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RESUMO

Objetivos: Determinar a frequência de anticorpos contra componentes da cromatina no lúpus eritematoso sistêmico 
juvenil (LESJ) e correlacionar a presença desses autoanticorpos com manifestações clínicas e atividade da doença. 
Métodos: Os anticorpos anticromatina (anti-CHR), antinucleossomo (anti-NCS) e anti-dsDNA foram medidos em 175 
indivíduos, incluindo 37 pacientes com LESJ ativo e 41 com doença inativa, 47 com doenças autoimunes não lúpicas, 
e 50 crianças saudáveis. Um teste ELISA in house foi desenvolvido com nucleossomos purifi cados a partir de timo de 
bezerro para determinar os anticorpos IgG e IgG3 anti-NCS. Anti-CHR e anti-dsDNA foram detectados por kits comer-
ciais de ELISA (INOVA). Resultados: Anticorpos anti-NCS e anti-CHR exibiram não só uma alta especifi cidade para 
LESJ, mas também uma frequência semelhante em LESJ ativo e inativo. Os níveis séricos de anti-CHR e IgG/IgG3 
anti-NCS não diferiram entre LESJ ativo e inativo. Houve correlação entre o SLEDAI e os anticorpos anti-dsDNA, 
mas não com os anticorpos contra outros componentes da cromatina. Houve associação de anticorpos anti-dsDNA, 
anti-CHR e IgG/IgG3 anti-NCS com proteinúria e baixos níveis séricos de C4. Foram observados anticorpos anti-NCS 
em 14% dos pacientes com LESJ na ausência de anticorpos anti-dsDNA. Conclusões: Nossos dados indicam que os 
anticorpos anti-NCS e anti-CHR são marcadores diagnósticos relevantes para LESJ e parecem estar correlacionados 
com a atividade da nefrite lúpica no LESJ. O anticorpo IgG3 anti-NCS não parece ser mais relevante como marcador 
de atividade da doença ou nefrite ativa no LESJ em comparação ao anticorpo IgG anti-NCS. 
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INTRODUÇÃO 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune 
de múltiplos órgãos, caracterizada por uma ampla variedade de 
manifestações clínicas. A nefrite lúpica apresenta considerável 
morbidade e representa importante ameaça à qualidade de vida 
e sobrevida do paciente a longo prazo. O envolvimento renal foi 
relatado em 40%−80% dos pacientes com LES juvenil (LESJ, 
início da doença antes dos 16 anos de idade), e essa frequência 

elevada contribui para a gravidade do LESJ.1 O LES carac-
teriza-se pela presença de anticorpos antinucleares (ANA).2 
Mais de 100 autoanticorpos diferentes foram identifi cados no 
soro de pacientes com LES,3 e alguns desses autoanticorpos 
são clinicamente úteis como marcadores diagnósticos e como 
parâmetros complementares para a monitoração da atividade da 
doença.4 Entre os autoanticorpos relacionados ao LES e úteis 
do ponto de vista clínico, os anticorpos anti-DNA nativo, anti-
-Sm e antiproteína P ribossômica são considerados marcadores 
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diagnósticos específi cos, mas sua baixa sensibilidade limita 
o desempenho diagnóstico. Esse cenário apoiou a busca por 
biomarcadores novos e mais efi cientes para o LES.5 

A partícula central do nucleossomo é a unidade básica da 
cromatina, composta por ~146  pares de bases de DNA ao redor 
de um núcleo proteico, um octâmero que compreende duas 
moléculas de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4. As 
partículas centrais do nucleossomo são unidas por um DNA 
ligante, que é associado à histona H1 localizada fora das par-
tículas centrais do nucleossomo.6 Durante a apoptose celular, 
os nucleossomos são liberados no meio intracelular por meio 
da clivagem da cromatina por endonucleases. Em condições 
fi siológicas, os fagócitos promovem a remoção das células 
apoptóticas, impedindo a liberação de constituintes celulares 
para o meio extracelular.7 Nos últimos 15 anos, várias evidên-
cias sugeriram que o nucleossomo pode ser o maior domínio 
antigênico na fi siopatologia do LES, e que os anticorpos contra 
as partículas centrais do nucleossomo (anti-NCS/CHR) podem 
estar associados com dano aos órgãos.8−10 Além disso, existem 
provas isoladas de que anticorpos anti-NCS do isótipo IgG3 
podem ser um marcador biológico seletivo de LES ativo e, em 
particular, na nefrite lúpica.11 Embora vários estudos tenham 
avaliado o desempenho diagnóstico de anticorpos anti-NCS 
ou anti-CHR em pacientes adultos com LES, existem poucos 
estudos sobre esses autoanticorpos no LESJ.12−14

O objetivo do presente estudo foi investigar o desempe-
nho diagnóstico de anticorpos contra o sistema antigênico da 
cromatina em casos de LESJ, bem como suas associações 
com o Índice de Atividade do Lúpus Eritematoso Sistêmico 
(SLEDAI) e com as manifestações clínicas individuais da 
doença, com ênfase sobre a nefrite lúpica. 

