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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga reumatica auto-
imune, classificada como uma reacao de hipersensibilidade tipo Ill, que cursa
com exuberante producdo de auto-anticorpos de diferentes especificidades, e
reacao inflamatdria crénica. O LES acomete predominantemente pessoas do
sexo feminino, com prevaléncia de 5-50 casos/100.000. Contudo, estudos
epidemiologicos tém mostrado diferengas raciais na prevaléncia e aspectos
clinicos e laboratoriais do LES. Diferencas tém sido demonstradas
principalmente na frequéncia dos auto-anticorpos contra antigenos nucleares
extraiveis (ENA, extractable nuclear antigens) e de anticorpos IgG anti-DNA fita
dupla. Existem poucos dados sobre a prevaléncia destes auto-anticorpos em
pacientes brasileiros, principalmente usando imunoensaios sensiveis. Assim,
neste estudo foram investigadas as frequéncias de anticorpos antinucleo dos
isotipos 1gG e IgE com especificidade antigénica para as proteinas nucleares
SSA, SSB, Sm e U1-RNP, além de anticorpos IgG anti-DNA fita dupla. Soros
de 21 pacientes do sexo feminino e de 26 doadoras sadias, idade entre 15-65
anos foram inicialmente triados para a presenca de anticorpos antinucleares
IgG e IgE através de reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI, FAN-IgG e
FAN-IgE) com células HEp-2. Anticorpos IgG anti-DNA fita dupla, e 1gG e IgE
anti-ENA foram investigados por técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) indireto, usando fase sodlida coberta com os auto-
antigenos purificados. A concentragao sérica de IgE foi determinada por ELISA
de captura. Todos os soros dos pacientes com LES (100%) foram reativos no
teste de FAN-IgG (mediana do titulo = 640), enquanto 15/21 (71%) amostras
reagiram no teste de FAN-IgE. Anticorpos IgG anti-DNA fita dupla foram
detectados em 12/21 (52%) soros (mediana do titulo = 777 Ul/ml, sensibilidade
de 35,5%). Quatorze soros reagiram em ELISA-IgG para anticorpos anti-ENA,
apresentando as seguintes sensibilidades: anti-RNP = 40%; anti-SSA e anti-Sm
=20%, e anti SSB = 10,5%. Anticorpos IgE anti-ENA foram detectados em sete
soros, apresentando o teste de ELISA-IgE uma sensibilidade de 2,5% para
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anticorpos anti-SSA e SSB, e de 5,3% e 17,6% para anti-Sm e anti-RNP,
respectivamente. Os testes de ELISA-IgE para anticorpos anti-Sm e anti-SSA
mostraram 100% de especificidade, enquanto uma especificidade de 95% foi
encontrada para os testes com anticorpos anti-SSB e anti-RNP. Um aumento
na concentracdo de IgE sérica for observado em 6 (29%) das amostras
(mediana = 426 Ul/ml), existindo uma correlagéo positiva entre os titulos de
FAN-IgG e IgG anti-RNP (r = 0.796, P = 0.002), entre os titulos de IgG e IgE
anti-RNP (r = 0.594, P = 0.0045) e também entre IgE anti-RNP e IgE total (r =
0.680, P = 0.0007). Concluindo, a freqiéncia de FAN-IgG e anticorpos IgG anti-
SSA, SSB e anti-Sm nos pacientes brasileiros com LES concordou com os
resultados de outros estudos internacionais, existindo contudo uma forte

predominancia de anticorpos anti-RNP nestes individuos.

Palavras-chave: lupus eritematoso sistémico, antigenos nucleares extraiveis,

auto-anticorpo IgG, auto-anticorpo IgE.
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Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune rheumatic
disease, classified as type Il hypersensitivity. It courses with exuberant
autoantibody production of different specificities, and chronic inflammatory
reaction. It is predominantly a female disease, showing a prevalence of 5-
50/100.000, however some epidemiological studies have demonstrated race
differences in both prevalence and clinical and laboratory aspects of SLE, that
are mainly related with the frequency of anti-ENA and anti-dsDNA antibodies
(AB). There are no data on the prevalence of these antibodies in Brazilian
patients, mainly using sensitive immunoassays like ELISA. Thus, in this study
were investigated antinuclear IgG and IgE autoantibodies against the ENA-
proteins SSA, SSB, Sm and RNP, and also anti-dsDNA 1gG antibodies. Twenty-
one sera from SLE female (range 15-65 years) were screened for antinuclear
IgG and IgE antibodies by indirect immunofluorescence with HEp-2 cells. Anti-
dsDNA Ab and anti-ENA 1gG and IgE antibodies were investigated by indirect
ELISA using solid phase sensitized with purified autoantigens. Serum IgE
concentration was determined by a capture ELISA. All sera were ANA-IgG
positive (100% sensitivity, median titer = 640), while 15 out of 21(71%) serum
samples were ANA-IgE positive (55.5% sensitivity). Anti-dsDNA antibodies
were detected in 12 out of 21 sera (35.5% sensitivity, median titer = 777 [U/ml).
Fourteen sera reacted in IgG-ELISA for ENA antibodies, presenting the
following sensitivity: 40% anti-RNP, 20% anti-SSA and anti-Sm, and 10.5% for
anti-SSB. Anti-ENA IgE autoantibodies were detected in seven sera, with 2.5%
sensitivity for anti-SSA and SSB antibodies, and 5.3% and 17.6% sensitivity for
anti-Sm and anti-RNP, respectively. ELISA for anti-Sm and anti-SSA IgE
antibodies showed 100% specificity, while 95% specificity was found for anti-
SSB and anti-RNP in IgE-ELISA. Higher concentration of serum IgE was
observed in 6 (29%) sera (median level = 426 1U/ml), and a positive correlation
was verified between ANA-IgG and anti-RNP IgG titers (r = 0.796), anti-RNP
IgG and IgE titers (r = 0.594), and also between anti-RNP IgE and total IgE (r =
0.680). Concluding, the frequency of ANA-IgG and anti-ENA 1gG antibodies to

SSA, SSB and Sm antigens in SLE Brazilian patients was in accordance with
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others international studies, but there was a strong predominance of anti-RNP
autoantibodies in these individuals.

Key words: systemic lupus erythematosus, extractable nuclear antigens, 1gG

autoantibody, IgE autoantibody.
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1.0 INTRODUCAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenga auto-imune
sistémica, caracterizada imunologicamente como uma reacdo de
hipersensibilidade tipo Ill, mediada primariamente por complexos imunes
circulantes formados por auto-antigenos e auto-anticorpos, que se depositam
em oOrgaos e tecidos, produzindo inflamagado crénica. Acomete pessoas de
todas as idades de ambos os sexos, sendo mais prevalente em mulheres em
idade reprodutiva, principalmente da raga negra (Mok & Lau, 2003).

Varios fatores estdo associados com o LES, incluindo fatores genéticos
representados por genes HLA-Il DR2 e DR3; HLA-III, envolvidos com a sintese
dos componentes C2 e C4 do sistema do Complemento, além de genes néo
ligados ao MHC, responsaveis pela sintese de citocinas, receptores celulares
destes mediadores imunes, receptores de Fcy e CR1 (Hahn, 1997).

