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RESUMO

Estudos recentes indicam a existéncia de um trafego bidirecional
de células durante a gestacio humana normal. Células fetais
persistem no sangue periférico materno por muitos anos apds a
gestagio. Muitas doengas auto-imunes sio mais prevalentes em
mulheres, algumas das quais apresentam pico de incidéncia em
fases tardias dos anos férteis femininos. A doenca enxerto-versus-
hospedeiro é uma condi¢io conhecida de quimerismo e possui
similaridades clinicas com algumas doencas auto-imunes reu-
maticas, notavelmente com esclerose sistémica e sindrome de
Sjogren e, algumas vezes, com lipus eritematoso sistémico. Este
artigo explora a hipétese de que o microquimerismo fetal contribua
para a patogénese de algumas doengas auto-imunes, baseado em
revisdes de estudos anteriores que trabalharam com esta hip6tese.
Sio apresentadas ressalvas de ordem conceitual e técnica a serem
consideradas na interpretacio dos dados da literatura.

Palavras-chave: microquimerismo, doenga reumitica auto-
imune, auto-imunidade, esclerose sistémica, lipus erite-
matoso sistémico.

INTRODUGAO

Na mitologia, o termo quimera descrevia uma criatura com
cabeca de ledo, corpo de capricérnio e cauda de serpente.
Na medicina, o termo quimerismo ¢ utilizado quando um
individuo contém populacdes de células derivadas de
diferentes individuos (células nio préprias); quando hi
baixos niveis destas células, utiliza-se o termo microqui-
merismo. Estd bem documentada a existéncia de um trifego
bidirecional entre a mie e o feto durante a gestacio, sendo
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que as células fetais passam, rotineiramente, para a circulacio
materna durante o curso de uma gravidez normal. Células
fetais sio normalmente encontradas no sangue periférico
materno no primeiro trimestre da gravidez, sendo detec-
tadas ji a partir de cinco semanas de gestacio?. A carga
de DNA fetal aumenta progressivamente ao longo da
gravidez, com um incremento ainda maior na época do
parto®. Em 1996, Bianchi et al¥ demonstraram que células
fetais podem ser detectadas no sangue periférico materno
até 27 anos apds o parto. Para este estudo os autores
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selecionaram mulheres com filhos do sexo masculino,
motivados pela facilidade com que pequenas quantidades
de DNA masculino podem ser detectadas no organismo
feminino. Seis de oito mulheres sadias apresentaram DNA
masculino na populacio de células progenitoras circulantes
(células CD34+ e CD38+), células estas que derivam de
uma célula-tronco e que podem se diferenciar em outras
células imunocompetentes (incluindo os linfécitos). Uma
mulher do estudo também apresentou DNA masculino na
populacio de linfécito T (células CD3+). Desta forma, foi
demonstrada a persisténcia prolongada de células progeni-
toras fetais na circulacdo materna apds a gestacio.

As doengas auto-imunes em geral apresentam predilecio
por mulheres e algumas dessas doencas possuem pico de
incidéncia na mulher madura ou mesmo apds os anos férteis
femininos. Ja foi demonstrado que os hormonios sexuais
apresentam efeitos na func¢io imunoldgica e na auto-
imunidade®; entretanto, apenas as diferencas nos hormédnios
sexuais entre homens e mulheres parecem nio ser suficientes
para explicar a predominancia feminina em doengas auto-
imunes. Gravidez é um evento unicamente feminino com
dristicas mudancas hormonais; a exposicio a células fetais
representa um evento imunoldgico, uma vez que essas células
expressam produtos genéticos que sdo herdados do pai, sendo,
entio, estranhos para a mulher grivida®©.

A doenca enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) cronica,
ap6s transplante de células tronco, é uma condic¢io de qui-
merismo e apresenta similaridades com algumas doencas
auto-imunes. Alguns pacientes com GVHD cronica apre-
sentam manifestacdes clinicas similares as manifestacoes
encontradas na esclerose sistémica (ES), na cirrose biliar
priméria, na sindrome de Sjogren (SSj), no lapus erite-
matoso sistémico (LES) e nas miopatias inflamatérias idio-
paticas”. Como as células fetais podem persistir na circu-
lagio materna por décadas apds o término da gestacio e as
doencas reumdticas auto-imunes apresentam maior inci-
déncia em mulheres, bem como manifestacdes clinicas
similares as da GVHD cronica, foi sugerida a hipdtese de
que o microquimerismo fetal esteja envolvido na patogé-
nese de algumas doencas reumdticas auto-imunes.

