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RESUMO

LES é uma doenca que acomete varios érgaos e sistemas do ser humano.
A etiologia é desconhecida, mas varios fatores, tais como, genéticos,
imunologicos, ambientais, virais e até emocionais estdo envolvidos com sua
fisiopatologia. A prevaléncia do LES nas diversas regides do planeta é bastante
variavel sendo de 4 a 250/100.000 habitantes. No Brasil, sua prevaléncia é
desconhecida. O Les se enquadra no grupo das doengas auto-imunes,
apresentando muitas alteracdes imunolégicas. As mais frequentes relatadas na
literatura mundial s&o: a producéo excessiva de auto-anticorpos e as alteragdes
nos linfocitos T . O sistema imunolégico e suas alteragbes incluindo a resposta
imunolégica, sdo determinadas geneticamente e sdo influenciadas pelas
interacdes do individuo com o ambiente. A nossa regido tem caracteristicas
climaticas e socioculturais que podem atuar no sistema imunolégico e
consequentemente as alteracdes encontradas nos pacientes com LES.

Este trabalho tem por objetivo comparar algumas alteracées imunolégicas
encontradas em pacientes com LES no nosso meio com aquelas descritas na
literatura mundial e procurar possiveis relagdes entre estas. Os pacientes com
LES (n=20) foram provenientes do HUWC e HGCC, o grupo controle n=20 se
constituiu de individuos normais pareados por idade e sexo, todos residentes em
Fortaleza. A anamnese, exame clinico, exame hematologico e imunologicos
foram usados na obtencdo de informacdes para os critérios de inclusdo ou
exclusdo dos individuos no trabalho e para classificar os pacientes no indice de
atividade SLEDAI. (gravidade da doenga). Os parametros para a avaliagdo
imunoldgica foram obtidos, através da imunofenotipagem do linfécitos T (CD3),
LT auxiliares (CD4),LTs/c supressor/citotoxico(CD8), linfécito B (CD19) e células
NK (CD56) por citometria de fluxo, deteccéo dos auto-anticorpos anti DNAnativo
e antifosfolipide por métodos imunenzimatico e exames hematoldgicos. Os
resultados mostraram que o tempo de patologia variou de 30 dias a 11 anos com
x = 4,1 anos, o indice SLEDAI variou de 0-35 com média de 11.8 e s=9.8. As
principais manifestacées clinicas apresentadas foram alteracdes de pele, mucosa
e alopécia em 08(40%), artrite em 06(30%), vasculite em 5 (25%), serosite em
4(20%) e alteragbes do Sistema Nervoso Central (SNC) em 04(20%). As
alteragbes laboratoriais principais foram: redugao dos componentes do
complemento (C3 e/ou C4) 13(68%), proteinuria 6(30%), hematuria 6(15%). As
aleragbes no hemograma foram redu¢do do hematécrito com x = 33.1% e dos
linfocitos totais com x= 1.680 celss/mm3 ambas com p<0.005 quando
comparadas ao grupo controle. A Imunofenotipagem dos pacientes com LES em
comparacdo com o grupo controle em valores absolutos mostrou reducao na
quantidade de LT(CD3) com p<0.01, Ltauxiliares (CD4) p<0.03), nos LTs/c
(CD8) e das células NK p<0.005 a meédia dos valores encontrados foram as
seguintes: linfocito T (CD3) de 1.259,3 cels/mm3, CD4 de 766,5 cels/mm3 e CD8
de 428,6 celssmm3. Houve correlagéo de (Pearson) significativa e negativa entre



o indice SLEDAI e os LT(CD3) e os LTs/c(CD8) com r = -0.53, r = -0.63
respectivamente e positiva com os LB(CD19) r = + 0.56. Detectamos anticorpos
anticardiolipina da classe IgG e IgM em 10 e 20% respectivamente estando
todas com SLEDAI maior que 12. As alteragdes clinicas e imunoldgicas
encontradas nos pacientes com LES apresentam muitas semelhancas ao que &
descrito na literatura, porém ressaltamos que algumas diferencas apresentadas
podem ser devidas as caracteristicas de nossa regido, e necessitam ser melhor
estudadas para se definir as reais implicagdes destas no sistema imulogico dos
pacientes com LES.
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1 INTRODUGAO

