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RESUMO

Nefrite lupica (NL) ¢ uma das complicagdes mais graves do lipus eritematoso sistémico
(LES) e afeta quase dois ter¢os dos pacientes durante o seu tempo de vida, sendo responsavel
por altas taxas de morbidade e mortalidade. A patogénese da NL ¢ um processo complexo que
envolve a deposi¢do de autoanticorpos nos glomérulos, ativagdo do sistema complemento,
proliferacdo celular, produ¢do de proteinas na matrix extracelular e liberagdo de citocinas
inflamatorias. O estresse oxidativo e nitrosativo (EO&N) é um importante fator que participa
da formagdo de autoantigenos por modificacdo oxidativa de biomoléculas, como proteinas,
lipideos e acidos nucléicos, o que resulta no reconhecimento destas moléculas pelo sistema
imune e consequente producdo de autoanticorpos. Os anticorpos anti-double-stranded-DNA
(anti-dsDNA) e anti-nucleossomo (anti-NCS) contribuem significativamente para a
patogénese da NL, ja que a heterogeneidade destes anticorpos implica em uma variedade de
mecanismos patogénicos. Embora varios estudos tenham demonstrado o envolvimento destes
autoanticorpos na NL, os dados ainda sdo controversos a respeito do seu exato papel na
fisiopatologia da doenga. Além disso, pouco se tem investigado sobre a participacdo do
EO&N na fisiopatologia da NL e seu envolvimento na atividade da doenga. Objetivo: avaliar
se a associagdo dos anticorpos anti-dsDNA e anti-NCS e os biomarcadores de EO&N
poderiam ser utilizados como indicadores de presenga e atividade da NL. Métodos: foram
selecionados 152 pacientes com LES sem nefrite e 48 com nefrite (36 em remissdo e 12 em
atividade). Todos os participantes foram avaliados clinicamente quanto ao sexo, etnia, indice
de massa corporal (IMC), uso de medicamentos e outros dados clinicos e laboratoriais. Os
testes imunologicos avaliados foram: pesquisa de anticorpos antinucleares (ANA) por
imunofluorescéncia indireta, pesquisa de anticorpos anti-dSDNA e anti-NCS por
enzimaimunoensaio (ELISA) e dosagem dos componentes do sistema complemento, C3 e C4,
por turbidimetria. Quantos aos biomarcadores de EO&N, foram avaliados: o perfil de estresse
oxidativo por quimioluminescéncia induzida por tert-butil, produtos avancados de oxidagao
protéica (AOPP) por espectrofotometria, produtos de lesdo oxidativa de DNA ¢ RNA por
ELISA, metabdlitos de o¢xido nitrico (NOx) pelo método de Griess e a capacidade
antioxidante total plasmatica pela metodologia de TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant
Parameter). Dados categdricos foram analisados pelo teste exato de Fisher ou o teste do Qui-
quadrado, e os resultados expressos em nimeros absolutos. As comparagdes entre o grupo
LES com ou sem nefrite, e doenca ativa e remissdo, foram realizadas utilizando o teste t de
Student. Os dados foram expressos como média (=SEM). Analise de regressdo logistica
bivariada foi utilizada para definir a associagdo significativa de pacientes com nefrite em
relacdo aos pacientes sem nefrite, ¢ pacientes com doenga ativa ¢ em remissdo, utilizando
biomarcadores com p <0,1. As correlagdes foram avaliadas pelo teste de Pearson. Foi
considerada significancia estatistica quando p <0,05. Todas as andlises foram realizadas
utilizando o programa SPSS 20.0. Resultados: quando comparados os grupos com e sem
nefrite, ndo houve diferenga significativa no género (p=0,815), etnia (p=0,349), tempo de
duracdo da doenga (p=0,981), SLEDAI>6 (p=0,932), C3 (p=0,292) e C4 (p=0,688). Os niveis
séricos de anticorpos anti-dsDNA (p=0,033) e anti-NCS (p=0,002), IMC (p<0,0001) ¢ o uso



de micofenolato (p=0,001) foram maiores para o grupo com NL. Os pacientes com nefrite
mostraram uma diminui¢ao dos produtos avancados de oxidagdo protéica (AOPP, p=0,010) e
um aumento dos niveis de metabolitos de 6xido nitrico (NOx, p=0,030), quando comparado
com o grupo sem nefrite. AOPP (OR: 0.984, IC 95%: 0.970-0998, p=0,025), anti-NCS (OR:
1.009, IC 95%: 1.001-1.018, p=0,036) e IMC (OR: 1.161, IC 95%: 1.030-1.309, p=0,015)
foram associados a presenca de NL, independentemente da idade. A inclusdo do uso de
micofenolato (OR: 0.034, IC 95%: 0.04-0.272, p=0,001) ao modelo de regressao logistica fez
com que houvesse perda de associacdo entre a presenga de NL e anti-NCS (OR: 1.004, IC
95%: 0.993-1.015, p=0,459). No entanto, AOPP (OR: 0.973, IC 95%: 0.953-0.992, p=0,007)
e IMC (OR: 1.186, IC 95%: 1.018-1.382, p=0,029) mantiveram-se independentemente
associados a presencga de NL. Quando os pacientes com nefrite foram divididos em doenga em
remissdo e doengas ativa, ndo houve diferenca significativa no género (p=1,000), etnia
(p=0,609), idade (p=0,694), IMC (p=0,924), C4 (p=0,257) e niveis séricos de anticorpos anti-
dsDNA (p=0,877) e anti-NCS (p=0,931). No entanto, os pacientes com doenca ativa
apresentaram aumento de AOPP (p=0,022) e diminui¢do de NOx (p<0,0001) em comparagao
com aqueles com doenca em remissdo. A AOPP (OR: 1.027; IC 95%: 1.000-1.055, p=0,046)
e NOx (OR: 0.920; IC 95%: 0.847-0.999, p=0,049) foram independentemente associados com
a atividade da NL. O IMC foi positivamente correlacionado com os niveis de anticorpos anti-
dsDNA (r=0,183, p=0,016) e anti-NCS (r=0,202, p=0,022). O perfil de estresse oxidativo
demonstrou ser significativamente diferente (p<0,0001) para pacientes com e sem NL, assim
como entre NL ativa (p<0,0001) e em remissdo. Conclusdo: os dados deste estudo
demonstraram que a diminui¢do de AOPP e o aumento de anti-NCS e IMC estdo associados
com a presen¢a de NL, enquanto que o aumento da AOPP e a diminui¢do dos niveis de NOx
foram independentemente associados com a atividade da NL. Desta forma, os anticorpos anti-
NCS mostraram-se bons preditores da presenca de NL, mas ndo de atividade da doenga. A
avaliagdo concomitante do EO&N e os anticorpos anti-NCS poderiam atuar como ferramentas
uteis na identificacdo da NL ¢ monitoramento da atividade da doenca.

Palavras-chave: Lupus eritematoso sistémico. Nefrite lapica. Anti-dsDNA. Anti-NCS.
Estresse oxidativo. Oxido nitrico.
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ABSTRACT

Lupus nephritis (LN) is one of the most serious complications of systemic lupus
erythematosus (SLE) and affects almost two thirds of patients during their lifetime,
accounting for high morbidity and mortality. The pathogenesis of LN is a complex process
that involves the deposition of autoantibodies in the glomeruli, complement activation, cell
proliferation, production of proteins in the extracellular matrix and release of inflammatory
cytokines. Oxidative and nitrosative stress (O&NS) is a major factor that participates in the
formation of autoantigens by oxidative modification of biomolecules such as proteins, lipids
and nucleic acids (DNA and RNA). This results in the recognition of these molecules by the
immune system and the consequent production of autoantibodies. The anti-double-stranded
DNA (anti-dsDNA) and anti-nucleosome (anti-NCS) contribute significantly to the
pathogenesis of LN, since the heterogeneity of these antibodies involves a variety of
pathogenic mechanisms. Although several studies have demonstrated the involvement of
these autoantibodies in the LN, the data is still controversial about their exact role in the
pathophysiology of the disease. In addition, little has been investigated on the participation of
the O&NS in the pathophysiology of NL and their involvement in disease activity.Objective:
evaluate if the association of anti-dsDNA and anti-NCS and biomarkers of O&NS could be
used as indicators of the presence and activity of LN. Methods: we selected 152 patients with
SLE without nephritis and 48 with nephritis (36 in remission and 12 active). All participants
were clinically evaluated in terms of gender, ethnicity, body mass index (BMI), use of
medications and other clinical and laboratory data. The immunoassay tests were evaluated:
research antinuclear antibodies (ANA) through indirect immunofluorescence detection of
anti-dsDNA and anti-NCS antibodies by enzyme immunoassay (ELISA) and the dosage of
complement components C3 and C4 by turbidimetrically. O&NS were evaluated: the profile
of oxidative stress by chemiluminescence induced by tert-butyl, advanced products of protein
oxidation (AOPP) by spectrophotometry, oxidative damage products of DNA and RNA by
ELISA, nitric oxide metabolites (NOx) by the method of Griess and total plasma antioxidant
capacity by TRAP methodology (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter). Categorical
data were analyzed by Fisher's exact test or the chi-square test, and the results expressed in
absolute numbers. Comparisons between the SLE group with or without nephritis, and active
and remission disease were performed using t Student test. Data were expressed as mean (+
SEM). Bivariate logistic regression analysis was used to define the significant association of
patients with nephritis compared to patients without nephritis, and patients with active disease
and remission using biomarkers with p <0.1. Correlations were assessed using Pearson test.
Statistical significance was considered at p <0.05. All analyzes were performed using SPSS
20.0 program Results: comparing the groups with and without nephritis, there was no
significant difference in gender (p=0.815), ethnicity (p=0.349), duration of the disease
(p=0.981), SLEDAI>6 (p=0.932), C3 (p=0.292) and C4 (p=0.688). Serum levels of anti-
dsDNA antibodies (p=0.033) and anti-NCS (p=0.002), BMI (p<0.0001) and use of
mycophenolate (p=0.001) were higher in the group with NL. Patients with nephritis showed a
decrease in protein oxidation advanced product (AOPP, p=0.010) and an increase of nitric
oxide metabolites levels (NOx, p=0.030) when compared with the group without nephritis.



AOPP (OR: 0.984, CI 95%: 0.970-0.998, p=0.025), anti-NCS (OR: 1.009, CI 95%: 1.001-
1.018, p=0.036) and BMI (OR: 1.161, CI 95%: 1.030-1.309, p=0.015) were associated with
the presence of LN, regardless of age. The inclusion of the use of mycophenolate (OR: 0.034,
CI 95%: 0.04-0.272, p=0.001) to the logistic regression model resulted in the loss association
between the presence of LN and anti-NCS (OR: 1.004, CI 95%: 0.993-1.015, p=0.459).
However, AOPP (OR: 0.973, CI 95%: 0.953-0.992, p=0.007) and BMI (OR: 1.186, CI 95%:
1.018-1.382, p=0.029) remained independently associated with the presence of NL. When
patients with nephritis were divided in remission and active disease, there was no significant
difference in gender (p=1.000), ethnicity (p=0.609), age (p=0.694), BMI (p=0.924), C4
(p=0.257) and serum levels of anti-dsDNA antibodies (p=0.877) and anti-NCS (p=0.931).
However, patients with active disease had increased AOPP (p=0.022) and decreased NOx
(p<0.0001) compared to those with disease in remission. The AOPP (OR: 1.027; CI 95%:
1.000-1.055, p=0.046) and NOx (OR: 0.920; CI 95%: 0.847-0.999, p=0.049) were
independently associated with the LN activity. BMI was positively correlated with the levels
of anti-dsDNA antibodies (r=0.183, p=0.016) and anti-NCS (r=0.202, p=0.022). The profile
of oxidative stress was shown to be statistically significant (p<0.0001) than among patients
with and without NL, NL and between active (p<0.0001) and in remission. Conclusion: the
data from this study demonstrated that the decrease in AOPP and increased anti-NCS and
BMI are associated with the presence of LN, while the increase in AOPP and reduction of
NOx levels were independently associated with NL activity. Thus, the anti-NCS antibodies
showed to be good predictors of the presence of NL, but not for disease activity. Concomitant
evaluation of O&NS and anti-NCS antibodies could be useful tools in the identification of NL
and monitoring disease activity.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus. Lupus nephritis. Anti-dsDNA. Anti-NCS.
Oxidative stress. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES ¢ uma doenca autoimune inflamatoria cronica e seu desenvolvimento
¢ atribuido a fatores genéticos e ambientais em que ha disfungdo da resposta imune adquirida.
No entanto, uma inadequada, ativa e sustentada resposta imune inata esta implicada no inicio
e nas consequéncias patogénicas da produgdo de autoanticorpos no LES (OATES, 2010).

A doenca ¢ caracterizada pela presenca de autoanticorpos contra o nucleo
celular que s@o denominados anticorpos antinucleares (ANAs). Os ANAs podem atuar contra
diversas estruturas nucleares, entre elas o 4cido desoxirribonucléico de dupla fita (anti-
dsDNA), as proteinas histonas, as proteinas ligadas ao acido ribonucléico (anti-RNA) e os
antigenos nucleolares (KOTZIN; O'DELL, 1995; HAHN, 1998). A presenca destes
anticorpos gera lesdes locais e sistémicas, podendo afetar pele, articulagdes, rins, pulmoes e o
sistema nervoso central (URAMOTO et al., 1999).

