulada também por subtipos particulares de linfécitos.
Este tema é de grande interesse contemporéneo e a literatura esta repleta de
estudos descrevendo novos subtipos de células regulatérias bem como sua
funcéao, fendtipo e freqiéncia em condicoes fisiologicas e patoldgicas.

Nesse contexto, destaca-se o subtipo mais estudado de células com
funcdo imunorreguladora, conhecidas como células T reguladoras naturais
(Treas). Representando cerca de 5% dos linfécitos T CD4" do sangue periférico
sdo células caracterizadas pela expressao constitutiva das moléculas FOXP3
(do inglés, transcription factor FoxP3), GITR (do inglés, glucocorticoid-induced
tumour necrosis factor receptor) CTLA-4 (do inglés, cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen-4) e altos niveis de CD25 (IL-2RpB). Alteracbes nesta
populacado celular resultam no desencadeamento de doencas autoimunes em
camundongos, muito semelhantes as doencas autoimunes humanas (Cao et al.
2003; Ehrenstein et al. 2004; van Amelsfort et al. 2004).

Um desequilibrio entre populacées de células T reg (como as células T
reg naturais CD4"CD25", Tregl e TH3) e células T efetoras pré-inflamatérias
(TH1 e TH17) tem-se mostrado de importancia fundamental para a génese e
persisténcia de doenca autoimune. Estudos demonstram o papel das células T
CD4" juntamente com os macr6fagos no processo de dano articular com énfase
nas suas subpopulag¢des TH1 (Linfécito T auxiliar 1) e TH17 (Linfocito T auxiliar
17), implicadas no processo inflamatério e de erosdo 6ssea e da cartilagem na
AR (Ehrenstein et al 2004; van Amelsfort et al. 2004).

Alguns estudos tém sido realizados com o propésito de avaliar o papel
das Treg na AR. Ehrenstein et al (2004), avaliando os efeitos da terapia com



infliximab (anticorpo  monoclonal bloqueador de TNF), observaram niveis
aumentados de Tregs No sangue periférico de pacientes com AR ativa, em
comparacdo a controles saudaveis. Evidenciaram ainda um aumento
significativo em sua capacidade supressora. Outro estudo mostrou que a
freqUéncia das Treg estd aumentada, tanto no fluido sinovial quanto no sangue
periférico de pacientes adultos, comparado com os individuos controles (Cao et
al. 2003). Os pacientes com as formas de melhor prognéstico da doenca
exibiram freqléncia periférica aumentada de células Tgreg. Por outro lado as
células Treg dos pacientes com AR falharam em inibir a producdo de citocinas
pelas células T CD4*CD25", o que representa um achado importante, que nos
remete a um provavel defeito funcional reforcado pelo fato de que as citocinas
inflamatorias sdo exuberantes nesta doenca (Ehrenstein et al. 2004).

Cao et al. (2003) observaram que em cerca de 95% dos pacientes com
doencas reumaticas que cursam com artrites, tais como AR, AR Juvenil,
Espondilite Anquilosante, LES e outras espondilopatias, possuem niveis
elevados de células Treg na articulacdo inflamada, independentemente da
condicao clinica e do tempo de doenca. Estes autores sugerem que as células
Tregs, mesmo que aumentadas numericamente na sindvia inflamada e com
funcdo supressora normal, sdo incapazes de suprimir a secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias por células T ativadas ou mondcitos, possivelmente porque a
acao supressora das Tregs Seria superada por células T com sinais de forte
ativacao presentes nesses locais, incluindo as células TH1 e as TH17.

O diagnostico da AR depende da associacdo de uma série de sintomas e
sinais clinicos, achados laboratoriais e radiograficos, sendo baseado nos
critérios de classificacao do Colégio Americano de Reumatologia (ACR-1987, do
inglés, American College of Rheumatology), envolvendo os seguintes critérios:
rigidez matinal, artrite de trés ou mais &reas, artrite de articulagdes das maos,
artrite simétrica, nédulos reumatoides, fator reumatéide (Fr) sérico, alteragdes
radiograficas. Os quatro primeiros critérios devem estar presentes por pelo
menos seis semanas. Quatro dos sete critérios sdo necessarios para classificar
um paciente como portador de AR, no entanto, pacientes com dois ou trés
critérios ndo sao excluidos da possibilidade do futuro desenvolvimento da
doenca (Arnett et al. 1988).

Exames laboratoriais sdo imprescindiveis para auxiliar na avaliagdao do



estado da doenca, sendo solicitados testes laboratoriais para avaliacdo da
atividade inflamatéria, testes para avaliacdo da funcdo renal, dosagem de
enzimas plasmaticas, dosagem sérica do Fr, exame qualitativo de urina, analise
do liguido sinovial, pesquisa de autoanticorpos, hemograma, entre outros (van
Venrooij et al. 2005; Avouac et al. 2006). O teste do Fr apresenta sensibilidade
de 60 a 80%, mas tem baixa especificidade, podendo este fator estar presente
em outras doencas reumaticas, em infeccées e em individuos idosos. Por outro
lado, o teste de anticorpos anti-CCP (citrulina € um aminoacido formado pela
modificacao de residuos de arginina), cuja sensibilidade é similar a do Fr, € um
teste de alta especificidade (= 90%) e maior custo, geralmente solicitado nos
casos de duvida diagnéstica, principalmente nos casos de Fr negativo. Vale
ressaltar que um teste negativo para Fr e anti-CCP nao afastam o diagnéstico de
AR, especialmente nas fases iniciais da doenca (Schellekens et al. 2000; Van
Venrooij et al. 2005; Avouac et al. 2006; Harris Jr et al. 2006; Bértolo et al. 2007;
Alivernini et al. 2008).

A atividade da doenca na AR é avaliada, frequentemente, por indices de
atividade de doenca: envolvem a contagem de articulacdes dolorosas, contagem
de articulacbes edemaciadas, avaliacdo da dor, avaliacdo global da atividade da
doencga, incapacidade funcional, resposta de fase aguda (Velocidade de
hemossedimentagdo -VHS/Proteina C-reativa -PCR), escala visual analdgica.
Estes parametros fornecem dados para a avaliacdo dos indices compostos da
atividade da doenca: indice simplificado de atividade de doenca - SDAI, indice
clinico de atividade de doenca - CDAI, indice de atividade de doenca — DAS (do
inglés, Disease Activity Score), indice de atividade de doenca de 28 articulagdes
- DAS28 (van der Heijde et al. 1990; Aletaha et al. 2005).

O tratamento da AR é fundamental para o controle da atividade da
doenca, para prevenir a incapacidade funcional e lesdo articular irreversivel,
diminuir a dor e tentar maximizar a qualidade de vida do paciente. Devido a
complexidade de elementos imunoldgicos, leucécitos e moléculas (citocinas),
envolvidos na patogénese da AR, a efetividade da intervencéao terapéutica pode
ndao se mostrar bastante precisa. Para o controle da dor e do processo
inflamatério articular sdo usados antiinflamatérios ndo hormonais (AINHSs),
associados a doses baixas de corticosterdides (prednisona). As drogas
modificadoras do curso da doenga (DMCD) sao indicadas a partir da definicao



do diagnostico de AR, sendo os farmacos mais utilizados os seguintes: a
hidroxicloroquina, sulfasalazina, metotrexato, leflunomida, azatioprina e
ciclosporina. A maioria destes farmacos costuma apresentar capacidade de
reduzir sinais e sintomas de atividade da AR e melhora no estado funcional do
paciente (Rindfleisch et al. 2005; Bértolo et al. 2007).

As manifestacbes extra-articulares graves geralmente sdo tratadas com
altas doses de corticosterdides, normalmente durante a pulsoterapia, sendo
comum empregar a ciclofosfamida como um dos principais farmacos (Bértolo et
al. 2007). Doses elevadas de DMCD associadas a corticosterdides podem levar
a toxicidade hepatica, alteracdes renais e reabsorcao dssea. Atualmente,
encontram-se disponiveis comercialmente no Brasil agentes modificadores da
resposta biolégica (imunobiolégicos ou novas DMCD), tais como: bloqueadores
de TNF-a, depletores de linfocitos B e moduladores da co-estimulagéo, os quais
sao indicados para os pacientes que persistam com atividade da doenca, porém
seu elevado custo e a administracdo por via parenteral limita sua utilizacdo de
forma mais ampla. Etanercept (receptor solUvel para o TNF), Infliximab,
Nerilomab e D2E7 sao proteinas associadas a anticorpos monoclonais que
neutralizam ou bloqueiam a acao da citocina TNF-a. Rituximab é um anticorpo
monoclonal humano anti-CD20, o qual depleta linfécitos B. Ha também os
bloqueadores de receptores para citocinas: anticorpo monoclonal para o receptor
da IL-6 e o antagonista do receptor da IL-1 (Choy et al. 2001). Abatacept € uma
proteina de fusdo solluvel recombinante que possui um dominio da molécula
CTLA-4 (CD152) e um dominio Fc de IgG1 humana modificado, o qual interage
com as moléculas co-estimuladoras CD80 ou CD86 na superficie das APCs,
inibindo um dos sinais (co-estimuladores) para a ativacao dos linfocitos T. Este
farmaco € usado quando os pacientes com AR tratados com inibidores de TNF
nao respondem bem ao tratamento ou por aqueles que abandonam o tratamento
devido aos efeitos colaterais dos bloqueadores de TNF (Ostor et al. 2008). Pode
haver necessidade de tratamento cirurgico da AR em situacdes onde as medidas
clinicas e fisioterapicas ndo controlam os sintomas ou ndo permitem niveis
minimos aceitaveis de atividades de vida diaria, as principais cirurgias englobam:
a sinovectomia, correcdo de tenddes, desbridamento articular e resseccéo
artroplastica e artrodese (Reilly et al. 1990; Choy et al. 2001; Emery et al. 2002;
Guidelines ACR 2002; Bértolo et al. 2007; Ostér et al. 2008).



1.1.2 Aspectos Gerais do Lupus eritematoso sistémico

O LES € uma doenga autoimune inflamatéria crbnica, sistémica,
caracterizada pela presenca de diversos autoanticorpos. Evolui com
manifestacdes clinicas heterogéneas, com periodos de exacerbacbes e
remissdes. De etiologia ndo esclarecida, o desenvolvimento da doenga esta
ligado a predisposicdo genética (HLA) e aos fatores ambientais, tais como:
exposicao a radiacdes solares (ultravioletas), alteracdes de horménios sexuais e
infecgdes (Mok & Lau 2003; Simard et al. 2007).

As principais manifestagdes clinicas do LES incluem: glomerulonefrites,
citopenias, “rashes” (lesbes cutdneas eritematosas), vasculites e tromboses,
induzidas pela producdo de autoanticorpos. Nesta enfermidade podem ser
encontrados quadros de dor articular, rigidez, sinovites fugazes e artrites
deformantes nao-erosivas (artropatia de Jaccoud) ou erosivas (rhupus). Nos
casos em que o processo inflamatério € evidente, € possivel que os pacientes
passem inicialmente por um diagnéstico de AR até que a expressao completa do
LES se torne evidente (Reilly et al. 1990; Sczepanski et al. 1992; Hochberg et al.
1997).

Esta doenca autoimune apresenta distribuicdo mundial, acometendo
todas as classes sociais (Rus et al. 2002). No mundo, a incidéncia do LES ¢é de
aproximadamente 7 em 100.000 individuos. E uma doenca rara, incidindo mais
freqientemente em mulheres jovens, ou seja, na fase reprodutiva, numa
proporcdo de nove a dez mulheres para um homem (Simard et al. 2007).
Estudos epidemiol6gicos apontam que a incidéncia do LES é maior entre os 20 e
45 anos de idade (Sato 1999; Sato et al. 2002). No Brasil, de acordo com Araujo
et al. (2007), até o momento, ainda ndo ha estudos epidemiolégicos mostrando a
incidéncia de LES na populagéao brasileira; enquanto que nos Estados Unidos
estima-se que uma pessoa em cada duas mil apresenta a doencga. Contudo, na
cidade de Natal-RN, um estudo realizado por Villar e Sato (2001), demonstrou
que a incidéncia do LES, no Rio Grande do Norte, € de 8,7/100.000/ano, o que
parece ser maior do que em outras partes do mundo, em virtude da permanente
presenca de luz solar com alto indice de raios ultravioleta, os quais sao capazes

de induzir mutagdes genéticas.



A predominéncia da doenca em mulheres sugere que alteracbes em
hormonios esterdides sexuais, diferencas na expressao de receptores celulares
para estrogenos, diferencas nas modulacées e metabolismo de horménios
sexuais podem apresentar um papel importante na patogénese do LES.
Mulheres em idade fértil possuem maiores riscos de desenvolver o LES e
mulheres da raca negra sao mais acometidas pela doenca (Rus et al. 2002;
Simard et al. 2007).

Acredita-se que a etiologia do LES possa estar associada com a
exposicao do ser humano a multiplos fatores ambientais, que em conjunto com
alteracées genéticas celulares (HLA e Complemento), levam o individuo
suscetivel a desenvolver disturbios imunolégicos que desencadeiam a
autoimunidade (Mok & Lau 2003; Simard et al. 2007). Segundo Ayed et al.
(2004) ha um aumento da suscetibilidade genética ao LES em individuos que
apresentam alta expressao de certos genes do MHC que codificam moléculas da
classe Il do MHC, especialmente, os alelos HLA-DRB1, DQ-A1, DQ-B1 e
al6tipos da proteina C4 do Sistema Complemento. Também relatam que alguns
alelos especificos do HLA (HLA-DRB1) podem estar associados com o perfil de
autoanticorpos produzidos no LES. De acordo com Vargas-Alarcon et al. (2001),
em mexicanos, o alelo HLA-DRB1 é o principal associado com a suscetibilidade
genética ao LES, pois é altamente expresso em pacientes lupicos, ressaltando
que estas moléculas da classe Il do MHC podem apresentar peptideos
imunogénicos préprios, na superficie das APCs, para os linfécitos T CD4".

Numerosas anormalidades imunolégicas estdo implicadas na etiologia do
LES, incluindo ativagéo de células T, células B e células dendriticas, além da
falha na remocao de corpos apoptoticos, interagdes entre linfocitos T e linfécitos
B, mimetismo molecular, quimerismo e selecdo defeituosa de linfécitos
(Tenbrock et al. 2007). A ativagdo de linfécitos T CD4" por estimulos de
antigenos microbianos ou mesmo por peptideos proprios, leva a ativacao e
proliferacao de linfocitos B capazes de produzir autoanticorpos, os quais formam
imunocomplexos que se depositam nos tecidos, ativam a via classica do Sistema
Complemento, o que gera lise tecidual, induzindo inflamacédo tissular no
microambiente de ativacao dos Linfécitos B. Isto ocasiona o espectro de lesdes
teciduais encontrado no LES e, conseqlentemente, as suas manifestacoes
clinicas (Jacobson et al. 1997; Simard et al. 2007; Tenbrock et al. 2007).



Em humanos, varios estudos foram realizados com o propdésito de avaliar
a freqUéncia, fenétipo e funcdo das células Treg nO sangue periférico de
individuos com LES. Na avaliagdo realizada por Crispin et al. (2003), foi
observada uma freqiiéncia de células T CD4"CD25" significativamente diminuida
em pacientes com a doenca ativa, quando comparado com 0s pacientes com a
doenca inativa e os controles normais. Posteriormente, Liu et al. (2004)
obtiveram resultados semelhantes, contudo sem correlacao significante entre os
niveis de células Treg € a atividade da doenca. Mais tarde Lee et al. (2006)
demonstraram freqiéncia diminuida de Tregs No sangue periférico, e havendo
uma correlagéo inversa entre os niveis de Tregs € 0s niveis de anticorpos anti-
dsDNA. Miyara et al. (2005) relataram auséncia de diferencas fenotipicas e
funcionais nas Tregs de pacientes com LES e de individuos normais, mas
confirmaram uma diminuicdo no numero de Tregs em pacientes com doenca
ativa quando comparados com o0s controles normais e com pacientes com
doenca inativa. O mesmo foi observado por Mellor-Pita et al. (2006) quanto a
diminuicdo na percentagem de células Treg NO sangue periférico de pacientes
com LES, tanto na fase ativa quanto na inativa. Foi relatado que a queda no
nivel dessa populacao celular € mais acentuada quanto maior for o grau de
atividade da doenca. Segundo os autores, essa diminui¢cdo nao esta relacionada
ao uso de medicamentos imunossupressores, pois tanto os pacientes que
estavam sobre tratamento quanto os que ndao estavam recebendo nenhum tipo
de farmaco, apresentaram uma queda equivalente no nivel de Tregs quando
comparados aos individuos controles (Mellor-Pita et al. 2006). Foi demonstrado,
também, uma reducao na proporcao de células Treg nos tecidos de pacientes
com lapus cuténeo (Franz et al. 2007).