LUpus Eritematoso Sistémico (LES) faz parte do grupo das doencas
auto-imunes mediada por imunocomplexos. Caracteriza-se por multiplas
anormalidades no sistema  imunoldgico, merecendo destaque a producao
excessiva de auto-anticorpos que, em associagdo com processos inflamatorios,
podem levar a les&o grave de varios 6rgaos como a pele e os sistemas musculo
esquelético, cardiopulmonar e urinario. Apresenta-se com manifestacdes clinicas
as mais variadas a depender do 6rgédo atingido. Sua etiologia ainda é
desconhecida, apesar do grande numero de pesquisas e informacdes obtidas
através do emprego, na atualidade, de tecnologias avangadas tais como: Reacéo
de Cadeia Polimerasica (PCR), Reacdo Imunoenzimatica (ELISA) e
Imunofenotipagem, que estudam, detectam e quantificam genes, moléculas e
celulas. Atualmente sabe-se que sua etiologia ndo é Unica, pois depende de
condi¢des multifatoriais, tais como: genéticas, ambientais, alimentares, emocionais
e virais que participando de sua etiopatogenia, desencadeiam ou exarcerbdo a
doenca.(BELMONT, et al, 1994 e WOODS JR., 1993).

1.1 FATORES ETIOLOGICOS:

1.1.1 Fatores genéticos

Algumas evidéncias sugerem que fatores genéticos sdo importantissimos

no desenvolvimento do LES. Estudos em familiares de pacientes portadores da
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doenca, revelaram graus de prevaléncia diferentes para o LES. Além disso
parecem existir diferengas quanto as areas geogréficas estudadas. (WOODS Jr.,
1993). Também foram encontradas que deficiéncias hereditarias do fator C4,
estdo relacionadas com LES em americanos e europeus caucasianos. (ARNETT

JR, 1993).

E citado por WOODS Jr,. 1993, que anormalidades
imunologicass&oencontradas mais frequentemente em familiares de individuos
com LES do que em controles, existindo uma forte concordancia entre a presenca
de anticorpos antinucleares (ANA), hipergamaglobulinemia e a expressdo da
doenga entre gémeos idénticos. Atualmente o Sistema de Antigenos Leucocitarios
Humanos (ALH), tem sido extensivamente estudado na tentativa de identificar
diferencas que possam estar relacionadas a maior ou menor susceptibilidade a
doenca. Dentre as diversas alteragdes genéticas ocorridas no LES relacionadas
com o sistema de antigenos leucocitarios humanos destaca-se uma associacao

genética fraca com o HLA DR3 e DR2. (WOODS Jr,.1993 e PETRI, 1996).

Existem outras caracteristicas que interferem com o sistema
imunolégico e consequentemente tém algum tipo de participacédo no
desencadeamento da doencga tais como: A da agdo imunomoduladora da
prolactina e a localizagdo de seus genes que situam-se no brago curto do

cromossomo 6, 0 mesmo que carreia ALH. (OLIVEIRA, 1997).

1.1.2 Fatores virais

A microscopia eletronica demonstrou que existem nos tecidos IUpicos,
de forma n&o usual, inclusdes tubuloreticulares que compartiltham uma superficie
semelhante a estruturas tubulo reticulares e nucleoproteinas do paramixovirus. A
presenca destas estruturas sédo manifestacées, nao especificas, de dano celular
induzido pela acdo de elevados niveis de IFNa em pacientes com LES. Estudos
sorologicos para anticorpos antivirais no LES revelaram, muitas vezes, titulos

elevados de anticorpos dirigidos contra virus aparentemente nao relacionados com



a doenca. Nestes estdo incluidos os virus do sarampo, rubéola, parainfluenza,
parotidite e Epstein Baar, sugerindo que estes anticorpos podem ter sido

produzidos por ativagdo ndo especifica de linfocitos B.(WOODS Jr,. 1993).

