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RESUMO

Objetivo: Avaliar a associação entre a presença de anticorpos antinucleossomo (anti-NCS) e a síndrome antifosfolipídica 
primária (SAFP) e o posterior desenvolvimento de lúpus eritematoso sistêmico (LES). Materiais e métodos: Trinta e 
seis mulheres com o diagnóstico de SAFP foram avaliadas prospectivamente para manifestações de doenças reumáticas 
autoimunes e para a presença de anticorpos antifosfolípides, anticorpos antinucleares e anti-NCS/cromatina. Resultados: 
Após um período médio de seguimento de 45,7 meses, anticorpos anti-NCS/cromatina foram detectados em apenas uma 
paciente (2,8%), que desenvolveu manifestações de LES tais como poliartrite, linfopenia, neurite óptica, lesões compatíveis 
com esclerose múltipla em substância branca cerebral e perfi l de autoanticorpos altamente sugestivo de LES. Conclusão: 
A frequência de anticorpos anti-NCS/cromatina é baixa em pacientes com SAFP, e sua presença pode associar-se ao de-
senvolvimento de manifestações de LES.
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do lúpus.
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INTRODUÇÃO

A síndrome antifosfolipídica (SAF) caracteriza-se por mani-
festações trombóticas e/ou morbidade obstétrica na presença 
de anticorpos antifosfolípides (AAF). Os ensaios padrão para 
AAF recomendados pelas últimas diretrizes sobre SAF são a 
pesquisa de anticorpo anticoagulante lúpico (AACL) e imu-
noensaios enzimáticos para anticorpos contra β2 glicoproteína 
I (anti-β2 GPI) e contra cardiolipina (aCL) na presença de β2 
GPI. A SAF pode ocorrer como doença primária ou associada 
a outras doenças sistêmicas autoimunes, principalmente lúpus 
eritematoso sistêmico (LES).1,2

O LES caracteriza-se por uma ampla gama de autoan-
ticorpos circulantes, muitos dos quais direcionados contra 
antígenos nucleares.3 Em particular, antígenos de cromatina 
parecem constituir o alvo preferencial dos autoanticorpos no 

LES. O nucleossomo é a unidade de cromatina e consiste em 
146 pares de bases de DNA enrolados em torno de um núcleo 
proteico. O núcleo proteico é um octâmero formado por duas 
moléculas de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4.4 A 
frequência dos autoanticorpos contra o nucleossomo (anti- 
NCS) e contra a cromatina sem H1 (anti-cromatina) no LES 
varia de 50%–100%, e sua especifi cidade para diagnosticar 
LES é relatada como variando entre 90%–99%.5–15 Anticorpos 
anti-NCS/cromatina foram associados a glomerulonefrite ativa 
em pacientes com LES.6–10 

Embora considerados específi cos para LES, os anticorpos 
anti-NCS/cromatina foram descritos em outras condições au-
toimunes, tais como esclerose sistêmica, síndrome de Sjögren, 
doença mista do tecido conjuntivo e hepatite autoimune do tipo 
1.6,8,9,16,17 A literatura é controversa, e alguns autores acreditam 
que o achado de positividade em pacientes não lúpicos deva-se 
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à heterogeneidade nas preparações NCS/cromatina e nos outros 
reagentes usados no teste ELISA (do inglês, enzyme-linked 
immunosorbent assay).6,18–20 

Recentemente, diferentes grupos relataram a presença de 
anticorpos anti-NCS/cromatina em SAF primária (SAFP).9,21,22 
Entretanto, a prevalência de anticorpos anti-NCS varia muito 
entre pacientes com SAFP (7%–77%). Isso pode estar rela-
cionado a questões metodológicas na detecção de anticorpos 
anti-NCS/cromatina ou à inclusão de pacientes com síndrome 
lúpus-like. Descobriu-se que muitos dos pacientes com SAFP 
e positivos para anticorpos anti-NCS/cromatina desenvolviam 
LES subsequentemente.21,22 Portanto, ainda não está estabele-
cido se pacientes com SAFP e portadores de anticorpos anti- 
NCS/cromatina são de fato pacientes com LES incipiente. 
Assim, realizamos um estudo prospectivo e observacional 
para avaliar a frequência de anticorpos anti-NCS/cromatina 
em pacientes com SAFP e o desenvolvimento de LES defi nido 
ou de traços isolados de LES. 