A maior incidéncia de LES em individuos do sexo feminino, alcangando
uma relagado de 9:1 na faixa de 20-40 anos de idade, revela a influéncia dos
hormonios sexuais na manifestacado clinica desta doenca, devido aos efeitos
moduladores sobre a resposta imune. Assim, € inquestionavel o efeito dos
estrégenos sobre a atividade do LES, a partir de observagdes sobre os efeitos
adversos do uso de contraceptivos e reposigcdo hormonal em mulheres lupicas,
influéncia do ciclo menstrual sobre a atividade da doenca, além da remissao da
doenca em mulheres menopausadas. Tais observagdes sdo confirmadas pela
associagao do LES masculino com atividade androgénica inadequada (Lahita,

1997; Rood et al., 1998; Mok & Lau, 2003).
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Por outro lado, fatores ambientais como radiagéo ultravioleta, tabagismo,
medicamentos, ingestdo aumentada de gorduras saturadas, cosméticos, em
especial tinturas de cabelo, medicamentos e infecgdes virais, entre outros,
parecem precipitar o inicio desta doenga auto-imune (Mok & Lau, 2003;

Riemekasten & Hahn, 2005).

1.1. EPIDEMIOLOGIA

Varios estudos tém mostrado o efeito da raca na incidéncia do LES e na
sua apresentacao clinica. A prevaléncia de LES tem sido descrita ser cerca de
oito vezes maior em afroamericanos e afrocaribenhos em comparagao com
caucasianos, existindo evidéncias que a doenca ndo é rara no oeste da Africa
(Molokhia et al., 2001). Contudo, estudos epidemiolégicos recentes também
tém mostrado uma maior incidéncia e prevaléncia de LES em populagdes
indigenas norte-americanas quando comparadas aos caucasianos (Bongu et
al., 2002).

Embora os indices de mortalidade tenham diminuido nos ultimos anos,
principalmente devido aos avangos obtidos no diagndstico e tratamento do
LES, este ultimo aperfeicoado com o uso de hemodialise e transplante em
pacientes com insuficiéncia renal, o risco de Obito ainda € cerca de trés vezes

maior do que na populacgéo geral (Bongu et al.; 2002, Petri, 2002).
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1.2. IMUNOPATOGENIA

O LES nao possui uma causa determinada. Imunologicamente, tem sido
documentado alteragdes funcionais e quantitativas em diferentes componentes
celulares e moleculares da resposta imune inata e adquirida dos individuos

portadores da doenga (Hahn, 1997; Robson & Walport, 2001).

1.2.1 Imunidade inata

Os leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos e mondcitos apresentam
aumentada expressao espontanea de CD11b e diminuicdo na fagocitose e
processamento de complexos imunes ou de células apoptéticas. Existe um
clearance defeituoso de complexos imunes e restos celulares apoptoéticos por
deficiéncia na sintese dos componentes iniciais do complemento C1q, C2 e C4,
e dos receptores celulares deste sistema, incluindo CR1 e o receptor de C1q

(Fuente et al., 2001; Mok & Lau, 2003).

1.2.2 Alteragoes da regulacao imune no LES

Células T reativas para diferentes auto-antigenos (ex. DNA nativo,
histonas, snRNP, Sm-B, Sm-D) podem ser isoladas do sangue periférico. Por
outro lado, a perda de regulagédo imune no LES é expressa nas células T por
um aumento dos linfécitos ativados no sangue periférico, exacerbagdo da

funcdo T auxiliadora frente aos linfécitos B, diminuicdo da morte celular
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induzida por ativacdo imune e alteragdes da bioquimica celular associadas ao
aumento do influxo de calcio e da fosforilagéo intracelular (Hoffman, 2004).

Estudos recentes com clones de células T CD4+ humanas, obtidos de
linfocitos circulantes especificos para antigenos diferentes, tém mostrado que
estas células compreendem principalmente duas populagdes funcionalmente
distintas, caracterizadas por diferentes padroes de producdo de citocinas:
células T-helper (Th)1 que produzem citocinas pro-inflamatérias como
interleucina (IL)-2, interferon (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-B), e
linfocitos Th2, que produzem citocinas antiinflamatérias como IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13. Um terceiro tipo de linfécitos T helper denominado ThO, produz ambos
os tipos de citocinas (Romagnani,1994). Estudos recentes, tém demonstrado
que o padrao ThO melhor define o LES, sendo caracterizado por niveis séricos
aumentados de IL-12, IFN-y, IL-10 e TNF-a, exercendo este ultimo
aparentemente um papel protetor na doenca (Gémez et al., 2004).

A molécula CD40L é uma molécula co-estimulatéria da ativagao dos
linfocitos B presente na superficie dos linfocitos T. Ela pode mediar a ativacao
das células B de forma inespecifica, incluindo aquelas que reconhecem
antigenos proprios, contribuindo para a produgdo de auto-anticorpos. Sob
condi¢cdes normais, CD40L €& apenas rapidamente expresso na superficie de
células T auxiliadoras seguindo a ligacdo de TCR ao antigeno, assegurando
que a interacao entre células T auxiliadoras e células alvos sera restrito para
aquelas células que encontraram componentes da mesma particula
antigénica. Assim, a expressdo mais prolongada de CD40L na superficie de
células T pode ser responsavel pela geragdo de uma resposta imune

generalizada indesejavel para auto-antigenos (Vakkalanka et al., 1999).
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A ativacao de células B através da interagdo de CD40 com o seu ligante
CDA40L causa a apoptose de células B, através da ligagdao de CD95 induzido
por células T Fas ligante positivas (Schattner et al. 1995).

A forma soluvel de CD40L esta com a concentracdo aumentada nos
soros da maioria dos pacientes com LES (Koshy et al., 1996). Assim, a
abundancia CDA40L, na presencga de antigenos proprios, aumenta a sobrevida
de células B, estimulando a expressdo de moléculas co-estimulatérias e
diferenciagcao destas células, incluindo “switch” de classe de imunoglobulina e
mutacdes somaticas.

Uma falta de regulagcdo na produgdo da forma soluvel de CD40L
representa um mecanismo patogénico associado com a capacidade de
aumentar a producao de citocinas, a funcdo co-estimulatéria de células

apresentadoras de antigenos, induzindo vasculopatia e estado protrombético
apos a ativagdo de células endoteliais (Vakkalanka et al., 1999).

Além do aumento no numero de linfécitos B ativados, produzindo
imunoglobulinas no sangue periférico, estas células sdao mais sensiveis a
ativacao especifica por antigenos e sao mais facilmente submetidas a ativagao
policlonal. Adicionalmente, estas células tornam-se mais reativas aos efeitos de
citocinas como IL-6 e IL-10, além de secretar espontaneamente
imunoglobulinas in vitro. Também, a producéo de auto-anticorpos € favorecida
por diminuicdo da atividade supressora de células T regulatérias e células NK

e perda da regulagéo idiotipica (Hoffman,2004; Mok & Lau, 2003).
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1.2.3 Auto-anticorpos

Uma caracteristica comum as doencgas auto-imunes sistémicas como
lupus eritematoso sistémico, doenca mista do tecido conjuntivo (MCTD),
esclerodermia (ou esclerose sistémica), sindrome de Sjégren, dermatomiosite e
poliomiosite, € a ocorréncia de anticorpos para antigenos intracelulares
nucleares ou nucleolares, coletivamente denominados de anticorpos
antinucleo, designados na rotina laboratorial dos paises de lingua inglesa como
ANA (antinuclear antibody) e conhecidos no Brasil como FAN (fator antinucleo).
Embora detectados em quase 100% dos pacientes portadores de LES sem
tratamento, os anticorpos antinicleo podem ser também encontrados na
maioria das outras doencgas reumaticas sistémicas, entretanto em baixa
frequéncia. Geralmente os titulos de anticorpos antinucleo sdo mais elevados
no LES quando comparados aqueles obtidos com as demais doencgas auto-
imunes ou com a populagédo sadia (Tan et al., 1997; Kavanaugh et al., 1999;
Maddison, 2002; Paassen, 2003).