Atualmente ja se sabe que a IL10 estd aumentada nos pacientes com
LES e que esta, possui agdo de estimulante policlonal para linfécitos B .
(LLOURETE, et al, 1994 e HAGIWARA, et al, 1996). Por outro lado ja esta
estabelecido que a IL10 humana exibe sequéncia homdloga para um pedaco
do genoma do virus Epstein Baar, que compartilha algumas propriedades
funcionais com a IL-10 humana e murina, passando assim a ser designada
como viral IL10. (MALERFYT, et al, 1991 e DEL PRETE, et al, 1993).

1.1.3 Fatores ambientes

Alguns fatores do ambiente parecem estar mais diretamente
relacionados com exacerbacédo da doenca e dentre estes, podemos ressaltar a

irradiac&o solar e alimentacgéo.

A influéncia da irradiagéo solar no Sistema Imunolégico tem seu papel
evidenciado pelas alteragdes do DNA, desencadeando a formacdo de
autoanticorpos, levando assim a manifestagdes inflamatérias tipicas do LES.
(WOODS Jr.,1993) Também foram encontradas alteracdes nos nivel dos linfocitos
T supressores (CD8) e célula Natural Killer (NK). ( NIVED, et al, 1992 CRUZ &
FILHO, 1994).

A dieta também apresenta grande influéncia, pois foi constatado que em
camundongos com LES, submetidos a dietas pobres em gorduras, houve um
retardo no aparecimento das alteragdes imunorregulatorias, formacdo de
imunocomplexos e alterages renais, provavelmente pelo tipo de prostaglandina

sintetizada. (WOODS Jr., 1993).



1.1.4 Alterag6es emocionais e influéncias hormonais

De acordo com FANTINI, et al, 1995, os estresses psicossociais € as
respostas de adaptacdo podem contribuir para a ocorréncia de doengas
imunologicas. No estresse, existem variagdes em neurotransmissores, hormonios
e interleucinas, que s6 agora tém sido mais pesquisados. Também nos ultimos
anos tem-se estudado melhor o papel imunorregulatério do sistema
neuroimunoenddcrino  na patogénese das doencas de origem inflamatoria.
(OLIVEIRA, 1997). Essa funcdo imunorregulatoria, pode ser exemplificada pela
capacidade que a hipofise tem de regular fungdes imunoldgicas, secretando o
hormdnio do crescimento (HC) e prolactina (PLC) ambos com acéo
imunoestimulante e o hormonio adreno corticotréfico (ACTH) com acéo
imunossupressora. Por sua vez, o sistema imune pode agir no sistema enddocrino
pela liberagdo de mediadores em resposta as reacdes imunes e inflamatdrias,
tais como: bradicinina, histamina e fator ativador de plaquetas. Estes possuem

especificidade na induc&o da liberacao de prolactina.(BERCZI, 1991).

Dentre os diversos hormonios pesquisados destaca-se a prolactina. A
partir de 1978 a sua relagdo com o sistema imune passou a ser estudada
sistematicamente, apds ter sido comprovada que a imunodeficiéncia adquirida
por hipofisectomia em ratos era restaurada por este. O mecanismo pelo qual a
prolactina age na fung&o imune € pouco conhecido (OLIVEIRA, 1997). Atualmente
novas relagbes entre esse hormdnio e o sistema imune vém sendo descobertas,
destacando-se a indug¢éo no aumento da producdo de imunoglobulinas IgG,
IgM, IgA, e anticorpos anti-DNA por células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) dos pacientes com LES e normais. (GUTIERREZ, et al, 1994) A
hiperprolactinemia esta associada a presenga de anticorpos anti-nucleares
(ANA), e também correlacionada com a interleucina -6 (IL-6) no liquido céfalo
raquidiano (LCR) de pacientes com LES com comprometimento do Sistema