O diagnéstico do LES é realizado utilizando-se 11 critérios de
classificacdao propostos, em 1982, pelo ACR, e revisados em 1987. O
diagnéstico se baseia na presenca de pelo menos quatro critérios dos onze
estabelecidos: 1. Eritema malar, 2. Lesdo discéide, 3. Fotossensibilidade, 4.
Ulceras orais/nasais, 5. Artrite, 6. Serosite, 7. Comprometimento renal, 8.
Alteragdes neuroldgicas, 9. Alteracbes hematologicas, 10. Alteracbes
imunoldgicas e 11. Anticorpos antinucleares (autoanticorpos).

A avaliacao laboratorial reforca o diagnéstico clinico quando se observam
alterac6es tais como leucopenia, anemia, linfopenia, plaguetopenia e alteracdes



do sedimento urinario. De particular importancia para o diagnéstico é a pesquisa
de autoanticorpos por imunofluorescéncia indireta, utilizando como substrato as
células HEp-2 (FAN-HEp-2) (Lima et al. 2007; Lora et al. 2007). A positividade
desse teste, embora nao especifico, serve como triagem devido a sua
sensibilidade maior que 95%, sendo altamente improvavel a presenca da doenca
se o teste for negativo. Nos raros casos da doenga com pesquisa de FAN
negativa, particularmente com lesbes cutaneas fotossensiveis, recomenda-se a
realizacdo da pesquisa de anticorpos anti-SSa/Ro (antigeno nuclear extraivel). A
pesquisa de anticorpos como anti-DNA nativo, anti-Sm, anti-RNP
(SSA/SSB/Sm/RNP/Scl-70/Jo-1, sdo antigenos nucleares extraiveis) e células
LE pode contribuir para melhor caracterizacdo laboratorial do quadro. E
importante o diagnéstico diferencial entre atividade da doencga e infecgéo,
lembrando da possibilidade de coexisténcia de ambas, assim como da presenca
de co-morbidades (Bombardier et al. 1992; Hochberg et al. 1997; Lora et al.
2007).

O tratamento medicamentoso do LES é bem semelhante ao da AR, visto
que as manifestacoes clinicas destas doencas sdo bastante similares. A
terapéutica do LES é individualizada e depende dos 6rgdos ou sistemas
acometidos pela doenca e da gravidade destes acometimentos. E baseado na
associacdo de antimalaricos (cloroquina) e corticosterdides (prednisona) com
medicamentos imunossupressores (DMCDs: azatioprina e metotrexato) (Reilly et
al. 1990; Hochberg et al. 1997; Rus et al. 2002; Doria et al. 2008).

Ambas as doencas, AR e LES, descritas acima, apesar de apresentarem
etiologia desconhecida, sofrem fortes influéncias de fatores ambientais e
microrganismos infecciosos. Os micoplasmas sao fortes candidatos a
patogénese do LES ou da AR, pois sdao capazes de causar infeccdes
inflamatérias crénicas, artrite em animais e artrite séptica em individuos
imunologicamente suscetiveis, reagdes cruzadas de anticorpos com antigenos
préprios, podendo levar ao surgimento ou exacerbacao de doencas autoimunes
(Ginsburg et al. 1992; Schaeverbek et al. 1996; Haier et al. 1999; Gilroy et al.
2001; Machado et al. 2001; Johnson et al. 2007).

1.2 Micoplasmas
1.2.1 Descricao Geral



Entre os procariontes, os micoplasmas s&o as menores bactérias
conhecidas, medem de 0,3 a 1,0 ym, em média. Estas bactérias evoluiram por
perda de material genético, a partir de ancestrais de bactérias Gram positivas. A
palavra micoplasma € derivada das palavras gregas, mykes (fungo/filamentos) e
plasma (forma). O primeiro isolamento de micoplasma foi obtido por Nocard &
Roux na Franca (1898), a partir de material pulmonar bovino durante um surto
de pleuropneumonia contagiosa. Microrganismos semelhantes foram
descobertos posteriormente por outros pesquisadores em outros hospedeiros e
foram, em sua grande maioria por varias décadas, denominados genericamente
de PPLO (do inglés, PleuroPneumonia-Like Organisms). Devido ao seu tamanho
foram inicialmente confundidos com virus, porém sao capazes de crescer e se
reproduzir fora das células. Os micoplasmas nao possuem parede celular e sao
limitados apenas por uma membrana plasmatica trilamelar, o que os inclui na
classe dos Mollicutes (Bové, 1999). Estas membranas sdo ricas em
lipoproteinas, as quais sdao importantes fatores de viruléncia destas bactérias.
Possuem um genoma constituido de um simples cromossomo circular contendo
0.58 a 2.2 Mbp, constituindo assim o menor genoma conhecido, resultante da
reducdo gradual do genoma de um ancestral comum, por um processo
conhecido como evolucao degenerativa (Rottem & Naot, 1998; Rottem S, 2003;
Waites & Talkington, 2004).

Os micoplasmas estao bastante disseminados no meio ambiente e podem
colonizar plantas, animais e o ser humano, fazendo parte da microbiota
urogenital e respiratéria humana. Sua limitada capacidade de biossintese faz
com que a maioria dos micoplasmas exerca uma relacdo de parasitismo com
seus hospedeiros, podendo, assim, causar doencas (Rawadi, 2000). Os
micoplasmas colonizam as mucosas, crescendo aderidos as superficies das
células epiteliais. No entanto, algumas espécies crescem também
intracelularmente, em linfécitos e células epiteliais de mucosas, essas incluem
Mycoplasma penetrans, M. fermentans, M. pneumoniae, M. genitalium e M.
gallisepticum (Rotten, 2003). Algumas espécies causam doencas do trato
respiratério, como a pneumonia atipica; doencas do trato genitourinario, como a
uretrite ndo gonocdcica; doencas articulares, como a artrite séptica e estao

associados a algumas desordens autoimunes. Além disso, algumas espécies



agem como co-fatores associados a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), provocando infecgbes oportunistas em individuos imunodeprimidos ou
imunodeficientes (Blanchard & Montagnier 1997; You et al. 2006). Infecgdes por
micoplasmas sao mais freqlientes em individuos imunodeprimidos, com
insuficiéncias orgéanicas, imunodeficiéncias e hipogamaglobulinémicos (Wise et
al. 1993; Garcia-Pérrua et al. 1997; Rawadi et al. 2000).

Por meio de proteinas chamadas adesinas, os micoplasmas aderem-se
as células hospedeiras e interferem com os receptores das membranas, alteram
0 mecanismo de transporte ibnico e exaurem os nutrientes das células
hospedeiras. A falta da parede celular facilta a fusdo da membrana do
micoplasma a da célula hospedeira. Essa associacdo intima proporciona um
microambiente no qual ocorre a concentragcdo de produtos toxicos do
metabolismo dos micoplasmas, tais como peréxido de hidrogénio (H2O5), anions
superoxidos e amoénia, podendo levar a morte da célula hospedeira e danos
tissulares com conseqlente instalagdo de um processo inflamatério local. Este
processo, tornando-se continuo, produzira danos oxidativos aos compartimentos
vitais da célula hospedeira (Rottem & Naot, 1998; Glass et al. 2000; Rottem et al.
2003).

A maioria das espécies de micoplasma, no curso de suas interagdes com
células do sistema imune, apresenta um amplo potencial de provocar efeitos
imunomoduladores. Estes efeitos incluem a estimulacdo policlonal da
proliferacdo de linfocitos, ativacdo de APCs, células NK (do inglés, Natural
Killer), estimulagdo da producdo de citocinas pro-inflamatoérias e indugdo do
aumento da expressao de moléculas do MHC na superficie de APCs. Tais
efeitos cumulativos podem induzir a elaboracdo de reacdes autoimunes no
hospedeiro e podem ser substancialmente importantes para a patogénese de
doencas autoimunes, como a AR e o LES (Stuart et al. 1993). Os micoplasmas
ativam as células do sistema imune, mas sdo capazes de escapar dos
mecanismos de defesa, por meio do mimetismo molecular e da variagao
antigénica, ocasionando infecgdes crénicas (Rottem & Naot, 1998).

Em paralelo a indugédo de respostas imunes especificas, varias espécies
de micoplasmas sao ativadores policlonais de linfocitos B e T in vivo e in vitro
com subseqliente secrecdo de imunoglobulinas e ativacdo de linfécitos T
citotéxicos (Simecka et al. 1993). Por outro lado, também foi descrito que os



micoplasmas podem ser supressores para a producédo de anticorpos (Ruuth &
Praz 1989). Os micoplasmas também sdo capazes de ativar
mondcitos/macréfagos, aumentando a expressao das moléculas classe | e |l do
MHC, a producéao de éxido nitrico (NO, do inglés, Nitric Oxide) e a liberacao de
citocinas pro-inflamatérias (Stuart et al.1993; Ribeiro-Dias et al. 1999).

Em relacdo ao diagnéstico de infeccao por micoplasmas, a falta de
conhecimentos conclusivos quanto a patogenicidade dos micoplasmas em
muitas condicdes clinicas, é devido, principalmente, ao desconhecimento de
modo geral, de médicos e laboratoristas em relacdo as condi¢cdes de isolamento
e de crescimento destes microrganismos fastidiosos, levando-se em
consideracao que suas exigéncias de crescimento tornam dificil a sua detecgao.
Varias espécies de micoplasmas ja foram detectadas ou isoladas de fluidos
bioldgicos humanos, tais como: urina, sangue, secrecdes genitais, liquido
sinovial, sémem, e em tecidos, bidpsias de 6rgaos transplantados e outros,
demonstrando a sua capacidade de provocar infeccdo e doengas no ser humano
(Hakkarainen et al. 1992; Simecka et al. 1993; Garcia-Porrua et al. 1997; Rawadi
et al. 2000).

Quanto ao tratamento, devido as caracteristicas morfolégicas dos
micoplasmas, estes nao sao suscetiveis a penicilina e outros antibioticos que
agem nas estruturas da parede celular das bactérias em geral, mas sao
sensiveis a uma variedade de antibiéticos de largo espectro. As tetraciclinas e
doxaciclina sdo utilizadas na maior parte das infeccées por micoplasmas em
humanos (Taylor-Robinson & Bebear 1997, Hata et al. 2008; Jernberg et al.
2008).

1.2.2 Mycoplasma hominis, Mycoplasma fermentans e Mycoplasma
arthritidis

Sabe-se que os micoplasmas colonizam os tratos urogenital e respiratério
e que evidéncias do isolamento de certas espécies, tais como: M. homins, M.
genitalium e M. fermentans, em amostras biolégicas humanas, tornam estas
bactérias representantes de um grupo de microrganismos que tém sido
associados a um vasto niumero de doencas infecto-contagiosas em adultos e

criangas.



M. hominis faz parte da microbiota urogenital dos seres humanos e esta
bastante relacionado com infecgdes genitais em mulheres. Esta bactéria pode
ser transmitida por meio de relagdes sexuais, causando doencas sexualmente
transmissiveis. Este micoplasma também pode causar artrite séptica em
humanos (Garcia-Porrua et al. 1997; Lo et al. 2003; Phuah et al. 2007).

M. hominis, assim como M. fermentans, tem sido detectado (por meio de
PCR, ou sorologia) ou isolados (cultura) de secrecoes vaginais de mulheres com
vaginites, secrecées de colo uterino, sémen e secrec¢des uretrais de homens
adultos, bem como do liquido sinovial do joelho de pacientes portadores de AR e
de outras doencas reumaticas autoimunes (Verinder et al. 1978; Taylor-
Robinson et al. 1994; Machado et al. 2001; Lo et al. 2003; Daxboeck et al. 2003;
Phuah et al. 2007).

No trato urogenital, espécies bacterianas do género Ureaplasma sp e a
espécie M. hominis, sdo comumente implicadas como causadoras de infeccoes,
alteracOes perigestacionais e disturbios da reproducdo, como infertilidade,
abortos espontaneos, nascimentos de natimortos, partos de prematuros e
criangas com baixo peso, entre outras (Koch et al. 1997; Daxboeck et al. 2003;
Gdoura et al. 2007; Phuah et al. 2007).

Existem relatos de 18 casos de artrite séptica em seres humanos,
principalmente em pacientes imunodeprimidos e pds-parto, causados por M.
hominis (Luttrel et al. 1994; Phuah et al. 2007). Esta espécie também esta
associada com infeccbes em pacientes politraumatizados e em individuos que
usam préteses articulares (Hakkarainem et al. 1992; Garcia-Pérrua et al. 1997).
M. fermentans, originalmente isolado do trato urogenital de humanos,
comprovadamente induz artrite séptica em animais experimentais. Também foi
isolado na urina e tecidos de pacientes com AIDS (Wang et al. 1992;
Schaeverbeke et al. 1996; Schaeverbeke et al. 1997; Johnson et al. 2000; Rivera
et al. 2002; Kawahito et al. 2008). Em contraste a maioria das espécies de
micoplasmas que sdo extracelulares, M. fermentans e também M. penetrans
podem apresentar-se primariamente como intracelulares (Lo et al. 1991; Taylor-
Robinson, 1991). Esta localizacao intracelular pode ser um dos fatores de
protecdo destes microrganismos contra anticorpos e antibiéticos, contribuindo
para a cronificacdo de suas infec¢des. Ainda, Frangoso et al. (1992) atribuem ao
M. fermentans a capacidade de fusao com linfécitos do sangue periférico, sendo



um processo que pode resultar da interacdo entre componentes da membrana
deste micoplasma com a dos linfécitos, podendo gerar alteracées funcionais
nestes leucocitos.

M. arthritidis € um patégeno bacteriano que acomete animais roedores,
principalmente ratos e camundongos, além de coelhos, ocasionando artrite
séptica e até toxicidade letal em camundongos, principalmente devido a acao do
superantigeno MAM (do inglés, Mycoplasma arthritidis Mitogen), secretado por
este micoplasma. Pode ser transmitido de animais ou mesmo do ambiente para
o ser humano (Wenyi et al. 2008). Alguns estudos ja demonstraram a presenca
deste micoplasma aderido a leucdcitos, sinoviécitos, fibroblastos e células
epiteliais de animais (Tu et al. 2005). M. arthritidis ja foi isolado do liquido
sinovial de coelhos com artrite séptica. A artrite experimental em camundongos
pode ser induzida por inoculacéo intravenosa ou intraperitoneal de M. arthritidis.
Esta artrite é muito similar, histologicamente, a AR em humanos. Diferentes
cepas de M. arthritidis variam na sua habilidade de provocar doencgas, existindo
cepas que sao mais virulentas do que outras, dentro da mesma espécie (Tu et
al. 2005; Cole et al. 2005; Dybvig et al. 2008; Wenyi et al. 2008). M. arthritidis
apresenta um pequeno genoma (820,45 pb) o qual é capaz de induzir variacoes
nas proteinas expressas em sua membrana celular (Dybvig et al. 2008). Os
mecanismos patogénicos mediados por M. arthritidis ndo s&o menos complexos
do que aqueles associados a muitas outras doencas infecciosas microbianas,
envolvendo a acao dos seus fatores de viruléncia: proteinas de adesdo (MAAs,
do inglés, Mycoplasma arthritidis adhesins), producdo de superantigeno MAM,
producdo de superantigeno MAV1 bacteriéfago, variacdo antigénica e
mimetismo molecular, os quais colaboram para garantir a sua sobrevivéncia e
proliferacdo no organismo hospedeiro, além de estarem associados com a
capacidade de infeccao das cepas de M. arthritidis (Cole et al. 2005; Dybvig et
al. 2008; Wenyi et al. 2008).