Uma importante observacdo € que os auto-anticorpos antinucleo séo
dirigidos para muitos alvos antigénicos nas doengas reumaticas auto-imunes,
sendo a prevaléncia destas diferentes imunoglobulinas bastante variavel.
Assim, ja foi possivel a caracterizagdo imunoquimica de mais de 25
especificidades imunes, estando certos perfis de auto-anticorpos associados
com categorias diagnosticas de doengas reumaticas auto-imunes e muitas
vezes com um padrao particular de suas manifestagdes clinicas (Mahler et al.,

2003; Paassen et al., 2003).
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Entre os auto-anticorpos antinucleares, anticorpos para antigenos ENA,
pequenas ribonucleoproteinas extraiveis (RNP, Sm, SSA e SSB) assim
designadas devido as suas naturezas quimicas, e mais freqientemente em
virtude dos nomes dos pacientes onde foram demonstrados pela primeira vez
(ex. Sm, de Stephanie Smith), sdo especialmente investigados no LES
(Maddison, 2002; Riemekasten & Hahn, 2005).

Dos anticorpos acima, aqueles dirigidos para complexos formados de U
RNAs complexados com proteinas, que estdo envolvidos com splicing do
precursor de RNA mensageiro, denominados de anticorpos anti-Sm, sao muito
especificos para LES, inclusive correspondendo a um dos critérios
preconizados pelo American College of Rheumatology (Hochberg, 1997), para
diagndstico desta doenga. Contrastando com a sua alta especificidade, os
anticorpos anti-Sm séo pouco sensiveis para diagnosticar casos de LES, pois
s6 ocorre em cerca de 10-25% dos pacientes, principalmente em mulheres
jovens negras (Zieve & Khusial 2003, Migliorini et al. 2005).

Anticorpos direcionados contra a ribonucleoproteina U{RNP, podem ser
detectados no LES, contudo eles sdo detectados com maior frequéncia em
pacientes com doenga mista do tecido conjuntivo. A semelhanga dos
anticorpos anti-Sm, eles sdo também mais frequentes em mulheres negras
(Migliorini et al., 2005).

Embora ambos auto-anticorpos sejam detectados no LES, as
associagdes dos mesmos com manifestacdes clinicas particulares do LES néao
tém sido confirmadas (Benito-Garcia et al., 2004).

Os outros dois auto-anticorpos anti-ENA também pesquisados na rotina

laboratorial das doengas reumaticas sistémicas como LES s&o anti-SSA (Ro)
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e anti-SSB (La). Anticorpos anti-SSA sé&o vistos em aproximadamente 25%
dos pacientes com LES, estando associados com fotossensibilidade e bloqueio
cardiaco congénito de neonatos de maes com LES, enquanto os anticorpos
anti-SSB (La), quando presentes, geralmente estdo acompanhados de
anticorpos anti-SSA. Os anticorpos anti-SSB sao menos frequentes em LES
do que SSA, e quando encontrados, tém sido associados com eritema malar,
fotossensibilidade, lesdes cutaneas subagudas, artrite serosite e trombose
ocorrendo em aproximadamente 10% dos pacientes com a doenga (Swaak et
al.,1993).

Dois auto-anticorpos tém sido mais diretamente implicados na
patogénese do LES: anticorpos anti-DNA fita dupla e antinucleossoma, estes
ultimos com especificidade antigénica dirigida para unidades de cromatina
formadas por histonas e DNA fita dupla. Os primeiros, além de comporem o
elenco dos critérios imunoldgicos preconizados pelo ACR, sédo considerados
marcadores especificos da atividade lupica, enquanto os auto-anticorpos
antinucleossoma tém sido destacados por sua sensibilidade diagndstica e
monitoragao do tratamento do LES (Burlingame & Cervera, 2002; Cervera et
al., 2003; Riemekasten & Hahn, 2005).

Auto-anticorpos de outras especificidades podem ser eventualmente
detectados nos soros de pacientes com LES, como por exemplo o auto-
anticorpo antiproteina ribossomal P, que aparentemente guarda uma relagéo

com manifesta¢gdes neuropsiquiatricas em pacientes lupicos (Gerli et al., 2002)
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1.3. CARACTERISTICAS CLINICAS

O LES apresenta sinais e sintomas inespecificos, que podem ser
encontrados em diferentes situagdes clinicas: febre, mialgias, perda de peso e
cansaco, este ultimo, freqliientemente crénico, podendo refletir a reativacdo da
doenca (Lahita, 1997).

A presenga de artralgias nas pequenas articulagbes das maos e dos
punhos é frequente. As manifestagdes dermatolégicas geralmente envolvem
regides cutaneas expostas a luz solar ou artificial, sendo o sinal clinico mais
comum o eritema malar, que pode ser observado em cerca de 30 a 50% dos
pacientes lupicos (Brasington et al., 2003, Fernando & Isenberg, 2005).

Ulceras orais, nasofaringeas, conjuntivais ou vaginais, podem também
ser encontradas. Em menor frequéncia, pode ser observados: alopecia,
fenbmeno de Raynaud, que é uma isquemia transitoria causada pelo frio e
localizada nas extremidades dos dedos das méos, e livedo reticularis, eritema
violaceo, de aspecto marmoéreo e padrao vascular, que se localiza
preferencialmente nos membros inferiores (Lahita, 1997; Hildebrand & Muller
2001; Font et al., 2004).

A doenca renal, evidenciada laboratorialmente por alteracbes na
urinalise (proteinuria superior a 0.5g/l, hematuria e cilindruria), cujo diagnéstico
confirmatorio so é possivel através da histopatologia de material de biépsia dos
rins, pode estar presente em cerca de 30% dos portadores de LES. A doenca
hematoldgica se faz representar predominantemente por anemia de doencga
crbnica e, menos freqientemente, por anemia hemolitica auto-imune. Além de

alteracdes na série vermelha, ocorre leucopenia e trombocitopenia em cerca de
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50% dos pacientes. As reagdes inflamatérias podem envolver coragéo,
pulmbdes, e o sistema digestivo. As alteragcbes neuropsiquiatricas sao
manifestadas em frequéncia variada, podendo ser multiplas e simultaneas,
concorrendo para um mau prognéstico do curso da doencga (Lahita, 1997; Font

et al., 2004).

1.4 . CARACTERISTICAS LABORATORIAIS

O LES cursa principalmente com a producdo de auto-anticorpos de
ampla especificidade, dirigidos contra componentes do nucleo celular e
fosfolipides da membrana celular.

Os primeiros podem ser detectados através da reacdo de
imunofluorescéncia indireta com células epiteliais HEp-2, onde tais anticorpos
podem produzir diferentes padrdes de fluorescéncia, que dependem da
localizagdo nuclear do antigeno reconhecido, ou entdo através de
imunoensaios que usam extratos celulares destas células (Warchu, 2000;
Egner, 2000; Maddison, 2002).

Com o desenvolvimento de novos métodos para detec¢cao de auto-
anticorpos e isolamento e produgédo biotecnolégica de  auto-antigenos
nucleares, um grande numero de novos testes diagndsticos vem sendo
introduzido no laboratério clinico, como por exemplo o0s ensaios
imunoenzimaticos heterogéneos de ELISA, DOT-ELISA e Western
immunoblotting com as proteinas SSA, SSB, Sm, U1 snRNP, entre outras (Tan

et al. 1999, Phan et al, 2002).
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Anticorpos antieritrocitos, antileucécitos e/ou antiplaquetas podem ser
encontrados em pacientes portadores de LES, contribuindo para a anemia,
leucopenia e trombocitopenia nesta doenca. Na pesquisa dos mesmos podem
ser usadas técnicas de aglutinagdo como os testes de Coombs para pesquisa
de anticorpos dirigidos para antigenos eritrocitarios, e de imunofluorescéncia
para a deteccio de auto-anticorpos antileucocitarios e antiplaquetarios.