MATERIAL E MÉTODOS

Amostragem, recrutamento e coleta de dados

Trinta e seis mulheres, atendendo aos critérios de Sapporo 
para SAFP,23 foram submetidas à avaliação clínica para mani-
festações de SAF e outras doenças autoimunes. No início do 
estudo, colheu-se sangue periférico para a determinação dos 
anticorpos AACL, aCL, anti-β2 GPI e anti-NCS/cromatina. As 
pacientes foram avaliadas prospectivamente por um tempo 
médio de 45,7 ± 9,6 meses (variação de 13–56), com especial 
atenção para evidências de doença sistêmica autoimune ou 
estabelecimento de LES, de acordo com os critérios atualizados 
do American College of Rheumatology para a classifi cação de 
LES.24 Os critérios de exclusão na entrada no estudo foram 
presença de outra doença autoimune sistêmica que não a 
SAF, infecção crônica, malignidade e idade inferior a 18 anos. 
Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento 
Informado aprovado pelo Comitê de Ética institucional. 

Ensaios de anticorpos

Os anticorpos aCL foram detectados utilizando-se uma téc-
nica ELISA padronizada in-house.25 Resumidamente, placas 
de ELISA (NUNC – Thermo Fisher Scientifi c Inc, Roskilde, 
Dinamarca) foram recobertas com 50 µL de cardiolopina bo-
vina (50 µg/mL) (Sigma Aldrich Inc, St Louis, EUA) por uma 
noite a 4 ºC. Após bloqueio com 100 µL de soro bovino adulto a 
10% (ABS) em solução salina tamponada com fosfato (solução 
de PBS), pH 7,4, por 2 horas em temperatura ambiente, 50 µL 

de soro de paciente diluído a 1:50 em 10% ABS em PBS foram 
adicionados para duplicar os poços e incubados por uma noite 
a 4 °C. As placas foram então lavadas três vezes com PBS, e 
os poços receberam alternadamente 50 µL de conjugados de 
peroxidase anti-IgM ou anti-IgG (Calbiochem, La Jolla, CA, 
EUA) diluídos a 1:4.000 e 1:5.000 em PBS, respectivamen-
te, sendo então incubados por 90 minutos em temperatura 
ambiente. Após mais duas lavagens, 50 µL de p-nitrofenil 
fosfato dissódico em tampão dietanolamina (pH 9,8) foram 
adicionados aos poços. 

A densidade óptica (DO) foi determinada por espectrofo-
tometria com comprimento de onda de 450 nm a intervalos de 
15 minutos até que a amostra padrão positiva atingisse uma 
DO entre 1.000 e 1.200. A curva de calibração foi baseada em 
padrões internacionais de AAF (Louisville APL Diagnostics 
Inc, Doraville, GA, EUA). Todas as amostras foram processa-
das em duplicata. Os resultados foram expressos em unidades 
GPL e MPL para aCL IgG e IgM, respectivamente, para os 
quais valores acima de 20 unidades GPL ou 20 unidades MPL 
foram considerados positivos. Os AACL foram detectados 
utilizando-se o tempo de tromboplastina parcial ativada 
(TTPA – Diagnostica Stago, França) e o tempo do veneno de 
víbora de Russell diluído (dRVVT – Trinity Biotech, Wiclow, 
Irlanda, RU), de acordo com diretrizes internacionais.26 Os 
anticorpos séricos anti-β2 GPI IgG e IgM foram detectados 
por meio de ELISA (The Binding Site, Birmingham, RU), 
de acordo com as instruções do fabricante e com valores de 
ponto de corte de 10 U/mL para IgM e 20 U/mL para IgG.

Os anticorpos anti-NCS/cromatina foram detectados 
por meio de ELISA (INOVA Diagnostics, San Diego, CA, 
EUA), de acordo com as instruções do fabricante. O anticorpo 
antinuclear (ANA) foi determinado por imunofl uorescência 
indireta em células HEp-2 (Bion, Des Plaines, IL, EUA) em 
uma diluição de triagem de 1:80, de acordo com protocolo 
padrão.27,28 Os testes para anticorpo anti-DNA de dupla hélice 
(anti-dsDNA) foram realizados com imunofl uorescência 
indireta usando-se Crithidia luciliae como substrato. Os an-
ticorpos contra antígenos nucleares extraíveis (ENA) foram 
detectados por ensaio de imunodifusão radial, e incluíram 
anticorpos anti-SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-Sm e anti-RNP. 
A técnica Western blot foi usada para detectar pelo menos 
uma banda de três fosfoproteínas ribossomais P0 (38 kD), 
P1 (19 kD) e P2 (17 kD). 