1.3 Lipoproteinas de Micoplasmas
Wise et al. (1993) caracterizaram as LAMPs (do inglés, lipid-associated

membrane proteins) de M. fermentans, destacando as seguintes propriedades:

as LAMPs constituem a maioria das proteinas de membrana, sdo antigénicas,



podendo ser distinguidas por anticorpos monoclonais, e as mesmas sao
expostas na superficie do microrganismo. Segundo Lo et al. (2003), as LAMPs
de micoplasmas apresentam alta antigenicidade e constituem os principais
alvos moleculares da resposta imune humoral do hospedeiro, podendo
apresentar variagdes de tamanho e massa molecular de uma espécie de
micoplasma para outra. As LAMPs tém sido bastante usadas como alvos
antigénicos nos testes laboratoriais sorol6gicos para a pesquisa de anticorpos
séricos especificos para micoplasmas. Em estudo soroldgico, utilizando-se como
antigenos de micoplasmas as suas respectivas LAMPs, foram identificados 14
distintos sorotipos de M. hominis, trabalho realizado por Lo et al. (2003). A
extracdo de LAMPs da membrana dos micoplasmas, seguida de particdo em
fases detergente e aquosa, demonstra que a fracdo detergente, onde se
localizam os componentes hidrofébicos da membrana, € a que possui a
capacidade de ativar células da linhagem monocitica humana (Rawadi &
Romam-Romam, 1996).

As LAMPs de micoplasmas ativam monécitos humanos e macréfagos
murinos induzindo a produgcado de TNF e NO (Gallily et al. 1992; Ribeiro-Dias et
al. 2003; Cole et al. 2005). A interacdo dos micoplasmas com estas células do
sistema imune é mediada principalmente por LAMPs presentes na superficie dos
micoplasmas. Mihlradt et al. (1994) demonstraram que proteinas de alta massa
molecular (MDHM, do inglés M. fermentans derived high molecular-weight
material) derivadas da membrana de M. fermentans sdo capazes de induzir a
liberagdo de mediadores inflamatérios, tais como a IL-1, a IL-6 e o TNF-a em
mondécitos e macréfagos de camundongos.

As LAMPs de micoplasmas ativam mondcitos, macrofagos e células
dendriticas via receptores similares a proteina Toll (TLR, do inglés Toll-like
receptors) e a sinalizacdo na via TLR das APCs pode quebrar a tolerancia
imunolégica (Takeuchi et al. 2001), induzindo proliferacdo de linfécitos
autorreativos e producdo de anticorpos que podem reagir com antigenos
préprios (Simecka et al. 1993; Abdollahi-Roodsaz et al. 2008).

As LAMPs triaciladas de micoplasmas podem interagir com o TLR2
associado com o TLR1, enquanto que as LAMPs diaciladas interagem com o
TLR2 associado com o TLR6, formando heterodimeros. Estas interacdes

induzem a ativagao de diversos tipos de células imunoldgicas, principalmente as



APCs (Cole et al. 2005). O reconhecimento de TLR2 como receptor para as
LAMPf (LAMP de M. fermentans) foi comprovado em experimentos com
camundongos deficientes em TLR4 (Receptor para Lipopolissacarideo-LPS de
bactéria Gram negativa), nos quais as células produziram TNF em resposta a
um lipopeptideo de M. fermentans (MALP-2), enquanto que, células de
camundongos deficientes em TLR2 ndo produziram TNF. Estes resultados
indicaram que a produgéo da citocina induzida pela LAMPf é via ativagao de
TLR2 (Nishiguchi et al. 2001), ficando assim, estabelecido que o TLR2 é um
receptor para as LAMPs. A ativacdo de monécitos/macréfagos via TLR induz
producdo de citocinas inflamatérias podendo ocasionar danos teciduais no
hospedeiro. O tratamento de células mononucleares humanas com anticorpo
anti-TLR2 inibe a indu¢ao de TNF-a pelas LAMPf (Lien et al. 1999).

Segundo Simecka et al. (1993), as LAMPs podem induzir efeito
mitogénico em células B, ocasionando producdo de anticorpos inespecificos e
aumento nos niveis sanguineos de imunoglobulinas. Reconhecimento especifico
ou nao-especifico de antigenos de micoplasmas por linfécitos B pode produzir
respostas imunes humorais importantes para a patogénese de doencas
autoimunes. Por outro lado, as LAMPs também estimulam a producédo de
anticorpos especificos (Cole et al. 1977; Ruuth & Praz 1989; Simecka et al.
1993).

1.4 Aspectos gerais dos Superantigenos

Os superantigenos (SAgs) constituem um grupo de proteinas
imunorreguladoras, secretadas por certas espécies de bactérias e virus, sao
consideradas exotoxinas, exibem alto potencial mitogénico para linfécitos e
ativam APCs. Os SAgs diferem dos antigenos protéicos convencionais pelo fato
de que nao necessitam ser previamente processados em peptideos e
apresentados, via moléculas de classe Il do MHC, pelas APCs aos linfécitos T
CD4". Os SAgs se ligam a regides nao polimérficas das moléculas da classe |
do MHC na superficie das APCs e a determinadas regiées do dominio variavel
da cadeia B do receptor de antigenos dos linfécitos T (TCR V), induzindo,
ativacao simultanea e inespecifica destas células imunes (Howell et al. 1991;



Heide, 2001; Zhao et al. 2004; Li et al. 2005; Li et al. 2006).

Cada SAg se liga a um dominio VB de familias de TCR e como o numero
de diferentes regides VB no repertério de linfécitos T humano é restrito a
aproximadamente 50 regides VP distintas, contendo cerca de 24 tipos comuns
destas regides, um substancial nimero de linfécitos T sdo ativados por SAgs.
Assim, um SAg pode chegar a ativar cerca de 20% do repertorio das células T
humanas, enquanto apenas 1 em 10° — 10° linfécitos T virgens que sdo
responsivos a antigenos protéicos apresentados de forma convencional sao
ativados (Proft & Fraser 2003).

Atualmente, 41 tipos de SAgs bacterianos ja foram descritos, os quais
foram estruturalmente caracterizados pelo método de espectrometria de massa
e analise cristalografica. Os SAgs podem diferir quanto a conformacao estrutural
e interacbes com regides especificas (CDRs — regides determinantes da
complementaridade) do TCR ou com moléculas do MHC (Zhao et al. 2004).

Os SAgs podem desempenhar um papel importante na patogenia das
doencas autoimunes, visto que podem ativar de maneira especifica ou
inespecifica, um conjunto de linfocitos T que apresentam determinadas cadeias
VB do TCR, incluindo clones de linfocitos T autoreativos (Cole et al. 2005). Além
disso, ativam as APCs, o que contribui para a quebra da tolerancia imunondgica.
Clones de linfécitos T autoreativos podem gerar respostas imunes exacerbadas
ou descontroladas, podendo ocasionar autoagressao tissular e inflamacéao (Li et
al. 2005). A contribuicdo dos SAgs para a patogénese de doencas autoimunes
tem sido investigada (Cole et al. 2000; Sawitzke et al. 2000; Proft & Fraser 2003;
Li et al. 2005).

1.4.1 Superantigeno MAM (Mycoplasma arthritidis mitogen)

A Unica espécie de micoplasma conhecida que produz um SAg é M.
arthritidis, que secreta o MAM. O superantigeno MAM é uma biomolécula de
natureza protéica constituida por 213 aminoacidos e apresentando uma massa
molecular de 25.704 Da (~26 KDa). A ligacdo do MAM ¢ restrita as regides Vf
do TCR, sendo influenciada pela conformagao da regido CDR3 deste receptor
de antigeno, e as regides nao polimorficas de certas moléculas de classe Il do
MHC, permitindo interagdo entre o linfécito T especifico e a APC induzindo a



ativagdo simultanea de certos linfécitos T CD4" e APCs (Bhardwaj et al. 1994,
Knudtson et al. 1997; Zhao et al. 2004; Li et al. 2005; Cole et al. 2005; Bode et
al. 2007). Knudtson et al. (1997) demonstraram que o MAM estimula linfocitos T
CD4" expressando os seguintes tipos de TCR VB 3.1, 5.1, 7.1, 8.1, 10, 11.1, 12,
13.1,14, 17, ou 20, mostrando “in vitro” que estes linfécitos podem ser
expandidos policlonalmente, ap6s inoculagcdo com MAM. Estudo realizado por Li
et al. (2005) demonstrou que existe uma elevada expansdo de clones de
linfécitos T apresentando TCR VB3, VB14 e VB17 em pacientes portadores de
AR.

O superantigeno MAM nao utiliza apenas o mecanismo de interagédo entre
moléculas de classe Il do MHC e o TCR dos linfocitos T para ativar células do
sistema imune, mas pode utilizar também o mecanismo de interacao direta com
TLRs, como o TLR2 ou o TLR4, expressos nas APCs (Mu et al., 2005; Mu et al.,
2006). O MAM apresenta potente efeito imunomodulatério sobre diversas células
do sistema imunolégico, sendo capaz de ativar um grande nimero de diferentes
células imunoldgicas, tais como APCs e linfécitos, induzindo a produgédo de
citocinas proé-inflamatérias (TNF, IL-1B, IL-6), NO, intermediarios reativos do
oxigénio (ROIs) entre outros mediadores moleculares da inflamagdo como o
PAF - Fator Ativador de Plaquetas, do inglés Platelet activating factor)
(Schiffenbauer et al. 1998; Sawitzke et al. 2000; Mu et al. 2000; Ribeiro-Dias et
al. 2003; Shio et al. 2004; Cole et al. 2005; Mu et al. 2005). A ativagédo de clones
de linfécitos autoreativos pode ocasionar alteragdes ou disturbios das funcdes
imunolégicas do hospedeiro, resultando em producao de imunoglobulinas,
incluindo o Fr, lesdes teciduais, linfadenopatia, instalacdo de processos
inflamatoérios tissulares e outras perturbacbées imunes caracteristicas da
autoimunidade (Tumang et al. 1990; Paliard et al. 1991; Sawitzke et al. 2000; Mu
et al. 2005; Mu et al. 2006; Wenyi et al. 2008).

E possivel que a infecgdo por M. arthritidis seja capaz de induzir quebra
de tolerancia imunolégica em individuos imunologicamente suscetiveis,
possivelmente devido a agdo do MAM na ativagéo policlonal de linfécitos T e de
APCs, induzindo o desencadeamento de doencas autoimunes. Ha evidéncias
que o MAM possa ter um papel importante nas doencas inflamatorias
associadas com infeccao por M. arthritidis, embora isto geralmente ndo leve ao

surgimento de sintomas clinicos no individuo (Cole et al. 2005; Dybvig et al.



2008; Wenyi et al. 2008).

1.5 Evidéncias do envolvimento dos Micoplasmas e superantigeno MAM na
Artrite reumatéide e no Lupus eritematoso sistémico

Tem sido sugerido que a AR pode ser uma manifestacao de uma resposta
imune descontrolada a um agente infeccioso em um hospedeiro geneticamente
suscetivel. Varios possiveis agentes infecciosos associados a AR tém sido
sugeridos, incluindo micoplasmas, Chlamydia trachomatis, virus Epstain-Barr
(EBV), citomegalovirus, parvovirus B19, virus da rubéola, entre outros (Jefferies
et al. 1998; Roudier et al. 2000, Fernandez et al. 2005). Uma possibilidade é que
ocorra uma infeccdo persistente nas estruturas articulares ou retencdo de
produtos microbianos no tecido sinovial que induzem uma resposta inflamatéria
cronica que causa a quebra da tolerancia aos antigenos proprios (Kawabhito et al.
2008).

Certas espécies de micoplasmas causam doencas inflamatorias
articulares cronicas em varias espécies animais, tais como bovinos, ovinos,
suinos, aves e também em ratos (Taylor-Robinson, 1971). M. arthritidis causa
artrite em roedores e coelho, histologicamente semelhante a AR humana (Cole
et al. 1993). Em humanos, M. pneumoniae pode atingir o sistema musculo-
esquelético, causando mialgia, artralgia e artrite séptica (Jansson et al. 1971;
Davis et al. 1988; Barile et al. 1994). M. hominis e M. fermentans ja foram
relatados em casos de artrite séptica, identificados no fluido sinovial de
pacientes com AR e no sangue ou secrecdo vaginal de pacientes com LES, por
meio da PCR (Bartholomew et al. 1965; Jansson et al. 1971; Luttrell et al. 1994;
Koch et al. 1997; Hoffman et al. 1997; Horowitz et al. 2000; Johnson et al. 2000;
Gilroy et al. 2001; Machado et al. 2001; Kawahito et al. 2008).

Evidéncias do envolvimento de micoplasmas na AR e no LES tém sido
demonstradas por meio da detecgao de anticorpos anti-micoplasmas no soro,
fluido sinovial e outras secregdes bioldgicas dos pacientes, bem como pelo
isolamento das bactérias ou identificacdo dos micoplasmas no fluido sinovial por
meio da detec¢do de DNA destas bactérias, usando a PCR. Entre as espécies
mais frequentemente encontradas estdo: M. hominis, M. fermentans, M.

pneumoniae € M. penetrans (Cole et al. 1975; Schaeverbeke et al. 1997; Haier et



al. 1999; Horowitz et al. 2000; Johnson et al. 2000; Machado et al. 2001; Gilroy
et al. 2001).

Machado et al. (2001) detectaram M. hominis no epitélio da endocérvice
uterina de 20% das pacientes portadoras de LES, estes resultados sugerem
haver uma associagao entre infecgdo por M. hominis e LES.

Schaeverbeke et al. (1998) estudaram e compararam as caracteristicas
genotipicas de sete cepas de M. fermentans isoladas a partir do liquido sinovial
de pacientes com AR. Outro estudo também demonstrou a presenca de DNA de
M. fermentans e anticorpos especificos para as bactérias no liquido sinovial de
pacientes com AR (Horowitz et al. 2000). Esta espécie de micoplasma foi
detectada no sangue de pacientes com AR, produzindo infeccao sistémica
(Haier et al.,, 1999). Estes resultados sugerem que M. fermentans pode
desempenhar um papel no desenvolvimento da AR. M. fermentans possui um
potente produto imunomodulador chamado lipopeptideo-2 ativador de
macrofago (MALP-2) que ativa macréfagos para liberar citocinas, as quais
aumentam a inflamacdo. O MALP-2 pode induzir a liberagdo de 5'-nucleotidase
pelos macréfagos. Esta enzima pode ocorrer em articulagdes, em quantidades
excessivas, quando M. fermentans estd presente em pacientes com AR,
induzindo lesdes articulares no mesmo (Johnson et al. 2000).

O papel patogénico de M. fermentans ainda nao foi completamente
definido. Rivera et al. (2002) testaram e compararam a capacidade artritogénica
de duas cepas diferentes de M. fermentans (P-140 e PG-18), isoladas de um
paciente com asma. Uma suspensdo da cepa de M. fermentans P-140 foi
inoculada intratraquéia ou na cavidade articular do coelho e foi observado que
estas cepas de micoplasmas eram capazes de induzir artrite. O estudo
histoldégico do tecido sinovial revelou expressiva inflamagdo nos joelhos do
animal com a cepa M. fermentans PG-18. No entanto, nos coelhos inoculados
com a cepa M. fermentans P-140 houve uma menor resposta inflamatéria local.
M. fermentans P-140 tem sido isolado a partir do trato respiratério humano,
enquanto a cepa M. fermentans PG-18 é um tipo de cepa mais isolada do trato
geniturinario humano, ambos tem potencial artritogénico comprovado
cientificamente (Rivera et al. 2002).

Acredita-se que o SAg MAM ou moléculas estruturalmente similares a ele,

as quais compartilham epitopos antigénicos comuns, possam iniciar e/ou



exacerbar doencas autoimunes, como por exemplo, a AR, pois evidéncias do
encontro de elevados niveis de anticorpos séricos anti-MAM foram detectados
em pacientes com AR nos Estados Unidos (Sawitzke et al. 2000) . Estudo
realizado por Emery et al. (1985) relata que o SAg MAM pode induzir linfécitos B
humanos a secretar Fr. Portanto, o MAM poderia contribuir para aumentar o
processo de inflamacéao cronica e destruicao da cartilagem e do osso na AR.