Testes para anticorpos antifosfolipides de diferentes isotipos ja fazem
parte da rotina laboratorial especializada do LES, sendo usados para detectar
riscos de trombose ou de abortamento de repetigdo. (Loizou et al., 2000).

Embora as raras deficiéncias na sintese de componentes do sistema
Complemento sejam fortemente associadas com LES, nos pacientes lupicos
sem esta imunodeficiéncia ocorre o consumo de componentes da via classica
durante a doenca ativa, principalmente de C4, devido a ativagao deste sistema
por complexos imunes, os quais inclusive podem ser ocasionalmente
detectados na circulagdo. Geralmente, na investigagao laboratorial do sistema
complemento no LES, é realizado testes de atividade funcional (atividade
hemolitica CH50), dosagens imunoquimicas de C3 e C4, além da pesquisa de
produtos de clivagem de componentes gerados durante a ativagdo deste
sistema (Walport, 2002; Liu et al. 2005).

A atividade inflamatdria € avaliada através da medida da velocidade de
eritrossedimentagdo, aumentada na doenga ativa, mantendo-se inalterado o
nivel de proteina C-reativa, que s6 se eleva existindo infeccdo no paciente
lupico (Paasen, 2003).

O acometimento renal no LES pode ser diagnosticado através da

histopatologia de biopsia renal. Uma vez que tal procedimento fornece

26



informacdes pontuais e pode causar riscos ao paciente, a doencga renal pode
ser bem monitorada nos pacientes portadores de LES com doenca renal
através de dosagens laboratoriais de rotina como creatinina, proteinuria e
urinalise, esta ultima detectando alteracbes no sedimento urinario como a

presenca de cilindraria, hematuria e/ou leucocituria (Lahita, 1997).

1.5. CRITERIOS PARA CLASSIFICAGAO

O LES é uma doenga que apresenta multiplas manifestagdes clinicas,
varias presentes em outras doengas reumaticas, impondo a necessidade de
verificagdo de um conjunto de sinais e sintomas para o seu diagndstico. Assim,
este é baseado no reconhecimento de um padrdo de anormalidades clinicas e
laboratoriais. A introdugédo dos testes soroldgicos para identificar perfis tipicos
de auto-anticorpos associados ao LES tem revolucionado as atitudes clinicas
frente a doenga, aumentando a sensibilidade diagndstica, além de permitir
evidenciar casos em que a identificacdo de marcadores laboratoriais
antecedeu significativamente o inicio dos sintomas atribuidos a doenca
(Arbuckle et al., 2001).

Ha cerca de oito anos, o American College of Rheumatology (Hochberg,
1997), produziu a sua versdo modificada dos critérios de classificagdo para
LES. A mais importante modificacdo neste documento correspondeu a
substituicdo da pesquisa de células LE, presente na versao de 1982, pela
investigacado de anticorpos antifosfolipides. Esta medida aboliu definitivamente
do laboratodrio clinico um teste pouco sensivel, de leitura subjetiva, e em

desacordo com as normas atuais de biosseguranga. Desta forma, s&o
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preconizados quatro critérios laboratoriais (critérios 7, 9, 10 e 11) e sete

critérios clinicos, aqui apresentados de forma simplificada:

1) Eritema malar

2) Rash discéide

3) Fotossensibilidade

4) Ulceras orais/nasais

5) Artrites: ndo erosivas

6) Serosites: pleurisia ou pericardite

7) Comprometimento renal: proteinuria persistente (0,5 g/24h ou >3+) ou
cilindraria anormal.

8) Alteragbes neuroldgicas: convulsdo ou psicose (ambos na auséncia de
outras causas)

9) Alteracbes hematologicas: anemia hemolitica ou leucopenia ou
linfopenia ou plaquetopenia.

10) Alteragbes imunologicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm, ou
presencga de anticorpos antifosfolipides baseado em: a) niveis anormais
de 1gG ou IgM anticardiolipina ou b) teste positivo para anticoagulante
lupico ou c) teste falso-positivo para sifilis, por um periodo minimo 6
meses e confirmado por teste de FTA-ABS ou similar.

11) FAN positivo

Os critérios foram desenvolvidos com o objetivo de uniformizar a inclusao

de pacientes para estudos cientificos sobre LES, e embora raro, alguns
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individuos com lupus podem nao apresentar o minimo de 4 parametros
exigidos para classificagao (Sato et al.,2002).

Varios sdo os motivos que continuam dificultando o diagndstico do LES.
Além das diferencas populacionais, refletidas nos resultados laboratoriais, uma
proporcado consideravel de pacientes apresenta sintomas nao especificos, tais
como artrite, febre e cansaco. A idade e o sexo do paciente também séao
fatores importantes. O LES é uma doencga de maior prevaléncia em mulheres
na idade fértil, o que pode reduzir o indice de suspeita clinica em criancas,

homens e mulheres idosas (Cervera et al., 1993; Ward et al., 1989).

1.6. A imunoglobulina E no LES.

Pacientes com LES ativo tém maior concentragao de IgE no soro do que
pacientes com LES em remissdo, no entanto, maiores investigacbes sao
necessarias para saber se a elevacéo de IgE durante a doenga ativa é primaria
ou secundaria a um fator patogénico (Rebhun et al., 1983; Laurent et al.,
1986).

Auto-anticorpos anti-IgE ja foram também observados em pacientes com
lupus eritematoso sistémico e podem contribuir para as lesbes patogénicas
caracteristicas desta doencga (Gruber et al., 1988).

Em pesquisa recente, Atta et al., (2004) mostraram que 17 de 21
pacientes (81%) apresentando FAN-IgG positivo pelo teste convencional de
imunofluorescéncia indireta com células HEp-2, tinham também anticorpos IgE
antinucleo, 6 deles apresentando problemas renais. Em 15 dos 17 soros, foi

observado um padrao de fluorescéncia pontilhado fino, a semelhanca do
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padrdao obtido com FAN-IgG, enquanto que os outros dois reagiram com
antigenos de membrana nuclear. Nao existiu neste estudo correlagao entre a
alta concentracédo sérica de IgE e positividade para FAN-IgE, entretanto a
positividade deste ultimo foi mais frequente em soros apresentando titulos de
FAN-IgG acima de 160. Embora o papel imunopatogénico para IgE nas
doengas mediadas pelos imunocomplexos nao seja evidente, presume-se que
auto-anticorpos deste isotipo participem das mesmas, induzindo reacgdes
inflamatodrias que resultam em glomerulonefrites, indicando uma associagao
entre os niveis aumentados de IgE sérica e alteragao da fungao renal, além de
sugerir a participagao desta imunoglobulina nas lesdes dos rins (McPhaul et al.,

1974; Tuma et al., 1981).
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2.0. RELEVANCIA

Pelo exposto, a pesquisa de anticorpos antinucleo é amplamente
aceita como importante ferramenta laboratorial para diagnéstico de muitas
doencas do tecido conjuntivo. Quando a triagem de FAN é positiva, é
justificada a investigagao da especificidade dos auto-anticorpos para uma série
de antigenos nucleares, incluindo ENA e DNA dupla-fita. Por outro lado, a
auséncia de um teste de FAN positivo dispensaria a pesquisa desses auto-
anticorpos ( Kavenaugh et al., 1999; Egner, 2000).