O lupus acomete preferencialmente o sexo feminino, ocorrendo em uma
propor¢ao de nove casos em mulheres, para um caso em homens. As mulheres acometidas
estdo normalmente entre 20 a 40 anos de idade, sendo a idade média de 30 anos. Ha também
uma maior prevaléncia em determinados grupos étnicos, como asidticos, hispanicos e
afrodescendentes (URAMOTO et al., 1999).

A incidéncia da doenga ocorre com maior frequéncia no Sul da Europa
(Itdlia e Espanha) e Norte da Australia em comparacdo aos Estados Unidos e Japdo, ¢ a
maioria dos dados epidemiologicos sobre o LES ¢é proveniente de paises como Estados
Unidos e Europa (PETRI, 2000; NIGHTINGALE et al., 2006). A frequéncia da doen¢a na
populacdo mundial ¢ de aproximadamente 27,7/100 mil com variagdo de 15 a 120/100 mil
(RUS; HOCHBERG, 2002; D'CRUZ; KHAMASHTA; HUGHES, 2007), podendo alcancar
400100 mil em mulheres afro-americanas (HART et al., 1993). No Brasil, os dados sobre
prevaléncia e incidéncia ainda s3o escassos, pois até o presente momento somente dois
estudos avaliaram a incidéncia do LES no pais. O primeiro estudo foi realizado na cidade de
Natal-RN, e revelou uma incidéncia de 8,7/100mil/ano (VILAR; SATO, 2002). O segundo,
realizado na cidade de Cascavel-PR, demonstrou uma incidéncia de 4,8/100mil/ano
(NAKASHIMA et al., 2011). A diferenca encontrada entre os estudos pode ser explicada pela

maior incidéncia de luz solar na cidade de Natal devido a sua posi¢do geografica na regido
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Nordeste, ¢ também pela maior porcentagem de heranga etnica e individuos negros se
comparados com a populagao de Cascavel (NAKASHIMA et al., 2011).

As manifestagdes clinicas do LES podem variar de leve a grave, alternando
periodos de atividade com periodos assintomaticos (URAMOTO et al.,, 1999). As
manifestagdes mais comuns sdo as lesdes cutaneas que ocorrem em cerca de 80% dos casos,
com predominancia de manchas avermelhadas na regido malar e dorso do nariz, denominadas
de lesdes em asa de borboleta (VARGAS; ROMANO, 2009). Outras manifestagdes
frequentes envolvem lesdes articulares, inflamagdo dos rins, alteragdes neuropsiquiatricas e
alteracdes sanguineas. As lesdes articulares ocorrem em 90% dos pacientes com consequente
aparecimento de dor e inchago nas articulagdes das maos, punhos, joelhos e pés. As alteracdes
neuropsiquiatricas sdo menos frequentes, no entanto podem ocasionar convulsdes, alteragdes
de comportamento e humor (GORDON, 2002). Quanto as células sanguineas, as alteragdes
mais caracteristicas sdo a anemia hemolitica, a trombocitopenia e leucopenia. A anemia
hemolitica ¢ descrita em 7-15% dos pacientes com LES, a trombocitopenia ocorre em uma
prevaléncia de 7-30%, e a leucopenia pode ocorrer em nivel de linfocitos ou de neutréfilos,
sendo as prevaléncias de 20-81% e 47%, respectivamente (SKARE; DAMIN; HOFIUS,
2015).

O envolvimento renal ¢ um dos fatores mais preocupantes entre as
manifestacdes do LES e pode ocorrer em mais de 50% dos pacientes. Caracterizado pela
produgdo de autoanticorpos contra antigenos nucleares, perda da tolerancia imunolégica e
lesdo renal imuno-mediada. O mecanismo de lesdo renal inicia-se por meio da deposi¢do de
complexos imunes no parénquima renal, que conduz a ativagdo do complemento e a indugdo
dos processos inflamatérios e fibroticos. Assim, se a lesdo renal ndo for diagnosticada e
tratada de forma rapida e adequada, pode-se evoluir para uma insuficiéncia renal grave, sendo
necessaria a realizacdo de dialise ou até mesmo transplante renal (CAMERON, 1999; YUNG
etal., 2013).

1.2 NEFRITE LUPICA (NL)

A NL ¢ uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes
com LES. O consenso geral ¢ de que 60% dos pacientes com a doenga autoimune irdo
desenvolver uma ou mais formas relevantes de alteragdes renais ao longo do curso da doenga
(LALWANI et al., 2015). A maioria dos pacientes desenvolve a NL ja no inicio da doenca,

ocorrendo preferencialmente em pacientes com idade inferior a 55 anos. No entanto, também
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pode se desenvolver em 30-80% dos pacientes pediatricos, demonstrando um perfil mais
grave de lesdo renal (SAXENA et al., 2011).

O diagnostico da NL inclui a andlise dos sedimentos da urina, padrdo de
excrecdo de proteina e creatinina, determinagdo dos niveis de creatinina no soro e avaliacao
de marcadores soroldgicos como os titulos de anticorpos anti-dsSDNA e niveis dos
componentes do complemento, C3 e C4 (LALWANI et al., 2015). As alteragdes laboratoriais
sdo varidveis, vao desde a sua auséncia, até a presenca de proteindria ou sedimentos urindrios
ativos (hematuria, pidria ou elementos celulares). A proteintiria ¢ a principal caracteristica da
doenca renal, estd presente em quase 100% dos pacientes e geralmente ¢ associada ao
desenvolvimento da sindrome nefrética com rapida progressao para insuficiéncia renal aguda
(MOK, 2012). A hematuria ¢ encontrada em grande parte dos pacientes, nunca de forma
isolada, mas associada a proteinuria. Normalmente a taxa de filtracdo glomerular apresenta-se
reduzida e ha uma significativa disfuncdo renal tubular em cerca de metade de todos os
pacientes com NL (CAMERON, 1999; SAXENA et al., 2011).

A patogénese da NL embora ndo tenha sido totalmente elucidada, ¢ um
processo complexo que envolve multiplos fatores, como perda da tolerancia imunolégica,
deposicdo de autoanticorpos nos glomérulos, ativacdo do complemento, proliferagdo celular,
producdo de proteinas na matrix extracelular e liberacdo de citocinas inflamatoérias. A
associacdo destes fatores leva a uma cascata de eventos inflamatoérios com consequente
recrutamento de células T, macrofagos e células dendriticas que estdo interligados por meio
de diversos mecanismos que resultam em dano tubular, inflamagao e fibrose (LI et al., 2013;
BRITO et al., 2014).

A deposicdo do autoanticorpos nos glomérulos ocorre através da ligacao
com os antigenos aprisionados no parénquima renal e consequente formagdo de complexos
imunes nos tecidos renais. Este processo tem sido constantemente avaliado como uma forma
de ajudar a compreender o papel dos autoanticorpos na patogé€nese da NL, além de expandir
as ferramentas de monitoramento e diagndstico da doenca (YAP; LAI, 2015).

Um biomarcador é considerado um produto bioldgico, bioquimico ou
molecular que pode ser analisado quantitativamente e qualitativamente com o objetivo de
determinar a atividade renal do LES, sua gravidade, e ainda monitorar as respostas
terap€uticas. Assim, o biomarcador de NL deve possuir varias caracteristicas, sendo que
dentre elas se destacam: 1%) uma boa correlagdo com a atividade renal, refletido pelo grau de
proteinuria e de sedimentos na urina; 2%) deve ser sensivel as mudangas, apresentando

capacidade de prever periodos de pico da doenca, antes que as alteragdes nos parametros
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clinicos se tornem evidentes; e 3%) ser especificos para NL em pacientes com LES de forma a
ajudar no seu diagnostico precoce (MOK, 2010).

Atualmente os marcadores laboratoriais utilizados para determinagdo da NL,
como proteintria, clearance de creatinina, relagdo urindria proteinacreatinina, anti-dsDNA e
complemento sdo insatisfatérios, ja que ndo apresentam boa sensibilidade e especificidade
para diferenciar a atividade da doenca e os danos renais. O dano renal pode ocorrer antes
mesmo de a funcdo renal estar prejudicada e antes que sejam detectadas quaisquer alteragdes
nos pardmetros laboratoriais (MOK, 2010; MOK, 2016). A proteinuria persistente, por
exemplo, pode ndo indicar uma inflamagdo continua dos rins, mas sim atribuida a lesdes
cronica pré-existentes ou a lesdes renais recentes que se formaram no decorrer da doenca.
(MOK, 2010). Consequentemente a biopsia renal permanece sendo o método padrao-ouro
para fornecer informagdes sobre a classe histologica, o grau de atividade da doenca e a
cronicidade. No entanto, a biopsia ¢ um método invasivo, contraindicado e ndo aceito por
muitos pacientes. Além disso, a realizagdo de repetidas biopsia renais na rotina, apos o
tratamento ou durante as crises, ¢ impraticavel. Desta forma, torna-se necessario a descoberta
de novos biomarcadores que tenham maior sensibilidade e especificidade, e que possam
determinar a atividade da doenga, predizer periodos ativos e monitorar as respostas
terapéuticas e o progresso da doenca (MOK, 2016).

Os anticorpos anti-dsDNA sdo altamente especificos para o LES, estdo
presentes em 70% dos pacientes (ISENBERG et al., 1985; RAHMAN; ISENBERG, 2008) ¢
sua reatividade tem sido associada com a atividade da doenga e com periodos de lesdo renal
(ter BORG et al., 1990). Os anticorpos anti-dsDNA apresentam uma grande heterogeneidade
o que implica em uma variedade de mecanismos patogénicos. Dessa forma, tem sido sugerido
que os anticorpos anti-dsDNA atuam como importantes biomarcadores e que contribuem
significativamente com a patogénese da NL (WINFIELD et al., 1977; ter BORG et al., 1990;
MOSTOSLAVSKY et al., 2001).

As principais caracteristicas associadas a patogenicidade dos anticorpos
anti-dsDNA incluem isotipo IgG, carga catidnica, alta afinidade por ligacdes com DNA de
fita dupla e reatividade cruzada com diferentes componentes dos glomérulos como a laminina,
o colageno e os proteoglicanos de sulfato de heparina (CHAN et al., 2002). No entanto, o
mecanismo real pelo qual os anticorpos medeiam a lesdo renal ainda ¢ controverso. Sugere-se
que o aprisionamento ndo especifico dos complexos imunes circulantes e consequente
ativacdo do complemento ndo seriam suficientes para explicar a deposicdo dos complexos

imunes nos rins (YUNG; CHAN, 2008). No geral, tem sido proposto que a localizagao
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estratégica das células mesangiais no glomérulo, justapostas a capilares adjacentes, facilitem a
interacdo com o0s complexos imunes, componentes do complemento e mediadores
inflamatorios. Além disso, a ligacdo entre os anticorpos anti-dsSDNA e as estruturas
glomerulares parece ocorrer por meio de ligacdo direta dos anticorpos aos epitopos de reacao
cruzada, ou a partir da ligacdo indireta do DNA ao material da cromatina através do sulfato de
heparina ou outras moléculas de superficie celular como o DNA, histonas e nucleossomos
(CHAN et al., 2002).

Alguns anticorpos anti-dsDNA também podem permanecer na superficie
das células e ndo penetra-las, e assim participar da citotoxicidade mediada pelo complemento,
ou serem internalizados para localizar no nucleo onde alterariam a sintese de proteinas e
induziriam os processos de apoptose (DESHMUKH et al., 2006; YUNG; CHAN, 2008).

Os anticorpos anti-dsDNA podem se ligar as células mesangiais, células
endoteliais, e células epiteliais do tubulo renal proximal para induzir a proliferacao celular, a
apoptose e os processos inflamatorios e fibroticos (YUNG et al, 2013). O mecanismo pelo
qual os anticorpos anti-dsDNA sdo depositados no parénquima renal ainda nao foi definido,
mas trés teorias foram evidenciadas. A primeira teoria sugere que os anticorpos anti-dsDNA
reativos poderiam formar complexos imunes com DNA/nucleossomos liberados a partir das
células apoptodticas, e que posteriormente se depositariam no rim e iniciariam a cascata
inflamatoria (DESHMUKH et al., 2006). A segunda teoria propde a deposi¢ao de anticorpos
anti-dsDNA através da reagdo com o DNA/nucleossomos, aprisionados na membrana basal
glomerular. O aprisionamento s6 ¢ possivel devido as interagcdes entre o DNA carregado
negativamente ¢ a membrana basal glomerular carregada positivamente. A terceira e ultima
teoria baseia-se na interacdo entre os antigenos renais € os anticorpos anti-dsDNA, que
reagem de forma cruzada com a alfa-actina, laminina e sulfato de heparina nos glomérulos
renais (DEOCHARAN et al., 2002; GROOTSCHOLTEN et al., 2003; PISETSKY, 2004).

Embora exista uma correlagdo direta do LES com a presenca de anticorpos
anti-dsDNA, alguns estudos tém demonstrado uma discrepancia dos niveis destes anticorpos
com a presenga de NL. No estudo realizado por Alba et al. (2003) foram avaliados diferentes
populacdes de anticorpos em pacientes com LES e NL. Quase 99% dos pacientes com LES,
com ou sem NL, demonstraram ser positivos para os anticorpos ANAs. Dos pacientes que
apresentavam NL, 68% eram positivos para os anticorpos anti-dsDNA. Por outro lado, metade
dos pacientes sem NL apresentaram anticorpos anti-dsDNA, demonstrando assim, que nem
todos os anticorpos anti-dSDNA podem induzir a deposicdo de complexos imunes nos

glomérulos e que outros anticorpos também podem estar envolvidos na patogénese da NL.
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Além disso, a deposicdo de imunoglobulina também estd intimamente relacionada com a
ligagdo do DNA. Uma baixa afinidade do anticorpo para o DNA diminuiria a deposi¢ao
glomerular e consequentemente o desenvolvimento da NL (DESHMUKH et al., 2006).