A ativacdo de células do sistema imune pelos micoplasmas induz
respostas imunes especificas e inespecificas, as quais podem contribuir para a
protecdo contra a infeccdo ou para exacerba-la. A protecdo é garantida
especialmente  por anticorpos neutralizantes, sendo o0s pacientes
hipogamaglobulinémicos altamente suscetiveis a infecgdo pelos micoplasmas
(Roifman et al. 1986). Por meio do mimetismo molecular e da variagao
antigénica, os micoplasmas escapam das respostas imunes, o que contribui para
a cronicidade das infec¢des e progressao das doencas. A producdo cronica de
anticorpos especificos ou inespecificos pode desencadear reacdes de
hipersensibilidade, incluindo reacdes citotéxicas, depdsitos de imunocomplexos
e ativagdo do sistema complemento, além de reacbes alérgicas mediadas por
anticorpos IgE e inducao de auto-anticorpos (Roifman et al. 1986; Gelfand 1993;
Simecka et al. 1993; Sawitzke et al. 2000; Razin et al. 2002; Rottem, 2003).

A detecgéo de anticorpos anti-LAMPs de M. fermentans ou M. hominis ou
de anticorpos anti-MAM e avaliacdo do perfil destes anticorpos IgG reagentes
com as LAMPs no soro de pacientes portadores de AR ou LES pode contribuir
para reforcar as evidéncias da associagdao entre infeccao por micoplasmas e

estas doencas.



1.6 Justificativa

Os micoplasmas sao bactérias causadoras de doencas em animais e nos
seres humanos. Algumas espécies, tais como, M. fermentans e M. hominis
fazem parte da microbiota urogenital e respiratéria humana, estando,
freqientemente, envolvidas em infecgcdes do trato geniturinario, respiratério e
das articulagdes (Luttrel et al. 1994; Razin et al. 2002; Rotten S, 2003; Phuah et
al. 2007). Um dos principais fatores de viruléncia destas bactérias séo
lipoproteinas expressas na sua superficie, as quais sdo importantes alvos da
resposta imune do hospedeiro (Lo et al. 2003). Outro produto antigénico
produzido por uma espécie de micoplasma (M. arthritidis) é o superantigeno
MAM o qual apresenta capacidade de ativar, de maneira especifica ou
inespecifica, diferentes leucécitos, prinicipalmente linfocitos e APCs (Sawitzke et
al. 2000; Cole et al. 2000). Este, juntamente com as LAMPs de micoplasmas,
podem estar associados com a quebra de tolerancia imunolégica a antigenos
préprios do ser humano, podendo induzir doengas autoimunes (Garcia-Pérrua et
al. 1997). Algumas espécies de micoplasmas (M. arthritidis, M. fermentans e M.
hominis) foram isoladas de diferentes liquidos biolégicos humanos, causando
doencas infecciosas, incluindo a artrite séptica (Luttrell et al. 1994). Em
pacientes portadores de AR ou LES, estas espécies de micoplasmas também
foram identificadas (Horowitz et al. 2000; Gilroy et al. 2001, Machado et al.
2001). A deteccao de anticorpos IgG séricos anti-LAMPs de M. fermentans ou M.
hominis ou anti-MAM e a avaliacao do perfil de reatividade destes anticorpos IgG
anti-LAMPs no soro de pacientes portadores de AR ou LES pode contribuir para
uma melhor definicdo da associacao entre infeccao por micoplasmas e a génese
de doengas reumaticas autoimunes. Até o momento existe apenas um trabalho
abordando a avaliacdo de anticorpos anti-MAM em pacientes portadores de
doengas reumaticas autoimunes e poucos trabalhos demonstrando a presenga
de anticorpos IgG anti-LAMPs de micoplasmas em grupos de pacientes com
doencas autoimunes. Ainda, pouco é conhecido sobre quais LAMPs seriam os
principais antigenos de micoplasmas associados com a AR.



2. Objetivos

2.1 Geral

Detectar e caracterizar a resposta de anticorpos IgG contra superantigeno
rMAM e LAMPs de Mycoplasma fermentans e Mycoplasma hominis em soros de

pacientes com artrite reumatdide e lUpus eritematoso sistémico.

2.2 Especificos

2.2.1. Determinar o perfil eletroforético de LAMPs de membranas de M.
fermentans PG18 e M. hominis PG21

2.2.2. Avaliar o perfil de anticorpos IgG reativos com LAMPs de M. fermentans
PG18 e M. hominis PG21 para identificar as principais LAMPs imunogénicas
candidatas a antigenos envolvidos na etiopatogenia da artrite reumatdide ou do

lUpus eritematoso sistémico.

2.2.3. Determinar a freqiiéncia de reatividade anticorpos IgG anti-rMAM no soro
de pacientes portadores artrite reumatdide ou lUpus eritematoso sistémicos e em

individuos saudaveis.



3. Material e Métodos

3.1 Pacientes e aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal
de Goias-UFG (Protocolo CEPMHA/HC/UFG N2 051/2005). Os pacientes
incluidos no estudo eram do sexo feminino, com idade entre 25 a 70 anos,
sendo diagnosticados no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas-
UFG, com Artrite reumatéide (AR, n = 40) ou Lupus eritematoso sistémico (LES,
n = 23), segundo os critérios do American College of Rheumatology (ACR —
Guidelines, 2002).

Foram selecionados pacientes com AR ou LES que apresentavam doenca
no estado inativo, isto é, doenca em remissao, baseado nos indices compostos
de atividade clinica. Para a AR, o indice composto de avaliacao de atividade da
doenca foi o DAS-28 (Disease Activity Score). Sendo considerado paciente com
AR em remissdo aquele com pontuacdo do DAS-28 < 2,6 pontos, conforme
Consenso Brasileiro para Diagnostico e Tratamento da Artrite reumatoide
(Bértolo et al. 2007). Este indice foi calculado pela equipe de médicos
reumatologistas do Ambulatério de Reumatologia do HC/UFG. O DAS-28 é um
indice composto por quatro variaveis: velocidade de hemossedimentacao (VHS),
namero de articulagoes dolorosas (de um total de 28 articulagdes avaliadas), o
namero de articulagcbes inflamadas/edemaciadas (entre 28 articulagdes
avaliadas) e o grau de comprometimento causado pela doenca, por meio de uma
escala analdgica visual para avaliar a dor do paciente (0 a 100 mm), indicada
pelo proprio paciente. DAS28 é calculado pela seguinte férmula: 0,56 + raiz
quadrada do numero de articulagdes dolorosas + 0,28 x raiz quadrada do
numero de articulacbes edemaciadas + 0,70 x logaritmo neperiano do VHS
+0,014 x escala visual anal6gica (Prevoo et al. 1995).

A atividade de doenca nos pacientes portadores de LES foi baseada no
indice de atividade de doenca no Lupus eritematoso sistémico — SLEDAI,
adotando como critério de doenga em remissao paciente LES com SLEDAI < 2,0
pontos. Foram incluidos pacientes com AR ou LES que estavam usando baixas
doses de corticosterdides (predinisolona < 10 mg/dia), associadas as drogas



modificadoras do curso da doenca (DMCDs: Metotrexato, Hidroxicloroquina,
Sulfasalazina, Azatioprina). Nenhum dos pacientes fazia uso de bloqueadores de
TNF-a ou qualquer outro imunobiolégico similar. O periodo de coleta das
amostras sanguineas dos pacientes e individuos controles foi de Marco de 2006
a Agosto de 2007.

Os controles, também do sexo feminino (n = 83) eram mulheres
saudaveis voluntarias, doadoras de sangue do Banco de Sangue do HC/UFG ou
voluntarias saudaveis da comunidade. Ambos, pacientes e controles, assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido. Os individuos controles foram
selecionados mediante critérios de selecao do Banco de Sangue (Hematdcrito,
peso, auséncia clinica de doenca) e realizacdo de um hemograma, para
confirmacdo dos padrdes hematolégicos de normalidade. Os grupos de
pacientes e individuos controles foram pareados por sexo e faixa etaria de maior
prevaléncia da AR ( n =40, 40 — 70 anos) e do LES (n = 23, 25 — 45 anos).

3.2 Obtencao de amostras séricas

As amostras sanguineas dos pacientes e individuos controles foram
colhidas mediante uso de material descartavel e antissepsia para pung¢ao venosa
na fossa anticubital do antebraco. Foram colhidos 5,0 mL de sangue periférico,
sem anticoagulante, em tubos vacutainer (BD vacutainer™, Juiz de Fora, MG,
Brasil) de cada individuo participante do estudo. Os soros foram separados,
apds coagulacdo em temperatura ambiente (T.a.), em torno de 60 min e em
Banho-Maria (BM?) a 37 °C, durante 15 min, seguida de centrifugacao (1.500 g,
10 min), sendo glicerinados (v/v) e estocados a temperatura de -20 °C até o
momento da realizacao dos testes soroldgicos.

3.3 Obtencao do MAM recombinante

O superantigeno MAM recombinante (rMAM) foi produzido a partir do
plasmideo doado pelo Dr. Walid Mourad, Montreal, Canada. Os processos de
transformacao da bactéria com o plasmideo, expressao, solubilizacdo e
purificacdo do superantigeno rMAM foram executados pela Dr? Marina Tiemi
Shio, no Departamento de Imunologia da Universidade de Sao Paulo (USP).
Brevemente, a cepa da bactéria E.coli — DH5a foi transformada com o
plasmideo pGEX-6P contendo o cDNA do MAM (Langlois et al. 2000). Apds 30



min a suspensdo de bactérias foi incubada por 2 min/42 °C e depois mais 5 min
no gelo. Foram adicionados 400 uL de meio SOB (Triptona 2%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 0,5%, MgCl 10 mM e Glicose 20 mM) as bactérias e estas
foram incubadas por 45 min/37 °C, sob agitacdo de 200 rpm. Em seguida, as
bactérias foram distribuidas em placas de cultura contendo meio LB sélido
(Peptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, agar 1,5% e 100 ug/mL de
ampicilina). A placa foi incubada por 18 h a 37 °C.

Uma colénia da placa de meio LB sélido foi inoculada em 3 mL de meio
LB liguido (Peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, e 100 ug/mL de
ampicilina). A suspensado de bactéria foi incubada, sob agitacao, por 18 h, a
30°C. Apods a saturagdo da cultura, esta foi diluida 1/50 (bactéria/meio) e
incubada, sob agitacdo, por 3 h, a 37 °C até atingir a densidade 6ptica (D.O. oo
nm) de 0,5. Logo apds, as bactérias foram induzidas com IPTG 1,0 mM
(Isopropiotiogalactosideo, Invitrogen) e incubadas, sob agitacao, por 18 h a 18
°C. Apods este periodo de incubacgdo, a suspensdo bacteriana foi centrifugada
(8.000 rpm, 15 min, 4 °C) e o sobrenadante foi descartado, sendo o sedimento
congelado a -20 °C.

Para a obtencdo do rMAM, o sedimento foi ressuspendido na proporcao
1:20 com PBS gelado, contendo 1 mM de PMSF (inibidor de protease, Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) e 100 pug/mL de
lisoenzima. A suspensao foi submetida a trés ciclos de congelamento (1 min no
nitrogénio liquido) e descongelamento (BM2 a 37 °C). Apds a centrifugacéo
(2000 rpm, 30 min, 4 °C), a parte sollvel (sobrenadante) contendo o rMAM foi
recolhida. Depois de rompidas, 5 uL do sedimento e 15 uL do sobrenadante
foram submetidos a analise por eletroforese e Western blotting, usando
anticorpos IgG de coelho anti-MAM.

Em seguida, o sobrenadante foi incubado com a resina de sepharose
Glutationa Transferase (GST)-mAMF. A purificacdo do rMAM foi realizada pelo
método de cromatografia liquida (FPLC), usando resina de sepharose. A parte
soluvel foi incubada com a resina, esta ja estava equilibrada em PBS, por 45 min
(T.a.), sob agitacédo. Depois da centrifugagcao (2.500 rpm/3 min/t.a.) a parte nao
ligada foi colhida e a resina lavada seis vezes com salina tamponada com
fosfatos (PBS) 5x o volume da resina. As duas primeiras lavagens foram



colhidas para verificar a quantidade de proteina perdida. Em seguida, a
resina+proteina foi incubada com o tampao de eluicdo (6,7 mg de GST reduzida,
em tampao TRIS/HCI 0,1 M pH 8; NaCl 3,3 M, volume final de 1 mL) por 40
min/T.a., sob agitacdo. Apds a centrifugacao, o eluido, contendo a proteina, foi
colhido, e a resina foi submetida a mais trés elui¢ées.

A concentracao proteica das amostras obtidas foi determinada usando o
Kit BCA Protein Assay, (Pierce, Rockford, IL, EUA) usando uma curva-padrao
com concentracdes conhecidas de gamaglobulina. O rendimento foi de 8 mg de
proteina por litro de cultura. A obtencao do superantigeno rMAM, pelo processo
acima descrito, forneceu o MAM soluvel associado a proteina GST, aqui referido
como rMAM-GST.

3.4 Cultivo dos Micoplasmas

Os micoplasmas foram doados pelo Dr. Jorge Timenesky, do
Departamento de Microbiologia da Universidade de Sdo Paulo-USP, Sao Paulo.
As cepas de M. hominis PG21 (ATCC) e M. fermentans PG18 (ATCC) eram
mantidas congeladas em fase log de crescimento a -70 °C, sendo
descongeladas e subcultivadas em meio liquido SP4 (Tully, 1995) e entéo
expandidas até 1.000 mL (Senterfit, 1985). As culturas foram mantidas a 37 °C
em aerobiose por trés a cinco dias. Apds 0 crescimento, as culturas de
micoplasmas foram testadas para hidrélise de arginina, produgéo de colénias do
tipo “ovo frito”, em meio SP4 sélido e a espécie de micoplasma foi confirmada
por inibicao de crescimento por anticorpos especificos (Clyde Jr. 1985). A cultura
de micoplasmas, em meio liquido SP4, foi centrifugada, o sedimento
ressuspendido em 40 mL de PBS (pH 7,4, contendo timerosal 0,025%) e
centrifugada a 20.000 g por 30 min, a 4 °C, por duas vezes consecutivas, para a
retirada dos componentes do meio de cultura. O sedimento bacteriano foi

utilizado para a extracdo das LAMPs dos micoplasmas como descrito abaixo.

3.5 Extracao de Lipoproteinas (LAMPs) de Micoplasmas

A extracdo das LAMPs da membrana dos micoplasmas foi realizada pelo
método de fracionamento de fase com detergente Triton X-114, baseado em
Wang et al. (1992), com algumas modificagdes. Inicialmente, o sedimento de

micoplasma foi inativado a 56 °C em BM? por 45 min. Em seguida, o sedimento



foi ressuspendido com 40,0 mL de tampao PBS com Timerosal (pH = 7,4) e
centrifugado por 30 min a 20.000g, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao
sedimento foi adicionado 1,0 mL de Triton X-114 a 10% (Sigma) em agua MilliQ
(concentracao final de 2% de detergente) e 4,0 mL do tamp&o de extracéo
(Solugao Tris HCI 50mM; NaCl 150mM; EDTA 1mM, pH 8,0). A preparacéo foi
submetida de seis a oito ciclos de sonicagcédo por 1 min, a uma poténcia de 100
watts (Desruptor de células UNIQUE), com intervalos de 1 min, em banho de
gelo. Em seguida, foram acrescentados 5 mL de Triton X-114 a 10% e 20 mL do
tampao de extracao (concentracao final de 2% de detergente). Apds incubacgéo
por 3 h a 4 °C, sob agitacdo, a mistura foi centrifugada a 20.000 g por 30 min, a
4 °C, para retirada de residuos. O sobrenadante foi submetido a extracao por
particao de fase, sendo incubado a 30 °C por 5 min em BM? e centrifugado a
2.500 g por 10 min, a temperatura de 30 °C. Duas fases se formaram e a fase
aquosa superior, foi descartada. A fase inferior (detergente) foi adicionado igual
volume de tampao de extracdo a 4 °C e a mistura foi submetida novamente a
particio de fase, por duas vezes, como descrito anteriormente. A fase
detergente foi tratada com etanol absoluto para precipitacdo das lipoproteinas
(Rawadi & Roman, 1996). Para isto, ao volume final da fase detergente foi
acrescentado igual volume de tampdo de exiracdo e duas vezes e meia o
volume de etanol absoluto. A solugao foi incubada a -20 °C por 20 a 22 h,
sendo em seguida centrifugada a 50.000 g por 1 h, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e as lipoproteinas, no sedimento, foram solubilizadas em PBS
(estéril) e adicionadas de inibidores de protease, na concentracdo de 0,1%
(Protease Inhibitor Cocktail, Sigma). A solucao foi aliquotada e estocada a —20
°C até o momento do uso. A quantificacao das lipoproteinas foi realizada com o
kit BCA Protein Assay (Pierce, EUA), conforme instrugcdo do fabricante, sendo a
concentracdo proteica das amostras obtida em curva padrao preparada com
diferentes concentracdes de albumina.