A freqléncia de auto-anticorpos anti-ENA em pacientes com LES
depende da populagéo investigada e das técnicas usadas nos estudos. Assim,
as técnicas de imunodifusdo radial dupla e de aglutinagdo embora possuam
boa especificidade ndo tém a mesma sensibilidade dos imunoensaios com
reagentes marcados, para a deteccdo destes auto-anticorpos ( Sanchez-
Guerreiro et al., 1996; Olaussen & Rekvig, 1999; Phan et al., 2002)

O emprego recente da técnica de ELISA para deteccdo de auto-
anticorpos antinucleo, e também anti-ENA, tem permitido superar as
interpretagbes subjetivas dos resultados obtidos por técnicas de |IFlI,
imunoprecipitacdo ou aglutinagédo, além de fornecer informagdes de forma
automatizada e semiquantitativa dos niveis destas imunoglobulinas. Contudo,
resultados controversos da prevaléncia de auto-anticorpos anti-ENA em
pacientes com LES podem ser produzidos nos estudos usando diferentes
conjuntos diagndsticos o que torna necessario mais estudos populacionais com

aqueles de sensibilidade e especificidade asseguradas (Tan et al., 1999) .
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Pacientes com LES produzem aparentemente mais imunoglobulina E
do que seus controles sadios, existindo uma aparente relagao entre os niveis
destas imunoglobulinas com a doenga renal lupica (Rebhun et al., 1983). No
entanto, maiores investigagbes sdo necessarias para elucidar os mecanismos
envolvidos na elevacao de IgE durante a doenca ativa.

Uma vez observado a elevada frequéncia de anticorpos antinucleares da
classe IgE em pacientes com LES, torna-se necessario tentar identificar a
especificidade destes anticorpos em comparagédo com os anticorpos IgG, o que
poderia contribuir para a melhoria do imunodiagnéstico desta enfermidade,
como também fornecer subsidios sobre as diferentes manifestagdes clinicas

desta doenca.

A seguinte hipdtese orientou o presente estudo:

Pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico, assistidos em Salvador-

BA, produzem auto-anticorpos do isotipo IgE anti-ENA com a mesma

frequéncia e especificidade do isotipo 1gG.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar a resposta imune humoral para antigenos nucleares extraiveis

em pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico assistidos

clinicamente em Salvador (Bahia)

3.2. Objetivos Especificos:

3.2.1. Identificar a especificidade de anticorpos IgG e IgE para

antigenos nucleares extraiveis (ENA) nesta populagéo através de testes

de ELISA indireto

3.2.2. Correlacionar os niveis dos auto-anticorpos IgG e IgE anti-ENA
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4.0. PACIENTES E METODOS

4.1. Amostras de soros

4.1.1 Soros de LES

As amostras de soros do presente trabalho foram provenientes da
soroteca do LAPIM. Eles foram obtidos previamente de 21 pacientes do sexo
feminino, idade entre 15 — 65 anos, com diagndstico clinico e laboratorial de
LES. Para inclusdo foram usados os critérios do Colégio Americano de
Reumatologia de 1997, conforme avaliagdo clinica realizada por médico
reumatologista.

Todos estavam em uso de medicagao convencional para tratamento de
LES. Embora a maioria tivesse aumento discreto na velocidade de
eritrossedimentagdo, ndo foram observadas alteragcbes no hemograma
indicadoras de anemia, leucopenia ou trombocitopenia. Ao exame
parasitologico de fezes, todos os pacientes foram negativos. Adicionalmente,
nao foi detectado alergia alimentar ou respiratéria, por diagnéstico clinico ou
laboratorial, conforme dados de prontuario e pesquisa de anticorpos IgE
especificos para alérgenos. Alteragbes no sumario de urina, demonstradas por

proteinuria, cilindruria e/ou hematuria, forma observadas em 7/21 pacientes.

4.1.2 Soros controles negativos

No presente trabalho foram usados como controles negativos para LES,

soros de 26 doadoras sadias de banco de sangue, de idades correspondentes.
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4.2. Pesquisa de anticorpos IgG antintucleo (FAN-IgG).

A pesquisa de FAN-IgG nos soros de LES e controles sadios foi
realizada com a técnica de imunofluorescéncia indireta, usando células
epiteliais humanas HEp-2 como substrato e conjugado anti-IgG humano
marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC), conforme preconizado pelo
Colégio Americano de Reumatologia (Kavenaugh et al. 1999).

Na reacgao, os soros foram diluidos a 1:40 em PBS e colocados nos
pocos das laminas com area reativas de células HEp-2 (WAMA, Sao Carlos,
Brasil). As laminas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos
em camara umida a 25°C e a seguir lavadas trés vezes com PBS (NaCl 150
mM em tampao fosfato, 10 mM, pH 7.2). Posteriormente, as células foram
incubadas nas mesmas condigbes com conjugado de anticorpos IgG de coelho
anti-lgG humana marcados com FITC (SIGMA, Co. ,USA), na diluicdo de
1/100, por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos novas lavagens com PBS,
as laminas foram montadas com glicerina tamponada e laminula e as reag¢des
foram observadas em microscopio de fluorescéncia com aumento de x 400. As
amostras positivas foram tituladas por diluicbes seriadas na raz&do de 2, sendo
considerado como titulo a maior diluicdo do soro que ainda fornecia uma

reacao positiva nitida.

4.3. Deteccao de anticorpos IgE antinucleo.

Na pesquisa de FAN-IgE, foi utilizada a técnica de Imunofluorescéncia

Indireta com células HEp—2 e conjugado de anticorpos IgG de cabra anti-IgE
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humana marcados com FITC (Sigma Co., USA), ap6s deplegao de IgG sérica
(Atta et al., 2004). Desta forma, os soros foram inicialmente diluidos a 1/5 em
solugdo de anticorpos IgG de cabra anti-lgG humano (Sigma Co., USA),
diluidos a 1/16, incubados por 30 minutos a 25° C e a seguir centrifugados por
10 minutos a 6000 rpm. Vinte e cinco microlitros do sobrenadante desses
soros, depletado de IgG foram colocados nos pogos das laminas contendo as
células HEp-2 fixadas, seguindo-se incubagao em camara umida, por 18 horas
a 4°C. As laminas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS e as reacdes
incubadas com conjugado de IgG de cabra anti-IgE humana marcado com
FITC, previamente diluido a 1/20 em PBS, por 2 h a 37° C. As laminas foram
novamente lavadas, montadas com glicerina tamponada e laminula e

observadas ao microscopio de fluorescéncia com aumento de x 400.

4.4. Pesquisa de anticorpos IgG anti-ENA.

A pesquisa de anticorpos IgG para os antigenos nucleares extraiveis
SSA, SSB, Sm e RNP foi realizada pela técnica de ELISA indireta, utilizando
conjuntos diagndsticos comerciais da INOVA Diagnostics (USA), seguindo
protocolos previamente estabelecidos pelo fornecedor.

Para deteccg&o de anticorpos da classe IgG, SS-A, SS-B, Sm e U1-RNP,
estes conjuntos usam fases solidas de poliestireno revestidas individualmente
com os antigenos SS-A, SS-B, Sm, U1-RNP purificados. Na reag¢do primaria,
os soros foram testados e diluidos no diluente da amostra HRP (solug&o
tampao salina Tris, Tween 20, estabilizadores protéicos e conservante) a

1/100, usando-se 100 pl/pogo e 30 minutos de incubagdo a 25°C. Apos
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lavagens com a solugcédo de lavagem do conjunto, os pogos foram incubados
com 100 ul/pogo de conjugado de anticorpos anti-IlgG humano marcados com
peroxidase nas mesmas condi¢gdes acima.