Embora historicamente a formagdo de anticorpos contra o DNA tenha sido
considerada uma das principais caracteristicas sorologicas encontradas no LES, nos ultimos
anos tornou-se claro que o nucleossomo também ¢ um autoantigeno importante envolvido na
condugdo do lupus. Desta forma, alguns pesquisadores tém afirmado que os anticorpos anti-
nucleossomo (anti-NCS) poderiam servir como um melhor marcador para o LES, uma vez
que estio presentes em até 90% dos pacientes com LES (BRUNS et al., 2000; VAN BAVEL
et al., 2008; MANSON et al., 2009; ZIVKOVIC et al., 2014).

Os nucleossomos representam um conjunto importante de autoantigenos no
LES e apresentam alta afinidade pelos componentes da membrana basal glomerular e da
matrix mesangial. Durante o desenvolvimento da NL ¢é observada a deposi¢do precoce de
complexos imunes no parénquima renal, normalmente formados por anticorpos anti-dsDNA e
o nucleossomo. A cascata de eventos decorrentes transforma a nefrite silenciosa em nefrite
grave, com deposi¢cdo de complexos imunes na membrana basal glomerular e subsequente
proteintria grave. A deposi¢do destes complexos imunes podem entdo levar a ativagdo de
células mesangiais ¢ a produgdo de quimiocinas que irdo atrair cé€lulas efetoras como
neutrofilos e macrofagos e desencadear mecanismos de lesdo renal (KANAPATHIPPILLAI
etal., 2013).

Acredita-se que a associagdo positiva dos anticorpos anti-NCS com o dano
renal ocorra a partir da interacdo das cargas associadas a estrutura quaternaria do nucleossomo
e os epitopos alvos presentes no tecido renal. As histonas que constituem parte do
nucleossomo apresentam carga catidnica, enquanto que a membrana basal glomerular
apresenta carga anidnica, o que permite a interagdo entre eles (SIMON et al., 2004; VAN
BAVEL et al., 2008).

O nucleossomo, em pacientes com LES, pode ser encontrado na circulagdo
apos liberagdo por células apoptoticas como resultado de um distirbio nos mecanismos de
apoptose ou por um defeito nos processos de limpeza (VAN BAVEL et al., 2008). Estes
nucleossomos por serem facilmente reconhecidos pelas células B e T e por participarem
diretamente do dano renal, apresentam um importante papel na fisiopatologia do LES
(BIZARRO et al., 2012). Os anticorpos anti-NCS podem ser prontamente detectados em

pacientes com LES e seus titulos se correlacionam com os escores de atividade da doenca, o
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que permite atuarem como importantes biomarcadores para diagnostico e avaliagdo da
atividade do lupus. (SIM()N et al., 2004; YUNG; CHAN, 2012).

Alguns estudos tém demonstrado que os anticorpos anti-NCS estdo
fortemente associados com o envolvimento renal, que seus titulos se correlacionam com
periodos de complicacdes renais e que a frequéncia destes anticorpos ¢ similar a frequéncia
encontrada dos anticorpos anti-dsDNA (MOK, 2010). No entanto, a sensibilidade e a
especificidade dos anticorpos anti-NCS em predizer a NL, ou até mesmo os periodos ativos da
doenga, ndo demonstraram ser melhores quando comparados aquelas apresentadas pelos
anticorpos anti-dsDNA (ONISHI et al.,2015).

Assim, alguns autores tém sugerido que a avaliagdo combinada dos
anticorpos anti-dsDNA e anti-NCS possa ser um parametro valioso para predizer os varios
aspectos da NL, como progndstico, cronicidade, resposta ao tratamento e periodos de

atividade da doenga (MOK, 2010; SUI et al., 2013, MISRA et al., 2015).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO NO LES E NL

O EO&N esta diretamente associado ao desenvolvimento do LES, disfuncao
endotelial e atividade da doenca (OATES, 2010). O EO&N ¢ representado pelo aumento de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e diminuicdo das defesas
antioxidantes. As espécies reativas podem modular a expressdo de uma variedade de
moléculas inflamatdérias com consequente exacerbagdo da inflamagdo e dos danos teciduais
(AHSAN et al., 2003; SHAH et al., 2010).

No intuito de promover protecao frente a processos oxidativos, o organismo
desenvolveu um sistema de defesa antioxidante que tem a fungdo de limitar os niveis
intracelulares de espécies reativas e inibir ou reduzir os danos celulares e teciduais. Neste
sistema de defesa podem-se destacar mecanismos como o impedimento da formagdo e agao
das espécies reativas e o favorecimento do reparo e da reconstitui¢do de estruturas bioldgicas
lesadas (KOURY; DONANGELO, 2003; SHAMI; MOREIRA, 2004).

O sistema de defesa enzimatico é composto por enzimas como Superoxido
Dismutase (SOD), considerada a primeira linha de defesa contra radicais livres derivados do
oxigénio, Catalase (CAT), responsavel por catalisar a decomposi¢cdo de perdxido de
hidrogénio e Glutationa Peroxidase (GPx), que atua reduzindo hidroperédxidos lipidicos e nao

lipidicos. Estas enzimas, de modo geral, atuam controlando ou inibindo a formacgdo das
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espécies reativas envolvidas nas reagdes oxidativas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O sistema de defesa ndo enzimdatico inclui compostos antioxidantes
principalmente de origem dietética, como vitaminas, minerais, flavonodides e carotendides. A
vitamina C e o betacaroteno sdo compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes que
auxiliam os mecanismos de defesa contra os danos oxidativos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Alguns estudos realizados com substancias antioxidantes tém ressaltado a importancia da
utilizagdo de nutrientes isolados no tratamento e na prevencao de doengas, entretanto a acao
conjunta de diversas substancias encontradas nos alimentos pode atuar na protecao celular e
tecidual. O efeito cooperativo entre as vitaminas C e E, por exemplo, tém demonstrado uma
efetiva inibi¢do da peroxidacdo lipidica e um importante papel na prote¢do do DNA (GEY,
1998; BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O desequilibrio entre os fatores oxidantes e a capacidade de agdo dos
sistemas antioxidantes, promove uma alteragdo no estado redox e a modulagcdo da expressao
de uma variedade de moléculas do sistema imunologico e inflamatorio (AHSAN et al., 2003;
SHAH et al., 2010).

As espécies reativas que sdo produzidas durante o desequilibrio redox sdo
atomos ou moléculas altamente reativos que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados na
sua ultima camada eletronica. Sdo formados a partir de reagdes de oxirredugdo, nas quais uma
molécula cede o elétron ndo pareado, oxidando-se, ou recebe o elétron de outra molécula,
reduzindo-se. Dessa forma, as ERO e ERN ou provocam ou s3o resultados dessas reacdes de
oxirredugdo. Os principais exemplos destas espécies sao o oxigé€nio molecular (O2), radical
hidroxil (OH"), anion superoxido (02"), radical peroxil (ROO"), radical alcoxil (RO") e 6xido
nitrico (NO) (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As ERO e ERN sdo encontradas no organismo e produzidas a partir de
mecanismos fisioldgicos como a respiragdo, assim como, por mecanismos patoloégicos como a
inflamacdo. Quando produzidos em propor¢des adequadas permite o cumprimento de fungdes
bioldgicas relevantes como a producdo de ATP, ativagdo de genes, inducdo de resposta
mitogénica, papel de defesa durante processos de infeccdo e outros numerosos sistemas de
sinalizagdo celular. (SHAMI; MOREIRA, 2004; VALKO et al., 2007). Entretanto, quando
produzidos em excesso como nos processos inflamatérios, podem gerar danos oxidativos em
células e tecidos. Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas como lipidios,
carboidratos, proteinas e DNA, com consequente perda das fungdes bioldgicas e desequilibrio

homeostatico (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).
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A cronicidade do EO&N ¢ a oxidacao das biomoléculas tém relevantes
implicagcdes no desenvolvimento de numerosas enfermidades cronicas, entre elas o LES,
aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos neurodegenerativos, cincer e, também no
processo de envelhecimento (DICHI et al., 2014).

A patogénese do LES ¢ atribuida a fatores genéticos e ambientais, que
cumulativamente levam a uma disfuncao de linfécitos B ¢ T e células dendriticas, resultando
na formagao de ANAs e na formagao de complexos imunes contra DNA, RNA e proteinas. O
processo inflamatério do LES promove um aumento de ERO e ERN que podem favorecer o
desenvolvimento da doenga, ja que contribui diretamente com a disfunc¢do de células imunes,
com a produgdo de autoantigenos e com a reatividade de autoanticorpos (PERL et al., 2009;
KYTTARIS; TSOKOS, 2004).

A produgao excessiva de ERO e o estado redox alterado estdo relacionados
com a indu¢do da disfuncdo mitocondrial em células T ¢ com a promog¢ao da deplecdo do
ATP (GERGELY etal., 2002; PERL et al., 2009). A associagao destes fatores contribui para a
anormalidade nos mecanismos de apoptose gerando uma predisposi¢cdo a morte celular por
necrose que esta diretamente relacionada com a producdo e expansdo de autoanticorpos e as
manifestagdes clinicas apresentadas no LES (SHAH et al., 2014). Alguns estudos tém
demonstrado que além das ERO estarem envolvidas na desregulacao da apoptose ela também
pode estar relacionada com o atraso nos mecanismos de limpeza dos restos apoptoticos. A
permanéncia destes detritos celulares acaba por induzir a produ¢do de ANAs e a ativagao de
macrofagos e células dendriticas com consequente produ¢do de oxido nitrico (NO) e
interferon do tipo a (IFN- a). Assim, os atrasos nos mecanismos de limpeza prolongam a
interacdo de ERO com os detritos celulares, geram novos epitopos que estimulam a formagao
de um amplo espectro de autoanticorpos e conduzem os processos inflamatérios e danos
celulares (AHSAN et al., 2003; SHAH et al., 2011).

As ERO e ERN podem afetar diversas moléculas bioldgicas, incluindo
DNA, RNA, colesterol, lipideos, carboidratos e moléculas antioxidantes. As proteinas sdo
importantes alvos das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio devido a sua abundancia nos
sistemas bioldgicos e a sua alta velocidade para a reagdo. As consequéncias do dano oxidativo
as proteinas seriam a formacdo de proteinas carbonila, formag¢do da 3-nitrotirosina e a
formacgdo de proteina hidroperoxido. Desta forma, € possivel avaliar o nivel de oxidagdo total
das proteinas no LES a partir da dosagem dos niveis destes compostos formados (ZHANG et

al., 2009).
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No entanto, o principal alvo para ERO sdo os lipideos que compdem a
membrana celular. Estes lipideos sdo submetidos a um aumento do processo de
lipoperoxidagdo (LPO) alterando as estruturas e a permeabilidade da membrana, e
prejudicando as fungdes celulares. A identificagdo da LPO se da pela analise do produto final
da oxidagdo, o malondialdeido (MDA). Este composto se liga covalentemente as proteinas,
gera neoepitopos que sdao reconhecidos pelo sistema imunologico e desencadeiam um
processo autoimune (AHSAN et al.,, 2003; SHAH et al., 2011). A peroxidagdo lipidica
também pode favorecer a adsorcdo de macrdéfagos ativados em regides inflamatdrias
vasculares e possibilitar a formacdo de placas de ateroma, o que podera contribuir para o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (LINDAHL et al., 2000). Alguns estudos tém
demonstrado um aumento nos niveis de MDA em pacientes com LES, indicativo do aumento
da LPO e a possivel relagdo com o EO&N (SCOFIELD, 2003; KURIEN; FROSTEGARD et
al., 2005; BEN MANSOUR et al, 2010). Porém, os resultados sdo controversos, sendo
necessarios maiores esclarecimentos. O estudo realizado por Tewthanom et al. (2008), por
exemplo, ndo demonstrou diferenca nos niveis de MDA quando comparados pacientes com
LES e pacientes controles. Uma justificativa fornecida pelos autores quanto a este dado
conflitante foi que provavelmente a prednisona tenha influenciado na peroxidacao lipidica
nestes pacientes (KUONO et al., 1994).

A insuficiéncia renal cronica ¢ associada a uma sindrome imuno-
inflamatoria multifatorial que ocorre no inicio do desenvolvimento da doenga, piora com a
sua progressao e culmina em terapias de dialise. Entre os mecanismos envolvidos nas
desordens imuno-inflamatorias pode-se citar a desregulacdo do equilibrio entre as citocinas
pro-inflamatoérias e seus inibidores e o aumento de oxidantes produzidos pelos fagocitos em
face das defesas antioxidantes defeituosas, o que resultaria em um quadro de EO&N cronico e
aumento do estado inflamatorio (WITKO-SARSAT et al., 1996).

Pacientes urémicos sofrem de uma desregulacio do sistema imune
caracterizado pela existéncia de um estado de imunodeficiéncia e ativacdo de células
imunocompetentes, incluindo células T e monocitos. Sugere-se que os mondcitos ativados
derivados de citocinas pré-inflamatorias estejam envolvidos nestas desordens imunolédgicas.
A presenca de um estado inflamatdrio cronico também tem sido documentada em pacientes
em fase terminal de doenca renal e que sdo submetidos a terapia de hemodidlise. Isto se deve
a constante ativacdo de neutrofilos e mondcitos circulantes através da passagem do sangue
pelos circuitos de didlise e consequente geracao de componentes ativados do complemento.