3.6 SDS-PAGE de LAMPs e Superantigeno rMAM-GST

As LAMPs foram submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE; Laemmli, 1970), sob condicdes redutoras, apds diluicbes das
aliquotas de LAMPs em tampéao de amostra (glicerol a 20%, SDS a 4%, Tris HCI
60mM, azul de bromofenol a 0,03%, 2-Mercaptoetanol a 1%, concentrado 4



vezes), sendo utilizado um gel de corrida a 10% e gel de empilhamento na
concentracdo de 3% para a eletroforese das LAMPs. O gel de poliacrilamida
para a eletroforese do superantigeno rMAM-GST e GST foi preparado na
concentracdo de 12% e o gel de empilhamento a 3%. Ambos os géis foram
preparados com uma solucao de Bis-Acrilamida 30% (28,429 de acrilamida —Bio
Rad, Hercules, CA, EUA; 1,589 de bis—acrilamida - Gibco BRL, Grand lIsland,
NY, EUA, em agua MilliQ), solucao Tris - Base (Sigma) a 0,75 M, pH 8,8, para o
gel de corrida; e para o gel de empilhamento foi usada uma solucéo Tris a 1,0 M,
pH 6,8 e SDS a 10% (USB™, Cleveland, OH, EUA); persulfato de aménio a 10%
(APS, Sigma) e tetrametiletilienodiamina (TEMED, Sigma). A eletroforese foi
realizada utilizando o sistema Mini-Protean®3cell (Bio Rad, EUA). As amostras
do superantigeno rMAM-GST, GST e LAMPs de M. fermentans PG18 e de M.
hominis PG21 foram diluidas em agua MilliQ, de acordo com a concentracao
protéica, sendo ambos os antigenos acrescidos de tampao de amostra 4 vezes
concentrado. As amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida, sendo:
rMAM-GST (3,0 pg/canaleta), GST (3,0 pg/canaleta), LAMPs de M. hominis
PG21 (1,5 ug/canaleta) e LAMPs de M. fermentans PG18 (5,0 ug/canaleta),
apés 3 min em BM? fervente. Foi usado um padrdo contendo proteinas com
massas moleculares: 192; 102; 58; 49; 30; 20 e 15 KDa (Bio Rad, EUA), para a
determinacao das massas moleculares das LAMPs, do rMAM-GST e da GST.
Apés a adicao de tampao de corrida na cuba eletroforética contendo o gel, foi
aplicada uma corrente elétrica inicial de 60 V, até a entrada das amostras no gel
de corrida, sendo em seguida, a corrente aumentada para 100 V. O tempo total
estimado para a separacao das proteinas foi de aproximadamente 145 min para
o rMAM-GST e GST e de 155 min para as LAMPs. Apés estes periodos, o gel
era impregnado com o nitrato de prata, ou era realizada a transferéncia das
proteinas para a membrana de nitrocelulose (para a técnica de Western blotting),
como descrito abaixo. Para efetuar a impregnacéo pela prata, primeiramente o
gel foi fixado por 15 min (metanol 50%, acido acético 12%; formaldeido 0,3% em
agua deionizada). Em seguida, era lavado trés vezes com etanol 50% por 10
min, tratado com tiossulfato de sédio 0,02%, lavado por trés vezes com agua
deionizada e depois corado com solugdo de nitrato de prata 0,2% por 10 min,
sendo em seguida, lavado com agua. A solucao reveladora foi adicionada
(carbonato de sédio 0,6%; tiossulfato de sédio 0,0004%, formaldeido 0,3%), até



a visualizagdo das bandas. A reacdo foi paralisada com solugdo contendo
metanol 50% e acido acético 12% em agua deionizada, quando as bandas das

proteinas tornaram-se nitidamente visiveis no gel de poliacrilamida.

3.7 Western blotting

A técnica foi realizada segundo padronizacado descrita por Towbin et al.
(1979) e Cordova et al. (1999), com alteracdes. A transferéncia dos antigenos,
do gel de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose, foi efetuada
utilizando-se o sistema Mini-Protean®3cell (Bio Rad, EUA). No procedimento foi
utilizado tampao de transferéncia gelado (3,03g Trizma; 14,04 g Glicina; 200 mL
de Metanol; 1.000 mL agua deionizada). O tempo médio de transferéncia foi de
65 min a 100 V, em banho de gelo. Para verificar a qualidade da transferéncia
das LAMPs ou do superantigeno rMAM-GST e GST na membrana de
nitrocelulose foi realizada a coloracdo desta com solucdo corante Ponceau Red
0,1% em acido acético a 10% (dois min, sob agitacao leve). Ap6s a observacao
das bandas de proteinas perfeitamente coradas, a membrana foi lavada em
recipiente contendo agua destilada e depois cortada em tiras de
aproximadamente 3 mm que eram bloqueadas com solu¢do bloqueadora
contendo leite desnatado em p6 a 5% em PBS pH 7,4 por 2 h, a T.a., sob leve
agitacao.

As amostras séricas dos pacientes com AR ou LES e individuos
saudaveis foram diluidas 1/100 em PBS contendo 2% de leite desnatado em p6
para a reacdo com o rMAM-GST, GST e as LAMPS de M. hominis PG21 e
diluidas 1/20 para a reagdo com as LAMPs do M. fermentans PG18. Os soros
controles contendo IgG de camundongo anti-GST, doados pela Dra. Irene da
Silva Soares, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo-USP, foram diluidos 1/500 em solucdao bloqueadora a 2% e aplicados
sobre as tiras para testar sua reatividade as proteinas GST transferidas para a
membrana de nitrocelulose. Também foi doado, pelo Dr Jorge Timenetsky, uma
aliquota de um soro controle positivo contendo anticorpos IgG para M. hominis,
obtido de um paciente com artrite séptica por esta espécie de micoplasma.
Inicialmente, as tiras de nitrocelulose foram incubadas por 18 h a 4 °C, sob
agitacao, e depois lavadas por cinco vezes (10 min cada lavagem) com solucéo
de lavagem (PBS Tween 20 - 0,05%; pH 7,4). Posteriormente, foram incubadas



por 60 min com o conjugado IgG-peroxidase anti-lgG humano (Bio Rad, EUA)
diluido 1/4.000 em solugéo de bloqueio a 2%, ou conjugado IgG-peroxidase anti-
IgG de camundongo, diluido 1/5.000 em solucao blogueadora a 2%. Novamente
as tiras foram lavadas cinco vezes (10 min cada lavagem) com solucdo de
lavagem e duas vezes com PBS, pH 7,4, sem Tween 20.

A reacao foi revelada com PBS contendo diaminobenzidina (DAB, Sigma)
e peroxido de hidrogénio (5 mg de DAB, 10 uL de H>O. a 30%, em 35 mL de
PBS). Apds o aparecimento das bandas (tempo médio de 7 min de revelacao), a
reacao foi finalizada com agua destilada e as tiras foram lavadas trés vezes com
agua destilada. As tiras de Western blotting foram ordenadas, de acordo com a
marcacao da tira de padrdo de massas moleculares e digitalizadas (Scanner
Canon) para analises e confeccao dos diagramas representativos dos perfis de
bandas identificadas em cada grupo de amostras séricas avaliadas. Para cada
soro testado foram quantificados o numero total de bandas (LAMPs) e o numero
de bandas por faixa de massa molecular. As bandas foram marcadas por dois
observadores isoladamente, em analise cega. Apds a conferéncia das bandas
identificadas foram definidos os diagramas representativos dos blottings.

3.8 Analises Estatisticas

Os dados representam valores individuais, freqliéncias e as médias *
desvio padrdo. Inicialmente, os dados foram avaliados, estatisticamente, pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov (KS) para determinar se a amostra é proveniente
de uma populagdo com distribuicdo continua ou nao (distribuicdo normal), e
posteriormente, os dados foram submetidos ao Teste t de Student. O nivel de
significancia foi estabelecido em p < 0,05. Foi utilizado o GraphPad Prism 4.0
Software (San Diego, CA, EUA). Para comparacdao de frequéncias de soros
reagentes por faixas de massas moleculares foi avaliado o intervalo de confiancga
a 95% (IC95%) e o teste ¥, utilizando o programa Epi Info versdo 3.4.3, 2007
(Dean et al. 1996).



4. Resultados

4.1 Anticorpos IgG reagentes com o superantigeno rMAM em soros de
pacientes com Artrite reumatoéide (AR), Lupus eritematoso sistémico (LES)
e em individuos controles

O superantigeno rMAM foi expresso em bactéria E. coli e purificado como
rMAM-GST. O eluato contendo rMAM-GST foi submetido a SDS-PAGE. A Figura
1 mostra o perfil eletroforético do rMAM-GST, apresentando massa molecular de
aproximadamente 52 KDa e da proteina GST, que tem massa molecular de 26
KDa.
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Figura 1. Analise do rMAM por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Eluato, contendo rMAM-GST (3,0 pg/canaleta), bem como a proteina GST (3,0
ug/canaleta), foi submetido a SDS-PAGE em gel a 12%. A impregnagéo pela prata
revela o rMAM-GST (~52 KDa) e a GST (26 KDa). A esquerda, o padréo de proteinas
de massas moleculares conhecidas (PM).

A deteccao de anticorpos IgG anti-rMAM nos soros de pacientes e
controles foi realizada por meio da técnica de Western blotting. Como pode ser
visto nas Tabelas 1 e 2, os resultados mostram que ndo ha diferencas
significantes entre as freqiiéncias de soros reagentes de pacientes com AR ou
LES vs controles (AR: 27,5% vs 18,8%, Tabela 1; LES: 21,7% vs 20,0%, Tabela
2,p > 0,05, Teste %2).



Tabela 1. Freqliéncia de soros reagentes para anticorpos IgG anti-rMAM em
pacientes com AR e em individuos controles do sexo feminino®.

Grupo Reagentes Nao Reagentes Total
n (%) n (%)
AR 11 29 40
(27,5%) (72,5%)
Controles 9 39 48
(18,8%) (81,2%)
Total 88

#Soros (D = 1/100) de pacientes com Artrite Reumatbide (AR, 52.5 + 1,1 anos de idade) e
individuos controles (51,3 + 1,0 anos), ambos do sexo feminino, foram testados pelo método de
Western blotting, para a presenca de anticorpos IgG anti-rMAM (p > 0,05, Teste X°).

Tabela 2. Frequéncia de soros reagentes para anticorpos IgG anti-rMAM em
pacientes com LES e em individuos controles do sexo feminino®.

Grupo Reagentes Nao Reagentes Total
n (%) n (%)
LES 5 18 23
(21,7%) (78,3%)
Controles 7 28 35
(20,0%) (80,0%)
Total 58

®Soros (D = 1/100) de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (LES, 34,8 + 1,2 anos) ou
individuos controles saudaveis (37,5 £ 0,8 anos), ambos do sexo feminino, foram avaliados para
reatividade com rMAM pelo método de Western blotting. Estdo representados os ndmeros de
soros avaliados e as freqUiéncias em % (p > 0,05, Teste XZ).

Os resultados do Western blotting de todos os soros reagentes sao
apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Soros reagentes para anticorpos IgG anti-rMAM detectados pela reacao
de Western blotting: amostras séricas de pacientes com Artrite Reumatodide (AR),
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e de individuos controles femininos. Os soros
(D = 1/100) de pacientes ou controles femininos foram avaliados pela reagdo Western
Blotting, sendo aqui apresentados os resultados de todos os soros reagentes com o
superantigeno rMAM. Em A: soros de pacientes com AR (n = 11); B: soros de pacientes

LES (n = 5); C: soros de individuos controles (n = 16).



4.2 Anticorpos IgG séricos de pacientes com Artrite Reumatoide (AR) ou
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) reagentes com LAMPs de M. hominis
ou M. fermentans

As preparacoes das LAMPs extraidas de M. hominis PG21 e de M.
fermentans PG18 foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, sob
condicOes redutoras, sendo demonstrado um predominio de LAMPs de massas
moleculares entre 49 e 102 KDa nas preparagdes de M. hominis PG21 e de
massas moleculares entre 30 e 58 KDa nas preparagdes de M. fermentans (Fig.
3). Pelo menos 23 LAMPs foram detectadas nas preparacdes de M. hominis
PG21 e de M. fermentans PG18 (Fig. 3).

A reatividade dos anticorpos IgG de soros de individuos saudaveis ou
portadores de AR ou LES para LAMPs de M. hominis e M. fermentans foi
analisada pela técnica de Western blotting. A Figura 4 mostra os resultados
representativos de soros de pacientes com AR, LES e controles, reagentes com
LAMPs de M. hominis (Fig. 4A) e M. fermentans (Fig. 4B). Posteriormente, todos
os resultados dos soros testados para as LAMPs destas espécies de
micoplasmas foram representados em diagramas, os quais mostram os perfis
séricos de reatividade dos anticorpos IgG encontrados nas amostras de
pacientes e controles, avaliados frente aos antigenos (LAMPs) de M. hominis
PG21 (Fig. 5 e Fig. 6) e M. fermentans PG18 (Fig. 7 e Fig. 8).

Adotando como critério de reatividade do soro a reagdo dos anticorpos
IgG com pelo menos uma LAMP (maximo de sensibilidade), o teste de Western
blotting mostrou que para LAMPs de M. hominis PG21, houve maior freqtiéncia
de de soros reativos (AR 100% vs controles 97,15%, n = 35; LES 95,65% vs
controles 91,30%, n = 23) do que para as LAMPs de M. fermentans PG18 (AR
94,30% vs controles 94,30%, n = 35; LES 82,60% vs controles 86,95%, n= 23).
Nao foram atestadas diferengcas significantes entre as freqiéncias de soros
reagentes nos diferentes grupos.



Figura 3. Perfil eletroforético das LAMPs dos micoplasmas. LAMPs de M. hominis PG21(1,5
pg/canaleta, Mh) e M. fermentans PG18 (2,0 pg/canaleta, Mf) foram extraidas com detergente
Triton X-114. Em seguida, foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, sob
condicdes redutoras, sendo o gel impregnado pelo nitrato de prata. Sdo apresentados também
os padrdes proteicos de massas moleculares conhecidas, em KDa (PM).

KDa A KDa
192 192 B
102 P 102
58 - .. 58
=
49
49
30
30 20
20
AR ©C LES C AR C LESC
Mh Mf

Figura 4. Resultados representativos de soros reagentes com LAMPs de micoplasmas. Os
soros de pacientes com Artrite Reumatéide (AR) ou Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e de
individuos controles (C) foram avaliados para reatividade com LAMPs de M. hominis PG21
(soros diluidos a 1/100, Mh, A) e de M. fermentans PG18 (soros diluidos a 1/20, Mf, B).



Apesar de nao haver diferenca nas freqiiéncias de soros reagentes entre
os diferentes grupos avaliados, considerando o critério maximo de sensibilidade
descrito acima (= 1 LAMP reconhecida), os soros dos pacientes com AR
continham anticorpos IgG reagentes com um maior numero de LAMPs de M.
hominis PG21 do que os soros controles (AR 11 £ 4 vscontroles 7 £3,n =35;p
< 0,05, Figura 10A). Embora alguns soros de pacientes com LES
reconhecessem um elevado numero de LAMPs (> 10 LAMPs), ndo houve
diferenca significante entre pacientes e controles (8 £ 4 vs 6 + 3, Fig. 9B).