Seguindo-se novas lavagens, os pogos foram incubados com o
substrato de perdxido de hidrogénio + tetrametilbenzidina (TMB), durante 30
min a 25°C. Apds, a reacgéao foi bloqueada com 100 ul/pogo de acido cloridrico
2N, sendo as absorbancias determinadas a 450nm-600 nm numa leitora de
ELISA Diamedix BP-12. As unidades de anticorpos/ml em cada soro foram
calculadas através de um soro calibrador contendo 25Ul/ml, aplicando-se a

seqguinte férmula:

Absorbancia do teste/Absorbancia do calibrador X 25= U do teste

Na interpretacdo dos resultados foi usado o seguinte critério de classificagao

em unidades de anticorpo por mililitro de soro (Ul/ml), seguindo as instru¢des

técnicas da INOVA Diagnostics:

Negativo <20
Fracamente Positivo 20-30
Moderadamente Positivo 40- 80
Fortemente Positivo >80
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4.5. Pesquisa de anticorpos IgE anti-ENA.

A pesquisa de anticorpos IgE especificos para os mesmos antigenos
nucleares extraiveis, foi também realizada pela técnica de ELISA, usando
placas sensibilizadas com antigenos SSA, SSB, Sm e RNP dos mesmos
conjuntos diagnosticos empregados para a detecgédo dos anticorpos IgG (Inova
Diagnostics, USA). Tal procedimento deveu-se a dificuldade de obtencédo dos
antigenos purificados no proéprio laboratério.

Neste procedimento, soros de individuos sadios doadores de banco de
sangue e de pacientes com LES foram previamente depletados de IgG da
seguinte forma:

1) Diluicdo dos soros a 1/5 com solugao de IgG de cabra anti-lgG humana

(Sigma, USA) diluido a 1/16 em PBS com 0,5% de soroalbumina bovina.

2) Incubagao 30 minutos a 25°C.

3) Obtencao do sobrenadante depletado de IgG apds centrifugagao por 10

min a 6000 rpm a 4°C.

Uma vez realizado o tratamento para a retirada de 1gG, 100 ul do sobrenadante
de cada soro foram adicionados aos poc¢os sensibilizados individualmente com
os auto-antigenos SSA, SSB , U1-RNP e Sm, usando-se os dois primeiros
pocgos de cada tira de reagao para branco de reagao e controle de conjugado,
respectivamente.

Apoés incubacao por 18h a 4°C, os pocos foram lavados 5 vezes com
solugdo de lavagem HRP (solugéo salina Tris e Tween 20) INOVA e em
seguida incubados por 1 hora & 37°C com conjugado de anticorpos IgG de

cabra anti-lgE humana marcados com fosfatase alcalina, previamente diluido a
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1/500. Ao final, os pocos foram lavados novamente, sendo a reacao revelada
com 100 ul/pogco de solugdo de p-nitrofenilfosfato (PNP) em tampéo
dietanolamina pH 9.8, durante 30 minutos a 37°C. Como solugao bloqueadora
foram usados 50 pul de EDTA dissédico 100 mM, sendo as reacgdes
enzimaticas coradas monitoradas a 405-600 nm na mesma leitora acima. No
célculo do cutoff dos testes para anticorpos IgE anti-ENA foi usado a média das
absorbancias dos 26 controles acrescida de 3 desvios padroes. Assim, foram
considerados como positivos para SSA, SSB, Sm e RNP os valores de

absorbancia iguais ou acima de 0,080, 0,040, 0,661 e 0,142, respectivamente.

4.6. Anticorpos IgG anti-DNA dupla fita (DNA nativo).

Foram pesquisados anticorpos IgG desta especificidade em todos os
soros dos pacientes com LES pela técnica de ELISA indireta, utilizando Kit
comercial (INOVA Diagnostics, USA). Na interpretagdo dos resultados foi
usado o seguinte critério de positividade em Ul de anticorpos/ml de soro, que
tem como referéncia um padrdao da World Health Organization (WHO), com

concentragao de anticorpos anti-DNA fita dupla conhecida:

Negativo 0-92,6
Inconclusivo 92,7 -138,9
Moderadamente positivo 139 -370,4
Fortemente positivo > 370,5
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4.7. Determinagao quantitativa de IgE sérica total.

Foi realizada através da técnica de ELISA de captura, utilizando conjunto
diagndstico comercial (Genzyme Diagnostics, Brasil). Como valor referencial

para adultos foi usado o limite superior de 150 mUI de IgE sérica /ml de soro.

4.8. Analise estatistica

Os titulos de anticorpos IgG no presente trabalho foram expressos
como medianas. Os titulos de anticorpos IgE foram comparados pelo teste U
de Mann-Whitney. As analises de correlagao foram realizadas através do teste
nao-paramétrico de Spearman. Foram consideradas significativas as diferengas
quando P < 0.05. A especificidade e a sensibilidade destes testes foi calculada
usando as férmulas usuais:
Especificidade = VN / (VN + FP) x 100 e Sensibilidade = VP / (VP + FN) x
100, onde VN = verdadeiros negativos, VP = verdadeiros positivos, FN = falsos

negativos e FP = falsos positivos.
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5.0 RESULTADOS

5.1. Anticorpos antinucleo (FAN-IgG e FAN-IgE)

Anticorpos 1gG antinucleares foram detectados nos soros de todos os
pacientes com LES, com titulos variando de 40 a 5120 , mediana igual a 640,
enquanto anticorpos IgE antinucleo foram detectados em 15 destes 21 soros.
No grupo controle todos os soros foram FAN-IgG e FAN-IgE negativos (tabela
1). A sensibilidade diagnostica dos testes foi 100% para FAN-IgG e 56,6%

para FAN-IgE, enquanto a especificidade foi de 100% em ambos os testes.

Tabela 1. Frequéncia de anticorpos antinucleo IgG e IgE em 21 pacientes

com Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e em 26 controles, determinados

por Teste de Imunofluorescéncia Indireta.

Isotipo de anticorpo Controles (%)
FAN-IgG 0/26 (0) 21/21 (100)
FAN-IgE 0/26 (0) 15/21 (71)
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5.2. Anticorpos anti-DNA nativo.

Onze de 21 (52%) amostras de soros de pacientes com LES foram positivas
no teste de ELISA, para anticorpos anti-DNA fita dupla da classe IgG,
apresentando acima de 139 Ul/ml. A mediana de anticorpos neste grupo de
soros positivos foi 777 Ul de anticorpos anti-DNA/mI (figura 1). A sensibilidade

diagnéstica deste teste correspondeu a 35,5%.
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Figura 1. Frequéncia de anticorpos anti-DNA fita dupla da classe IgG
determinados por ELISA, nos soros de pacientes portadores de Lupus
Eritematoso Sistémico (LES). A barra horizontal superior corresponde a

mediana dos valores.