Ha outras possiveis origens para 0 microquimerismo em
mulheres nuligestas e em homens, tais como o enxerta-
mento de células através de uma transfusio sangiiinea® ou
enxertamento através de gémeos?”. Como as células ma-
ternas também passam para a circulacio fetal, outra origem
para o quimerismo pode ser materna; foi descrito que células
maternas sio, normalmente, encontradas em amostras de

cordio umbilical®®!V,
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A seguir serio comentadas as evidéncias sugestivas de
presen¢a de microquimerismo fetal em algumas doencas
reumadticas auto-imunes.

MICROQUIMERISMO NA ESCLEROSE SISTEMICA

A ES apresenta maior incidéncia em mulheres, com maior
incidéncia na meia idade. Certas caracteristicas da ES sio
compartilhadas por pacientes com GVHD cronica. Ambos
os tipos de pacientes apresentam endurecimento progressivo
da pele, resultando em consideravel disfuncio da mesma e
contraturas nas juntas. Ademais, ambas as doencas normal-
mente envolvem o intestino e os pulmdes’?. Muitos pa-
cientes com GVHD crdnica possuem teste positivo para

13149 Dessa forma, houve um grande

anticorpos antinticleo!
interesse em testar a hipdtese do microquimerismo celular
fetal estar envolvido na patogénese da ES. Um estudo
conduzido por Nelson et al. em mulheres com ES e
controles saudiveis (todas com pelo menos um filho do
sexo masculino) foi realizado através de Reacio em Cadeia
da Polimerase (PCR) quantitativa para testar a presen¢a de
uma seqiiéncia especifica do cromossomo Y em sangue
periférico™. Os resultados foram expressos como o ndimero
de copias desta seqiiéncia de DNA em amostra de 16ml de
sangue total. A média de células masculinas nas mulheres
com ES (11,1, variando de 0 a 61) foi significantemente
maior do que nos controles (0,38, variando de 0 a 2). Em
algumas pacientes, mesmo com filhos nascidos havia muitos
anos, a carga de DNA masculino era maior do que a
encontrada na maioria das mulheres higidas grividas de
fetos normais masculinos®™. Em 1998, Artlett et al.(*®
investigaram espécimes de bidpsias de pele, um tecido alvo
preferencial em pacientes com ES. O estudo foi realizado
utilizando nested PCR para identificar seqiiéncias do
cromossomo Y em DNA extraido de células do sangue
periférico e de lesdes da pele de mulheres com ES. Seqiiéncias
do cromossomo Y foram encontradas no sangue periférico
em 32 das 69 mulheres esclerodérmicas (46%) e em apenas
1 das 25 mulheres normais (4%). Seqiiéncias do cromossomo
Y foram encontradas nas bidpsias de pele em 11 das 19
pacientes (58%), entretanto nio foram encontradas nas
bidpsias de pele dos controles. Ademais, em cada paciente
esclerodérmica o teor de seqiiéncia de DNA masculino foi
estatisticamente superior entre células da pele em comparacio
as células do sangue periférico. Estes resultados sustentam a
hipétese de uma participagio do microquimerismo fetal na
patogénese da ES.

Recentemente, foi realizado um trabalho com o objetivo
de identificar e quantificar uma possivel especificidade
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tecidual do microquimerismo fetal em mulheres com ES!7.
Multiplos espécimes de tecidos obtidos em autdpsia de
mulheres com ES que tiveram filhos homens, assim como
de mulheres que haviam morrido de causas nio relacionadas
a auto-imunidade, foram analisados através de hibridizacio
in situ fluorescente para a detec¢do de células masculinas.
Os tecidos estudados eram provenientes de glandula
adrenal, coragio, intestino, rins, figado, pulmio, linfonodos,
pancreas, paratiredide, pele e baco. Nas mulheres com ES,
células masculinas foram identificadas em pelo menos um
dos tipos de tecido, sendo encontradas com maior fre-
qiiéncia no baco. Estas células nio foram encontradas nos
espécimes teciduais das mulheres que haviam morrido de
causas nio relacionadas a auto-imunidade. Esses resultados
sugerem que as células fetais migram da circulagio periférica
para os multiplos 6rgios em mulheres com ES. A presenca
das células fetais em Orgios internos sugere uma possivel
participacdo das mesmas na etiopatogenia da doenca. Alter-
nativamente, esta presen¢a pode representar uma conse-
quiéncia da doenca em razio da migragio de células proge-
nitoras preferencialmente para as areas de tecido danificado.