Este processo leva a uma massiva geragdo de espécies reativas de oxigénio (Oz’, HyO,, 102,
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OH"), assim como ao aumento da producao de citocinas (IL-1p e TNF-a) por mondcitos
ativados (WITKO-SARSAT et al., 1998).

As proteinas tornam-se importantes alvos dos danos oxidativos, ja que sdo
0s principais componentes presentes na maioria dos tecidos, células, plasma e por
apresentarem uma rapida taxa de reacdo com muitas substancias oxidantes. As proteinas
oxidadas sdo conhecidas por causar relevantes perturbagdes fisiologicas, como perda da
estrutura ou da funcdo, assim como por participar do controle do remodelamento e
crescimento celular. Por conta da sua longa duracdo e das baixas taxas de remocdo estas
proteinas oxidadas podem tornar-se valiosos marcadores de EO&N em intimeras condig¢des
patologicas (DEAN et al., 1997; MORGAN et al., 2005).

No estudo realizado por Morgan et al. (2005) foi verificado uma elevacao na
oxidacdo das proteinas por meio dos niveis de proteinas carbonilicas, sulfoxido de metionina
e 3-nitrotirosina e uma reducdo correspondente no estado antioxidante demonstrada pela
quantidade de proteinas tiol em pacientes com LES. Foram relatados que varios produtos da
oxidagdo protéica relacionavam-se com o SLEDAI e com a presenca de anticorpos anti-
dsDNA. A metodologia utilizada foi a de produtos avancados da oxidagdo protéica (AOPP)
que resulta da oxidacdo de aminoacidos como a tirosina e conduz a formacgao de produtos de
proteinas de reticulagdo compostas por ditirosina e detectados por espectofotometria
(WITKO-SARSAT et al.,1998; LOZOVOY et al., 2011).

Outros estudos verificaram que as concentracdes plasmaticas de AOPP
aumentaram significativamente com a progressdo da disfungdo renal em pacientes com
diversas doengas renais cronicas. In vivo, os niveis plasmaticos de AOPP correlacionaram-se
com os niveis de ditirosina, resultado da oxidacdo de proteinas, e com a pentasodina, um
marcador da glicagdo enzimadtica e que estd diretamente relacionado com o estresse oxidativo
(EO). Assim, AOPP pode ser formada durante os processos de EO por meio da reagdo das
proteinas plasmaticas com oxidantes clorados (WITKO-SARSAT et al.,1996; LI et al., 2007).

O acimulo cronico da AOPP, como nas doencas renais cronicas, pode
constituir uma nova base molecular para aumentar o EO&N que por sua vez desempenha um
papel importante na progressdo das doengas renais. Li et al., (2007) forneceu em seu estudo
trés linhas de evidéncias in vivo para os efeitos pro-inflamatorios da AOPP no tecido renal.
Primeiro, a cronificagdo da AOPP aumenta a infiltracdo de macréfagos nos rins e, embora o
mecanismo pelo qual as células causem a fibrose seja incerto, a maioria dos relatos sugere que
a propria infiltragdo dos macréfagos promove a fibrose renal. Segundo, a AOPP regula

positivamente a expressao da quimiocina pré-inflamatéria MCP-1 (proteinas quimiotaticas de
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mondcitos-1) e a sua superexpressao parece estar associada com a inflamagdo celular e a
atividade miofibroblastica no parénquima renal. Terceiro, a AOPP aumenta a expressao de
TGF-B1, fator de crescimento fibrogénico, que desempenha um importante papel na
patogénese da inflamacao e na fibrose renal (Li et al., 2007).

Outro fator envolvido com a AOPP nos processos inflamatdrios seria a sua
participagdo nos mecanismos de ativagdo dos monocitos. No estudo realizado por Witko-
Sarsat et al. (1998), varias evidéncias fornecidas sugerem forte relacdo entre os niveis de
AOPP e os marcadores séricos de ativagao de mondcitos e, consequentemente, demonstram a
importancia da AOPP como uma nova classe de mediadores pré-inflamatorios e sua atuagao
como mediador do EO&N e ativagdo de monocitos. Portanto os monoécitos sdo, a0 mesmo
tempo, alvos celulares da AOPP e fontes oxidantes induzindo AOPP (WITKO-SARSAT et
al.,1998).

De forma resumida, o acimulo de AOPP pode aumentar o EO ¢ a
inflamacao, que por sua vez pode aumentar ainda mais a formag¢ao de AOPP pela estimulagao
de leucocitos para a produgdo de mais oxidantes. A repetitividade deste ciclo poderia ampliar
ou manter o desequilibrio da reagdo redox e do estado inflamatorio e assim promover intensa
lesdo renal. No entanto, mais estudos sdo necessarios para o entendimento real do papel da
AOPP na inflamagdo renal e no EO&N, j& que existem poucas evidéncias de que a AOPP
contribua para a progressdo das doencgas renais (WITKO-SARSAT et al.,1998; LI et al.,
2007).

1.4 Ox1po NiTrICO (NO)

O NO ¢ uma importante molécula de sinalizacdo envolvida na manutencao
da fun¢do vascular, sendo responsavel por promover efeitos benéficos na vasculatura como a
vasodilatagdo, inibi¢do da adesdo de leucdcitos, migracao e proliferagdo celular e agregacao
plaquetaria (PORRO et al., 2014).

O NO ¢ sintetizado a partir da oxidagdo do amino acido L-arginina (Arg) a
NO gasoso ¢ L-citrulina (Cit) através de uma enzima conhecida como NO sintetase (NOS). O
NO também ¢ produzido por células endoteliais por meio da expressao de dois tipos desta
enzima, a enzima 0xido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e a iNOS. A eNOS esta presente
normalmente nas células endoteliais vasculares e nas plaquetas, ja a iNOS ¢ induzida apos a
ativacdo de macrofagos, células endoteliais e varias outras células. O aumento na expressao

da iNOS ¢ capaz de produzir até 1.000 vezes mais NO do que a eNOS, e uma vez que a iNOS
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esteja expressa ela ira produzir NO por longos periodos de tempo (MONCADA et al., 1991;
NATHAN, 1997).

O NO tem a capacidade de induzir tanto efeitos fisioldgicos como também
efeitos patologicos, sendo assim o efeito da produ¢do de NO nos processos celulares ¢ em
grande parte dependente de suas concentracdes e da presenca local de outros radicais livres.
Concentracdes baixas de NO apresentam um efeito direto nos processos fisiologicos como a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células, enquanto que concentragdes elevadas apresentam
um efeito indireto por meio do EO&N (ESPEY et al., 2002; OATES, 2010).

O aumento dos niveis de NO, quando em condi¢des de estimulo, como no
EO&N, no dano tecidual, e na presenca de citocinas pro-inflamatdrias, ocorre através do
aumento da expressdo de iINOS. Uma vez que sua expressdo estd aumentada, a iNOS ird
aumentar a producdo de NO que por sua vez ird mediar uma resposta inflamatoria e promover
disfungdo vascular com consequente contribuicdo para a disfunc¢do de linfocitos T. Alguns
estudos demonstram que hd um aumento na producdo de NO enddgeno em pacientes com
LES, o que reforga a hipdtese de envolvimento do NO na disfungdo endotelial (GUNNETT et
al., 2003; NAGY et al., 2010).

O EO apresenta um papel fundamental na determinagdo da
biodisponibilidade do NO em decorréncia da oxidacao dos cofatores e enzimas envolvidas no
metabolismo do NO ou pela inativagdo direta do NO. As células endoteliais sdo consideradas
as principais fontes de NO na vasculatura, no entanto, foi demonstrado que as células
circulantes (plaquetas, mondcitos e células vermelhas do sangue) também podem contribuir
com a sintese de NO (PORRO et al., 2014).

No decorrer da atividade do LES hd uma produgao significativa de NO. Seu
papel patogénico encontra-se em grande parte na sua propria produgdo e sua proximidade com
a sintese de ERO, como no caso da sintese de superoxido (SO). Uma vez que o NO ¢ o SO
reagem, ha a formagdo de peroxinitrito (ONOQO’), uma molécula mais reativa € com maior
potencial patogénico (OATES; GILKESON, 2006). Entretanto, a concentragdo de NOx em
pacientes com LES tem demonstrado resultados contraditorios; alguns autores relatam o
aumento dos niveis (BELMONTE et al., 1997, WANCHU et al., 2001), enquanto outros nao
identificaram qualquer alteracdo nos niveis deste metabolito (WIGAND et al.,, 1997;

GONZALEZ-CRESPO et al., 1998).
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A produgdo de NO atua como um importante fator antimicrobiano presente
na resposta imune inata (OATES et al., 2008). Em muitos estudos realizados em modelos
animais tém-se observado que a producdo de NO aumenta com a progressdo das doengas
renais e que a inibi¢ao farmacoldgica da enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS), com
inibidores nao especificos, tem diminuido significativamente a producdo de NO,
intermediarios reativos de oxigé€nio, proteinuria e também as lesdes inflamatorias nos
glomérulos. Os resultados sugerem que a atividade da iNOS e de seus produtos, como o
superoxido e o NO, contribuem para a proliferacdo das lesdes glomerulares neste modelo
animal de NL (WEINBERG et al., 1994; REILLY et al., 2002; OATES; GILKESON, 2006).

Estudos observacionais longitudinais demonstraram uma maior produgao de
marcadores de NO sistémico em pacientes com LES e NL proliferativa do que naqueles com
doenga renal ndo proliferativa ou aqueles com LES, porém sem nefrite. Os pacientes com
doenga renal que ndo responderam a terapia, apresentaram niveis séricos significativamente
mais elevados de metabolitos de 6xido nitrico (NOX) nos primeiros trés meses de terapia do
que aqueles que alcangaram a resposta terapéutica (OATES et al., 2008). Este resultado
sustenta a hipdtese de que a produgcdo de ERO e ERN aumentam os danos renais em pacientes
com NL (OATES et al., 2008; OATES, 2010). No estudo longitudinal realizado por OATES
et al. (2008), foi avaliada a associacdo de marcadores da producao de NO com a atividade da
doenga em pacientes com LES e NL. A partir dos resultados obtidos foi possivel determinar
esta associagdo de forma significativa através do aumento dos niveis séricos de NOx durante a
ativacao do complemento e durante o inicio da glomerulonefrite. Semelhantemente ao estudo
realizado em modelos animais, também foi possivel correlacionar o aumento dos niveis de
NO com a proteintria e que o aumento da produgdo de NO demonstrou ocorrer em paralelo,

ou até mesmo preceder o inicio da proteintria (REILLY et al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Os dados na literatura a respeito do envolvimento dos autoanticorpos
nucleares (anti-dsDNA e anti-NCS) na atividade da NL ainda sdo controversos. Além disso,
poucos estudos avaliaram o perfil redox em pacientes com NL e seu envolvimento com a
atividade da doenca. Nao ¢ de nosso conhecimento, até o presente momento, estudos que
tenham avaliado concomitantemente a associagdo do EO&N e autoanticorpos nucleares, com

a NL ¢ a atividade da doenga.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagdo entre os autoanticorpos nucleares e os biomarcadores

de EO&N com a presenca e atividade da NL.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar os niveis séricos de anticorpos anti-dsDNA e anti-NCS em
pacientes com LES, na presenga ou ndo de NL, e em atividade ou

remissao.

b) Comparar os niveis plasmaticos de biomarcadores de EO&N em
pacientes com LES, na presenga ou ndo de NL, e em atividade ou

remissao.

c) Avaliar se os marcadores de EO&N e os anticorpos anti-dsDNA e anti-

NCS poderiam ser utilizados como preditores de NL e de sua atividade.
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4 CASUISTICAS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Um total de 200 pacientes com LES, de ambos os sexos e com idade entre
18 e 69 anos, foram selecionados do Ambulatério de Reumatologia do Hospital Universitario
de Londrina, Parand, Brasil, e convidados a participarem deste estudo transversal. O
diagnoéstico do LES foi realizado a partir dos critérios revisados do American College of
Rheumatology (ACR) 1997 (HOCHBERG, 1997) e a atividade da doenca foi determinada
através da utilizacao SLE Disease Activity Index (SLEDAI).

Os pacientes selecionados foram divididos em dois grupos, com (n=48) e
sem (n=152) NL. A NL foi diagnosticada baseada na presenca de proteinuria (>0.5g24h),
e/ou hematuiria, ou achado de sedimentos patolégicos na urina, com ou sem aumento nos
niveis de creatinina (SUI et al., 2013). Posteriormente estes pacientes foram subdivididos em
dois grupos, nefrite em remissao (n=36) e nefrite ativa (n=12). A nefrite ativa foi considerada
quanto a presenca de hematiria, aumento de proteindria ou aumento nos niveis séricos de
creatinina (OATES, 2008).

Informagdes quanto aos fatores de estilo de vida e a historia médica foram
obtidas a partir da avaliacdo clinica. Dura¢do do tratamento, niveis séricos de anticorpos anti-
dsDNA e anti-NCS, drogas anti-inflamatorias, corticoides, antimalaricos, EO&N foram
relatados para cada paciente. Foram excluidos do estudo, pacientes com outras doengas
associadas, como doenga cardiaca, tireoidiana, hepatica, gastrointestinal, infecciosa ou
oncoldgica, utilizagdo de terapia para reposi¢cao hormonal e suplementos antioxidantes. Todos
0s participantes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido, e o protocolo deste
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da

Universidade Estadual de Londrina, sob parecer n® 205.328 (Anexo B).