43



5.3. Anticorpos IgG anti-ENA

Dos 21 soros de pacientes com LES testados pela técnica de ELISA
para IgG anti-ENA, 14 foram positivos para pelo menos um dos auto-
anticorpos investigados (Sm, RNP, SSA ou SSB). Destes soros, 7/21 foram
positivos para SSA (mediana = 126,5 Ul/ml), 3/21 positivos para SSB (mediana
=44 Ul/ml), 4/21 para Sm (mediana = 93 Ul/ml) e 12/21 para RNP (mediana =
158 Ul/ml) (tabela 2 e figura2). Entre os 14 soros testados positivos para IgG
anti-ENA, 4 apresentaram uma unica especificidade (SSA, n =2 e RNP, n = 2),
8 reagiram com dois ENAs simultaneamente (SSA, SSB, n=3, Sm, RNP,n=3
e SSA/snRNP, n = 2), enquanto os outros 2 reagiram com trés tipos de auto-
anticorpos (SSA, SSB, RNP e SSA, Sm,RNP). A sensibilidade diagndstica dos
testes para anticorpos IgG anti-ENA foram 7,7% para anti-SSB, 10,5% para

anti-Sm, 20% para anti-SSA e 40% para anti-RNP

Tabela 2. Freqliéncia e especificidade antigénica dos anticorpos IgG anti-
ENA (ELISA), nos soros de 21 pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico (LES)

Especificidade antigénica Frequéncia (%)
SSA/Ro 07/21 (33,3)
SSB/La 03/21 (14,3)

Sm 04/21 (19)
RNP 12/21 (57,1)
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Figura 2. Titulos de anticorpos IgG para antigenos ENA (SSA, SSB, Sm, RNP)
determinados por testes de ELISA indireto nos soros de pacientes com Lupus
Eritematoso Sistémico (LES). As barras horizontais correspondem as medianas

dos soros positivos (titulos acima de 20 Ul/ml).
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5.4. Anticorpos IgE anti-ENA

Vinte amostras de soros de LES foram avaliadas para anticorpos IgE
anti-ENA, 8 apresentando reacdes positivas nos testes de ELISA. Destas, 6
reagiram com RNP (mediana = 0,223), duas com Sm e duas, apenas com SSA
e SSB, respectivamente. Duas amostras reagiram com mais de um antigeno
(SSA, Sm, RNP e Sm,RNP). Reacgbdes positivas com soros controles foram
verificadas em apenas 1 amostra, que reagiu com o auto-antigeno SSB e RNP
(tabela 3, figuras 3, 4, 5 e 6). Entre os quatro auto-anticorpos analisados,
apenas para IgE anti-RNP foi observada uma diferenga significativa
comparando-se as absorbancias de todos os soros controles e de LES (teste U
de Mann-Whitney, U= 113.5, P = 0.0012).

A sensibilidade diagndstica fol de 2,5% para anticorpos anti-SSA e anti-
SSB; 5,3% para anti-Sm e 17,6% para anti-RNP. Por sua vez, a especificidade
diagndstica correspondeu a 100% nos testes de anticorpos anti-Sm e anti-SSA,

e 95% para os testes de IgE anti-SSB e anti-RNP.
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Tabela 3. Frequéncia de anticorpos IgE anti-ENA (ELISA) no soro de

pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e nos controles.

Especificidade antigénica Controles (%)
SSA 0/26 (0) 1/21 (4,8)
SSB 1/26 (3,8) 1/21 (4,8)
Sm 0/26 (0) 2/21 (9,5)
RNP 1/26 (3,8) 6/21 (28,6)

5.5. Niveis séricos de IgE total.
Dos 21 pacientes com LES, seis (29%) apresentaram niveis de IgE total
elevados, acima do valor de referéncia de 150 Ul/ml, com mediana igual a 426

Ul/ml.

5.6. Analises de correlagao.

Existiu uma correlacdo nos soros de LES apenas para anticorpos anti-
RNP e alguns parametros sorologicos: entre os titulos de FAN-IgG e os titulos
dos soros positivos para anticorpos IgG anti-RNP (r = 0.796, P = 0.0020); entre
os titulos de anticorpos IgE anti-RNP e os niveis de IgE séricos totais (teste
de Spearman , r = 0.680, P = 0.0007), e também entre os titulos em ELISA de
IgG e IgE anti-RNP, quando avaliados por este mesmo teste estatistico (r =

0.594, P = 0.0045).
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Figura 3. Titulos de auto-anticorpos anti-SSA da classe IgE, determinados por
ELISA indireto, dos soros controles e de pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico (LES).
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Figura 4. Titulos de auto-anticorpos anti-SSB da classe IgE, determinados por

ELISA indireto, dos soros controles e de pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico (LES).
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Figura 5. Titulos de auto-anticorpos anti-Sm da classe IgE, determinados por

ELISA indireto, dos soros controles e de pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico (LES).
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6.0. DISCUSSAO

O LES é uma doencga auto-imune caracterizada principalmente por
inflamacao sistémica, presenga de complexos imunes, e exuberante producao
de anticorpos de diferentes especificidades, em particular contra auto-
antigenos celulares, nucleares e citoplasmaticos.

Neste estudo, 100% dos individuos com LES apresentaram FAN-IgG
positivo em |IFlI com células HEp-2, concordando com relatos prévios
mostrando uma sensibilidade deste teste superior a 95% em pacientes com
esta doenga (Kavanaugh et al.,, 1999; Wanchu, 2000). No entanto, FAN-IgG
pode ser observado em outras enfermidades, principalmente doencas auto-
imunes sistémicas e hepatites de base imunoldgica, ou mesmo em pessoas
sadias idosas (Maddison ,2002; Tan et al., 1997; Xavier et al., 1995).

Resultados de FAN-IgE positivos foram observados com menor
frequéncia, em 71% dos pacientes, sem que tivesse sido detectado neste
estudo soros de controles sadios reagindo neste teste. Por outro lado,
confirmando relato anterior (Atta et al., 2004), a positividade para FAN-IgG ou
FAN-IgE nédo esteve associada com os niveis de IgE sérica total dos pacientes
com LES, discordando de observacdes recentes de que pacientes com LES
apresentam uma correlagdo positiva entre os niveis de IgE e titulos de FAN
(Sekigawa et al., 2003).

A presencga de um resultado de FAN positivo € uma evidéncia soroldgica
da existéncia de auto-anticorpos dirigidos principalmente contra proteinas
nucleares que participam ativamente da maquinaria envolvida com a sintese

protéica, como o splicing de precursores de mRNA (Pen et al., 1997).
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No presente estudo, foi observado que dos 21 pacientes com LES
avaliados, apenas 7 ndo apresentaram algum tipo de auto-anticorpo IgG para
ENA (SSA, SSB, Sm ou RNP). Auto-anticorpos IgG anti-ENA dirigidos para o
antigeno SSA foram detectados em 30% dos portadores de LES, enquanto
apenas um soro reagiu no teste de ELISA para anticorpos IgE anti-SSA,
mostrando que este antigeno ndo € bom indutor de anticorpos deste isotipo.
Frequéncia semelhante de IgG anti-SSA tem sido verificada em varios
estudos, envolvendo diferentes etnias, como aqueles realizados com
populagdes européias e americanas (Font et al. ,2004; Sanchez-Guerrero et al.,
1996).

Anticorpos 1gG anti-SSA tém sido associadas principalmente com
fotossensibilidade em pacientes com LES e estdo envolvidos na
imunopatogénese do bloqueio cardiaco congénito na sindrome de Iupus
neonatal em filhos de mées lupicas, devido a passagem transplacentaria
destas imunoglobulinas para o feto (Egner, 2000).

Anticorpos IgG anti-SSB foram detectados em apenas 3 soros, que
também foram positivos para anticorpos IgG anti-SSA. Aparentemente,
anticorpos IgG antinucleo com esta especificidade ndo séo frequentes no LES,
e quando encontrados, tém sido associados com eritema malar,
fotossensibilidade, lesbes cutdneas subagudas, artrite, serosite e trombose.
Tais imunoglobulinas anti-SSB sdo mais facilmente encontradas na Sindrome
de Sjogren, associadas aos anticorpos anti-SSA. Nesta doenga auto-imune,
tem sido sugerido que niveis aumentados dos auto-antigenos SSA e SSB sao
produzidos durante apoptose, os quais nao sio eficientemente eliminados por

defeito no sistema de clearance, causando um acumulo de suas formas
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imunogénicas e estimulacdo na producdo de seus auto-anticorpos
correspondentes (Paassen et al., 2003). Contudo, as causas da presenca de
auto-anticorpos anti-SSB em um soro controle, respectivamente, ndo podem
ainda ser determinadas.