Nos tltimos anos, alguns dos mecanismos patogénicos
responsaveis pelas alteracdes vistas nos pacientes com ES
tém sido parcialmente esclarecidos. Um niimero aumentado
de células T CD4+ foi encontrado em lesdes da pele e em
outros 6rgios de pacientes com ES nos primeiros estagios
da doenca®"
células endoteliais ou de induzir fibrose foram detectadas
no soro e nos tecidos de esclerodérmicos, sugerindo, assim,
que citocinas secretadas pelas células T ou por outras células
do sistema imunolégico talvez tenham uma importante

). Citocinas capazes de alterar as funcdes das

participacio na patogénese da doenca™®'?. As células T
CD4+ apresentam duas subpopulagdes conhecidas como
tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2), distintas pelo perfil de citocinas
produzidas. As células Th1 produzem IL-2, IFNY e TNF[3,
e dessa maneira sdo responsaveis pela resposta imunologica
dependente de fagdcito, envolvida na prote¢io contra
parasitas intracelulares. As células Th2 produzem IL-4, IL-
5 e IL-13, sendo, entio, responsaveis pela resposta mediada
por anticorpos e resposta independente de fagdcito®*2V.
Foi descrita a existéncia de ativagio predominante de células
Th2 produtoras de IL-4 em pacientes com esclerose
sistémica, o que poderia estar associado as principais alte-

ragdes presentes na doenga® )

. A origem dessa resposta
imune mediada principalmente por células Th2 nesses
pacientes ainda nio esta clara, mas é intrigante que na GVHD
também predomine uma resposta mediada por células

Th2027),
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Alguns estudos descritos anteriormente nesta revisio
sugeriram que um microquimerismo estabelecido pelas
células T fetais e uma subseqiiente ativacio dessas células
poderiam induzir uma reag¢io enxerto-versus-hospedeiro
manifesta na forma de esclerose sistémica®>'9. Em 2002,
Scaletti et al.®® realizaram um estudo com o objetivo de
caracterizar o perfil de citocinas das células T presentes no
sangue e na pele de mulheres com ES e fetais reativas contra
os antigenos MHC maternos. Para isso, clones de célula T
foram gerados a partir de sangue periférico e de bidpsia de
pele de 3 pacientes no inicio da doenca. Também foram
gerados clones a partir de sangue periférico de 3 mulheres
sadias (todas as 6 mulheres possuiam pelo menos um filho
do sexo masculino). Os clones de célula T materna eram
analisados pela sua capacidade de proliferar in vitro em
resposta a antigenos MHC maternos. Os clones proliferados
eram examinados quanto 3 presenca de seqiiéncias espe-
cificas do cromossomo Y. As concentracdes de IFNY e
TNEP liberados pelos clones de célula T em resposta aos
antigenos MHC maternos também foram avaliadas. Dos
clones de célula T materna que proliferaram em resposta a
antigenos MHC maternos, sete obtidos de pacientes com
ES e um de mulher sadia apresentaram seqiiéncia especifica
do cromossomo Y, demonstrando que eles derivavam de
células T fetais. Todos os clones gerados de células T
masculinas provenientes de mulheres com ES produziram
niveis de IL-4 significantemente maiores em resposta a
estimulacio com antigenos MHC maternos com relagio
aos outros clones gerados das mesmas mulheres (clones
estes que responderam a mesma estimulag¢io, mas nio
apresentaram seqiiéncias do cromossomo Y); esta diferenca
nos niveis de IL-4 nio ocorreu entre os clones de mulheres
sadias. Este estudo demonstrou que as células T fetais pre-
sentes no sangue ¢/ou na pele de mulheres com ES e que
reagem com os antigenos MHC maternos exibem um perfil
Th2 orientado, sustentando uma participacdo destas células
na GVHD e possivelmente na ES nas mulheres.