MATERIAIS E MÉTODOS
Pacientes e controles

Em um período de dois anos, 125 pacientes de 5–18 anos de 
idade foram sequencialmente recrutados do ambulatório clínico 
do Departamento de Pediatria da Universidade Federal de São 
Paulo (Unifesp) e no Hospital Universitário da Santa Casa de 
Misericórdia, em São Paulo, Brasil. A distribuição da doença 
entre os pacientes era a seguinte: 37 crianças com LESJ em ativi-
dade; 41 crianças com  LESJ inativo; 47 apresentavam doenças 
autoimunes não lúpicas (DA), incluindo esclerose sistêmica (ES, 
n = 4), artrite idiopática juvenil (AIJ, n = 28), dermatomiosite 
(DM, n = 7) e hepatite autoimune crônica (n = 8). Os quadros de 
LES, AIJ, ES e DM foram diagnosticados de acordo com os cri-
térios do American College of Rheumatology e do International 
Autoimmune Hepatitis Group, respectivamente.15–19 Informações 

clínicas e laboratoriais (envolvimento renal, hematológico e 
cutâneo, além de artrite, febre, alopecia, úlceras de mucosa, ce-
faleia crônica, manifestações neurológicas, vasculite e serosite) 
foram obtidas de cada paciente com LESJ para determinar o es-
core de atividade da doença com o uso do SLEDAI.20 As formas 
inativas e ativas do LESJ foram arbitrariamente defi nidas como 
SLEDAI ≤ 2 e ≥ 6, respectivamente.21 Os pacientes com escores 
3, 4 e 5 no SLEDAI foram excluídos do estudo. Os soros de 50 
crianças e adolescentes saudáveis de idade e gênero compatíveis 
foram utilizados como controles. Esses indivíduos eram fi lhos e 
parentes de pesquisadores da Unifesp, bem como crianças en-
caminhadas para realização de coagulograma preparatório para 
pequenos procedimentos cirúrgicos no Hospital São Paulo, sem 
relato de processos infecciosos ou outras enfermidades. O estudo 
foi aprovado pelo Comitê de Ética Institucional (nº 1149/04).

Após a assinatura do termo de consentimento pelos pais ou 
resposnsáveis legais, foi coletado de cada participante 10 mL de 
sangue para exames laboratoriais. As amostras foram armazena-
das a −20ºC até sua utilização. No momento da coleta do soro, 
a maioria dos pacientes com LESJ estava sob tratamento com 
medicamentos imunossupressores. Foram utilizados os seguintes 
agentes terapêuticos: ciclofosfamida intravenosa em 2,5%, terapia 
pulsada com metilprednisolona em 7,7%, prednisona oral acima 
de 0,5 mg/kg/dia em 65,4%, azatioprina em 33,3%, metotrexato 
em 6,4% e hidroxicloroquina em 57,7% dos pacientes com LESJ. 

Análise sorológica

Os ANA foram detectados por imunofl uorescência indireta (IFI) 
com lâminas de células HEp-2 preparadas in house, de acordo 
com o procedimento padrão;22 anticorpos anti-dsDNA foram 
determinados por ensaio imunoenzimático (INOVA Diagnostics, 
San Diego, CA), de acordo com as instruções do fabricante, e por 
IFI com lâminas de substrato de Crithidia luciliae preparadas in 
house (ensaio CLIF), de acordo com o procedimento padrão.23 
Anticorpos contra antígenos nucleares extraíveis (ENA) foram 
detectados por imunodifusão dupla em extrato de baço de be-
zerro, de acordo com a técnica de Ouchterlony.24 Anticorpos 
anticardiolipina foram determinados por ensaio imunoenzimáti-
co in house, conforme previamente descrito,25 e calibrados com 
os padrões internacionais do APL (Louisville APL Diagnostics 
Inc., Doraville, GA, EUA). Os níveis séricos de C3 e C4 foram 
determinados por imunodifusão radial (The Binding Site Ltd., 
Birmingham, Reino Unido), de acordo com as instruções do fa-
bricante. Foram utilizados dois ensaios para medir os anticorpos 
anticromatina/nucleossomo. Como os anticorpos anticromatina 
e antinucleossomo são normalmente sinônimos, decidimos no-
mear o ensaio comercial de anticromatina como anti-CHR, e o 
ensaio in house de antinucleossomo como anti-NCS.
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Preparo de nucleossomos e detecção de anticorpos 
contra as partículas centrais do nucleossomo (NCS) e 
cromatina (CHR)

O kit comercial QUANTA LifeTM Chromatin que utiliza a cro-
matina altamente purifi cada de timo de bezerro sem histona H1 
e proteínas não histônicas (INOVA Diagnostics, San Diego, CA) 
foi processado de acordo com as instruções do fabricante. Para 
avaliação qualitativa, ao utilizar o ponto de corte de 20 U/mL 
sugerido pelo fabricante, os resultados foram expressos como 
anti-CHR-20. Alternativamente, ao usar o ponto de corte de 
60 U/mL (soros considerados positivos de moderados a forte, 
de acordo com o fabricante), os resultados foram expressos 
como anti-CHR-60.  