Nervoso Central (SNC). (GUTIERREZ, et al, 1994 e JARA, et al, 1993)

Ha presenga de receptores nos linfécitos T e B especificos para

prolactina. (RUSSEL, et al, 1985), e o fato dos linfocitos secretarem uma



substancia semelhante a esta, sugerem que a imunomodulag&o seja uma fungéo
inerente a esse hormonio. (OLIVEIRA, 1997). A proliferacao linfocitaria sob acéo
da prolactina depende de dois fatores: niveis circulantes de prolactina da hipofise
anterior e da capacidade de células T, uma vez estimuladas, de produzirem uma
substancia semelhante a prolactina com possiveis propriedades autodcrinas (

MONTENEGRO, et al, 1994).

As recentes pesquisas sobre a PLC e seu papel imunoregulatério, vem
fazendo varios pesquisadores considerar a possibilidade de que este possa ser

um horménio chave na imunoestimulacdo. (OLIVEIRA, 1997).

As alteragbes dos hormonios sexuais presentes no LES associam-se
mais frequentemente ao sexo feminino numa frequéncia maior de 9 a 13 vezes
(em idade reprodutiva) do que ao sexo masculino (TALAL & AHMED, 1993).
Exacerbagdes ocorrem em situagbes de interferéncias hormonais como gravidez,
uso de contraceptivos orais e pos-parto. (OLIVEIRA, 1997, TALAL & AHMED,
1993).

1.2 MANIFESTACOES CLIiNICAS E DIAGNOSTICO

O LES apresenta um quadro clinico bastante polimorfo na fase ativa da
doenga, com queixas generalizadas, habitualmente sistémicas e vagas, tais como:
fadiga, emagrecimento, febre e adinamia. Existe comprometimento de varios
6rg&os ou sistemas, ou ainda, mais raramente, de um unico 6rgdo isoladamente,
dependendo do local de ocorréncia das lesdes vasculares, que sdo, em parte, as

responsaveis pela sua patogénese.

As manifestacoes clinicas do LES assumem maior importancia quando

levam a comprometimenio da qualidade e risco de vida. Dentre os principais
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comprometidos, as manifestagdes clinicas que assumem uma maior importancia
sao:

e cutaneo - “rush” malar, foto-sensibilidade e alopécia;

e musculo-esqueléticas - poliartralgia e poliartrite;

e Cardiopulmonar - derame pleural, hipertensdo pulmonar, pericardite, lesbes de valvas

cardiacas em associacéo ou n&o a anticorpos antifosfolipides;

e Neurologico - convuls&o, cefaléia lUpica e uma sindrome cerebral. Estas
manifestacbes podem estar associadas ou ndo a presenga de anticorpos

antifosfolipides;

o manifestacbes hematoldgicas - leucopenia (leucdcitos < 4000mm®), linfopenia

(linfécitos < 1500mm®), e trombocitopenia (plaquetas <100.000 mm?®);
e gastro-intestinais - congestéo hepatica, hepatite cronica persistente e;

e renais - proteinuria persistente ( > a 0.5g/dia ou> 3+), presenca de hemacias,
cilindros celulares granulosos, tubulares ou mistos e ainda, insuficiéncia renal

cronica. (PETRI, 1996).

Atualmente o diagnéstico do LES é feito com base na histéria clinica
do doente e presenga de anticorpos nos testes soroldgicos. Os critérios clinicos
tém como base o preenchimento de 4 dos 11 itens do Colégio Americano de
Reumatologia (ACR). (TAN, et al, 1982).Anexo 1.
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1.3 TRATAMENTO

O ftratamento atual do LES é realizado de acordo com as
manifestagdes clinicas, gravidade e evolugédo do paciente. As principais drogas
utilizadas sé&o: antimalaricos, corticosteroides e Iimunossupressores como a

azatioprina e ciclofosfamida.