GENES HLA DE MAES E FILHOS NA ESCLEROSE
SISTEMICA

Moléculas HLA sio determinantes criticos de respostas imunes
e moléculas HLA de classe 11 especificas foram descritas em
associa¢io com uma variedade de doencas auto-imunes. Foi
proposto que apds o nascimento de uma crianga com HLA
compativel com o da mie o risco de uma futura doenga
auto-imune na mie poderia aumentar®. A compatibilidade
do HLA foi estudada sob a perspectiva do paciente: uma
crianca é compativel quando possui HLA idéntico ao
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materno ou os genes HLA em homozigose. Nelson et al.
demonstraram que mulheres com ES haviam dado a luz
criangas com HLA classe 11 compativel a0 materno com maior
freqliéncia do que as mulheres do grupo controle, sendo o
aumento desta freqiiéncia maior para os alelos HLA-DRBI1.
A diferenca entre os pacientes e os controles estava aumentada
quando a crianga era homozigota (compativel em razio da
homozigose do HLA-DRB1)®). Nenhuma associa¢io seme-
lhante foi encontrada para os antigenos HLA de classe I. O
efeito da homozigose apresenta um interesse adicional, uma
vez que GVHD foi descrita em receptores imunocompetentes
de transfusio sangliinea de doadores aparentados compativeis

por homozigose dos antigenos HLA®").

MICROQUIMERISMO FETAL NO LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO

O lapus eritematoso sistémico é uma doenca de interesse
para a investigacdo de microquimerismo materno uma vez
que um modelo experimental de LES desenvolvido em
camundongos envolve a introdu¢io de células linfbéides
parentais DBA/2 na prole (C57BL/6 x DBA/2) F1. Neste
modelo, anticorpos antindcleo IgG sio produzidos em
grandes quantidades e hi o desenvolvimento de glomeru-
lonefrite fatal por imunocomplexos®!2
traram que células fetais causam erupcdes na pele conhecidas

). Estudos demons-

como erupgdes polimérficas da gestacio® e, também, que
estas células estio implicadas no desenvolvimento de pré-
eclampsia®. Uma vez que o LES apresenta forte predilecio
feminina, possui uma sindrome semelhante a pré-eclampsia
e alguns pacientes lipicos apresentam uma deterioracio

3536 & procedente a hipétese de

clinica durante a gestacio
que também no LES haja participa¢io de transfusio feto-
maternal. Em 2001, Johnson et al.®”) realizaram estudo com
o objetivo de determinar se o trifego celular feto-materno
poderia estar envolvido no processo patogénico do LES.
A presenca de células masculinas de origem fetal foi
analisada por hibridizac¢io in situ com sondas fluorescentes
especificas para os cromossomos X e Y em tecido afetado
e nio afetado, obtidos da autdpsia de uma mulher (com
dois filhos homens) que havia falecido em conseqiiéncia
de vasculite secundiria ao LES. Células masculinas foram
encontradas em todos os tipos de tecidos alterados exami-
nados, mas nio foram encontradas em tecidos histolégicos
normais; sugerindo, assim, que as células fetais possam estar
diretamente associadas com a patogénese do LES. A pre-
senca de células masculinas era mais proeminente nos orgios
e tecidos envolvidos no processo patolégico da doenca.
Esse mesmo grupo demonstrou que em material de autopsia
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de 11 mulheres (com histérias de gestagdes ndo conhecidas)
que morreram de causas nio relacionadas a doencas auto-
imunes nenhuma célula masculina foi encontrada nos
multiplos 6rgios. Na paciente lipica estudada, as células
masculinas apareciam tanto isoladas como em grupos. De
acordo com os autores esses ultimos podem refletir o
potencial de divisdo inata das células fetais e/ou a indug¢io
de diferenciac¢ido através do recrutamento de células proge-
nitoras para as areas de tecido danificado. Nio esta claro se
a presenca dessas células estd relacionada com a causa da
doenga, se é um efeito do progresso da doenca ou se nio
estd relacionado com a patologia do LES. Entretanto, esse
estudo trouxe evidéncia para uma potencial relacio entre
a patologia do LES e o trafego celular feto-materno. Este é
um dos unicos trabalhos publicados em que foi estudada
uma possivel relacio entre microquimerismo fetal e o
desenvolvimento do LES; desta maneira, estudos adicionais
s30 necessarios para confirmar e delinear a participa¢io das
células fetais na patogénese do LES.