A sensibilidade do teste de anticorpos IgG anti-Sm no presente trabalho
foi de 20%, concordando com os resultados de varios estudos populacionais
(Migliorini et al., 2005). A deteccédo de anticorpos anti-Sm é um dos critérios
imunoldgicos de classificagdo de LES (Hochberg, 1997) , sendo considerada
altamente especifica no diagndstico desta doencga reumatolégica. Embora tais
anticorpos tenham sido inicialmente associados com nefrite lupica e/ou
fotossensibilidade, estudos mais recentes tém contestado de forma inequivoca
tais resultados, existindo contudo evidéncias da maior prevaléncia destes
anticorpos em mulheres negras, afroamericanas e afrocaribenhas (Benito-
Gracia et al., 2004).

Anticorpos IgE anti-Sm foram detectados em 2 soros de LES também
reativos para anticorpos IgG com esta especificidade. Sabe-se que anticorpos
anti-Sm constituem uma populacdo heterogénea de imunoglobulinas que
reagem com complexos formados de RNAs U1, U2, U4-6 e U5 e proteinas (B,
B, D, E, F e G), envolvidos em pré-mRNA splicing. No LES, a principal
especificidade dos anticorpos anti-Sm é dirigida contra as proteinas B/B’, D1 e
D3, reagindo com menor frequéncia com a proteina D2 (Migliorini et al., 2005).
O alto cutoff obtido na detecg&o de anticorpos IgE anti-Sm, usando os soros de
doadores sadios, pode ser consequéncia de anticorpos dirigidos para a
proteina viral EBVN1 do virus EBV nesta populacdo, que reagem

cruzadamente com o antigeno SmD (Migliorini et al., 2005). Assim, torna-se
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necessario a caracterizagao imunoquimica da especificidade dos anticorpos
IgE detectados nos pacientes de LES, por técnicas do tipo western
immunoblotting, identificando a localizagdo dos epitopos envolvidos nesta
reacao.

Auto-anticorpos IgG anti-RNP apresentaram a maior frequéncia
sorolégica entre os anticorpos anti-ENA no grupo de LES (57%), um pouco
acima daquelas anteriormente descritas para estas imunoglobulinas (Font et
al., 2004, Sanchez-Guerrero et al.,1996), existindo contudo uma correlagéo
positiva entre os titulos de FAN-IgG e os titulos de anticorpos anti-RNP destes
soros reativos. Por sua vez, auto-anticorpos IgE anti-RNP foram detectados em
30% dos soros de LES, todos possuindo anticorpos IgG com esta
especificidade.

Anticorpos IgG anti-RNP sao dirigidos para complexos que, a
semelhanga dos antigenos Sm, sdo também formados de RNA nuclear U1
complexado com proteinas nucleares denominadas de A, C e 70 k e um elenco
de polipeptideos, que inclui um core comum de polipetideos Sm (B/B’, D1, D2,
D3, E, F e G) (Migliorini et al., 2005). Estes auto-anticorpos ocorrem em cerca
de 40% dos pacientes com LES, e na grande maioria dos pacientes com
DMTC, que € caracterizada clinicamente por inflamacdo muscular,
esclerodermia e manifestagbes de LES com pouco envolvimento renal.
Diferentemente do LES, esta doencga cursa com auséncia ou baixa frequéncia
de anticorpos anti-DNA nativo (Paassen et al., 2003). A semelhanca dos
anticorpos anti-Sm, anticorpos IgG anti-RNP sdo mais frequentes em mulheres

negras afroamericanas e afrocaribenhas (Benito-Garcia et al., 2004).
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Estes achados e as correlagdes encontradas entre IgE total e anticorpos
IgE anti-RNP e entre anticorpos IgG e IgE com especificidade para este auto-
antigeno ENA, sugerem a existéncia de uma estimulagdo antigénica
sustentada comum dos linfocitos B por estas ribonucleoproteinas, capaz de
induzir mudanca no isotipo dos anticorpos. Contudo, as especificidades destas
duas classes de anticorpos anti-RNP s6 poderdo ser elucidadas em futuras
abordagens imunoquimicas com extratos antigénicos de pequenas
ribonucleoproteinas contendo os antigenos U1-A, U1-C e U1-70k. Por sua vez,
os anticorpos IgG e IgE anti-RNP devem ser mais investigados em estudos
populacionais brasileiros para esclarecer se os resultados aqui obtidos devem-
se a uma caracteristica imunoldgica particular dos pacientes lupicos avaliados.

A frequéncia de anticorpos IgG anti-DNA nativo observada neste
trabalho (52%) foi compativel com aquelas previamente relatadas (Kavanaugh
et al., 2000, Wanchu, 2000; Egner, 2000). Embora 8 dos 11 soros contendo
anticorpos anti-DNA nativo apresentassem titulos considerados fortemente
positivos (acima de 370 Ul/ml), ndo existiu correlagdo entre os mesmos e os
titulos de FAN-IgG, niveis de anticorpos IgG ou IgE anti-ENA, ou IgE total.
Altos titulos de anticorpos anti-DNA podem ser causados ocasionalmente por
anticorpos dirigidos para epitopos de DNA fita simples, os quais n&o possuem
nenhuma importancia diagnostica. Contudo, o teste de ELISA usado neste
estudo € de alta especificidade, utilizando na fase s6lida apenas DNA fita dupla
altamente purificado, ndo tendo sido observado em estudos prévios realizados
na INOVA Diagnostics reagdes inespecificas com soros de pacientes contendo

anticorpos anti-DNA desnaturado.
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Anticorpos anti-DNA nativo s&o considerados os melhores marcadores
sorologicos de atividade da doenga, e podem ser detectados antes do
diagndstico clinico do LES (Arbuckle et al., 2001). A elevacao dos titulos de
anticorpos anti-DNA nativo esta associada especialmente com a nefrite lUpica
classes Ill e IV, que se caracterizam por proliferacdo focal e difusa,
respectivamente (Esdaile, 2002; Cervera, 2005).

Finalmente, os resultados aqui apresentados abrem novas perspectivas
no estudo da soroepidemiologia do lupus eritematoso sistémico na nossa
populagao, procurando identificar marcadores sorolégicos e aspectos clinicos
associados aos mesmos, possibilitando no futuro a definicdo de protocolos de
diagndstico clinico e laboratorial mais eficientes e possiveis de serem aplicados

em servicos publicos de assisténcia a saude humana no Estado da Bahia.
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7.0. CONCLUSOES

7.1 Anticorpos IgG anti-ENA, para os auto-antigenos SSA, SSB e Sm, podem

ser detectados em pacientes baianos com LES com freqliéncias semelhantes

aquelas descritas em estudos populacionais de diferentes etnias.

7.2 Os auto-antigenos SSA e SSB estimulam preferencialmente auto-
anticorpos do isotipo IgG.

7.3 Anticorpos IgE anti-Sm e IgE anti-RNP podem ser detectados em pacientes

com LES.

7.4 Existe uma relagdo direta entre titulos de anticorpos IgG antinucleo e

anticorpos IgG anti-RNP nos pacientes avaliados. Esta relagdo pode também

ser demonstrada entre os anticorpos IgG e IgE com esta especificidade.

7.5 Anticorpos IgG anti-DNA nativo e anti-RNP sdo marcadores soroldgicos

sensiveis de LES nesta populagdo, devendo ser incluidos na rotina laboratorial

de pacientes com suspeita clinica desta doenga e soropositivos para FAN-IgG.
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