4.2 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

O peso corporal foi avaliado com aproximacao de 0,1 kg utilizando uma
balanga eletronica e com os individuos vestindo roupas leves, sem sapatos e no periodo da
manha3; a altura foi medida com precisdao de 0,1 cm, utilizando-se um estadidmetro. O indice

de massa corporal foi calculado como peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado. A
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circunferéncia abdominal foi medida com uma fita suave na regido entre a ultima costela e a

crista iliaca, sempre com os individuos na posi¢ao em pé.

4.3 DETERMINACAO DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E IMUNOLOGICOS

Apo6s jejum de 12h, o sangue coletado dos pacientes foi submetido as
seguintes analises laboratoriais: os niveis de acido urico (AU) foram determinados por auto-
analisador bioquimico (Dimension AR Dade Dade Behring, EUA), utilizando kits Dade
Behring® e os niveis séricos dos fatores do complemento C3/C4 foram avaliados por ensaio
turbidimétrico (C800, Architect Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA). Os anticorpos
anti-dsDNA e anti-NCS foram determinados por teste imunoenzimatico (ELISA), utilizando
um imunoensaio de ELISA comercial (INOVA Diagnostic, San Diego, CA, EUA), e

considerados teste positivo quando os resultados obtidos foram >20UI/mL.

4.4 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE EO&N

Para avaliar o EO e a capacidade antioxidante total foram utilizadas
amostras colhidas com EDTA como anticoagulante e antioxidante. Para a coleta foram
utilizados tubos coletores com uma concentracdo de anticoagulante padrdo (0,5 mL de EDTA
para cada 4,5 mL da amostra de sangue). As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm
durante 15 min e armazenadas em aliquotas de plasma e soro a temperatura de -70° C até

serem utilizadas nos ensaios laboratoriais.

4.4.1 Quimioluminescéncia Iniciada por Tert-Butil-Hidroperoxido (CL-LOOH)

A determinagao de CL-LOOH foi realizada conforme descrito por Flecha et
al. (1991) e adaptado pelo nosso grupo de pesquisa (LOZOVOY et al, 2011). Essa técnica
tem como objetivo analisar a integridade dos mecanismos de defesa antioxidante ndo-
enzimaticos e os niveis de hidroperoxidos. Este teste baseia-se no pressuposto de que um
aumento na quimiluminescéncia esta relacionado com o EO prévio sofrido pelo tecido,
levando ao consumo das defesas antioxidantes de baixo peso molecular, como a vitamina E, e
formacgao de lipoperoxidos, resultando em um aumento na emissdo de fotons. Diferengas na

inclinagdo da curva refletem diferengas na quantidade de antioxidantes presentes em cada
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amostra, enquanto que a emissao elevada de fotons reflete uma maior quantidade de
lipoperdxidos produzidos previamente nas amostras (SIMAO et al., 2006).

Assim os resultados foram expressos por dois modos diferentes: a) como
uma média das leituras efetuadas apos a reagdo de uma hora, o que reflete os niveis de
hidroperoxidos lipidicos pré-formados em uma amostra e expressos em unidade relativa de
luz (URL) (LOZOVOY et al., 2011) b) e como uma curva, o que demonstra a reacao cinética
no mesmo periodo (SIMAO et al, 2006; SIMAO et al, 2008).

4.4.2 Determinacao Dos Produtos Avangados Da Oxidacao Protéica (AOPP)

Os niveis plasmaticos de AOPP foram determinados de acordo com o
método de Witko-Sarsat et al. (1998). A técnica baseia-se na formacdo de produtos de
oxidacdo de proteinas por a¢do de agentes oxidantes e posterior reacdo destes produtos de
oxidagdo com o iodeto de potdssio em meio acido. As leituras foram realizadas em
espectofotometro termostatizado de duplo feixe (Thermo Spectronic ® modelo Hélios- a,
Waltham, MA, EUA). As concentragdes encontradas foram expressas em pmol/L de

equivalente de cloramina.

4.4.3 Produtos de Oxidagdo de DNA/RNA

Este ELISA (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA) para a
medicdo de danos oxidativos de DNA/RNA, detecta todas as trés espécies de guanina
oxidada; 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina a partir do DNA, 8-hidroxiguanosina a partir do RNA,
e 8-hydroxyguanine do DNA ou RNA. As concentragdes de produtos de oxidagdo de DNA/
RNA foram expressas em pg/mL.

4.4.4 Niveis de Metabolitos de Oxido Nitrico (NOXx)

Os niveis séricos de NOx foram avaliados com base nas concentragdes de
nitrito (NOy") e nitrato (NO3’) de acordo com a reagdo de Griess, suplementado pela reducao
de nitrato a nitrito com cadmio (GUEVARA, 1998; NAVARRO, 1998). Os resultados dos

niveis de NOx sao relatados como uM.
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4.4.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DO PLASMA

A capacidade antioxidante total plasmatica foi avaliada pela metodologia de
TRAP (total radical-trapping antioxidant parameter) de acordo com o método descrito por
Reppeto et al. (1996). Este método detecta antioxidantes hidrossoluveis de plasma e/ou
lipossoluveis por medicdo do tempo de inibi¢do de quimiluminescéncia induzida por 2,2-
azobis (2-amidinopropano) (ABAP). A vitamina E solivel (Trolox) foi utilizada como o
antioxidante de referéncia e a solu¢do de luminol foi utilizada como amplificador da reagdo.
Medidas de TRAP em condigdes associadas com hiperuricemia, como na NL, podem ser
imprecisas porque a concentracdo de acido Urico € responsavel por 60% da capacidade total
antioxidante do plasma. Deste modo, uma corre¢do de TRAP com base na concentracdo de
acido urico foi realizada e os resultados de TRAP corrigidos pelo valor de acido trico. As
concentragdes de TRAP foram expressas em pM Trolox por miligrama de acido urico (uM

Trolox/mg AU) (SIMAO et al., 2008; VENTURINI et al., 2012).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados categoéricos foram analisados pelo teste exato de Fisher ou o teste
do Qui-quadrado, quando apropriado. Numeros absolutos foram demonstrados como
resultados. O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade de
distribuicdo das variaveis. As transformagdes logaritmicas (Ln) de dados continuos (IMC, C3,
anti-dsDNA, anti-NCS, AOPP e NOx) foram utilizadas nas analises quando as variaveis nao
apresentaram distribuicdo normal. As comparagdes entre o grupo LES com ou sem nefrite, e
doenga ativa e remissao, foram realizadas utilizando o teste t de Student. Os dados foram
expressos como média (xSEM). Os resultados das analises estatisticas univariadas foram
utilizados para delinear as varidveis explicativas significativas a serem utilizadas como
determinantes de associagdo independente com os grupos de diagndstico em posteriores
analises de regressdo logistica. Analise de regressdo logistica bivariada foi utilizada para
definir a associagdo significativa de pacientes com nefrite em relacdo aos pacientes sem
nefrite, e pacientes com doenca ativa € em remissao, utilizando biomarcadores com p <0,1. As
correlacdes foram avaliadas pelo teste de Pearson. Foi considerada significancia estatistica
quando p <0,05. Todas as andlises foram realizadas com o programa SPSS 20.0 (SPSS,
Chicago, IL, EUA).
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5 RESULTADO

Como resultado desta dissertacdo, foi submetido para publicagdo no
periddico Immunobiology , o artigo intitulado: Oxidative and nitrosative stress and

autoantibodies are associated with lupus nephritis.
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Oxidative and nitrosative stress and autoantibodies are associated with lupus nephritis.
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ABAP, 2,2-azobis (2-amidinopropane); ANA, antinuclear antibodies; UA, uric acid; Anti-
dsDNA, anti-double stranded DNA antibodies; Anti-NCS, Anti-nucleosome antibodies;
AOPP, Advanced Oxidation of Protein Products; ACR, American College of Rheumatology;
CL-LOOH, tert-butyl-hydroperoxide-initiated chemiluminescence; C3, complement factor
C3; C4, Complement factor C4; DNA, deoxyribonucleic acid; EDTA, acid etilen diamino
tetraacetic acid; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; OS, oxidative stress; O&NS,
oxidative and nitrosative stress; ROS, reactive oxigen species; RNS, reactive nitrogen species;
H,0,, radical hydrogen peroxide; BMI, body mass index; SLE, systemic lupus erythematosus;
LN, lupus nephritis; NO, nitric oxide; NOx, nitric oxide metabolites; OH’, hydroxyl radical;
O, , superoxide anion radical;, ONOO., peroxynitrite; 8-OHdG, 8-hidroxy-2'-
deoxyguanosine; RNA, acid ribonucleic; SLEDAI, systemic lupus erythematosus disease

activity index; TRAP, total radical-trapping antioxidant parameter.

ABSTRACT

Objective: To determine which parameters of oxidative and nitrosative stress (O&NS), and
anti-dsDNA and anti-NCS antibodies were associated with the presence of lupus nephritis
(LN) and its activity. Methods: We selected 152 patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) without nephritis and 48 with nephritis (36 in remission and 12 in activity). Results:
Patients with LN had higher serum levels of anti-dsDNA (p=0.033) and anti-nucleosome
(anti-NCS) antibodies (p=0.002). Patients with nephritis showed decreased advanced
oxidation protein products (AOPP, p=0.010) and increased nitric oxide metabolites (NOX,
p=0.030) compared to the group without nephritis. AOPP, anti-NCS antibodies, and BMI
were associated to LN independently of age. However, anti-NCS antibodies lacked the
association with LN when the results were controlled for mycophenolate use (OR: 1.004, CI
95%:0.993-1.015, p=0.459), whereas AOPP (OR: 0.973, CI 95%: 0.953-0.992, p=0.007) and
BMI (OR: 1.186, CI 95%: 1.018-1.382, p=0.029) maintained their significance. When
patients with nephritis were divided into in remission and in active disease, the later patients
had increased AOPP (p=0.022) and decreased NOx (p<0.0001) compared to those in
remission. AOPP was directly and independently (OR: 1.027, CI 95%: 1.000-1.055, p=0.046)
and NOx was inversely and independently (OR: 0.920, CI 95%: 0.847-0.999, p=0.049)
associated with LN activity. Conclusion: Increased protein oxidation can be an indication of

renal activity in lupus patients. Anti-NCS antibodies showed to be good predictors of LN but
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not of its activity. The concomitant evaluation of O&NS and anti-NCS antibodies are useful

tools in identifying and monitoring disease activity in LN.

Keywords: Systemic Lupus Erythematopsus. Lupus nephritis. Anti-dsDNA. Anti-NCS.

Oxidative stress. Nitric oxide.

INTRODUCTION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease characterized by
generation of autoantibodies particularly against components in the cell nucleus (Gutiérrez-
Adrianzén et al., 2006). An inadequate active and continuous innate and immune response is
involved in the pathogenic consequences of autoantibody production in SLE, which could
affect any part of the body including heart, joints, skin, lungs, liver, nervous system and
kidneys (Uramoto et al., 1999; Oates, 2010). Although SLE pathophysiology is multifactorial,
a growing body of evidences has shown that activated immune-inflammatory response and
oxidative and nitrosative stress (O&NS) pathways play an important role in this process,
favoring their development and complications (Lozovoy et al., 2011; Lozovoy et al., 2013).
Reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS, respectively) can attack all cellular
biomolecules, including deoxyribonucleic acid (DNA), ribonucleic acid (RNA), lipids and
proteins. Post-translational oxidative modifications of self-antigen may lead to the generation
or unmasking of epitopes, resulting in the triggering of an autoimmune response (Ohmori and
Kanayama, 2015).

Lupus Nephritis (LN) is one of the most serious complications of SLE affecting almost two-
thirds of patients during their lifetime and it is responsible for high rates of morbidity and
mortality (Moroni et al., 2015). It is characterized by the production of high titers of
antinuclear antibodies, especially antibodies against dSDNA and nucleosome leading to
immune-mediated injury in the glomerular, vascular, and tubulointerstitial compartments of
the kidney (Yung et al., 2012; van Bavel et al., 2008).

Although its clinical significance, studies on O&NS in LN are still scarce in the literature.
Most articles report that increased oxidative stress and inflammation are common features of
patients with renal involvement. (Witko-Sarsat et al., 1996; Witko-Sarsat et al., 1998; Li et al.,
2007; Fan et al., 2015). However, the great majority of reported studies observed the

association of oxidative stress with pathogenesis and disease activity of SLE but not
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specifically with LN (Lozovoy et al., 2011; Shah et al., 2014; Morgan et al., 2005). Oates et
al. (2008) have shown an increase of nitric oxide (NO) in patients with LN compared to
patients without LN, however there was no difference between patients with LN in activity or
in remission (Oates et al., 2008).

A range of evidence from clinical (Cortés-hernandéz et al., 2004; Manson et al., 2009), and
animal (Mostoslavsky et al., 2001) studies suggested that anti-dsDNA antibodies were the
main autoantibodies involved in the pathogenesis of LN. Anti-dsDNA antibodies can bind to
mesangial cells, endothelial cells, and proximal renal tubular epithelial cells to induce cell
proliferation, apoptosis, and inflammatory and fibrotic processes (Yung et al., 2013). In
addition, anti-nucleosome (anti-NCS) antibodies have also been detected in SLE patients,
particularly in patients with renal flare (Simon et al., 2004; G’ omez-puerta et al., 2008). Some
authors have proposed that the nucleosome is the principal antigen in the pathophysiology of
SLE, and play a central role in the antinuclear antibody response (Simoén et al., 2004;
G’omez-puerta et al., 2008). There is strong evidence that the nucleosome is both the driving
immunogen and the target of lupus anti-dsSDNA and anti-histone antibodies. Anti-NCS
antibodies are associated with renal involvement in some studies and their titers correlate with
SLE disease activity scores (Amoura et al., 2000; Cervera et al., 2003; Mok, 2010). The
frequency of these antibodies in active lupus is similar to that of anti-dsDNA antibodies, and
their titles correlate with each other (Mok, 2010). However, the correlation of these
autoantibodies with disease activity and renal involvement remains controversial needing
further investigation (Zivkovic et al., 2014).