MICROQUIMERISMO FETAL NA SINDROME DE SJOGREN
A sindrome de Sjogren é uma doenga auto-imune caracte-
rizada por infiltracio linfocitiria nas glandulas salivares e
lacrimais® e varidvel produgio de varios auto-anticorpos®.
Embora alguns estudos tenham demonstrado que o processo
patoldgico da SSj pode estar associado a inimeros fatores de
origem viral, enddcrina, neural e genética, 0 mecanismo
responsavel pelo desenvolvimento da doenca continua
54042) " A SSj é mais freqiiente em mulheres do
que em homens, em uma proporcio de 9:1%. Muitos
estudos descreveram o efeito de hormonios sexuais na

desconhecido!

predisposi¢io feminina para doengas auto-imunes, incluin-
do SSj®**4 Androgenos suprimem drasticamente a infil-
tracio linfocitaria em glandulas salivares e lacrimais de camun-
dongos MRL/lpr femininos“?; em contraste, exposi¢io pré-
natal a estrégenos em camundongos normais induzem lesdes
nas glandulas salivares similares as lesdes encontradas na SS;
e aceleram a produgio de auto-anticorpos”. Os hormonios
sexuais podem ser um fator de risco para o desenvolvimento
da SSj, mas a influéncia hormonal por si nio parece ser sufi-
ciente para explicar a predisposicio feminina na doenca.
Alguns sintomas da SSj s3o similares aqueles da GVHD, ambas
as doencas apresentando atrofia progressiva e ressecamento
da superficie mucosa. Amostras de bidpsias de glandulas
salivares ou lacrimais de pacientes com GVHD mostram
infiltracio linfocitiria similar a que é encontrada na SSj('>*).
Essas caracteristicas indicam uma possivel relacio entre

microquimerismo fetal e desenvolvimento da SS;j.
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Em 2002, Kuroki et al.*”) realizaram estudo para observar
a presenca de células fetais em amostras de glandula salivar
e de fluido bronco-alveolar de 56 pacientes femininos com
SSj, 36 com SSj primaria e 20 com SSj secundaria. Para tal
utilizaram técnicas de nested PCR e FISH. Foi demonstrado
que DNA masculino estava presente em 10/28 (36%) das
amostras de glandula salivar e em 2/9 (22%) das amostras
de fluido bronco-alveolar obtidas de pacientes com SSj (com
pelo menos um filho); entretanto, DNA masculino nio
estava presente nas células mononucleares do sangue
periférico. Nio foram encontradas diferencas entre
pacientes com SSj primdria e secundiria. A seqliéncia espe-
cifica do cromossomo Y nio foi encontrada nas amostras
(glandula salivar labial e fluido bronco-alveolar) obtidas de
controles.

Em um outro estudo com bidpsias de glandulas salivares
labiais de 16 mulheres com SSj primiria e de 11 mulheres
com ES, DNA masculino nio foi encontrado em nenhuma
biépsia de pacientes com SSj, enquanto que 45% das pa-
cientes com ES, independentemente de possuirem SSj
secunddria, apresentaram seqiiéncias de DNA do cromos-
somo Y®”. Nesse estudo a sensibilidade da PCR era alta,
uma vez que, em um experimento controle, DNA de trés
células masculinas, adicionado a DNA extraido de uma
bidpsia de glandula salivar menor de uma mulher sadia, foi
sempre detectado. Como o microquimerismo fetal foi
detectado nas glandulas salivares labiais de pacientes com
ES, mas nio nas glandulas dos pacientes com SSj, os autores
concluiram que a patogénese das duas doencas difere e
que a patogénese das lesdes nos 6rgios alvos da SSj primaria
nio deve estar relacionada com a presenga de microquime-
rismo fetal. Este estudo estd de acordo com outro descrito

17, mostrando a possivel pre-

anteriormente nesta revisao
senca de células masculinas em diferentes tecidos em
mulheres com ES. Este estudo também concorda com o
reportado por Toda et al.®Y, mostrando que microquime-
rismo fetal nio foi detectado em sangue periférico ou em
fracdes enriquecidas com CD34 de mulheres com SS;j
primaria (analisados através de nested PCR e por uma
combina¢io de PCR e hibridizacio in situ).