O tratamento do LES melhorou em 90% a expectativa de vida apés 10
anos do diagnostico, por outro lado as complicacdes advindas das drogas
utilizadas assumem uma grande importancia em relagcdo a qualidade de vida e
sobrevivéncia. (PETRI, 1996).

1.4 ATIVIDADE DA DOENCA:

O LES é uma doenga que traz como marca fundamental a flutuacéo de
sua atividade. Essa atividade foi definida por BOMBARDIER, et al, 1992 como
sendo, manifestagdes reversiveis de um processo inflamatério subjacente,
refletindo a severidade de comprometimento do 6rgéo envolvido. O julgamento
clinico correto determina o grau da atividade da doenga nos pacientes com LES,
para fundamentar as decisdes terapéuticas. (BOMBARDIER, et al, 1992). Muitos
estudos da utilidade e validade dos indices disponiveis tém sido realizados,

existindo quatro principais indices: BILAG, SLEDAI, SLAM, LAI. (KALUNIAN, 1993)

BILAG - este indice divide a atividade do LES, em oito sistemas
organicos. Os escores atribuidos a cada sistema organico baseiam-se no

principio da intenc&o do tratamento a ser utilizado. (KALUNIAN, 1993)

SLAN - lista trinta e trés manifestacdes clinicas e laboratoriais que
sao classificadas como ativas ou inativas. Os graus de estimativa da atividade sao
baseados na severidade do aumento da incapacidade e da destruicdo de orgaos.
Este indice necessita que se acompanhe o paciente rigorosamente para detectar

a necessidade de uma mudancga no tratamento. (KALUNIAN, 1993).
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LAl - Tem sido muito utilizado quando o paciente possui alteragbes de
funcéo renal elou apresenta-se com infec&o fatal. E constituido de cinco pontos
que s&o: exame médico, sintomas do paciente, érgéos envolvidos, medicacdes em
uso e alteracdes laboratoriais. Estas recebem valores numéricos de acordo com 0
grau de comprometimento dos érgéos ou das alteragbes laboratoriais e das
medicacdes em uso nas ultimas duas semanas que antecederam ao exame.

(KALUNIAN, 1993 e PETRI, et al, 1991).

SLEDAI. E composto de vinte e quatro itens que sdo agrupados em nove
sistemas organicos. Esse indice é calculado a partir da presenga das alteracdes
clinicas e/ou laboratoriais que recebem valores numéricos variaveis a depender
do risco de vida advindo da gravidade destas e do comprometimento dos org&os
envolvidos. A soma dos escores varia de 0 a 1»05, determinando ou nao a
atividade da doenca, ficando a maioria dos pacientes numa media de 35 pontos.
As manifestacbes devem estar presentes até um més antes da avaliacéo.

(PETRI, et al, 1991 e KALUNIAN, 1993).

No nosso trabalho adotamos como indice da atividade o SLEDAI por
ser mais apropriado para as nossas finalidades. E um indice abrangente com um

questionario unico e de facil aplicac&o. (anexo 2).

1.5 PREVALENCIA

Sua prevaléncia segundo dados dos EUA é de 4 a 250 por 100.000
individuos. Esta prevaléncia € muito ampliada pelos varios critérios adotados no
seu estudo como regido, raca e outros.(SCHUR,1993). Em nosso Pais, nao
existem estudos epidemioldgicos. o LES incide em todas as racgas parecendo sel
mais prevalente em negros; afeta as mulheres 4( quatro) vezes mais do que os
homens, e embora possa ocorrer em qualquer idade, tem um pico de incidéncia

entre 15 a 45 anos. (SATO, 1995).