Although conventional parameters such as creatinine clearance, proteinuria, urine sediment,
serum C3 and C4 levels and anti-dsDNA antibodies titers have for decades been used to
follow the onset, course and severity of LN, they are not specific enough to detect disease
activity in renal involvement and nephritis relapse (Zivkovic et al., 2014; Liu et al., 2013).
Hence, others biomarkers are being proposed to predict renal involvement before clinical
manifestations (Gutiérrez-adrianzén et al., 2006; Simon et al., 2004). These novel biomarkers
should be able to make a precise diagnosis, assess disease activity, discriminate its severity,
predict renal flares and monitor treatment response and disease progress (Mok, 2010; Liu et
al., 2013).

Considering that O&NS as well as anti-dsDNA and anti-NCS antibodies are involved in the
SLE and nephritis pathophysiology, the first aim of this study was to determine which
parameters of O&NS were associated with the presence of LN and which O&NS tests could
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be used to determine disease activity. The second aim was to evaluate anti-dsDNA and anti-

NCS in LN patients.

SUBJECTS AND METHODS
Subjects

Two hundred patients with SLE, of both sexes, aged 18 to 69 years were selected
from the Rheumatology Ambulatory of the University Hospital of Londrina, Parand, Brazil, to
participate in this cross-sectional study. SLE was diagnosed using the American College of
Rheumatology (ACR) criteria (1997) and the disease activity was determined using SLE
Disease Activity Index (SLEDAI) score (Hochberg, 1997). SLE patients were divided into
two groups based on the presence (n=152) or absence (n=48) of LN. LN was diagnosed based
on the presence of proteinuria (>0.5g/24h), and/or hematuria, or pathological finding in the
urine sediment, with or without an increase in creatinine levels (Sui et al., 2013). Thereafter,
patients with LN were subdivided in two groups, remission (n=36) and active disease (n=12).
The active LN was considered when hematuria, increasing proteinuria or an increasing serum
creatinine levels was present (Oates et al., 2008).

Information about lifestyle factors and medical history were obtained at clinical
evaluation. Disease duration, serum levels of anti-dsSDNA and anti-NCS antibodies, and anti-
inflammatory, corticosteroids, and antimalarial drugs were recorded for each patient. None of
the participants in the study presented heart, thyroid, hepatic, gastrointestinal, or oncological
diseases and none had a clinically evident infection or was receiving estrogen replacement
therapy or antioxidant supplements. All participants gave written informed consent, and the
study protocol was fully approved by the Ethical Committee of the University of Londrina

(Parana, Brazil).

Anthropometric measurements

Body weight was measured to the nearest 0.1 kg using electronic scales, with
individuals wearing light clothing, but no shoes, in the morning; height was measured to the
nearest 0.1 cm by using a stadiometer. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg)

divided by height (m) squared.
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Biochemical and Immunological Biomarkers

After fasting for 12h, the patients underwent the following laboratory blood analysis:
levels of uric acid (UA) were evaluated with a biochemical auto-analyzer (Dimension Dade
AR Dade Behring, USA) using Dade Behring® kits. Serum complement factors C3 and C4
levels were measured using immunoturbidimetric assay (C8000 Architect Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA). Antinuclear antibodies (ANA) were quantified using
indirect immunofluorescence with HEp2 cells as substrate (IFI-ANA-HEp 2-IgG, Viro-
Immun-Labor-Diagnostika, GmbH, Oberursel, Germany) and were considered significant
when titers >1:160. Antibodies against anti-dsDNA and anti-NCS were quantified using
enzyme linked immunoassay (ELISA, anti-dsDNA, Orgentec Diagnostika, GmbH, Germany)

and were considered significant when titers >20 [U/mL.

Oxidative stress measurements

Samples for evaluating oxidative stress and total antioxidant capacity were
performed with EDTA as anticoagulant and antioxidant. We used collector tubes with a
standard anticoagulant dose of 0.5 mL EDTA for each 4.5 mL blood sample. The samples
were centrifuged at 3000 rpm for 15 min and plasma aliquots were stored at -70° C until

assayed.

tert-Butyl-Hydroperoxide-Initiated Chemiluminescence (CL-LOOH)

Analysis of CL-LOOH in plasma was evaluated as described previously by Flecha et
al. (1991) (Flecha et al., 1991). CL-LOOH is a method used to measure lipid hydroperoxides
originating from phospholipids, cholesterol esters, protein, and free fat acid oxidation and
decreased antioxidants levels, brought about by previous free radical action mainly on plasma
lipoprotein particles. This test is based on the assumption that an increase in
chemiluminescence is related to the oxidative stress previously suffered by the tissue,
inducing the consumption of antioxidant defenses such as vitamin E and the formation of
lipoperoxides resulting in an increase in photon emission. Differences in the curve inclination
reflect differences in the amount of antioxidants in a sample, whereas higher photon emission
levels reflect higher amount in hydroperoxides previously produced in a sample (Simdo et al.,
2006). Thus, the results were expressed as a curve, which demonstrates the kinetic reaction at

the same period (Simao et al., 2006; Simao et al., 2008).
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Determination of advanced oxidation protein products (AOPP)

AOPP were determined in plasma using the semi-automated method described by Witko-
Sarsat et al. (1998) (Witko-sarsat et al., 1998). AOPP concentrations were expressed as

umoVL of chloramines-T equivalents.

DNA/RNA oxidation damage

ELISA test (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) performed for the
measurement of DNA/RNA oxidative damage detects all three oxidized guanine species; 8-
hydroxy-2’-deoxyguanosine from DNA, 8-hydroxyguanosine from RNA, and 8-
hydroxyguanine from either DNA or RNA. The concentration of DNA/RNA products of

oxidation were expressed in pg/mL.

NOx levels

Serum NOx levels were assessed based on nitrite (NO27) and nitrate (NO3")
concentration according to the Griess reaction supplemented by the reduction of nitrate to
nitrite with cadmium. (Guevara et al., 1998; Navarro-gonzalvez et al., 1998). The results of

NOx levels are reported as uM.

Total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP)

The TRAP was determined as reported by Reppeto et al. (1996) (Repetto et al.,
1996). This method detects hydrosoluble andor liposoluble plasma antioxidants by
measuring the chemiluminescence inhibition time induced by 2,2-azobis (2-amidinopropane)
(ABAP). Soluble E vitamin (Trolox) was used as the reference antioxidant and luminol
solution was used as the reaction amplifier. Chemiluminescence curves were obtained in a
Beckman LS 6000 liquid scintillation counter set to the out-of-coincidence mode with a
response of 300-620nm. TRAP measurements in conditions associated with hyperuricemia,
such as LN, may be inaccurate because uric acid (UA) concentration accounts for 60% of
total plasma antioxidant capacity. Thus, a correction of TRAP based on uric acid
concentration was performed and the results of TRAP corrected by uric acid value are

expressed in equivalent of uM Trolox/AU mg/dL (Venturini et al., 2012).
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Statistical analysis

Categorical data were analyzed with Fisher’s exact test or chi-square test when
appropriate. Absolute number demonstrated the results. The Kolmogorov-Smirnov test was
used to assess normality of distribution. Natural logarithmic (Ln) transformation of
continuous data (BMI, C3, dsDNA, NCS, AOPP, and NOx) was used in the analyses when
the variables were not normally distributed. Comparisons between SLE group with or without
nephritis, and active and remission disease were performed using t Student test. Data were
expressed as the mean (+SEM). The results of these univariate statistical analyses were used
to delineate the significant explanatory variables to be used as determinants of independent
association with the diagnostic groups in subsequent logistic regression analyses. Bivariate
logistic regression analysis was used to define the significant association of patients with
nephritis versus without nephritis, and patients with active versus remission disease using the
biomarkers with p<0.1. Correlations were assessed using Pearson test. All tests were 2-tailed
and a p-value of 0.05 was used for statistical significance. All analyses were conducted with

SPSS 20.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTS

Clinical and biochemical parameters of patients with or without LN are shown in
Table 1. There were no differences between the groups regarding gender, ethnicity, disease
duration, SLEDAI >6, C3 and C4 levels. However, patients with LN had significantly higher
BMI (p<0.0001), mycophenolate use (p=0.001) and higher serum levels of anti-dsDNA
(p=0.033) and anti-NCS (p=0.002) antibodies, whereas they showed lower age (p=0.039) than
the patients without LN.

O&NS parameters are show in Table 2. Patients with LN showed higher levels of
NOx (p=0.030) and lower levels of AOPP (p=0.010) than patients without nephritis. No
difference was observed in TRAP and DNA/RNA oxi when the two groups were compared.

Figure 1 shows Pearson correlation between BMI and serum levels of anti-dsDNA
antibodies (A) and between BMI and serum levels of anti-NCS antibodies (B). Body mass
index was positively correlated with anti-dsDNA (r=0.183, p=0.016) and anti-NCS (r=0.202,
p=0.022) antibodies.

Table 3 shows the logistic regression analysis with the presence of lupus nephritis as
dependent variable (absence of lupus nephritis as the reference group) and the listed

biomarkers as explanatory variables in different models with confounder factor inclusion. In
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model 1, AOPP (OR: 0.986, CI 95%: 0.973-0.995, p=0.034) was inversely associated whereas
NOx (OR: 1.035, CI 95%: 1.001-1.069, p=0.043) and anti-NCS antibodies (OR: 1.009, CI
95%: 1.001-1.017, p=0.035) were directly associated with LN independently of age. In model
2, when BMI was included (OR:1.161, CI 95%: 1.030-1.309, p=0.015), AOPP (OR:0.984, CI
95%: 0.970-0998, p=0.025) and anti-NCS antibodies (OR: 1.009, CI 95%: 1.001-1.018,
p=0.036) maintained their association with LN independently of age and BMI. In model 3,
after inclusion of mycophenolate use (OR: 0.034, CI 95%: 0.04-0.272, p=0.001), association
between LN and anti-NCS antibodies were not found (OR: 1.004, CI 95%: 0.993-1.015,
p=0.459). However, AOPP (OR: 0.973, CI 95%: 0.953-0.992, p=0.007) and BMI (OR: 1.186,
CI195%: 1.018-1.382, p=0.029) remained independently associated with LN.

Clinical and laboratory characteristics in patients with LN in remission or activity are
shown in Table 4. No differences were observed between these groups of LN with regard to
gender, ethnicity, age, BMI, C4 and serum levels of anti-dsDNA and anti-NCS antibodies.
Patients with active LN showed increased SLEDAI score (p<0.0001) when compared with
patients in LN remission and a decreased trend in C3 levels (p=0.077) in active LN was also
verified.

Table 5 demonstrates O&NS in active nephritis and nephritis in remission. No
differences were found between DNA/RNA oxi and TRAP in both groups. However patients
with active nephritis had higher AOPP (p=0.022) and lower levels of NOx (p=<0.0001) when
compared to patients with nephritis in remission.

In relation to oxidative stress curve, patients with LN (p<0.0001) and LN activity
(p<0.0001) showed greater inclination and increased photon emission demonstrating
increased oxidative stress compared to subjects without LN and LN in remission, respectively
(figure 2).

Table 6 demonstrates the outcome of a logistic regression analysis with active
nephritis as dependent variable, patients with LN in remission as the reference group and the
significant variables shown in Table 4 and Table 5 and listed biomarkers as explanatory
variables. It was observed that increased AOPP levels (OR=1.027, CI 95%: 1.000-1.055,
p=0.046) and decreased NOx levels (OR=0.920, CI 95%: 0.847-0.999, p=0.049) were

independently associated with disease activity in patients with nephritis.
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DISCUSSION

The main finding of the present study was that LN is associated with lower AOPP
levels and higher anti-NCS antibodies levels. In addition, LN was also associated with the
increase in BMI. After controlling for the use of mycophenolate, the association between LN
and anti-NCS antibodies has not remained, however LN association with AOPP and BMI
persisted. Another important finding of this study was the direct association between active
LN and AOPP levels as well as an inverse association between active LN and NOx levels.

In recent years, anti-dsDNA and anti-NCS antibodies have been proposed as specific
and sensitive biomarkers for the development of LN, but the results remain controversial
among different studies. Some authors demonstrated no differences in relation to the serum
levels of anti-dsDNA between patients with and without nephritis as well as those with active
nephritis and in remission (Gladman et al., 1979; Isenberg et al., 1984; Esdaile et al., 1996).
However, many other studies reported that high levels of anti-dsDNA antibodies have been
correlated with the severity of disease and the presence of LN (Manson et al., 2009; Zivkovic
et al.,, 2014; Alba et al., 2003; Okamura et al., 1993). In the present study, anti-NCS
antibodies levels were directly associated to LN even when these variables were controlled for
BMI, but when mycophenolate use was added in this model, the association lacked its
significance. Previous studies also concluded that anti-NCS antibodies have high prevalence
in LN but they do not differentiate active from inactive LN (Bizzaro et al., 2012; Bigler et al.,
2008). It is possible that discrepancies between studies could be explained by differences in
study design, serological characteristics, and classification of disease activity. In addition to
these factors, our data also demonstrate that plasma levels of these antibodies are directly
related to BMI of the patients, and this may be a possible confounding uncontrolled factor in
previous studies.