Em 2002, Endo et al.®? descreveram um estudo realizado
por nested PCR com DNA de células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com SSj e ES para analisar a
presenca da seqiiéncia especifica do cromossomo Y. Nio
foi observada diferenca significante na presenca de micro-
quimerismo entre os controles e pacientes com SSj ou ES.
Entretanto, DNA masculino foi detectado em glandulas
salivares em 11 de 20 mulheres com SSj, mas apenas em 1
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de 8 controles. Células fetais foram claramente detectadas
por hibridiza¢io in situ nas amostras de glindula salivar
em 3 de 8 pacientes com SSj.

Observa-se que os estudos de microquimerismo em SSj
apresentaram resultados contraditérios, talvez em razio da
heterogeneidade na selecdo de pacientes: SSj priméria, SSj
secundaria, diferentes critérios de classificagio de SSj,
presenca de atividade da doenca e diferentes regimes tera-
péuticos. Além disso, os estudos relatados detectam
microquimerismo fetal testando seqliéncias distintas do
cromossomo Y, algumas das quais mostram reatividade
cruzada com seqiiéncias autossdmicas®. Dessa forma,
estudos adicionais utilizando pacientes com SSj sdo neces-
sarios para ajudar a elucidar a participagio do microqui-
merismo fetal materno na patogénese da doenca.

MICROQUIMERISMO E PATOGENESE DAS DOENCAS
REUMATICAS AUTO-IMUNES

Os mecanismos pelos quais o microquimerismo pode
contribuir para a patogénese das doencas reumdticas auto-
imunes ainda nio foram bem esclarecidos. Estudos inves-
tigaram quimerismo em receptores de 6rgios transplantados
e pacientes com GVHD. Foi proposta a hipdtese de que a
presenc¢a de microquimerismo celular do doador em recep-
tores de orglos facilita a aceitagdo do enxerto; isto expli-
caria a observacio de que receptores de 6rgios transplan-
tados e que apresentam quimerismo nio rejeitam o enxerto
ap0s terem suas drogas imunossupressoras suspensas®?. Essa
hipétese pode ter aplicacio também para o microquime-
rismo observado durante a gravidez, ji que na gravidez
observa-se uma extraordindria tolerincia ao enxerto fetal®.
Entretanto, uma explicagio para o microquimerismo
persistir por muitos anos apds o término da gestagio ou ser
a causa de uma doenca auto-imune nio esti evidente®.

Os mecanismos que contribuem para a GVHD cronica
foram resumidos®:

- Células T do doador nio sio eliminadas e nio sio
toleradas pelo hospedeiro.

- Uma disfuncio timica causada por GVHD torna as
células T em maturacio auto-reativas.

- Predominio de uma resposta mediada pelas citocinas
produzidas pelas células Th2.

Pequenas quantidades de células ndo préprias poderiam
ter um efeito desproporcional, como, por exemplo, uma
interferéncia nas vias imuno-regulatérias do receptor (a
mie, no caso do microquimerismo) mediada por células
nio préprias ou por peptideos nio préprios. Acredita-se
que a apresentacio de peptideos nio préprios por células
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proéprias participe na rejei¢do cronica ao enxerto (a qual
apresenta algumas similaridades com ES)®%. Alternativa-
mente, células nio préprias e células proprias poderiam
interagir diretamente, por exemplo, um pequeno niimero
de células fetais CD8+ poderia receber ajuda de células
CD4+ préprias®, um processo provavelmente facilitado
pela compatibilidade do HLA. Essas possibilidades nio sio
mutuamente exclusivas e mais de um mecanismo poderia
estar envolvido.