O imunoensaio in house anti-NCS foi padronizado para 
detectar anticorpos IgG e IgG3 contra as partículas centrais do 
nucleossomo isoladas do timo de bezerro, conforme previa-
mente descrito,26,27 com pequenas modifi cações. Em resumo, 
10 g de timo de bezerro foram triturados e homogeneizados 
em 140 mL de tampão A [sacarose 0,3 M, MgCl2 6 mM, CaCl2 
1,2 mM, NaHSO3 10 mM, Tris-HCl 10 mM e fl uoreto de fe-
nilmetilsulfonila 0,2 mM (PMSF), pH 7,5] e, depois, passados 
por gaze e papel-fi ltro Miracloth®. Os núcleos foram isolados 
por centrifugação a 3.300 g por 8 minutos a 4ºC, lavados duas 
vezes no mesmo tampão, peletizados e ressuspensos em 8 mL 
de NaCl 15 mM, 2-mercaptoetanol 15 mM, KCl 60 mM, es-
permina 0,5 mM, espermidina 0,15 mM, pH 7,4. O volume 
foi ajustado até produzir uma concentração fi nal de DNA de 
~2.500 μg/mL, conforme avaliado pela densidade óptica (DO) 
a 260 nm. A suspensão contendo os núcleos foi digerida por 2 
minutos a 37°C com 40 UI de nuclease de micrococos por mg 
de DNA (Worthington Biochemical Corp., Likewood, NJ) na 
presença de CaCl2 1 mM e, em seguida, a reação foi fi nalizada 
pela adição de EDTA 2 mM. Os núcleos foram peletizados a 
8.000 g por 2 minutos a 4ºC, ressuspensos no volume original 
com EDTA 0,2 mM de pH 7,0 e, depois, homogeneizados em 
um homogeneizador Dounce. O homogenato foi centrifugado 
novamente por 2 minutos a 8.000 g a 4°C, e o sobrenadante 
contendo a cromatina longa solúvel, recuperado. Histonas H1 
e proteínas não histônicas foram removidas pela adição gota 
a gota de NaCl 4 M em banho de gelo até uma concentração 
fi nal de NaCl 0,5 M. As proteínas não histônicas e a histona 
H1 foram separadas da solução de cromatina purifi cada por 
meio de fi ltração em uma coluna de Sepharose 4B (Sigma 
Chemical, St. Louis, EUA), previamente equilibrada com 
NaCl 0,45 M, EDTA 0,2 mM e Tris-HCl 5 mM de pH 7,5. As 
frações contendo as partículas centrais do nucleossomo foram 
selecionadas e agrupadas de acordo com o padrão eletroforético 
apresentado em gel de agarose.

O teste ELISA in house para detecção do anticorpo anti-
-NCS foi baseado no ensaio desenvolvido por Burlingame and 
Rubin.27 Microplacas para ELISA (Nunc-MediSorpT Surface, 
Dinamarca) foram cobertas por 200 μL/poço de uma solução a 
5 μg DNA/mL de nucleossomos purifi cados em PBS (solução 
salina fosfato) gelado e incubadas por 48 horas a 4ºC. Os poços 
de placa foram bloqueados com 200 μL/poço de gelatina a 0,1% 
em PBS por 2 horas à temperatura ambiente. As amostras dos 
pacientes (200 μL) diluídas na proporção de 1:100 em gelatina 
a 0,1% em PBS foram aplicadas a cada poço e, em seguida, 
incubadas por 2 horas à temperatura ambiente. As placas foram 
lavadas três vezes com Tween 20 a 0,05% em PBS (250 μL/poço) 
e, depois, incubadas por 2 horas à temperatura ambiente com 
200 μL/poço de conjugado anti-IgG humano - HRP (Sigma, St. 
Louis, EUA) diluído 1:20.000 em Tween 20 a 0,05%, gelatina 
a 0,1%, albumina sérica bovina (BSA) a 0,1% e soro fetal 
bovino (SFB) a 0,5% em PBS ou conjugado anti-IgG3 
humano - HRP (ZYMED Laboratories, San Francisco, CA) 
diluído 1:2.000 no mesmo tampão. Após nova lavagem, as 
placas receberam 200 μL/poço de substrato cromogênico para 
peroxidase (10 mg de o-fenilenodiamino, 10 μL de H2O2 em 
25 mL de tampão citrato 0,1 M, pH 5,0). Após incubação sob 
agitação por 1 hora à temperatura ambiente em câmara escura 
e adição de 50 μL/poço de solução de parada (H2SO4 1 N), a 
DO foi lida a 492 nm. Reatividade inespecífi ca foi checada em 
poços não sensibilizados da placa e processados paralelamente 
com os poços de teste. O valor de corte foi determinado como a 
média mais três desvios-padrão dos valores de DO obtidos com 
as amostras séricas de 80 doadores de sangue saudáveis (0,573 
para IgG anti-NCS e 0,400 para IgG3 anti-NCS). Os valores de 
corte obtidos eram compatíveis com aqueles derivados da análise 
de curva ROC (ver resultados). Três amostras de controle positi-
vas e outras três negativas, obtidas de um laboratório particular 
certifi cado no local pelo US College of American Pathologists, 
foram incluídas em cada placa.

Análise estatística

As variáveis contínuas foram expressas como média e desvio- 
padrão. A comparação entre os grupos foi realizada com o 
teste t de Student (variáveis paramétricas) ou o teste de Mann-
Whitney (variáveis não paramétricas) para variáveis contínuas, 
e o teste exato de Fisher ou qui-quadrado para variáveis 
categóricas, conforme a necessidade. As correlações foram 
determinadas pela correlação de Spearman para variáveis não 
paramétricas. Todas as análises estatísticas foram realizadas 
com o programa SPSS (versão 15.0 para Windows, Chicago, 
EUA). P < 0,05 foi considerado signifi cativo. 
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RESULTADOS