Um maior numero de LAMPs de M. fermentans PG18 foi reconhecido por
anticorpos IgG dos soros de pacientes com AR do que por soros dos individuos
do grupo controle (AR 4 + 2 vs controles 3 + 2, n = 35; p < 0,05, Fig. 10A). No
entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados
obtidos com os soros dos pacientes com LES e dos controles (2 +2 vs 2 £ 1,
Fig. 10B).
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Figura 5. Diagramas representativos dos perfis séricos de reatividade dos anticorpos
IgG de pacientes com Artrite reumatoide (AR) e do grupo Controle (Controles) com
LAMPs de M. hominis PG21. Soros de pacientes e controles foram submetidos a técnica
de Western blotting para deteccao de anticorpos IgG anti-LAMPs. Apds o desenvolvimento
da reagdo, as imagens das fitas foram capturadas e cada LAMP identificada por anticorpo foi
marcada. Em A, LAMPs reconhecidas por anticorpos IgG de pacientes (AR, n = 35); B,
LAMPs reconhecidas por anticorpos IgG dos controles (Controles, n = 35); em ambos os
grupos os individuos sao do sexo feminino, faixa etaria variando de 40 a 70 anos de idade.
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Figura 6. Diagramas representativos dos perfis séricos de reatividade dos
anticorpos IgG de pacientes com Lupus eritematoso sistémico (LES) e do grupo
controle (Controles) com LAMPs de M. hominis PG21. Soros de pacientes e
controles foram submetidos a técnica de Western blotting para detecgao de anticorpos
lgG anti-LAMPs. Ap6s o desenvolvimento da reagdo, as imagens das fitas foram
capturadas e cada LAMP identificada por anticorpo foi marcada. Em A, LAMPs
reconhecidas por anticorpos IgG de pacientes (LES, n = 23); B, LAMPs reconhecidas
por anticorpos IgG dos controles (Controles, n = 23); em ambos os grupos os individuos
sdo do sexo feminino e faixa etaria variando de 25 a 45 anos de idade.
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Figura 7. Diagramas representativos dos perfis séricos de reatividade dos
anticorpos IgG de pacientes com Artrite reumatdide (AR) e do grupo controle
(Controles) com LAMPs de M. fermentans PG18. Soros de pacientes e controles
foram submetidos a técnica de Western blotting para detecgdo de anticorpos IgG anti-
LAMPs. Apés a realizacdo dos testes, as imagens das fitas foram capturadas e cada
LAMP identificada por anticorpo foi marcada. Em A, LAMPs reconhecidas por
anticorpos 1gG séricos de pacientes (AR, n = 35); B, LAMPs reconhecidas por
anticorpos IgG séricos dos controles (Controles, n = 35); em ambos 0s grupos 0s
individuos s@o do sexo feminino e faixa etéria de variando de 40 a 70 anos de idade.
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Figura 8. Diagramas representativos dos perfis séricos de reatividade dos
anticorpos IgG de pacientes com Lupus eritematoso sistémico (LES) e do grupo
controle (Controles) com LAMPs de M. fermentans PG18. Soros de pacientes e
controles foram submetidos a técnica de Western blotting para detecgao de anticorpos
IgG anti-LAMPs. Apés realizagao dos testes, as imagens das fitas foram capturadas e
cada LAMP identificada por anticorpo foi marcada..Em A, LAMPs reconhecidas por
anticorpos 1gG de pacientes (LES, n = 23); B, anticorpos IgG dos controles (Controles, n
= 23); em ambos os grupos os individuos eram do sexo feminino e faixa etéria de

variando de 25 a 45 anos de idade.
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Figura 9. Anticorpos IgG séricos de pacientes com Artrite reumatdide (AR) ou
Lupus eritematoso sistémico (LES) reconhecem varias LAMPs de M. hominis
PG21. Apoés a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, as LAMPs foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose e foi realizado o Western blotting para detecgao
dos anticorpos. A quantidade de LAMPs reconhecidas pelos anticorpos foi determinada
para cada individuo avaliado. Em A, as amostras séricas de pacientes com AR (n = 35) e
individuos controles (n = 35). Em B, as amostras séricas de pacientes com LES (n = 23)
e individuos controles (n = 23). Os dados representam as amostras individualmente
testadas em cada grupo, sendo apresentadas as médias e os desvios padrbes (linhas
horizontais). *p < 0,05, Teste t de Student (AR vs Controles).
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Figura 10. Anticorpos IgG séricos de pacientes com Artrite reumatéide (AR) ou
Lupus eritematoso sistémico (LES) reconhecem varias LAMPs de M. fermentans
PG18. Apos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, as LAMPs foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose e foi realizado o Western blotting para detecgao
dos anticorpos. A quantidade de LAMPs reconhecidas pelos anticorpos foi determinada
para cada individuo avaliado. Em A, as amostras séricas de pacientes com AR (n = 35) e
individuos controles (n = 35). Em B, as amostras séricas de pacientes com LES (n = 23)
e individuos controles (n = 23). Os dados representam as amostras individualmente
testadas em cada grupo, sendo apresentadas as médias e os desvios padrbes (linhas
horizontais).*p < 0,05, Teste t de Student (AR vs Controles).



Baseado na média * desvio padrdo do numero de LAMPs identificadas
pelos soros de pacientes com AR, os soros foram classificados em: reator forte,
médio ou fraco. Assim, 23 em 35 (65,7%) pacientes com AR podem ser
considerados reatores fortes para M. hominis PG21, enquanto apenas sete em
35 (20,0%) soros de controles sao reatores fortes para esta espécie de
micoplasma (p < 0,05, Fig. 10A, Tabela 3). Dez em 35 pacientes com AR seriam
considerados reatores médios (28,5%) e apenas dois (5,7%, n = 35) seriam
reatores fracos com LAMPs de M. hominis PG21. Nos individuos do grupo
controle, 20 em 35 individuos (57,2%) seriam reatores médios e 22,8% (8/35)
seriam reatores fracos para as LAMPs de M. hominis PG21 (Fig. 10A, Tabela 3).

Considerando que o grupo controle (dos pacientes com AR) apresentou
uma média de 7 LAMPs de M. hominis PG21 reconhecidas pelos anticorpos IgG
séricos, pode ser adotado que os soros com reatividade = 10 LAMPs (bandas)
sao reatores fortes, os que reagem com um total de quatro a nove LAMPs
possuem média reatividade (baseado no desvio padrdao da média) e os que
reagem com menos de quatro LAMPs sao reatores fracos.

As amostras séricas do grupo controle (de pacientes com AR)
reconheceram uma média de 3 LAMPs de M. fermentans PG18, adotando o
mesmo critério acima, seriam considerados reatores fortes os soros que
reconhecessem = 5 LAMPs, o que correspondeu a 20% dos soros (7/35)
controles testados. Os soros que reconhecessem entre duas a quatro LAMPs
seriam reatores médios, correspondendo a 71,5% (25/35) dos soros controles;
enquanto os soros que reconhecessem menos de duas LAMPs (1 ou 0) seriam
reatores fracos, sendo estes 8,5% (3/35) dos soros avaliados. Por estes critérios,
40% (14/35) dos soros dos pacientes com AR foram reatores fortes, 48,5%
(17/35) eram reatores médios e 11,5% (4/35), reatores fracos (Fig. 11A, Tabela
3). Nos pacientes com LES e seus controles, ndo foi demonstrada diferenca
entre numero de LAMPs reconhecidas tanto de M. hominis quanto de M.
fermentans, nao sendo aplicados os critérios de reatividade acima descritos.

Apos determinar que havia um maior numero de LAMPs reconhecidas por
anticorpos IgG dos soros dos pacientes com AR, foi realizada uma analise para
determinar quais LAMPs eram preferencialmente detectadas pelos anticorpos.
Como demonstra a Tabela 4, foi observada uma maior freqiiéncia de soros de
pacientes com AR ou LES e dos grupos controles reconhecendo LAMPs de M.



hominis PG21 ou de M. fermentans PG18 de massas moleculares entre 49 e
102 KDa e entre 49 e 58 KDa, respectivamente. As diferencas entre as
frequéncias de soros reagentes de pacientes com AR e controles, no entanto,
foram demonstradas para o reconhecimento das LAMPs de M. hominis PG21
com massas moleculares mais baixas, abaixo de 49 e maior ou igual a 20 KDa (p
< 0,05, Tabela 4). Este resultado é também facilmente observado nos diagramas
da Figura 6. Por outro lado, os soros de pacientes com AR reconheceram mais
frequentemente as LAMPs de M. fermentans PG18 de massas moleculares
entre 58 e 102 KDa (p < 0,05, Tabela 4). Estas diferencas podem ser
visualizadas nos diagramas da Figura 8. Nao foi detectada diferenca significante
entre as freqléncias de soros de pacientes com LES ou controles com LAMPs
distribuidas por faixas de massas moleculares (Tabela 4).

A LAMP com massa molecular de = 49 KDa das duas espécies de
micoplasma avaliadas foi detectada em alta freqiéncia pelos anticorpos dos
soros tanto de pacientes quanto de controles (M. hominis: AR vs Controles =
82,8% vs 62,8%; LES 69,6% vs Controles = 56,5%; e M. fermentans: AR vs
Controles = 65,7% vs 65,7%; LES vs Controles = 56,5% vs 60,8%; AR/Controles
n =35 e LES/Controles n = 23).

Tabela 3. Reatividade dos soros classificada de acordo com o nimero de LAMPs de M.
hominis e M. fermentans identificadas®.

Grupos Reatividade
n (%)
M. hominis PG21 Forte Média Fraca
AR 23* 10 2
(65,7%) (28,6%) (5,7%)
Controles 7 20* 8*
(20%) (57,2%) (22,8%)
M. fermentans PG18
AR 14 17 4
(40%) (48,5%) (11,5%)
Controles 7 25 3
(20%) (71,5%) (8,5%)

®Anticorpos IgG séricos de pacientes com AR e individuos controles reagentes com LAMPs de
M. hominis PG21 ou M. fermentans PG18 sao representados segundo o numero de LAMPs que
reagiram em trés grupos: reatores forte, médio ou fracos. *p < 0,05, Teste x2 (n=235 AR e
Controles). Critério de classificacdo baseado na Média de reatividade dos soros com LAMPs +
Desvio Padrdo. M. hominis: Forte 2 10, Média 4 — 9 e Fraca < 4 LAMPs.

M. fermentans: Forte 2 5, Média 2 — 4, Fraca < 2 LAMPs.



Tabela 4. Freqliéncias dos soros contendo anticorpos IgG reagentes com LAMPs de
micoplasmas: distribuicdo por faixa de massa molecular das LAMPs?.

Massa molecular Numero de soros reagentes (%)
(KDa)

ARP Controles® LES® Controles®

M. hominis PG21

<192e2>102 26 (74,3%)" 8 (51,4%) 6 (26,1%) 7 (30,4%)
<102e =58 35 (100,0%) 4 (97,1%) 2 (95,6%) 1(91,3%)
<58e=49 34 (97,1%) 33 (94,3%) 2 (95,6%) 0 (87,0%)
49 29 (82,8%) 2 (62,8%) 6 (69,6%) 3 (56,5%)
<49e230 20 (57,1%)*' 7 (20,0%) 2 (52,2%) 7 (30,4%)
<30e=20 09 (25,7%)*? 02 (5,7%) 8 (34,8%) 02 (8,7%)
M.  fermentans

PG18

<192e 2102 07 (20%) 07 (20%) 02 (8,6%) 4 (17,3%)
<102e =58 18 (51,4%)* 8 (22,8%) 9 (39,1%) 3 (13,0%)
<58e=49 31 (88,5%) 3 (94,2%) 6 (69,5%) 8 (78,2%)
49 23 (65,7%) 23 (65,7%) 13 (56,5%) 4 (60,8%)
<49e 230 9 (54,2%) 2 (34,2%) 3 (13,0%) 0 (0,0%)
<30e=20 8 (51,4%) 3 (37,1%) 7 (30,4%) 09 (39,1%)

A presenga de anticorpos IgG anti-LAMPs de M. hominis PG21 ou M. fermentans PG18 foi
avaliada pelo método de Western blotting. Foram avaliados soros de pamentes com AR (Artrite
reumatéide, n = 35) °Controles do grupo AR (n = 35) pamentes com °LES (LUpus eritematoso
sistémico, n = 23) e °Controles do grupo LES (n = 23). Todos os individuos (pacientes e
controles) eram do sexo feminino pareados por fa|xa etéria. Foi avahado um total de 116
amostras séricas, sendo apresentados os numeros absolutos e as frequenmas (%) de soros
reagentes com as LAMPs, distribuidas por faixas de massas moleculares. *p < 0,05, *'AR (39,3 —
73,7%) vs Controles (8,4 — 36,9%) para M. hominis PG21, *2p < 0,05 AR (12,5 — 43,2%) vs
Controles (0,7 — 19,1%) para M. hominis PG21, *p < 0,05 AR (33,9 — 68,6%) vs Controles (10,4 —

40,1%) para M. fermentans PG18,(IC 95%) e Teste xz.



5. Discussao

Neste estudo foi padronizado o ensaio de Western blotting para detectar
anticorpos IgG séricos anti-superantigeno rMAM e anti-LAMPs extraidas de duas
cepas de micoplasma (M. hominis PG21 e M. fermentans PG18), sendo
realizados testes com os soros de pacientes portadores de AR ou LES e em
individuos controles, frente a estes antigenos de micoplasmas.

A selegéo de pacientes com AR ou LES do sexo feminino foi baseada na
maior incidéncia destas doencas reumaticas autoimunes neste sexo (LES 9
mulheres:1 homem e AR 3:1) e nas faixas etarias mais prevalentes (AR: 40 — 70
anos; LES: 25 — 45 anos). Foram incluidos pacientes reumaticos apresentando a
doenca no estado inativo (remissdo) e sob tratamento medicamentoso com
baixas doses de corticosterdides (prednisona). Todos os pacientes com AR ou
LES incluidos no estudo usavam doses de prednisona menores ou iguais a 10
mg/dia. Nenhum dos pacientes incluidos no estudo fazia uso de
imunobioldgicos, tais como bloqueadores de TNF ou similares. De acordo com
Collins et al. (1980), Barnes et al. (1998) e Morand (2007) os corticosterdides
apresentam efeito imunossupressor, inibindo a ativacao e atividade efetora dos
linfécitos, diminuindo a expansao clonal de linfocitos, a producao de anticorpos e
aumentando a apoptose destas células, provocando, geralmente, uma
linfopenia. Doses altas de prednisona (> 30 mg/dia) podem inibir ou reduzir a
producao de anticorpos plasmaticos devido a inativacdo ou delecao de clones de
linfocitos B, o que poderia interferir nos resultados quanto a reatividade sérica
das amostras dos pacientes as LAMPs extraidas de M. hominis ou de M.
fermentans e até mesmo ao superantigeno rMAM (Anti et al. 2008).

Este é o segundo trabalho, até o momento, avaliando a reatividade de
amostras séricas de pacientes reumaticos com AR ou LES com o superantigeno
rMAM. O primeiro trabalho foi realizado nos Estados Unidos por Sawitzke et al.
(2000). Os resultados do presente trabalho mostram uma tendéncia de maior
freqiéncia de soros reagentes com rMAM no grupo de pacientes com AR
(~28%) em relacdo ao grupo de controles (~19%), ndo havendo, no entanto,
diferenca estatisticamente significativa. Para pacientes com LES, a frequéncia

de soros reagentes foi similar aquela encontrada nos controles saudaveis



(~20%). O estudo de Sawitzke et al. (2000) demonstrou uma elevada reatividade
de soros ao rMAM em um grupo de pacientes com AR, em relacdo aquelas
obtidas em grupos com outras doencas reumaticas estudadas (LES, Espondilite
Anquilosante, Sindrome de Reter’s, Artrite Psoridtica) e controles saudaveis.
Naquele estudo, o ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi escolhido, teste com alta
sensibilidade analitica, o que pode ter levado a obtencdo de um maior numero
de soros reagentes, tendo em vista que a técnica de Western blotting, usada no
presente estudo, é mais especifica do que o ELISA. Foi observado que a
reatividade dos soros de pacientes com AR é mais forte do que aquela dos soros
dos individuos controles (maior intensidade da banda do rMAM detectada),
sugerindo uma maior concentracdo de anticorpos nas amostras dos pacientes.
Um ELISA poderia ser usado para quantificar os anticorpos IgG nos soros dos
individuos reatores, a fim de observar se ha alguma diferenca quantitativa mais
do que qualitativa entre as reatividades dos soros de pacientes com AR e
controles ao superantigeno MAM.