1.6 CONCEITOS FUNDAMENTAIS PARA COMPREENSAO DO  SISTEMA

IMUNE

O sistema imunolégico, mesmo nos seres mais simples, é essencial
para a manutencdo da constituicdo do organismo. Mantendo as fungbes de
vigilancia e defesa, age desta forma detectando e eliminando, na maioria das
vezes, alteragbes de origem externas (microorganismos) e internas (canceres).
Nessa funcao, varios mecanismos sdo ativados, dentre eles o gerar receptores
com enorme potencial de diversidade, isto e, moléculas capazes de se ligar aos
mais variados antigenos, e assim desencadear doengas auto-imunes. (ADAMS,
1996) Nesse processo varios mecanismos estdo envolvidos como descrevemos a

sequir:

1.6.1 Tolerdncia

Foi descrito por MUHLEN & NAKAMURA, (1996) que a tolerancia € um
estado de ndo responsividade a antigenos ou seja, de inabilidade em
desencadear uma resposta imunolégica destrutiva aos estimulos antigénicos.
Essa tolerancia é adquirida por mecanismos que abortam ou inativam clones auto-

reativos durante e depois do desenvolvimento embrionario do Sistema Imune (SI).

1.6.2 Auto/imunidade

A autoimunidade é uma falha do sistema imune que ndo reconhece
como “préprio” algumas das estruturas pertencentes ao organismo. Dessa forma,
sdo gerados anticorpos e/ou células auto-reativas para seus proprios
componentes desencadeando assim lesdo tecidual. Essa pode ocorrer por uma
apresentacao anormal de antigenos do “self’ que s&do autoantigenos alterados
e/ou antigenos combinados com determinantes antigénicos estranhos; ou

apresentacdo anormal das células apresentadoras de antigenos (APC) com
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aumento nas células da expressdo do complexo maior de histocompatibilidade
classe Il (CMHII). Situagdes como a administracéo de drogas, infegbes virais e
bacterianas ou efeitos adjuvantes podem ser desencadeadoras. Além desses

outros mecanismos envolvidos na autoimunidade tais como:

e perda do mecanismo de supress&o de linfocitos T supressores e/ ou aumento

de T auxiliar;

e 0 mimetismo molecular, que seria o compartiihamento de estruturas similares
levando a desencadear as reacgbes auto-imune. O principal exemplo desse
mecanismo & a reagdo cruzada entre os antigenos da bacteria estreptococo
beta-hemolitico e antigenos presentes na miosina do musculo cardiaco que

podem levar a febre reumatica;

e alteracdo da rede de idiotipos e antiidiotipos nos anticorpos e receptores

celulares.

1.6.3 O papel das proteinas de choque térmico (HSP)

Atualmente o papel das proteinas de choque térmico € um novo
mecanismo, que vem sendo bastante estudado. As HSP, constituem-se de
moléculas altamente conservadas que sdo induzidas rapidamente na exposicdo
celular ao calor e uma grande variedade de outros estimulos estressantes contra

um nivel de repressdo basal da sintese protéica em geral. (DHILOW, et al, 1994)

No LES esta particularmente implicada, a “90kda heat shock protein”
(HSP90), que age contribuindo em estabilizar receptores Celuléres, dentre eles o
receptor para corticosteroide. No LES ha participacédo também nas alteracoes
imunolégicas através dos mecanismos de mimetismo molecular, resposta a
super antigenos e estimulos direto de ceélulas efetoras da resposta imune com

formacéo de anticorpos para a HSP90, resultante da sua prépria constituicéo.



(DHILOW, et al, 1994). No LES encontramos também o aumento de HSP90 em
subtipos especificos da doenga como a sindrome antifosfolipide, doenca

neuropsiquiatrica e cardiorespiratoria. (DHILOW, et al, 1994).