Dados demográfi cos

Trinta e sete pacientes tinham LESJ ativo (escore do SLEDAI 
≥ 6), e 41 apresentavam LESJ inativo (escore do SLEDAI 
≤ 2). Não houve diferença signifi cativa em termos de gênero, 
idade ou etnia entre os grupos de 37 pacientes com LESJ ativo 
(29 meninas, 13,2 ± 3,4 anos de idade, 20 caucasianos), 41 
com LESJ inativo (35 meninas, 12,0 ± 3,0 anos de idade, 23 
caucasianos), 47 com DA não lúpicas (35 meninas, 11,0 ± 3,6 
anos de idade, 26 caucasianos) e 50 controles saudáveis 
(35 meninas, 14,0 ± 4,3 anos de idade, 22 caucasianos) 
(P = 0,153, 0,054, e 0,525, respectivamente). Os pacientes 
com LESJ ativo apresentaram duração menor da doença em 
comparação àqueles com LESJ inativo (P = 0,013) (Tabela 
1). As características clínicas e laboratoriais dos pacientes 
com LESJ ativo e inativo estão retratadas na Tabela 2. Nefrite 
ativa no momento da coleta de sangue, defi nida por uma 
proteinúria acima de 0,5 g/dia, foi identifi cada em 15 dos 37 
pacientes com LESJ ativo. 

Anticorpos contra as partículas centrais do 
nucleossomo (NCS), cromatina (CHR) 
e DNA nativo (dsDNA)

Entre todos os pacientes com LESJ, foram detectados anticor-
pos anti-dsDNA em 29% deles por meio do teste ELISA e em 
14% pelo CLIF. Foram encontrados anticorpos anti-CHR-20 
e IgG anti-NCS em 40% e em 23% de todos os pacientes com 
LESJ, respectivamente. Também foram detectados anticorpos 
IgG3 anti-NCS em 18% de todos os pacientes com LESJ. 
A Tabela 3 retrata a frequência dos diversos autoanticorpos em 
cada grupo, bem como os dados sobre sensibilidade, especifi ci-
dade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo para o 
diagnóstico de LESJ calculados em relação aos pacientes com 
DA não lúpicas e crianças saudáveis como um todo. Entre os 
testes analisados, o ensaio CLIF para detecção de anticorpos 
anti-dsDNA foi o menos sensível, embora tenha apresentado a 
maior especifi cidade e valor preditivo positivo. Os ensaios de 
ELISA para detecção de anticorpos anti-dsDNA, anti-CHR-60 
e IgG anti-NCS exibiram um desempenho equivalente em todos 
os parâmetros diagnósticos. O ensaio anti-CHR-20 apresentou 

Tabela 1
Dados demográfi cos de pacientes com LESJ ativo, LESJ inativo, DA não lúpicas e controles saudáveis

LESJ ativo (n = 37) LESJ inativo (n = 41) DA não lúpicas (n = 47) Controles saudáveis (n = 50) P

Gênero (F/M) 31/6 36/5 35/12 35/15 0,153a

Idade (anos) 13,2 ± 3,4 13,2 ± 3,0 11 ± 3,6 11,5 ± 4,3 0,054a

Duração da doença 
(meses) 24 ± 23,4 41,8 ± 30,4 nd nd 0,013b

Etnicidade (C/NC) 20/17 24/17 26/21 22/28 0,525a

Média e desvio-padrão. Valor de P no teste qui-quadrado: acomparação de todos os grupos; bComparação entre pacientes com LESJ ativo e inativo.
F: feminino; M: masculino; C: caucasiano; NC: não caucasiano; JSLE: lúpus eritematoso sistêmico juvenil; DA doença autoimune.

Tabela 2
Características clínicas e laboratoriais de pacientes com LESJ ativo, LESJ inativo, DA não lúpicas e controles saudáveis

LESJ ativo 
%(n = 37)

LESJ inativo  
%(n = 41)

DA não lúpicas  
%(n = 47)

Controles saudáveis 
%(n = 50)

Envolvimento renal 84% (31) Nenhum nd nd

Envolvimento cutâneo 22% (8) Nenhum nd nd

Artrite 19% (7) Nenhum nd nd

Envolvimento hematológico 13% (5) 10% (4) nd nd

Febre 11% (4) Nenhum nd nd

Alopecia 11% (4) Nenhum nd nd

Úlceras de mucosa 8% (3) Nenhum nd nd

Cefaleia crônica 8% (3) Nenhum nd nd

Manifestações neurológicas 5% (2) Nenhum nd nd

Vasculite 5% (2) Nenhum nd nd

Serosite 3% (1) Nenhum nd nd

nd: não determinado; LESJ: lúpus eritematoso sistêmico juvenil; DA: doença autoimune.
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sensibilidade mais alta, porém especifi cidade e valor preditivo 
positivo mais baixo, em comparação aos três ensaios prévios 
de ELISA. Houve uma heterogeneidade considerável entre 
os soros de pacientes com LESJ em relação aos valores de 

DO do teste ELISA nos ensaios para detecção de anticorpos 
anti-dsDNA, anti-CHR e anti-NCS (Figura 1). Os pacientes 
com LESJ apresentaram níveis signifi cativamente mais altos 
de anticorpos contra componentes da cromatina que aqueles 

Tabela 3
Positividade, sensibilidade, especifi cidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de diferentes ensaios de 
autoanticorpos para o diagnóstico de LESJ em comparação a pacientes com DA não lúpicas e controles saudáveis como um todo 

Positividade dos ensaios de autoanticorpo (%)