It has been demonstrated that increased O&NS is involved in nucleic acid alterations
leading to the formation of autoantibodies (Ohmori and Kanayama, 2005). Although several
studies have shown increased O&NS in SLE patients (Lozovoy et al., 2011; Shah et al.,
2014), many issues remain unclear regarding its role in LN pathophysiology. In the current
study, AOPP showed a different behavior depending on the presence or absence of nephritis
in patients with lupus and whether LN was in activity or in remission. Lower AOPP levels
seem to be important to determine the presence of renal disease. On the other hand, higher

AOPP levels were found in patients with active LN.
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AOPP is derived from oxidation-modified albumin, as well as fibrinogen and
lipoproteins. AOPP is formed during oxidative stress by the activation of chloraminated
oxidants, mainly hypochlorous acid and chloramines, produced by myeloperoxidase in
activated neutrophils (Cakatay, 2005). An increase in AOPP levels indicates oxidative stress
and the presence of coexisting inflammation. Therefore, elevation of plasma AOPP levels
may result in accelerated progression of renal damage with consequent increased oxidative
stress and inflammation and these later conditions may further increase AOPP formation
originating a vicious circle. This positive feedback loop could amplify or maintain the
imbalance of redox and inflammatory status and thereby promote the progression of renal
dysfunction (Li et al., 2007). Unexpectedly, in the present study, AOPP decreased in patients
with LN when compared with those patients who did not have this condition. Nevertheless,
some hypotheses could explain the fact that AOPP was not elevated in patients with LN in the
current study. First, selective degradation of AOPP is performed by the proteasome in which
mildly oxidized proteins are readily degraded, whereas severe oxidation stabilizes proteins
due to aggregation, cross-linking, and decreased solubility, thus increasing their half-lives
(Grune et al., 2003). Second, superoxide anion radical (O2--), hydrogen peroxide (H202), and
hydroxyl radical (“OH) can modify proteins and enhance their degradation by intracellular
proteolytic systems (Davies and Delsignore, 1987; Grune et al., 1997). However, patients
showed higher levels of AOPP in active nephritis than those in remission. As activity in LN
leads to an inflammatory process and oxidative stress, it is conceivable to suggest that the
increase in AOPP levels could be due to the saturation in the capacity of degradation and
excretion of these protein products. Altogether, our data allow suggesting that the increase in
protein oxidation can be a precocious indication of renal activity in lupus patients.

Regarding nitrosative stress, in this study NOx levels were directly associated to LN
independently of age. Nevertheless, when BMI and the use of mycophenolate were included
in the regression model, the association lacked its significance, showing the important role of
these confounder variables in the analysis. We also verified an inverse association with NOx
in patients with active LN. However, differently from our study, Oates et al. (Oates et al.,
2008) reported that NOx levels did not differ between patients with active nephritis and
patients with previous history of the disease. In addition, those authors showed an association
between serum NOx levels and response to the therapy for LN. The patients with active LN
were divided into responders and non-responders. Among non-responders, NOx levels were
significantly higher than those in responders. The authors suggested that therapy for active

LN could reduce RNS production in order to prevent renal damage (Oates et al., 2008). The
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decreased NOx levels shown in the present study in active LN, seem to confirm this
hypothesis.

Another possibility is related to the increased oxidative stress verified in patients
with active LN. It is feasible to suggest that in conditions of inflammation and increased
oxidative stress, NO is consumed in a reaction with superoxide anion yielding the strong
oxidant peroxynitrite, which in turn accelerates the lipid peroxidation reaction and decrease

NO bioavailability (Li et al., 2007; Lin et al., 2007; Simao et al., 2011; Tao et al., 2007).

CONCLUSION

In conclusion, lower AOPP levels and higher anti-NCS antibodies and BMI were
associated with the presence of LN, whereas the increased levels of AOPP and the decreased
levels of NOx were independently associated with the activity in LN. The anti-NCS
antibodies showed to be good predictors of the presence of LN but not of activity in LN. The
concomitant evaluation of O&NS and anti-NCS antibodies are useful tools in identifying and

monitoring disease activity in LN.
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Table 1: Clinical and laboratory data of patients with systemic lupus erythematosus in the
presence or absence of lupus nephritis.

Parameters Without Nephritis With Nephritis p
N =152 N =48

Gender (F/M) 141/11 45/3 0.815

Ethnicity (C/NC) 103/49 29/19 0.349

Age (years) 42.6 38.1 0.039
(1.1) (1.7)

BMI (kg/m?) 27.03 30.12 <0.0001
(0.43) (0.75)

Duration of disease (years) 9.8 9.8 0.981
(0.6) (1.0)

Prednisone mg/Day 12.02 11.6 0.825
(0.9) (1.4)

Prednisone (Y/N) 147/5 46/2 0.871

Hydroxychloroquine (Y/N) 112/40 30/18 0.192

Mycophenolate (Y/N) 22/130 18/30 0.001

Immunosuppressive (Y/N) 59/93 25/23 0.145

SLEDAI > 6 (Y/N) 35/117 12/36 0.932

C3 (mg/dL) 114.1 109.5 0.292
(2.2) (3.4)

C4 (mg/dL) 21.48 20.38 0.688
(0.78) (1.86)

Anti-dsDNA (U/mL) 43.06 57.45 0.033
(4.91) (11.00)

Anti-NCS (U/mL) 63.51 123.34 0.002
(6.65) (22.95)
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Categorical data were analyzed by chi-square test and expressed in absolute numbers (n).
Continuous data were analyzed using the t-Student test and expressed as mean (+SEM). F,
female; M, male; C, Caucasian; NC, not Caucasian; BMI, body mass index; SLEDAI,
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; anti-dsDNA, anti-double-stranded
DNA; anti-NCS, anti-nucleosome antibodies.
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Table 2: Oxidative stress and nitrosative biomarkers in patients with systemic lupus
erythematosus in the presence or absence of lupus nephritis

Parameters Without Nephritis With Nephritis p
N =152 N =48

AOPP 185.6 149.2 0.010

(umol/L of chloramines-T (7.0) (9.7)

equivalents)

DNA/RNA oxi (pg/mL) 6768 6360 0.632
(460) (371)

NOx (uM) 27.83 34.42 0.030
(1.61) (3.20)

TRAP/UA 144.6 137.4 0.422

(UM Trolox/UA mg/dL) (4.2) (8.5)

Categorical data were analyzed by chi-square test and expressed in absolute numbers (n).
Continuous data were analyzed using the t-Student test and expressed as mean (:SEM).
AOPP, advanced oxidation protein products; NOx, nitric oxide metabolites; TRAP, Total
Radical-Trapping Antioxidant Parameter; AU, uric acid.
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Table 3: Logistic regression analysis with the presence of lupus nephritis as dependent
variable (absence of lupus nephritis as the reference group) and the listed biomarkers as
explanatory variables in different models.

Model 1 Model 2 Model 3
OR (CI 95%) P OR (CI 95%) p OR (CI 95%) p

AOPP 0.986 0.034 0.984 0.025 0.973 0.007
(0.973-0.995) (0.970-0.998) (0.953-0.992)

NOx 1.035 0.043 1.033 0.08 1.035 0.145
(1.001-1.069) (0.996-1.072) (0.988-1.083)

Anti-dsDNA 0.991 0.301 0.985 0.085 0.980 0.076
(0.975-1.008) (0.967-1.002) (0.959-1.002)

Anti-NCS 1.009 0.035 1.009 0.036 1.004 0.459
(1.001-1.017) (1.001-1.018) (0.993-1.015)

Age 0.983 0.495 0.959 0.151 0.988 0.731
(0.937-1.032) (0.905-1.016) (0.924-1.057)

BMI - -- 1.161 0.015 1.186 0.029
(1.030-1.309) (1.018-1.382)

Mycophenolate -- -- -- -- 0.034 0.001
(0.04-0.272)

AOPP, advanced oxidation protein products; NOx, nitric oxide metabolites; anti-dsDNA,
anti-double-stranded DNA antibodies; Anti-NCS, anti-nucleosome antibodies; BMI, body
mass index.

Model 1, adjusted for age (years).
Model 2, additionally adjusted for BMI (kg/m?).

Model 3, additionally adjusted for mycophenolate (Y/N).
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Table 4: Clinical and laboratory data of patients with lupus nephritis in remission and in
activity.

Parameters Nephritis in Active Nephritis P
Remission N =12
N =36
Gender (F/M) 33/3 11/1 1.000
Ethnicity (C/NC) 23/13 6/6 0.609
Age (years) 37.7 39.3 0.694
(1.97) (3.3)
BMI (kg/m?) 30.1 30.3 0.924
(0.9) (1.5)
Prednisone (mg/day) 10.7 14.6 0.263
(1.4) (4.2)
Prednisone (Y/N) 35/01 10/02 0.1501
Hydroxychloroquine 23/13 07/05 1.000
(Y/N)
Mycophenolate (Y/N) 13/23 06/08 0.9070
Immunosuppressive 18/18 07/05 0.8675
(Y/N)
SLEDAI 2.31 8.83 <0.0001
(0.26) (1.22)
C3(mg/dL) 113.01 98.99 0.077
(3.61) (7.99)
Anti-dsDNA (U/mL) 55.87 52.04 0.877
(13.29) (16.54)
Anti-NCS (U/mL) 120.65 115.54 0.931
(26.47) (37.29)

Categorical data were analyzed by chi-square test and expressed in absolute numbers (n).
Continuous data were analyzed using the t-Student test and expressed as mean (:SEM). F,
female; M, male; C, Caucasian; NC, not Caucasian; BMI, body mass index; SLEDAI,
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index; anti-dsDNA, anti-double-stranded
DNA antibodies; Anti-NCS, anti-nucleosome antibodies.
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Table 5: Oxidative stress and nitrosative biomarkers in patients with lupus nephritis in

remission and in activity.

Parameters Nephritis in Active Nephritis p
remission N=12

N =36

AOPP (umol/L of 119.86 170.40 0.022

chloramines- (4.96) (18.67)

T equivalents)

DNA/RNA oxi (pg/mL) 6550 5787 0.380
(436) (709)

NOx (uM) 41.84 22.33 <0.0001
(4.08) (1.64)

TRAP (uM Trolox 135.14 144.12 0.649

/UAmg/dL) (11.11) (7.66)

Categorical data were analyzed by chi-square test and expressed in absolute numbers (n).
Continuous data were analyzed using the t-Student test and expressed as mean (xSEM).
AOPP, advanced oxidation protein products; DNA/RNA oxi, DNA/RNA oxidative damage;
NOx, nitric oxide metabolites, TRAP, Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter; AU,

uric acid.
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Table 6: Logistic regression analysis with active nephritis as dependent variable (lupus
nephritis in remission as the reference group) and the listed biomarkers as explanatory

variables.

Wald Df P OR IC 95%
AOPP 3.983 1 0.046 1.027 1.000-1.055
NOx 3.797 1 0.049 0.920 0.847-0.999

AQOPP: advanced oxidation protein products; NOx: nitric oxide metabolites
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Figure 1: Pearson correlation between body mass index (BMI) and serum levels of anti-
dsDNA antibodies (A) (r=0.183, p=0.016) and BMI and serum levels of anti-nucleosome (B)
(r=0.202, p=0.022).
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Figure 2: Oxidative stress profile evaluated by tert-butil hydroperoxide-iniciated
chemiluminescence. A) Patients with lupus nephritis vs patients without lupus nephritis,
p<0.0001 B) Patients with active lupus nephritis vs patients in remission, p<0.0001 RLU,

relative unities light.
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Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que:

Pacientes com NL apresentaram maiores niveis de anticorpos anti-NCS e
anti-dsDNA quando comparados com pacientes sem NL. No entanto,
estes anticorpos nao diferiram com a presenga de doenca renal em
atividade.

Pacientes com NL apresentam um maior desequilibrio redox quando
comparados aqueles sem NL.

A presenca de NL estd inversamente associada a AOPP e diretamente
associada aos niveis de NOx e anticorpos anti-NCS, independentemente
da idade. No entanto, os niveis de NOx perderam a significancia
estatistica quando adicionado o IMC ao modelo de regressdo logistica,
demonstrando a forte interferéncia do peso corpéreo neste marcador.
Anticorpos anti-NCS perderam a significancia estatistica quando o uso de
micofenolato foi acrescentado ao modelo de regressao logistica.

A atividade da NL altera a associag@o entre os marcadores de EO&N. A
presenca de NL ativa estd diretamente associada aos niveis de AOPP e
inversamente associada aos niveis de NOx.

Os anticorpos anti-NCS mostraram-se bons preditores de presenca de
NL, mas nao de atividade da doenca.