AVALIACAO CRITICA DOS ESTUDOS DE
MICROQUIMERISMO
Em pacientes com ES foi sugerido que células fetais CD3+
direcionariam uma rea¢io GVHD nos tecidos maternos,
porém a base para essa sugestio foi a identificacio de células
masculinas entre células CD3+ selecionadas em alguns
poucos pacientes com ES onde ndo havia um grupo controle
apropriado!?. Além do mais, o estudo original de mulheres
saudaveis descreveu a presenca de microquimerismo fetal
em células CD3+® e, desde entio, outros estudos tém con-
firmado que o microquimerismo é uma caracteristica
comum nas células CD3 de mulheres normais®®. Por outro
lado, analogias diretas das doengas auto-imunes com GVHD
cronica requerem cautela, pois existem diferencas clinicas
e quantitativas de quimerismo entre as doencas reumaticas
auto-imunes e GVHD cronica®. Por exemplo, apesar das
varias similaridades entre ES e GVHD cronica, existem
numerosas diferencas em aspectos histopatolégicos e
clinicos, como por exemplo, o fendmeno de Raynaud e o
envolvimento renal®. Outra diferenca muito importante
entre ES e GVHD cronica é a diferenca quantitativa de
quimerismo, o que também se aplica as outras doengas
reumiticas estudadas. Na ES a razio entre as células nio-
proprias e as células proprias pode ser estimada, através de
alguns estudos, em até uma em um milhio de células
brancas ou, no caso dos linfocitos, uma em 500.000. Em
contraste, na GVHD cronica as células do doador substituem
as células proprias circulantes®. Grandes quantidades de
células quiméricas poderiam estar refugiadas nos tecidos
afetados pela doenca, entretanto, estudos de espécimes de
pele em pacientes com ES sugerem que os niveis de micro-
quimerismo também nio sio tio marcantes nesse tecido?.
Caracteristicas técnicas também precisam ser consideradas
na interpreta¢io dos estudos de microquimerismo. Conta-
minacio é uma grande preocupac¢io em estudos de tecidos
embebidos em parafina, uma vez que os banhos de parafina
normalmente nio sio trocados entre as amostras. Estudos
com espécimes de tecidos devem ser mais confiaveis quando
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sio utilizadas técnicas como FISH®. Como a proporgio
de células fetais chega a uma em um milhio de células
maternas, utiliza-se nested PCR para detectar a seqliéncia
especifica do cromossomo Y, uma técnica altamente
sensivel. Contaminacao é um risco conhecido das técnicas
basicas de PCR, sendo praticamente inevitavel na nested
PCR, onde sio realizadas duas amplificacdes em seqiiéncia,
e o risco de contaminac¢io entre elas é extremamente alto.
Nossa propria experiéncia confirma a susceptibilidade a
contaminac¢io da técnica de nested PCR. Nosso grupo reali-
zou alguns estudos com o objetivo de detectar pequenas
quantidades de DNA masculino em DNA feminino. Para
isso, foram preparadas dilui¢des de sangue periférico
masculino em sangue periférico de uma mulher nuligesta
nas propor¢des de 1:102, 1:104 e 1:106 (simulando o
microquimerismo fetal-materno) e, em seguida, foi extraido
0 DNA dessas amostras. Os experimentos foram realizados
por nested PCR com as mesmas seqiiéncias de primers
utilizados em alguns dos estudos citados anteriormente
como, por exemplo, por Artlett et al.'?). Para evitar conta-
minac¢io, cada etapa do experimento foi realizada com
muita atencdo e minucioso cuidado (preparagio das amos-
tras em capela de fluxo laminar com luz ultra-violeta e
utilizando ambientes distintos para cada etapa da nested
PCR; materiais estéreis, auto-clavados e expostos a radia¢io
ultravioleta; ponteiras com filtro; troca de luvas entre a
manipulagio de cada amostra; centrifugacio dos microtubos
com produto de amplificacdo antes de abri-los; entre outras
cautelas). Entretanto, os resultados mostraram um alto nivel
de contamina¢do nas amostras dos controles negativos
(Figura 1). E interessante notar que a intensidade das bandas
correspondentes ao produto amplificado dos controles
negativos foi superior ao da dilui¢io 1:106. A seguir, novas
tentativas foram realizadas com o objetivo de evitar esta
contaminacio. Algumas caracteristicas da reacio foram alte-
radas, por exemplo, tempos de ciclagem menores foram
utilizados para diminuir a sensibilidade da reagio. Como
resultado obteve-se um controle negativo sem amplificacio,
entretanto a diluicdo de 1:106 nio pode ser detectada e
praticamente nio se observa amplificacio na diluicio 1:104
(Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados
quando realizada apenas a segunda etapa da PCR, em que
conseguimos nio detectar amplificacio alguma no controle
negativo, entretanto a técnica nio foi sensivel para detectar
uma célula masculina em um milhio de células femininas
(Figura 3). Esta é uma dificuldade do estudo de microqui-
merismo, a técnica precisa ser sensivel o suficiente para
detectar uma quantidade muito pequena de células,
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entretanto, os indices de contamina¢io tornam-se extrema-
mente altos, colocando sob suspeita os resultados obtidos.
Dessa maneira, os estudos com microquimerismo fetal-
materno devem ser analisados minuciosamente quanto as
técnicas empregadas, os controles e amostras utilizados,
aspectos clinicos e histéria gestacional dos pacientes, duragdo
da doenca, e, entio, ser interpretados com muita cautela.