CHR-20 CHR-60 NCS IgG NCS IgG3 dsDNA
CLIF

dsDNA
ELISA

LESJ ativo (n = 37) 43% 27% 27% 22% 24% 38%

LESJ inativo (n = 41) 36% 22% 19% 15% 5% 22%

DA não lúpicas (n = 47) 11% 4% 2% 4% 0% 6%

Controles saudáveis (n = 50) 0% 0% 2% 2% 0% 0%

Parâmetros diagnósticos*

Sensibilidade 40% 24% 23% 18% 11% 27%

Especifi cidade 96% 98% 98% 95% 100% 97%

VPP 88% 90% 90% 74% 100% 87%

VPN 66% 62% 61% 58% 58% 62%

*Calculados para o diagnóstico de LESJ diante de pacientes com DA não lúpicas e crianças saudáveis como um todo. 
VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; LESJ: lúpus eritematoso sistêmico juvenil; DA: doença autoimune; CHR-20: ensaio comercial para anticorpo anticromatina com valor de corte de 
20 U/mL; CHR-60: ensaio comercial para anticorpo anticromatina com valor de corte de 60 U/mL; NCS-IgG: ensaio in house para anticorpo antinucleossomo em relação aos anticorpos IgG totais; NCS-IgG3: 
ensaio in house para anticorpo antinucleossomo em relação aos anticorpos IgG3; CLIF: ensaio para anticorpo anti-dsDNA feito com base na imunofl uorescência indireta em substrato de C. luciliae; ELISA: 
ensaio imunoabsorvente ligado à enzima. 

Figura 1
Distribuição de pacientes com 
LESJ, outros com AD não 
lúpicas e controles saudáveis 
de acordo com níveis séricos 
de anticorpos contra NCS, CHR 
e dsDNA no teste ELISA. As 
linhas tracejadas correspondem 
ao limiar de corte para cada 
ensaio (para o ensaio anti-CHR, 
houve níveis de corte de 20 U 
e 60 U). 
Anti-CHR: ensaio comercial para anti-
corpo anticromatina (com valor de corte 
de 20 U/mL); IgG anti-NCS: ensaio in 
house para anticorpo antinucleossomo 
em relação aos anticorpos IgG totais; 
IgG3 anti-NCS: ensaio in house para 
anticorpo antinucleossomo em relação 
aos anticorpos IgG3; anti-dsDNA: 
ensaio comercial para anticorpo anti-
DNA de dupla hélice; ELISA: ensaio 
imunoabsorvente ligado à enzima.
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com DA não lúpicas e os indivíduos saudáveis (P < 0,01). 
Foram observados resultados positivos nos testes ANA-HEp-2 
e anti-ENA, respectivamente, em 92% e 32% dos pacientes 
com LESJ ativo, 90% e 27% daqueles com LESJ inativo, 36% 
e 0% de outros com DA não lúpicas e 2% e 0% das crianças 
saudáveis. No teste ANA-HEp-2, os padrões homogêneos e 
pontilhados fi nos foram os mais frequentemente encontrados 
em soros de pacientes com LESJ positivos para quaisquer 
componentes testados da cromatina. 

Vários parâmetros de atividade da doença demonstraram 
correlação com anticorpos contra os componentes da cro-
matina. Anticorpos anti-dsDNA (ensaio CLIF) eram mais 
frequentes em pacientes com LESJ ativo (SLEDAI ≥ 6) em 
comparação àqueles com a doença inativa (SLEDAI ≤ 2) (24% 
vs. 5%, P < 0,001). Além disso, o SLEDAI se correlacionou 
com os níveis de anticorpos anti-dsDNA no teste ELISA 
(r = 0,235; P = 0,038), mas não com os níveis de anticorpos 
anti-CHR e anti-NCS. Os pacientes com LESJ ativo não diferi-
ram signifi cativamente daqueles com LESJ inativo em relação 
à frequência e aos níveis de DO dos anticorpos anti-dsDNA 
(424,8 ± 540,9 UI/mL vs. 208,2 ± 202,9 UI/mL; P = 0,124), 
anti-CHR-20 (56,3 ± 71,8 U/mL vs. 35,4 ± 43,7 U/mL, P = 0,537), 
IgG anti-NCS (0,589 ± 0,528 vs. 0,429 ± 0,336; P = 0,432), e 
IgG3 anti-NCS (0,536 ± 0,810 vs. 0,343 ± 0,442; P = 0,422). 
Foi observada frequência signifi cativamente mais alta de pro-
teinúria em pacientes com anticorpos contra qualquer um dos 
componentes testados da cromatina versus aqueles sem esses 
anticorpos (Tabela 4). Correspondentemente, os níveis de auto-
anticorpos eram bem mais altos em pacientes com proteinúria 
em comparação àqueles sem proteinúria para os anticorpos 
anti-dsDNA (691,1 ± 730,4 vs. 220,4 ± 217,6; P = 0,049) e 

IgG anti-NCS (0,814 ± 0,598 vs. 0,431 ± 0,365; P = 0,019) no 
teste ELISA. Também havia uma tendência semelhante para os 
anticorpos anti-CHR (95,5 ± 93,1 vs. 33,3 ± 40,6; P = 0,093), 
mas não para os anticorpos IgG3 anti-NCS (0,811 ± 1,03 vs. 
0,340 ± 0,485; P = 0,700). Foi constatada uma associação 
entre o declínio dos níveis de C3 e a frequência de resultado 
positivo para o ensaio anti-CHR-20. Entre os pacientes com 
LESJ e níveis reduzidos de C4, havia uma frequência mais 
alta de resultados positivos para ensaios de dsDNA (ELISA), 
CHR-20, IgG NCS e IgG3 NCS (Tabela 4). Foram observados 
anticorpos contra antígenos nucleares extraíveis isolados ou 
combinados em 23 pacientes com LESJ (13 anti-SS-A/Ro, 
quatro anti-SS-B/La, seis anti-Sm e 14 anti-U1-RNP), não 
havendo qualquer associação com a presença de anticorpos 
contra os componentes da cromatina. Apenas sete dos 78 pa-
cientes com LESJ exibiram níveis moderados de anticorpos 
anticardiolipina [dois IgG (2,5%) e cinco IgM (6,4%)], mas 
nenhuma associação foi observada entre a reatividade à car-
diolipina e a presença de anticorpos contra os componentes 
da cromatina. Outras manifestações clínicas foram igualmente 
frequentes em pacientes com LESJ com e sem qualquer um 
dos anticorpos testados contra os componentes da cromatina 
(dados não ilustrados).  