Análise estatística

A análise estatística usou o programa SPSS 10.0 para Windows 
(Chicago, EUA). Os resultados foram expressos como número 
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inteiro e porcentagem para as variáveis categóricas, e como 
média e desvio padrão (DP) para as contínuas. 

RESULTADOS

Características das pacientes com SAFP

Trinta e seis mulheres com SAFP e idade média de 
38,4 ± 11,8 anos participaram deste estudo. Quinze (42%) 
eram de origem caucasiana, e 21 (58%) de origem africana. 
Episódios prévios de trombose arterial ocorreram em 13 
(36,1%) pacientes, dos quais acidente vascular encefálico 
foi a manifestação mais frequente, observada em 11 (84,6%) 
pacientes. Episódios prévios de trombose venosa ocorreram 
em 17 (47,2%) pacientes, a maioria nos membros inferiores 
(13 pacientes, 76,4%). Dezessete pacientes (47,2%) apresen-
taram morbidade gestacional, que foi a única manifestação 
de SAF em seis delas (Tabela 1). Durante o seguimento, o 
anticorpo aCL foi observado em 31 (86,1%) pacientes: aCL 
IgG em 28 (77,8%) e aCL IgM em oito (22,2%) indivíduos. 
Onze pacientes (30,6%) tiveram teste positivo para AACL. 
Anticorpos anti-β2 GPI foram detectados em oito (22,2%) 
pacientes: anti-β2 GPI IgM em cinco (13,9%) e anti-β2 GPI 
IgG em seis (16,7%) pacientes. A presença concomitante 
de três autoanticorpos associados à SAF (anticorpos aCL, 
AACL e anti-β2 GPI) foi observada em seis (16,7%) pacientes 
(Tabela 1). O ANA foi detectado em 12 (33,3%) pacientes, 
e o padrão pontilhado fi no foi o mais frequente, observado 
em titulações de 1/320 em oito pacientes. Outros padrões de 
ANA, tais como nuclear homogêneo (dois casos), nuclear 
envelope (um caso) e pontilhado citoplasmático discreto (um 
caso), também foram observados. 

Anticorpos anti-NCS/cromatina e 
seguimento de pacientes com SAFP 

Os anticorpos anti-NCS/cromatina foram positivos em apenas 
uma paciente (2,8%) com SAFP (Tabela 1), com valor de 
147 UI/mL. É importante mencionar que o ponto de corte 
recomendado para o teste dos anticorpos anti-NCS/cromatina 
é 20 UI/mL, tendo sido estabelecido que valores acima de 
60 UI/mL indicam reatividade fortemente positiva (Figura 1). 
Durante o período de seguimento (45,7 ± 9,6 meses), aquela 
mesma paciente com reatividade para o teste anti-NCS/croma-
tina apresentou manifestações de LES, tais como linfopenia, 
poliartrite e envolvimento neurológico caracterizado por neurite 
óptica e lesões desmielinizantes da substância branca semelhan-
tes a esclerose múltipla na ressonância magnética cerebral. Ela 
também apresentou um perfi l de autoanticorpos compatível com 

LES, incluindo positividade para ANA a 1:1280 (Hep-2 ANA) 
com padrão homogêneo, anti-dsDNA a 1/10, anti-SS-A/Ro e 
anti-P ribossomal. Essa paciente teve um teste não reagente 
para o anticorpo anti-aquaporin 4. Entre as pacientes que não 
reagiram aos anticorpos anti-NCS/cromatina, duas desenvol-
veram poliartrite tipo reumatoide e foram negativas para o 
fator reumatoide e anticorpo antipeptídeo citrulinado cíclico. 
Uma delas foi tratada com corticosteroides e metotrexato, e a 

Tabela 1
Achados clínicos e perfi l de autoanticorpos em pacientes com 
SAFP 
Variáveis Pacientes

Trombose 30 (83,3%)

Manifestações venosas
        Membros inferiores
        Embolismo pulmonar                    
        Trombose venosa intracraniana
        Membros superiores

17 (47,2%)
13
  3
  2
  1

Manifestações arteriais
        Acidente vascular encefálico
        Oclusão periférica               
        Infarto do miocárdio

13 (36,1%)
11
  3
  1

Morbidade gestacional 17 (47,2%)

Autoanticorpos relacionados à SAF
        AACL
        aCL IgG                     
        aCL IgM 
        Anti-β2 GPI
        Todos os três anticorpos antifosfolípides

11 (30,6%)
28 (77,8%)
  8 (22,2%)
  8 (22,2%)
  6 (16,7%)

Anticorpos antinucleossomo/cromatina
        Anticromatina   1 (2,8%)

Figura 1
Magnitude da reatividade do anticorpo anti-NCS/cromatina IgG 
em pacientes com SAFP. Níveis entre 20,0 UI/mL e 60,0 UI/mL 
são considerados moderadamente  positivos, enquanto aqueles 
acima de 60 UI/mL são considerados fortemente positivos.
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outra com metotrexato e lefl unomida. Uma paciente morreu 
devido a infarto do miocárdio após um seguimento médio de 
13 meses. Nenhuma outra paciente desenvolveu sintomas e 
sinais sugestivos de envolvimento sistêmico. Nenhuma outra 
paciente foi positiva para anti-dsDNA e ENA.