Ha evidéncias de que o MAM ou moléculas estruturalmente similares a
ele, as quais compartilham epitopos antigénicos comuns, possam iniciar e/ou
exacerbar doencas autoimunes, como por exemplo, a AR. A deteccdo de
anticorpos séricos anti-MAM em pacientes com AR € uma evidéncia da
exposicao destes pacientes ao MAM. A presenga do SAg MAM em individuos
qgue tenham linfécitos T apresentando TCR VB especificos e APCs expressando
moléculas de MHC da classe Il apresentando regides capazes de interagir com o
MAM, pode propiciar um ambiente adequado para a ativagdo de linfécitos,
incluindo clones de linfocitos autorreativos, e de APCs, o que pode causar ou
exacerbar a AR ou o LES. O SAg MAM pode contribuir para aumentar o
processo de inflamacédo crbénica e destruicdo da cartilagem e do osso na AR,
devido ao seu potencial de ativar células imunoldgicas de maneira especifica ou
nao-especifica, as quais formam infiltrado celular inflamatério na membrana
sinovial da articulagao afetada (Sawitzke et al. 2000; Mu et al. 2000; Cole et al.
2005). Como o MAM é um SAg de M. arthritidis, que causa artrite em roedores,
mais estudos sdo necessarios para identificar se € o MAM ou moléculas
relacionadas a ele que induzem a producéo de anticorpos nos seres humanos.

Na presente pesquisa também foi avaliada a frequéncia de soros
reagentes de pacientes com AR ou LES e em individuos saudaveis com LAMPs



de M. hominis PG21 ou de M. fermentans PG18. Para isto, inicialmente foram
extraidas e purificadas as LAMPs de duas espécies de micoplasmas e avaliado
o perfil de proteinas obtidas por SDS-PAGE. Os resultados obtidos foram muito
semelhantes aos obtidos por Stadtlandler et al. (1991); Wise et al. (1993) e
Kostyal et al. (1994), o quais demonstraram um total de 21 LAMPs no extrato de
M. fermentans PG18, com massas moleculares variando de 30 a 102 KDa, com
predominio de LAMPs de massas moleculares entre 41 e 102 KDa. O extrato de
LAMPs desta cepa de micoplasma, obtido no presente estudo, usando a técnica
de particdo de fase com detergente Triton X-114 (Wise et al. 1987), demonstrou
um total de pelo menos 23 LAMPs, predominando LAMPs com massas
moleculares entre 49 e 102 KDa, demonstrando que a realizagao da técnica de
extracdo de LAMPs foi bastante eficiente, no sentido de obter significativa
quantidade de LAMPs com variadas massas moleculares. O perfil do extrato das
LAMPs, em gel de poliacrilamida a 10%, obtido de M. hominis PG21 demonstrou
a presenca de 23 LAMPs de massas moleculares variadas, predominando
LAMPs de massas moleculares entre 49 a 192 KDa, sendo compativel com o
perfil de LAMPs de M. hominis PG21 demonstrado no trabalho de Lo et al.
(2003).

Apo6s a determinacdo do perfil eletroforético das LAMPs extraidas dos
dois isolados de micoplasmas, foi padronizado o ensaio de Western blotting para
avaliar a reatividade dos soros de pacientes com AR ou LES e dos grupos
controles. Considerando como critério maximo de sensibilidade a detecgcédo de
uma unica LAMP reativa com anticorpos séricos dos pacientes e controles, uma
elevada frequéncia de soros reagentes foi detectada (> 82% dos soros) nos
quatro grupos avaliados: AR e Controles, LES e Controles. Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre as frequiéncias de soros reagentes
nos diferentes grupos com os antigenos avaliados, porém, pode ser observada
uma menor freqiéncia de soros reagentes no grupo LES com as LAMPs de M.
fermentans PG18 do que com as LAMPs de M. hominis PG21 (82,60% vs
95,65% controles). Os resultados sdo compativeis com a freqliente exposicao da
populacdo humana a estas espécies de micoplasmas, que fazem parte da
microbiota humana, e demonstram também que as LAMPs de micoplasmas sao
altamente imunogénicas, como anteriormente descrito (Koch et al. 1997;
Horowitz et al. 2000; Rottem et al. 2003; Kawabhito et al. 2008).



Em ensaios imunoenzimaticos (ELISA), uma elevada freqiéncia de soros
de individuos saudaveis reagentes com antigenos de micoplasmas determina
um alto limiar de reatividade (cut-off), a fim de separar individuos saudaveis de
individuos doentes (Lo et al. 2003). No presente estudo, apesar de nao ter sido
detectada diferenca significante entre as freqléncias de soros reagentes de
pacientes e controles, o numero de LAMPs detectadas pelos soros dos
pacientes com AR foi significativamente maior do que o detectado por soros dos
controles, sugerindo uma maior imunogenicidade das LAMPs nos pacientes ou
até mesmo por que estes sejam mais infectados por micoplasmas.

Utilizando ELISA, Lo et al. (2003) mostraram uma alta freqtiéncia de soros
reagentes com LAMPs de M. hominis GTU83 em doadores saudaveis (de 30,1 a
38,8%). Os autores referiram que os anticorpos séricos sao altamente
especificos para LAMPs de diferentes espécies de micoplasmas e que apesar
da variagdo antigénica das LAMPs de uma mesma espécie de micoplasma, 0s
perfis antigénicos das LAMPs de diferentes cepas ou isolados de M. hominis s&o
similares, embora uma variabilidade na imunorreatividade dos soros de
diferentes individuos fosse detectada. Assim, LAMPs de cepas ou isolados
distintos podem ser utilizados em inquéritos epidemiolégicos. No presente
trabalho, diferentes perfis de soro-reatividade com as LAMPs de M. hominis
PG21 foram obtidos, similarmente ao obtido por Lo et al. (2003). Apesar das
pequenas variacbes técnicas nas extracbes das lipoproteinas descritas em
outros trabalhos, o perfil lipoprotéico encontrado no presente trabalho foi similar
aqueles anteriormente obtidos para LAMPs de M. hominis e M. fermentans
PG18 (Liepmann et al. 1991; Hoffman et al. 1997; Lo et al. 2003). Neste
trabalho, os mesmos soros foram avaliados contra LAMPs de M. hominis e de M.
fermentans, sendo encontrado um maior nimero de LAMPs da cepa de M.
hominis PG21 do que da cepa de M. fermentans PG18 reagentes com o0s
anticorpos séricos. Além disto, os anticorpos de uma amostra de liquido sinovial
contendo anticorpos anti-LAMPs de M. hominis PG21, usado como controle
positivo nas reacdes, ndo reagiu cruzadamente com LAMPs de M. fermentans
PG18 (dados ndo mostrados). Estes dados indicam a especificidade nas
interagGes entre anticorpos anti-LAMPs de M. hominis e de M. fermentans.

Uma alta frequéncia de anticorpos anti-M. hominis PG21 e anti-M.

fermentans PG18, detectada por meio de Western blotting, foi também descrita



por Hoffman et al. (1997) em pacientes com diferentes artrites, especialmente no
fluido sinovial. Os autores demonstraram a presenca de anticorpos IgG anti-
LAMPs de M. hominis em pacientes com AR (~21%), porém as frequéncias
foram mais elevadas em pacientes com AR Juvenil (ARJ, 88% para M. hominis e
90% para M. fermentans) e osteoartrite (OA, 90% para M. hominis e 50% para
M. fermentans). Os autores confirmaram a infecgdo pelos micoplasmas, nos
pacientes, usando anticorpos monoclonais especificos para o extrato de LAMPs
de cada espécie estudada (M. hominis ou de M. fermentans) e por meio da
analise do liquido sinovial quanto a presenca de DNA de M. hominis ou de M.
fermentans, usando a PCR. A deteccao de anticorpos anti-M. hominis e anti-M.
fermentans PG18, por estes autores, foi menos freqiiente nos pacientes com AR
(55% e 15%, respectivamente) e nenhuma diferenca pode ser observada entre
os perfis de reatividade dos anticorpos anti-LAMPs das duas espécies de
micoplasma, nos diferentes grupos de pacientes avaliados (AR, ARJ, OA e
outras artropatias). Na presente pesquisa, apenas a reatividade de anticorpos
IgG presentes no soro foi avaliada e a mais alta freqiiéncia de reatividade das
amostras encontrada talvez reflita o fato de que os anticorpos sejam mais
freqUentes no soro do que no fluido sinovial dos pacientes devido a infec¢oes
sistémicas, por micoplasmas, ou infeccées por estas bactérias em sitios distintos
da cavidade articular. Com relacdo a mais elevada reatividade dos soros dos
pacientes com AR com LAMPs de M. hominis, isto reforga os dados obtidos no
presente trabalho e naquele de Hoffman et al. (1997).

Liepmann et al. (1991) verificaram, por meio da técnica de Western
blotting, alta reatividade de anticorpos IgG do soro de mulheres, com cultura de
secrec¢ao vaginal positiva para M. hominis PG21, com as LAMPs extraidas deste
micoplasma, com predominio de reacdo dos anticorpos IgG com LAMPs
apresentando massas moleculares entre 102 e 116 KDa. Um resultado similar foi
observado no presente trabalho, pois uma alta freqiiéncia de soros de pacientes
com AR e controles (AR 74,30% vs Controles 51,45%) reagentes com LAMPs
com massa molecular acima de 102 KDa foi detectada. E relevante ressaltar
que, no presente estudo, LAMPs desta espécie de micoplasma, apresentando
massas moleculares entre 58 e 102 KDa foram reconhecidas numa freqiiéncia
ainda mais elevada pelos soros de pacientes com AR e controles (AR 100% vs

Controles 97,15%) em relacdo as LAMPs de maiores massas moleculares (102



a 116 KDa). O mesmo foi observado em relacdo a reatividade das amostras
obtidas de pacientes portadores de LES e o grupo controle dentro deste intervalo
de massa molecular para LAMPs entre 58 e 102 KDa (LES 95,6% vs Controles
91,3%). Estudo realizado por Ladefoged et al. (1988) demonstrou alta freqliéncia
de soros de pacientes dinamarqueses expostos a infeccao por M. homins PG21
reagentes com LAMP de massa molecular de 98 KDa.

O maior numero de LAMPs extraidas das duas espécies de micoplasmas
utilizadas neste estudo, reagindo com os anticorpos IgG séricos dos pacientes
com AR, sugere a possibilidade de que componentes celulares do sistema
imune dos pacientes com AR podem ser significativamente mais ativados pelas
LAMPs, induzindo a uma resposta imune especifica humoral mais expressiva
nestes pacientes.

Neste trabalho, foi observada uma alta freqténcia de anticorpos IgG para
LAMPs de M. hominis PG21 ou de M. fermentans PG18 com massa molecular
de aproximadamente 49 KDa nos soros dos pacientes com AR ou LES e nos
grupos controles. O dado demonstra que esta LAMP (~49 KDa) é um excelente
alvo da imunidade especifica humoral, sendo significativamente imunogénica,
induzindo producdo de anticorpos IgG especificos, a partir do estimulo
antigénico por diferentes espécies de micoplasmas (M. hominis ou M.
fermentans). Kostyal et al. (1994) avaliaram o papel imunogénico desta LAMP
(~49 KDa), obtida de M. fermentans, na ativacdo de mondcitos humanos,
obtendo-se grande quantidade de TNF-a no sobrenadante da cultura de células
mononucleares do sangue periférico humano, apo6s estimulo destas células com
a LAMP. No entanto, a LAMP de ~49 KDa néo induz resposta imune seletiva em
pacientes com AR ou LES, ndo constituindo um antigeno especificamente
relacionado com as respostas imunes humorais nestes pacientes.

Horowitz et al. (2000) detectaram com freqiéncia uma LAMP de 29 KDa
(de sonicado de M. fermentans) reativa com anticorpos presentes no liquido
sinovial de pacientes com AR. Similar resultado foi obtido por Hoffman et al.
(1997), utilizando lipoproteinas de M. fermentans PG18. Estes autores também
detectaram com maior frequéncia uma LAMP de M. hominis de cerca de 50 KDa
reativa com anticorpos de liquido sinovial de pacientes com artrites, apesar de
nao relatarem diferencas entre os diferentes grupos de artrites avaliadas (ARJ,
OA, AR, outras). Os dados do presente trabalho coletivamente sugerem que as



LAMPs de M. hominis com massa molecular < 49 e =2 20 KDa e as de M.
fermentans < 102 e = 58 KDa, devem ser antigenos investigados para analise de
reatividade cruzada entre anticorpos dirigidos para LAMPs de micoplasmas e
antigenos do proprio organismo. A ativacdo policlonal de linfécitos B por
micoplasmas pode levar ao aparecimento de anticorpos dirigidos contra
proteinas do proprio organismo que reagem cruzadamente com antigenos de
micoplasmas ou ainda, o mimetismo molecular pelos micoplasmas, pode gerar
anticorpos anti-antigenos de micoplasmas reatores com antigenos préprios.

Existem poucos trabalhos publicados (Ribeiro-Dias et al. 1999; Machado
et al. 2001; Ribeiro-Dias et al. 2003) analisando a frequéncia de soros ou liquido
sinovial de pacientes com doencas articulares inflamatérias crbénicas reagentes
com LAMPs de micoplasmas em grupos de brasileiros. Machado et al. (2001)
detectaram a presenca de M. hominis e Ureaplasma urealyticum na urina e
secrecdo endocervical de pacientes brasileiras com LES, reforcando a
associagcao entre infeccado por micoplasma e LES, anteriormente descrita por
Ginsburg et al. (1992). Bartholomew (1965) isolou micoplasma de pacientes com
LES e outros autores norte-americanos tém descrito a identificacdo de
micoplasmas em pacientes com AR, LES e espondiloartropatias (Schaeverbeke
et al. 1996; Hoffman et al. 1997; Haier et al. 1999; Horowitz et al. 2000; Johnson
et al.,, 2000; Gilroy et al. 2001; Machado 2001). A associacdo entre AR e
infeccdo por micoplasma vem sendo investigada desde os anos 70 e varios
trabalhos mostraram evidéncias desta associacdo, conforme abordado
anteriormente. No entanto, o perfil de anticorpos séricos anti-LAMPs de
micoplasmas, analisando antigenos mais frequentemente reatores com o0s
anticorpos nas doencas reumaticas autoimunes (AR ou LES) ndo havia ainda
sido analisado como no presente trabalho.

Conforme abordado anteriormente, os micoplasmas estdo amplamente
distribuidos no ambiente, em animais domésticos, roedores e outros. Isto torna
muito facil a exposicdo dos seres humanos aos micoplasmas. Outro fato
relevante, € que as duas espécies estudadas (M. hominis e M. fermentans)
fazem parte da microbiota urogenital ou respiratéria humana, podendo ser
considerados agentes infecciosos oportunistas, que aproveitam o estado de
imunodepressdo do hospedeiro para estabelecer uma infecgado (Roifman et al.
1986; Lo et al. 1991a; Blanchard et al. 1997; Lutrel et al. 1994; Daxboeck et al.



2003; Phuah et al. 2007; Simard et al. 2007). De acordo com Taylor-Robinson &
Bebear (1997) nem sempre ocorrem manifestacées clinicas das infeccbes por
micoplasmas, o que torna dificil o diagnéstico clinico destas infeccoes. O
patdgeno consegue escapar do atague de mecanismos efetores imunolégicos do
hospedeiro, como por exemplo, por meio da variagao antigénica e do mimetismo
molecular (Rottem & Naot 1998), permitindo a sua proliferacdo e sobrevivéncia
em tecidos do hospedeiro e o desenvolvimento de doenga infecciosa cronica.
Embora nem sempre a infecgdo por micoplasmas seja detectada, pois esta pode
manter o individuo infectado em estado subclinico, as lesdes teciduais
provocadas por certas espécies de micoplasmas artritogénicos podem ocasionar
exacerbacao de doencgas autoimunes crénico-inflamatérias degenerativas, como
a AR e o LES. O diagnéstico laboratorial também é ainda complexo, pois o
isolamento do patdégeno em cultura requer mao-de-obra especializada e alto
custo, faltam testes soroldgicos imunoenzimaticos no mercado para avaliar a
exposicao de individuos suspeitos as infeccoes por diferentes espécies de
micoplasmas e os testes de biologia molecular, existentes até o momento,
requerem laboratérios especializados e profissionais capacitados para a
realizacdo dos ensaios empregando a técnica da PCR, a qual permite a
deteccao e amplificacado do DNA de micoplasmas.