Conforme retratado na Figura 2, havia uma boa concordância 
entre os ensaios ELISA para os anticorpos anti-dsDNA e 
anti-CHR (85% e 87% para CHR-20 e CHR-60, respectiva-
mente), entre os anticorpos anti-dsDNA e IgG anti-NCS (86%), 
bem como entre os anticorpos IgG anti-NCS e anti-CHR (78% e 
91% para CHR-20 e CHR-60, respectivamente). De fato, cons-
tatamos enorme semelhança entre o ensaio in house anti-NCS 
e o ensaio comercial anti-CHR quando este foi analisado com 

Tabela 4
Distribuição de 78 pacientes com LESJ de acordo com a presença de autoanticorpos contra componentes da cromatina e 
parâmetros laboratoriais relevantes

Parâmetro laboratorial
Autoanticorpos

dsDNA CLIF
n = 11

dsDNA ELISA
n = 23

CHR-20
n = 33

IgG NCS
n = 18

IgG3 NCS
n = 14

Proteinúria > 0,5 g/24 h 6 (54,5%)* 9 (39,1%)* 11 (33,3%)* 7 (38,9%)* 6 (42,9%)*

Proteinúria < 0,5 g/24 h 5 (45,4%) 14 (60,9%) 22 (66,7%) 11 (61,1%) 8 (57,1%)

C3 diminuído 3 (27,3%) 8 (34,8%) 13 (39,4%)* 7 (38,9%) 6 (42,9%)

C3 normal 8 (72,7%) 15 (65,2%) 20 (60,6%) 11 (61,1%) 8 (57,1%)

C4 diminuído 4 (36,4%) 10 (43,5%)* 15 (45,5%)* 9 (50%)* 8 (57,1%)*

C4 normal 7 (63,6%) 13 (56,5%) 18 (54,5%) 9 (50%) 6 (42,9%)

*P < 0,05 (os valores de P referem-se ao teste qui-quadrado que compara a presença/ausência de cada autoanticorpo com a presença/ausência do parâmetro analisado). 
CHR-20: ensaio comercial para anticorpo anticromatina com valor de corte de 20 U/mL; IgG NCS: ensaio in house para anticorpo antinucleossomo em relação aos anticorpos IgG totais; IgG3 NCS: 
ensaio in house para anticorpo antinucleossomo em relação aos anticorpos IgG3; CLIF: ensaio para anticorpo anti-dsDNA feito com base na imunofl uorescência indireta em substrato de C. luciliae; ELISA: 
ensaio imunoabsorvente ligado à enzima.
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positivo/positivo 

positivo/negativo
negativo/negativo

negativo/positivo

Anti-CHR-60 / Anti-dsDNA Anti-CHR-20 / Anti-dsDNA

20%

4%

9%67%

28%

14%
1%

57%

IgG Anti-NCS / Anti-dsDNA

19%

4%

10%67%

IgG Anti-NCS / IgG3 Anti-NCS
15%

8%
3%

74%

Anti-CHR-20 / IgG Anti-NCS Anti-CHR-60 / IgG Anti-NCS

22%

20%

2%

56% 72%

19%

5%
4%

o uso de 60 U/mL como valor de corte (anti-CHR-60). Além 
disso, a taxa de concordância entre os anticorpos IgG anti-NCS 
e IgG3 anti-NCS foi de 89%. A taxa de discordância entre os 
mesmos pares de testes variou de 9%−21%. Em particular, o 
teste ELISA para anti-dsDNA e os testes ELISA para anti-NCS 
ou anti-CHR demonstraram taxas de discordância em torno de 
15%.  Em relação aos 23 pacientes positivos para anti-dsDNA 
no teste ELISA, 22 também eram positivos para anti-CHR-20.

DISCUSSÃO

Estudos prévios abordaram a análise de autoanticorpos 
contra os componentes da cromatina em LES e doenças 

relacionadas; no entanto, poucas pesquisas falaram sobre os 
anticorpos anti-NCS em casos de LESJ. No presente estudo, 
observamos uma considerável variação no desempenho diag-
nóstico dos testes para detecção de diversos anticorpos contra 
os componentes da cromatina em LESJ. O CLIF tradicional 
para os anticorpos anti-dsDNA foi o teste mais específi co e me-
nos sensível. O teste ELISA para anti-dsDNA e o anti-CHR-20 
foram os testes mais sensíveis, embora um pouco menos es-
pecífi cos. Embora o SLEDAI tenha se correlacionado apenas 
com os anticorpos anti-dsDNA, havia uma associação entre 
alguns dos autoanticorpos testados contra os componentes da 
cromatina e os parâmetros indicativos de atividade da doença, 
como proteinúria e baixos níveis do complemento. 