DISCUSSÃO

O presente estudo demonstrou baixa frequência de anticorpos 
contra componentes da cromatina na SAFP. De fato, apenas 
uma paciente (2,8%) apresentou positividade para o ensaio 
de anti-NCS/cromatina e desenvolveu LES. A maioria das 
pacientes com SAFP não desenvolveu sinais nem sintomas 
compatíveis com LES durante o seguimento médio de 45 
meses. A única exceção, no entanto, uma paciente com po-
sitividade para o ensaio de anti-NCS/cromatina, apresentou 
linfopenia, poliartrite, neurite óptica, lesões desmielinizantes 
na substância branca sugestivas de esclerose múltipla e um 
perfi l de anticorpos altamente sugestivo de LES.

A presença de anticorpos anti-NCS/cromatina em pacien-
tes com SAFP tem sido motivo de controvérsia na literatura 
recente. Como os anticorpos anti-NCS/cromatina têm sido 
considerados altamente específi cos para LES, a presença 
desses autoanticorpos em uma paciente com diagnóstico de 
SAFP pode indicar progressão da doença para LES. Um grupo 
de pesquisadores demonstrou que a prevalência de anticorpos 
anti-NCS/cromatina na SAFP é baixa,9 tendo outros grupos 
associado a presença desses anticorpos em pacientes com 
SAF ao subsequente desenvolvimento de características de 
LES.21,22 Embora o desenvolvimento de manifestações de SAF 
em pacientes lúpicos com anticorpos AAF tenha sido relatado 
em 50%–70% dos casos ao longo de 20 anos de seguimento,1,29 
o oposto, em geral, não é esperado. Na verdade, um quadro 
completo de LES pode se desenvolver em 4%–10% dos pa-
cientes com SAFP, com presença de história familiar de LES, 
fenômeno de Raynaud, enxaqueca, achados semelhantes a 
esclerose múltipla, anemia hemolítica, níveis baixos de C3 e C4 
e teste de Coombs positivo sendo reconhecidos como fatores de 
risco.30 Os achados atuais sugerem que os anticorpos anti-NCS/
cromatina podem ser considerados um fator de risco adicional 
para o desenvolvimento de LES em pacientes com SAFP.

O substrato antigênico usado nos ensaios de anticorpos 
anti-NCS/cromatina é importante para a heterogeneidade dos 
resultados obtidos por diferentes autores. O ensaio comercial 
utilizado no presente estudo foi a cromatina sem H1 e sem as 
proteínas não histonas (principalmente oligonucleossomos) 
derivada do timo de bezerro. Trata-se de um antígeno larga-
mente usado para ensaios de anti-NCS/cromatina, contendo 

a maioria dos epítopos de nucleossomo reconhecidos pelos 
anticorpos anti-NCS policlonais e monoclonais. 

A falta de padronização dos testes sorológicos é o problema 
principal para a determinação de autoanticorpos.31 Os antígenos 
atualmente utilizados para a determinação dos anticorpos anti- 
NCS/cromatina incluem cromatina sem H1, polinucleossomos 
sem H1 e mononucleossomos com ou sem H1. Além disso, há 
uma variação nas condições bioquímicas de purifi cação de an-
tígenos e na fonte natural usada para a preparação de antígenos. 
Finalmente, as condições estabelecidas nos vários imunoensaios 
são heterogêneas. Toda essa heterogeneidade implica que os 
diferentes ensaios não detectam exatamente a mesma popula-
ção de autoanticorpos, o que pode contribuir para os resultados 
parcialmente confl itantes observados na literatura.32 

O presente estudo mostrou uma baixa frequência de anti-
corpos anti-NCS/cromatina em pacientes com SAFP, e esses 
autoanticorpos podem estar associados ao desenvolvimento 
de características de LES naqueles pacientes. Estudos mul-
ticêntricos e longitudinais adicionais são necessários para 
confi rmar tais achados. 
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