A avaliagdo concomitante dos marcadores de EO&N e os anticorpos anti-
NCS, sao ferramentas uteis na identificagdo e monitoramento da

atividade da NL.
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APENDICE A

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:
“ Associacdo entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico
em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de

Londrina, Londrina, Parana”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “Associacao entre polimorfismos genéticos e
a susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES) em pacientes atendidos no
Ambulatério do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Parand,” realizada no “Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL),
Londrina, Parana”. O objetivo da pesquisa ¢ “determinar se existe associacdo entre fatores genéticos
do individuo e a chance de desenvolver LES e se existe associagdo com o quadro clinico da doenga”.
A sua participacdo ¢ muito importante e ela se daria da seguinte forma: no momento da entrada no
projeto de pesquisa, sera realizada uma avaliagdo clinica e coleta de 20 mL de sangue periférico para
realizagdo de exames laboratoriais relacionados ao LES, e uma entrevista para vocé€ fornecer
informacdes sobre estilos de vida como dieta e exercicios fisicos. Gostariamos de esclarecer que sua
participacdo € totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar ou mesmo desistir a
qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos, ainda

que as informagdes serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais

absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

As amostras de sangue coletadas serdo identificadas por codigos com letra e numero garantindo o
absoluto sigilo e confidencialidade dos resultados. Apos sua utilizacdo, as amostras serdo armazenadas
em freezer sob a responsabilidade do pesquisador responsivel para outros estudos genéticos

relacionados ao LES.

A participagdo no projeto ndo apresenta riscos ao (a) senhor (a) e a populagdo podera ser beneficiada
com os resultados obtidos, caso a equipe de pesquisa determine fatores genéticos que possam estimar a
chance de um individuo desenvolver a doenga ou a chance de um individuo previamente com a doenga
em desenvolver quadros clinicos mais graves como a nefrite lupica.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem serd remunerado por sua participagdo.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando

devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa.
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Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar: Professora
Dra. Andrea Name Colado Siméao, no Setor de Imunologia Clinica do Laboratério de Analises

Clinicas do HU/UEL, fone 43-3371-2321, e-mail: deianame@yahoo.com.br, ou procurar o0 Comité

de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida
Robert Kock, n° 60, ou no telefone 33712490.
Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente

preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, __ de de 2012.

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Andrea Name Colado Simao
1. RG: 6226736-4

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para assinatura
do menor e do responsavel.




APENDICE B
Ficha de avalia¢do dos pacientes

FICHA DE AVALIACAO - PROJETO LES

NOME: PRONTUARIO:
DATA NASC: CAUCASIANO ()

NAO CAUC ( )
END: TEL:

MEDICAMENTOS

PREDNISONA:
HIDROXICLOROQUINA/CLOROQUINA:
METOTREXATE:

AZATIOPRINA:

MICOFENOLATO MOFETIL:

OUTROS IMUNOSSUPRESSORES:
OUTROS:

OUTRAS DOENCAS:

HAS SIM( ) NAO( )
DIABETES SIM( ) NAO( )
AVC/IAM SIM ( ) NAO( )
OUTROS:

NEFRITE LUPICA
SIM( ) NAO( )
OBS:

TEMPO DE DOENCA:

ESCORE SLEDAI:

TABAGISMO:  SIM( ) NAO( )

ATIVIDADE FISICA: SIM( ) NAO ()

PESO ALTURA IMC CIRC. PRESSAO
ABDOMINAL | ARTERIAL
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ANEXO A

Escore SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

A descricao deve estar presente na visita ou nos ultimos 10 dias.

SLE Daily Activity Index: Data Collection Sheet

72

SLEDAI
Score Descriptod Datinition
B
Saizures Becent onset. Exclude melabelic, infectious or drug causes.

& ‘Paychosis Altered ability 1o function in nofmal activity dus to severs disturbance in the
perception of reality. Include hallucinations, incoherence, marked loose
assaociations, impeverished thought content, marked logical thinking, bizarre,
dizorganized or catatonic behavior. Exclude uremia and drug causas.

a Organic brain syndrome Alterad mental junction with impaired orientation, memary, or ather intellectual
function, with rapid onset and fluctuating clinical featuras. Include clouding of
consciousness with reduced capacity 1o fecus, and inability to sustain attantion
te envirenment, plus at least 2 of the following: perceptual disturbancs,
incoherent speech, insemnla or daytime drowsiness or increased or decreased
paychomator astivity, Exclude metabolic, infection or drug causes.

B Visual disturbance Ratinal changes of SLE. Include cyloid badies, retinal hemorrhages, sarous
exudate or hemoerhages in the chorsid o optic neuritis, Exclude hypertansion,
infection or drug causes.

2 Cranial nerve disorder Mew onset of sensory or motor neuropathy involving cranial nendes.

8 Lupus headache Severe, persisient headache: may be migrainous, but must ba nonresponsive 1o
narcofic analgesia.

g CVA Mew onsel of cerebrovascular accident(s). Excluda arteriosclerosis.

B Vaseulitiz Ulceration, gangrene, tender finger nodules, pariungual infraction, splinter
hemarrhages, of bicpsy or angiogram prool of vasculitis,

4 Arthritis hMore than 2 joints with pain and signs of inflammation (.., tendemess, swelling
or effusion).

4 Myositis Proximal muscle achingiwsakness, associated with elevatad creatine
phosphokinaseialdolase or electromyagram changas or a biopsy showing
riyasilis.

4 Urinary casis Hame-geanular o red blood cell casts.

4 Hematuria =5 rad blood cells high power field. Exclude stone, infection or other cause.

4 Profeinuria =05 gmie4 hours. Mew onset ar recent increase of more than 0.5 gmd24 hours,

4 Pyuriz =6 white blood cells/high power fisid. Exelude infection.

2 Mew rash Mew onset or recurrence of inflammatory tvpe rash.

z Alopecia Mew onset or recurrence of abnormal. patchy or diffuse loss of hair.

2 Mueosal ulcers Mew onset or recurrence of oral of nasal ulcerations.

2 Pleurizy Pleuritic chesi pain with pleural rub o effusion, or pleural thickening.

2 Pericarditis Pericardial pain wilh at least 1 of the following: rub, effusion or elecirocardiogram
ar achacardiogram cenfimation.

2 Low complement Decrease in CHED, G5 or G4 below the lower limit of normal for testing laboratary.

2 Increased ONA binding =25% binding by Farr assay or above nomal rangsa for lesting laboratory.

1 Fever =38°C, Exclude infectious cause.

1 Thrombocytopenia =100,000 platelets/mm®,

1 Leukopenia <3,000 white biood cells/mm>, Exclude drug causes.

TOTAL SLEDAI SCORE:

Reprnted, with parmizsion, from Bombardier C{72]



ANEXO B
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da Universidade

Estadual de Londrina

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
LONDRINA - UEL/ HOSPITAL W““‘
REGIONAL DO NORTE DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagdo entre polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao Lapus Eritematoso
Sistémico em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana

Pesquisador: Andrea Name Colado Simao

Area Tematica:

Versio: 4

CAAE: 01865212.0.0000.5231

Instituigdo Proponente: Universidade Estadual de Londrina - UEL
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 210.328
Data da Relatoria: 19/12/2012

Apresentagiao do Projeto:

Estudos com familias e gémeos sugerem que os fatores genéticos desempenham um papel significativo na
predisposicdo ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Assim, a hipotese levantada neste projeto é de que
individuos que apresentam polimorfismo genético nos genes que codificam a Proteina C Reativa, o HLAe o
TNF apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento de LES e apresentam maior estresse oxidativo.
Para isso, o sangue dos individuos selecionados sera colhido para realizacdo de investigacdo génica e

dosagem de Proteina C Reativa e TNF.

Objetivo da Pesquisa:
Este projeto objetiva determinar a associacdo de polimorfismos genéticos e a susceptibilidade ao LES e ao
aumento do estresse oxidativo em pacientes atendidos no Ambulatério do Hospital de Clinicas (AHC) da

Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, Parana.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O projeto ndo apresenta riscos ao paciente e a populacdo podera ser beneficiada com os resultados
obtidos, caso a equipe de pesguisa determine fatores genéticos que possam estimar a chance de um
individuo desenvolver a doenca ou a chance de um individuo previamente com a

Enderego: AVENIDA ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA CEP: 86.038-440

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-2490 E-mail: cep2&8@uel.br
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doenca em desenvolver quadros clinicos mais graves como a nefrite Idpica. Além disso, os resultados
obtidos neste estudo poderdo, também, indicar uma possivel relevancia da inclusdo na rotina laboratonal de
testes de genotipagem dos

genes indicados para individuos atendidos no AHC e no Hospital Universitario da UEL. Individuos que
apresentarem um gendtipo ou um conjunto de haplotipos associado ao LES poderao ser beneficiados com
estratégias terapéuticas diferentes ou serem submetidos a um monitoramento clinico e laboratorial em
intervalos menores de tempo, ou ambos procedimentos, o que podera contribuir para uma melhor avaliacao
e monitorizacdo clinica

destes individuos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O Projeto esta bem estruturado e & relevante para o avango das investigacdes sobre LES.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todas as pendéncias foram respondidas adequadamente.
Recomendagdes:

Encaminhar relatorio ao final do estudo.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o ha.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezada Pesquisadora,

Favor retirar seu parecer de aprovacad junto ao CEP/UEL.

Enderego: AVENIDA ROBERT KOCH, 60

Bairro: VILA OPERARIA CEP: 86.038-440

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-2490 E-mail: cep263@uel br
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LONDRINA, 04 de Marco de 2013

Qe

Assinador por:

Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
(Coordenador)
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ANEXO C

Instrugdes para autores da revista Immunobiology

- IMMUNOBIOLOGY

TABLE OF CONTENTS By A
_ ¢ [mmunobiology
° Description p.1 i =5
° Audience p-1
° Impact Factor p-1
° Abstracting and Indexing p.2
° Editorial Board p.-2
° Guide for Authors p-3

ISSN: 0171-2985
DESCRIPTION

Immunobiology is a monthly published journal that strongly encourages the fast publication and
dissemination of highly innovative research approaches for a wide range of immunological subjects,
including

e Innate Immunity,

e Adaptive Immunity,

e Complement Biology,

e Macrophage and Dendritic Cell Biology,

e Parasite Immunology,

e Tumour Immunology,

e Clinical Immunology,

e Immunogenetics,

e Immunotherapy and

e Immunopathology of infectious, allergic and autoimmune disease.

Following its history as the first ever published Specialist Immunology Journal, founded in 1909,
Immunobiology follows its mission to form a vital link between scientists and clinicians by offering
a fast track line for high priority publications to speed up communication amongst immunologists
all over the world. In the best of sprits, Immunobiology aims to continue the tradition set by its
founding members and supporters, including such distinguished scientists as Paul Ehrlich, Hans Sachs,
Carl Oluf Jensen, Sibasaburo Kitasato, Karl Landsteiner, Max Neisser and many others.

The journal publishes original research articles, short communications, reviews, commentaries and

letters to the editors. In addition the journal publishes Special Issues to widely cover specific research
themes within the field of Immunology and proceedings of Immunological Societies.

AUDIENCE

Immunologists, bacteriologists, virologists, serologists, biochemists, dermatologists, researchers into
infectious diseases, hematologists, allergists, histochemists, pathologists

IMPACT FACTOR

2014: 3.044 © Thomson Reuters Journal Citation Reports 2015



ABSTRACTING AND INDEXING

Animal Breeding Abstracts
Biosciences Information Services
Elsevier BIOBASE

Cambridge Scientific Abstracts
Current Contents/Life Sciences
MEDLINE®

Index Veterinarius

Medical Documentation Service
EMBASE

Reference Update

Research Alert

Science Citation Index

Scisearch

Veterinary Bulletin

Excerpta Medica

Biological Abstracts

Current Awareness in Biological Sciences
CAB Abstracts

Chemical Abstracts Service
Scopus

Current Advances in Genetics and Molecular Biology

EDITORIAL BOARD

Editor-in-Chief
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essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.
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not-for-profit sectors.
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other units are mentioned, please give their equivalent in SI.
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AFTER ACCEPTANCE

Availability of accepted article

This journal makes articles available online as soon as possible after acceptance. This concerns the
accepted article (both in HTML and PDF format), which has not yet been copyedited, typeset or
proofread. A Digital Object Identifier (DOI) is allocated, thereby making it fully citable and searchable
by title, author name(s) and the full text. The article's PDF also carries a disclaimer stating that it is
an unedited article. Subsequent production stages will simply replace this version.



81

ANEXO D

Comprovante de submissao de artigo.

Dear Dr. Nicole Stadtlober Stadtlober,
You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Journal: Immunobiology

Corresponding Author: Andréa Siméao

Co-Authors: Nicole Stadtlober P Stadtlober, MSc; Tatiana Mayumi Iriyoda V Iriyoda, MSc;
Francieli Delongui, PhD; Beatriz S Sabino; Marcell Alysson B Lozovoy, PhD; Neide T Costa,
MSc; Edna Maria V Reiche, PhD; Isaias Dichi, PhD;

Title: Oxidative And Nitrosative Stress And Autoantibodies Are Associated With Lupus
Nephritis.

If you did not co-author this submission, please contact the Corresponding Author of this
submission at deianame@yahoo.com.br; do not follow the link below.

An Open Researcher and Contributor ID (ORCID) is a unique digital identifier to which
you can link your published articles and other professional activities, providing a single
record of all your research.

We would like to invite you to link your ORCID ID to this submission. If the submission is
accepted, your ORCID ID will be linked to the final published article and transferred to
CrossRef. Your ORCID account will also be updated.

To do this, visit our dedicated page in EES. There you can link to an existing ORCID ID or
register for one and link the submission to it:

http://ees.elsevier.com/imbio/l.asp?i=17171&I=AK5Q0ZR4

More information on ORCID can be found on the ORCID website, http://www.ORCID.org,
or on our help page: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a id/2210/p/7923

Like other Publishers, Elsevier supports ORCID - an open, non-profit, community based
effort - and has adapted its submission system to enable authors and co-authors to
connect their submissions to their unique ORCID IDs.

Thank you,

Immunobiology