As partículas centrais do nucleossomo constituem as uni-
dades básicas da cromatina e um produto normal da apoptose 
celular. Os defeitos do processo de apoptose são bem conheci-
dos por sua associação com certos modelos animais de lúpus, 
mas tais defeitos também foram discutidos em conexão com 
LES humano.28–31 Provas recentes obtidas em modelos murinos 
de LES sugerem que as partículas centrais do nucleossomo 
sejam um dos alvos preferenciais dos autoanticorpos lúpicos; 
tais partículas, por sua vez, são aceitas como autoantígenos 
genuínos que defl agram a produção de anticorpos contra 
as próprias partículas centrais do nucleossomo, o dsDNA e 
as histonas.32–34 De acordo com dados recentes da literatura 
especializada, a presença de nucleossomos extracelulares 
glomerulares derivados, por exemplo, de células apoptóticas 
é um pré-requisito para a ligação de anticorpos anticromatina 
aos glomérulos e pode estar envolvida em processos nefríti-
cos.33,34 Como a resposta autoimune humoral é aceita como 
uma reação impulsionada por antígeno,2 é justifi cável uma 
análise abrangente dos autoanticorpos contra componentes 
individuais de um complexo supramolecular. Além disso, os 
detalhes técnicos no preparo do substrato antigênico podem 
ser determinantes na conservação de epítopos fastidiosos não 
lineares. Em relação ao sistema da cromatina, isso é crucial 
em virtude da interação complexa e delicada do DNA nativo 
e de várias histonas e proteínas não histônicas. Portanto, cada 
plataforma metodológica favorece a exposição de um único 
grupo de epítopos e isso pode infl uenciar consideravelmente 
o signifi cado clínico desses testes.35 

Um método amplamente aceito para a purifi cação das par-
tículas centrais do nucleossomo consiste na solubilização de 
cromatina nativa pela digestão com a nuclease de micrococos 
e remoção da histona H1 e de outras proteínas pela extração 
com NaCl 0,5 M em pH neutro. A maioria dos kits comerciais 
anti-NCS/cromatina utiliza poli ou mononucleossomos extraí-
dos da cromatina do timo de bezerro como substrato antigênico. 

Figura 2
Concordância entre os ensaios de ELISA para anticorpos anti-
NCS, anti-CHR-20, anti-CHR-60 e anti-dsDNA em pacientes 
com LESJ. Os níveis de anti-CHR-20 e anti-CHR-60 referem-se 
ao teste ELISA para o anticorpo anti-CHR com pontos de corte 
de 20 U/mL e 60 U/mL, respectivamente.
CHR-20: ensaio comercial para anticorpo anticromatina com valor de corte 
de 20 U/mL; CHR-60: ensaio comercial para anticorpo anticromatina com 
valor de corte de 60 U/mL; IgG anti-NCS: ensaio in house para anticorpo 
antinucleossomo em relação aos anticorpos IgG totais; IgG3 anti-NCS: 
ensaio in house para anticorpo antinucleossomo em relação aos anticorpos 
IgG3; anti-dsDNA: ensaio comercial para anticorpo anti-DNA de dupla hélice; 
ELISA: ensaio imunoabsorvente ligado à enzima.
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O presente estudo utilizou ensaios imunoenzimáticos, prepa-
rados tanto in house como comerciais. O kit comercial para 
anticorpo anticromatina (anti-CHR) (INOVA Diagnostics, 
San Diego, CA) e o imunoensaio in house para anticorpo 
antipartícula central do nucleossomo (anti-NCS) fi zeram 
uso de substratos antigênicos derivados da cromatina, tanto 
isolados como purifi cados do timo de bezerro e desprovidos 
de histona H1 e proteínas não histônicas. Além disso, os 
anticorpos contra dsDNA foram determinados por um kit 
comercial de ELISA e pela imunofl uorescência indireta 
com substrato de Crithidia luciliae (CLIF). A variabilidade 
de desempenho dos vários ensaios no presente grupo de 
pacientes provavelmente se deve ao efeito cumulativo das 
diferenças no perfi l de epítopos exibidos por diferentes 
substratos antigênicos e às condições heterogêneas da análise 
bioquímica dos diferentes testes. De fato, o presente estudo 
não teve como objetivo a comparação dos vários testes, mas 
sim a exploração da variabilidade na reatividade dos soros 
de pacientes com LESJ contra diferentes perfi s de epítopos 
em ensaios cujos alvos eram autoantígenos aparentemente 
relacionados. 

O presente estudo confi rmou a alta especifi cidade de 
anticorpos antinucleossomo e anticromatina em pacientes 
com LESJ (anti-CHR-20, 96% e anti-NCS, 98%) quando 
comparados a crianças com DA não lúpicas e outras saudá-
veis. Essa observação está de acordo com a especifi cidade 
diagnóstica de anticorpos antinucleossomo/anticromatina 
para lúpus em adultos (média de 95%; variação de 85%−
98,8%). A sensibilidade dos vários testes para os diferentes 
autoanticorpos contra os componentes da cromatina foi 
relativamente baixa (11%−40%) quando comparada aos 
dados da literatura especializada sobre LES no adulto.11,36–45 
Isso pode estar relacionado a características específi cas do 
LESJ e à composição étnica da amostra estudada ou ao fato 
de que a maioria dos pacientes com LESJ estava sob terapia 
imunossupressora no momento da coleta do soro. No presente 
estudo, 22 de 23 (96%) amostras positivas para anti-dsDNA 
no teste ELISA também eram positivas para anti-CHR-20. 
Esse achado é compatível com o conceito de que a maior 
parte dos anticorpos anti-dsDNA em pacientes com LES 
constitui um subgrupo de anticorpos direcionados contra a 
cromatina.40 Contudo, 14% dos pacientes com LESJ eram 
reativos no ensaio anti-CHR-20, mas não no teste ELISA 
para anti-dsDNA. Em contrapartida, 1% das amostras de 
pacientes com LESJ era positivo para anticorpos anti-dsDNA 
no teste ELISA, mas negativo para anti-CHR-20. Por outro 
lado, 15 de 23 (65%) das amostras positivas para anti-dsDNA 
no teste ELISA também eram positivas nos ensaios para 