M H,0 H,0 10° 10° 10° H
vy vy vyYvYyYy
=

600ph —— —

100pb ——

Ficura 1 - Analise por eletroforese em gel de agarose de produtos da nested
PCR utilizada para deteccdo de pequenas quantidades de DNA masculino em
DNA feminino. O produto amplificado correspondente a seqiiéncia espe-
cifica do cromossomo Y é de 148pb. M-marcador de peso molecular; H,0-
controle negativo sem DNA; 10°, 10% e 102-dilui¢des seriadas de DNA
masculino em DNA de nuligesta nas propor¢des 1:10°, 1:10% e 1:102,
respectivamente; H-DNA extraido se sangue periférico masculino.

—— 148ph

Ficura 2 - Analise por eletroforese em gel de agarose de produtos da
nested PCR utilizada para deteccdo de pequenas quantidades de DNA
masculino em DNA feminino com diminui¢des nos tempos da ciclagem.
0 produto amplificado correspondente a seqiiéncia especifica do
cromossomo Y & de 148pb. M-marcador de peso molecular; H,0-controle
negativo sem DNA; 10¢, 10* e 10%-diluigdes seriadas de DNA masculino em
DNA de nuligesta nas proporgdes 1:10°, 1:10% e 1:10?, respectivamente;
H-DNA extraido se sangue periférico masculino.
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Ficura 3 — Analise por eletroforese em gel de agarose de produtos da PCR
realizada apenas com a segunda etapa da nested PCR para detecgdo de
pequenas quantidades de DNA masculino em DNA feminino. O produto
amplificado correspondente a seqiiéncia especifica do cromossomo Y é de
148pb. M-marcador de peso molecular; H,0-controle negativo sem DNA;
108, 10% e 102-diluicdes seriadas de DNA masculino em DNA de nuligesta
nas proporgdes 1:10°, 1:10% e 1:10?, respectivamente; H-DNA extraido se
sangue periférico masculino.

CONCLUSAO

Grande parte dos resultados dos estudos mencionados ofe-
rece suporte a hipdtese de que o microquimerismo fetal-
materno esteja envolvido na patogénese de algumas doencas
reumiticas auto-imunes, principalmente na ES. Entretanto,
hi consideravel controvérsia na literatura, o que pode se
dever a extrema sensibilidade da rea¢io de nested PCR
utilizada, que pode contribuir para resultados espurios.
Ainda que genuino, o aumento do microquimerismo nos
pacientes poderia ser secundario ao processo da doenca e
nio necessariamente representar um fator causal da mesma.
Desta forma, estudos adicionais sio necessarios para vali-
dacdo dos achados e para um preciso entendimento do
mecanismo do microquimerismo fetal na patogénese dessas
doencas. Como o microquimerismo é comum em mulheres
sadias, s3o importantes estudos cuidadosamente planejados
e selecio de populagdes controles apropriadas. Ainda que
controverso, este ¢ um tema de grande importancia, pois,
demonstrado que o microquimerismo contribui para a
patogénese de algumas doencas auto-imunes, novas estra-
tégias terapéuticas podem ser desenvolvidas para contornar
este fator especifico.
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