Este estudo contribuiu para reforcar as evidéncias da associacao entre
AR, LES e micoplasmas. Os resultados confirmam que as LAMPs de
micoplasmas e o0 SAg MAM séao alvos antigénicos da resposta imune especifica
mediada por anticorpos e indicam a possibilidade de deteccao de antigenos
(LAMPs) de micoplasmas mais imunogénicos (LAMPs < 49 e = 20 KDa de M.
hominis PG21 e < 102 e = 58 KDa de M. fermentans PG18) que podem ser
indutores de uma reposta imune humoral, podendo gerar reagdes cruzadas de
anticorpos com antigenos préprios, 0 que poderia contribuir para o processo de
patogénese da AR ou do LES. Os resultados desta pesquisa mostram uma
maior freqiéncia de soros de pacientes com AR reagentes ao SAg rMAM e as
LAMPs das duas espécies de micoplasmas utilizadas, em relacdo ao grupo de
individuos controles e ao grupo de pacientes com LES. Uma possivel hipbtese
para explicar estes resultados, seria o envolvimento do fator genético dos
pacientes com AR ou LES, nesta resposta imunolégica aos micoplasmas, pois é
sabido que alelos, tais como, HLA-DR1/DR4/DQ-A1/DQ-B1 estédo



significativamente relacionados com a selegcdo e expressdao de peptideos
préprios ou estranhos (LAMPs de micoplasmas) que sdo imunogénicos (Roudier
2000). Assim, o aumento da expressao destas moléculas (MHC de classe II)
poderia induzir uma ativacao mais expressiva de linfocitos e APCs, gerando uma
maior produg&o de anticorpos anti-MAM ou anti-LAMPs, detectaveis por meio do
ensaio laboratorial empregado. Vale ressaltar que podem acontecer reacdes
cruzadas de anticorpos com produtos de micoplasmas (LAMPs ou MAM) que
compartilham epitopos semelhantes na sua estrutura, isto poderia aumentar a
soro-reatividade dos pacientes com AR aos antigenos das duas espécies de
micoplasmas estudadas (Stuart 1993; Simecka et al. 1993; Schiffenbauer et al.
1998; Roudier et al. 2000; Sawitzke et al. 2000; Zhao et al. 2004).



6. Conclusoes

- Os resultados mostram que tanto no soro de pacientes com AR ou LES quanto
nos soros dos individuos controles sao detectados anticorpos IgG anti-MAM, nao
havendo diferenca estatisticamente significativa entre as freqiiéncias de soros
reagentes nestes grupos.

- O perfil eletroforético das LAMPs mostrou um predominio de LAMPs de
massas moleculares entre 49 e 102 KDa nas preparacoes de M. hominis PG21 e
de massas moleculares entre 30 e 58 KDa nas preparagdes de M. fermentans,
sendo detectadas pelo menos 23 LAMPs nas preparagdes de M. hominis PG21
e de M. fermentans PG18.

- Foi detectada uma alta freqiiéncia de soros reagentes com LAMPs de M.
hominis PG21 e de M. fermentans PG18 em todos os grupos avaliados: AR, LES
e Controles (> 82%); no entanto, soros de pacientes com AR reconheceram um
maior niumero de LAMPs de M. hominis PG21 e de M. fermentans PG18. A
maioria dos soros dos pacientes com AR apresentou forte reatividade com
LAMPs de M. hominis PG21.

- As LAMPs de M. hominis PG21 com massas moleculares <49 e > 20 KDa e de
M. fermentans PG18 < 102 e = 58 KDa foram mais frequentemente
reconhecidas por anticorpos IgG de soros de pacientes com AR do que por
anticorpos dos soros controles. Portanto, estas LAMPs podem ser antigenos
candidatos a etiopatogenia da artrite reumatdide. Nao foi atestada diferenca
estatisticamente significativa entre o perfil de reatividade dos soros de pacientes
com LES e controles.
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8. Anexos



TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Titulo Projeto de Pesquisa

Pesquisa de anticorpos séricos IgG anti-lipoproteinas de Mycoplasma
fermentans e Mycoplasma hominis ou anti-MAM (superantigeno do Mpycoplasma
arthritidis) em pacientes com Artrite Reumatéide ou Lupus Eritematoso Sistémico.

Convite a participar

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa a ser realizada pelo
Curso de Pos-graduacgao do Departamento de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e
Patologia (DMIPP) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da
Universidade Federal de Goias (UFG). Esta pesquisa visa avaliar se os pacientes
portadores de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e principalmente, a Artrite reumatéide
(AR), apresentam, nas suas amostras de soro, a presenga de anticorpos IgG anti-
lipoproteinas de micoplasmas e anticorpos anti-rMAM.

Procedimentos
Realizaremos um teste de Western blotting para deteccado de anticorpos
anti-lipoproteinas de Mycoplasmas hominis e Mycoplasma fermentans e anti-MAM
nas amostras séricas dos pacientes portadores de Artrite Reumatéide e Lupus
Eritematoso Sistémico.

Serdo colhidos cerca de 5,0 mL de sangue periférico sem anticoagulante,
desses pacientes e de doadores do Banco de Sangue do HC/UFG, os soros serao
separados, glicerinados e estocados numa temperatura de -20°C até o momento dos
testes serem realizados.

Riscos e Desconfortos

A coleta de sangue serda realizada por um biomédico (Herminio Sobrinho) ou
estagiarios treinados em coleta sanglinea venosa periférica, onde serdo seguidas todas
as normas de biosseguranga necessarias. A puncao para coleta de sangue pode causar
leve dor local, podendo haver a formagdo de pequeno hematoma, inchagco e discreto
sangramento.

Beneficios do experimento

Os resultados desta pesquisa poderao ajudar a comunidade cientifica e a classe
médica a elucidar um pouco mais sobre 0s possiveis agentes causadores ou
exacerbadores das doengas articulares crénicas, especialmente a Artrite Reumatéide,
uma vez, que estas doencas sao de etiologia desconhecida.

Confidencialidade

Toda informacao obtida nesta pesquisa sera confidencial. Em nenhum momento
0 seu nome sera divulgado, sendo tratado apenas por numero. Apenas as pessoas
envolvidas no estudo terdo acesso a informagdes, como os resultados dos exames
realizados.

Tratamento emergencial

O paciente que vier a sofrer qualquer dano previsto ou ndo neste termo de
consentimento, ‘resultante de sua participagdo nesta pesquisa”, além do direito a
assisténcia integral, tem direito a indenizagado prevista em lei. Qualquer duvida em
relagcdo com a pesquisa pode ser contactado o Prof. Dr. Nilzio Antonio da Silva, Chefe
do Servico de Reumatologia HC/UFG e Clinico colaborador da referente pesquisa a 12
Avenida, s/n, Setor Leste Universitario — CEP: 74605-050 — Fone: 3261 2029. Goiania
— Goias.



Obrigacodes financeiras

Este projeto ndo implicara em qualquer 6nus ao paciente. Do mesmo modo, o
participante voluntério desta pesquisa nao sera beneficiado financeiramente ou
recebera qualquer ajuda, prémios ou bonificacées.

Destino de materiais e/ou dados da pesquisa

Todos os resultados do trabalho em questdo serdo tornados publicos pelos
meios normais de comunicacao cientifica. Poderdo ser apresentados através de
publicacbes em periddicos cientificos nacionais ou internacionais, apresentados
oralmente como palestras e conferéncias e sob forma de painéis em encontros
cientificos ou congressos na area tratada.

Esclarecimento de duvidas

O paciente tera a garantia de que recebera todas as informagdes, respostas e
esclarecimentos sobre qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos relacionados a esta pesquisa. O paciente ainda sera informado dos
resultados dos exames aos quais se submeteu (Testes de Western blotting).

Retirada do consentimento

O paciente tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento
que desejar e deixar de participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo ao seu
tratamento.

A sua participagdo neste estudo é voluntaria. A sua decisdo em nao participar
desta pesquisa nao afetara qualquer atividade presente ou futura que vier a ter com a
Universidade Federal de Goias (UFG).

Telefones para contato: Prof?. Dra Fatima Ribeiro Dias 3225 3751 - ou Profa. Dra
Miriam L. Dorta 3209-6126 ou 3209-6116, Dr Herminio Sobrinho 3282-1786.



CONSENTIMENTO POS — INFORMACAO

..,certifico que li todas as informacdes contidas neste termo e que me foi
eficientemente esclarecido todos os itens, ndo restando qualquer duvida
quanto a minha participacao no estudo em questao.

A minha participagdo se restringird ao teste ja mencionado acima e a
retirada de sangue em veia periférica, local onde normalmente é coletado
sangue para exames de rotina. A coleta sera realizada exclusivamente com
material estéril, descartavel, ou seja, utilizavel uma Unica vez, eliminando os
riscos de qualquer contaminacdo. A equipe pesquisadora tera acesso aos
resultados dos exames realizados.

Tenho consciéncia que minha participagdo como voluntario ndo me
conferira nenhum privilégio, seja ele de carater financeiro ou no
prosseguimento de meu tratamento. Portanto, estou plenamente de acordo
com a realizagcdo do teste. Assim, concordo em participar do trabalho de
pesquisa exposto acima.

N¢ do Paciente:
N¢ Prontuério:

Assinatura do sujeito da
pesquisa:

Pesquisador
responsavel:




Questionario SLEDAI (indice de Atividade do Lupus eritematoso sistémico)

. DATA DE NASCIMENTO........ O

Parametros avaliados

FEBRE (Fb)

>38°C, apods exclusdo de infeccao.

ARTRITE (Ar)

Dores articulares e presenca de sinais inflamatérios em duas
ou mais articulacoes.

MIOSITE (Mi)

Fraqueza ou dor de musculatura proximal, associada a
elevacao de aldolase, alteracdes eletromiograficas ou
biépsia muscular compativel com miosite.

ERITEMA MALAR (Em)

Novo ou recorrente, do tipo inflamatdrio.

ALOPECIA (Al)

Padrao anormal de perda de cabelo.

MEMBRANA MUCQOSA (Mu)

Ulceragdes orais e/ou nasais, novas ou recorrentes.
PLEURISIA (Pi)

Dor toraxica tipo pleural, com atrio, derrame ou
espessamento pleural.

PERICARDITE (Pc)

Dor “pericardica” com pelo menos um dos seguintes sinais:
atrio, derrame, alteracdes eletrocardiograficas ou
confirmagéo por ecocardiograma.

CONVULSAO (Cv)

Inicio recente, excluindo-se causas metabdlicas e
infecciosas ou decorrente do uso de drogas.

PSICOSE (Ps)

Incapacidade para exercer atividade normais devido a grave
disturbios na percepcao da realidade. Inclui: alucinacoes,
incoeréncia marcante, pensamento ilégico, comportamento
bizarro, desorganizagao ou cataténico, excluindo-se causas
como uremia e uso de drogas.

NOME
IDADE:....
PRONTUARIO:
TRATAMENTO:
DATA DA COLETA:
Pontos

1 sim nao
4 sim nao
4 sim nao
2 sim nao
2 sim nao
2 sim nao
2 sim nao
2 sim nao
8 sim nao
8 sim nao
8 sim nao

SINDROME ORGANICA CEREBRAL (Sc)

Funcdo mental alteada, com deterioracdo da meméria ou
outras fungdes intelectuais incluindo:

1 - rebaixamento do nivel de consciéncia com concentracao
reduzida.

2 - Presenca de 2 destes disturbios de percepc¢ao: discurso
incoerente, insbnia, sonoléncia diurna, aumento ou
diminuicédo da atividade psicomotora. Estas manifestacoes



sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim

devem ser de inicio recente, oscilando com outras

caracteristicas clinicas (excluindo-se causas metabdlicas ou

devidas a drogas).

OLHOS

Alteracéao retinianas do LES: corpos citdides, hemorragias

retinianas, exsudato seroso ou hemorragia na coréide (néo

devida a hipertensao ou drogas).

NERVOS CRANIANOS (Nc)

Neuropatia de inicio recente, acometendo nervos cranianos

motores ou sensitivos.

DOR DE CABECA DO LES (Dc)

Dor de cabeca grave, persistente, podendo ser do tipo

“enxaqueca”, nao responsiva a analgésicos narcéticos.

AVC (Av)

Acidente vascular cerebral de inicio recente, excluindo-se

arteriosclerose.

LEUCOCITURIA (Le)

> 5 leucocitos/campo ou 10.000/mm3, excluindo-se infecgéo.

TROMBOCITOPENIA (Tp)

Plaquetas abaixo de 100.000/mm3.

LEUCOPENIA (Lp)

Leucdcitos abaixo de 3.000/mm3 (n&o devido ao uso de

drogas).

VASCULITE (Vs)

Petéquias, ulceragdes, gangrena, nédulos digitais sensiveis

ou infarto periungueal.

CILINDRURIA (Ci)

Cilindros hematico-granulares ou hematicos.

HEMATURIA (Hm)

» 5 hemécias/campo ou 8.000/mm3. Excluindo-se calculos
e infecgao.

PROTEINURIA (Pt)

» 0,5g/24horas. Inicio recente ou aumento recente da taxa.



Critérios para o diagnostico do Lupus eritematoso sistémico:

Na pratica, costuma-se estabelecer o diagnéstico utilizando-se os critérios de
classificacao propostos, em 1982, pelo American College of Rheumatology(B), e
revisados em 1973. O diagnésticose baseia na presenca de pelo menos quatro
critérios dos onze citados a seguir:

1. Eritemma malar: lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2. Lesao discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas
aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossensibilidade: exantema cutdaneo como reacdo nao usual a exposicao a
luz solar, de acordo com a histéria do paciente ou observado pelo médico.

4. Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores,
observadas pelo médico.

5. Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulacdes

periféricas, caracterizadas por dor e edema ou derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por historia convincente de dor pleuritica, ou
atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite
(documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame
pericardico).

7. Comprometimento renal: proteindria persistente (>0,5g/dia ou 3+) ou
cilindraria anormal.

8. Alteracbes neurolégicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou psicose
(na auséncia de outra causa).

9. Alteracbes hematoldgicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor que
4.000/ml em duas ou mais ocasides), ou linfopenia (menor que 1.500/ml em
duas ou mais ocasioes) ou plaquetopenia (menor que 100.000/ml na auséncia
de outra causa).

10.Alteracdes imunoldgicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presenca
deanticorpo antifosfolipide baseado em: a)niveis anormais de IgG ou IgM anti-
cardiolipina;

b) teste positivo para anticoagulante lUpico ou teste falso positivo para sifilis, por
no minimo seis meses.

11.Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na
auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do lUpus
induzido por drogas.



Table 6. The 1987 classification tree criteria and defimitions for

rheumatoid arthritis (RA)*

Criterion

Defimtion

l. fmhrilis of 3 or more
Joint areas

2. Arthritis of hand joints
Wrist
MCP
MCP or wrist
MCP and wrist

3. Symmetric swelling
(arthritis)

4, Serum rheumatoid

factor

3. Radwgraphic changes
of rhenumatoid arthritis

At least 3 joint areas simultaneously
have had soft tissue swelling or
fluid (not bony overgrowth alone)
observed by a physician. The 14
possible joint areas are right or
left PIP, MCP, wrist, elbow,
knee, ankle, and MTP joints

Soft tissue swelling or fluid (not
bony overgrowth alone) of the
specified area observed by a
physician. Where 2 areas are
specified, involvement must have
been simultaneous

Simultaneous involvement of the
same joint areas (as defined in 1)
on both sides of the body
(bilateral involvement of PIPs,
MCPs, or MTPs is acceptable
without absolute symmetry)

Demonstration of abnormal amounts
of serum rheumatoid factor by
any method for which the resull
has been positive in <5% of
normal control subjects

Radiographic changes typical of
rheumatoid arthritis on
posteroanterior hand and wrist
radiographs which must include
erosions or unequivocal bony
decalcification localized in or
most marked adjacent to the
involved joints (ostecarthritis
changes alone do not qualify)

* A patient is said to have RA if hefshe is included in 1 of the 5 RA
subsets listed in Table 7 and has a clinical diagnosis of RA by hisher
physician. Criteria 1, 2, and 3 must have been present for at least 6
weeks. See Table 3 for definitions of abbreviations.

ACR 1987, Arnett et al. 1988.
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Milhares de Livros para Download:
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