IgG anti-NCS e anti-CHR-60, mas 4% dos pacientes com LESJ 
exibiram resultados negativos nesses ensaios. Tal dissociação foi 
previamente relatada13,38,40,42,43,46–48 e indica que esses sistemas de 
autoanticorpos desempenham papéis complementares no diag-
nóstico de LES. Isso pode exercer um impacto na prática clínica, 
na medida em que a demonstração de anticorpos anti-NCS, na 
ausência de outros autoanticorpos, pode ser particularmente 
útil em pacientes com poucas manifestações clínicas (p. ex., 
< 3 critérios de classifi cação). Nesses casos, a terapia precoce 
pode ter utilidade. 

Os presentes dados confi rmam a importância de se defi nir 
o valor de corte de acordo com a população estudada a fi m de 
determinar a acurácia diagnóstica dos vários ensaios imunoenzi-
máticos em diferentes estruturas étnicas e sociais. Com o uso do 
valor de corte recomendado pelo fabricante em nossa amostra, o 
kit comercial anticromatina (INOVA) exibe uma especifi cidade 
consideravelmente menor. 

A atividade da doença, conforme mensurada pelo SLEDAI, 
foi associada com a presença de anti-dsDNA (ensaio CLIF) e 
correlacionada com os níveis séricos de anti-dsDNA no teste 
ELISA, mas não foi associada com qualquer um dos outros 
ensaios avaliados. Contudo, o baixo nível de correlação 
(r = 0,235) sugere que esse parâmetro deva ser utilizado com 
cuidado na prática clínica. No entanto, é interessante notar que 
a presença de anticorpos contra os componentes da cromatina 
foi basicamente associada na literatura especializada com mar-
cadores de nefrite lúpica ativa. Vários estudos demonstraram 
previamente uma associação de anticorpos antinucleossomo 
e atividade da doença ou nefrite ativa em LES.11,13,14,35,38,40,43,48 
Também foi apontado que os anticorpos antinucleossomo sejam 
altamente correlacionados com insufi ciência renal e evolução 
para transplante renal em casos de LES.49 O presente estudo 
também confi rmou tal associação para o quadro de LESJ e apro-
fundou ainda mais a observação para várias especifi cidades de 
autoanticorpos dentro do sistema supramolecular da cromatina. 
Apesar da ampla dispersão dos níveis séricos desses autoan-
ticorpos em pacientes com doença ativa e inativa, eles foram 
associados com marcadores de nefrite ativa. Isso sugere uma 
possível associação intraindividual de atividade da doença com 
níveis séricos de anticorpos antinucleossomo e anti-dsDNA. 
Portanto, estudos longitudinais prospectivos são justifi cáveis 
para explorar ainda mais essa possibilidade. 

O comportamento de anticorpos antinucleossomo nos casos 
de lúpus em adultos foi analisado de acordo com o isótipo do 
anticorpo (classes de IgG e IgM, além de subclasses de IgG) por 
Amoura et al.11 Interessantemente, anticorpos IgG3 anti-NCS 
estavam presentes em altos níveis apenas em pacientes com LES 
ativa, sobretudo em nefrite lúpica ativa. No teste para detecção 



Desempenho diagnóstico e associações clínicas dos anticorpos contra componentes da cromatina no lúpus eritematoso sistêmico juvenil

711Rev Bras Reumatol 2012;52(5):695-712 711

de anticorpos IgG3 anti-NCS em casos de LESJ, confi rmamos 
que esses anticorpos estavam associados com marcadores de 
nefrite lúpica ativa, como proteinúria e baixo nível sérico de 
C4. Havia sensibilidade de 18% e especifi cidade de 95% para o 
diagnóstico de LESJ. Contudo, a frequência de IgG3 anti-NCS 
foi semelhante em crianças com LESJ ativo e inativo, mas os 
níveis séricos de IgG3 anti-NCS não se correlacionaram com 
o SLEDAI. Em suma, este é o primeiro relato de LESJ sobre 
uma pesquisa abrangente de autoanticorpos contra vários au-
toantígenos do complexo da cromatina, incluindo anticorpos 
IgG3 anti-NCS. Constatamos especifi cidade elevada e sensibi-
lidade moderada desses anticorpos para o diagnóstico de LESJ, 
sinalizando-os como ferramentas úteis no diagnóstico dife-
rencial de LESJ entre doenças autoimunes sistêmicas. Houve 
uma taxa de discordância moderada entre anticorpos anti-NCS/
cromatina e anti-dsDNA, indicando que tais marcadores são 
autoanticorpos complementares para o diagnóstico de lúpus. A 
associação de anticorpos anti-NCS/cromatina com proteinúria 
e baixos níveis de C4 sugere um possível papel desempenhado 
por esses anticorpos como marcadores de atividade da nefrite 
lúpica. Portanto, é justifi cável a realização de outros estudos 
longitudinais para defi nir a utilidade clínica de anticorpos 
anti-NCS/cromatina na monitorização da atividade de LESJ. 
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