1.7 ALTERAGCOES IMUNOLOGICAS NO LES

Praticamente todos os componentes do Sistema Imune no LES tém sido
descritos com anormalidades. Muitiplos mecanismos estdo envolvidos desde a
ativacdo de células endoteliais, produgdo excessiva de anticorpos, alteracdes do
sistema complemento e o numero e funcdo dos linfécitos, ndo sendo possivel
dizer quais as anormalidades que se manifestam primeiro. Destacamos no entanto
a producdo excessiva de auto-anticorpos e as altera¢cdes hematologicas como os

valores de hematocrito diminuido e as alteragbes nos numeros de linfécitos.

1.7.1 Linfécito B e auto-anticorpos

Os linfécitos B no LES apresentam-se hiperreativos, produzindo uma
grande quantidade de anticorpos. Parte destes anticorpos produzidos sao
diretamente para antigenos nucleares que tém importancia fundamental na
patogénese do LES. Esta hiperreatividade pode ser demonstrada por
experimentos realizados em culturas in vitro de células mononucleares do sangue
periféricas (CMSP). ( LINKER-ISRAELY, et al, 1990). Este experimento mostrou
também que apesar do aumento no numero de imunoglobulinas, estas sio
pouco funcionantes, pois frente a um desafio antigénico por mitégenos, estes séo
marcadamente deficientes na sua habilidade para proliferar. (LINKER-ISRAELY,
et al, 1990).

Ainda LINKER-ISRAELY, et al, (1990), citam que o mecanismo

responsavel pela ativagdo de células B no LES é pouco entendido, e que duas
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possiveis explicagbes para a alta espontaneidade da atividade de células B tem

sido consideradas:

a. linfécitos B sdo autdnomos e estimulados de uma maneira

autocrina;

b. linfécitos B em atividade no LES sdo modulados por outras células

mononucleares.

Somando-se a isto, tem sido relatada a secrecéo de fatores humorais para
células B no LES, como a IL-10, que € produzida principalmente por monécitos e
linfécitos B. A IL-10 possui a funcdo de ativadora policlonal de linfécitos B e de
intermediar sua liberacdo de forma autécrina e paracring, encontrando-se, portanto com
valores aumentados no LES. (LLORENTE, et al, 1995 e HAGIWARA, et al, 1996).

1.7.2 Producgédo de auto-anticorpos

LES é uma doenca que apresenta uma variada formacdo de
anticorpos, principalmente contra auto-antigenos. A determinacdo da
especificidade destes anticorpos € importante pois auxiliam no diagnostico,
tratamento e progndstico. Varios s&o os anticorpos produzidos contra antigenos
préprios que podem estar localizados no nicleo como os: dsDNA, histona,
complexo Dna-histona, Sm, RNP, SCL70, Ro/SS-a, La/SS-B proteinas
centroméricas, Ku, antigenos de células em proliferagdo-PCNA, ou citoplasma :
Ro/SS-A, RNP ribossomal, proteina P, Jo-1e, fosfolipidios. Muitos destes' auto-
anticorpos néo sdo exclusivos do LES podendo ser encontrados em outras
doengas como: esclerose sistémica, sindrome de Sjogrém e doenca mista do

tecido conjuntivo. (LESSER P.G., 1995 e MUHLEN & TAN, 1994).

Nos pacientes com LES, clinicamente sem atividade, a deteccdo de
hipergamaglobulinemia e autos niveis de anticorpos para os antigenos U1-RNP, Sm e
SSA(Ro) antigenos tém sido encontrados. Nestes pacientes o aumento aparente e a
persisténcia de linfocitos B ativados parece ser dependente de células T. (SPRONG,
1993).
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Diante da grande variagdo de autoanticorpos, nosso interesse voltou-se

particularmente para o Anti DNA nativo e anticorpo anticardiolipina.

1.7.2.1 Anti DNA nativo

Existem dois tipos de anticorpos antiDNA, um é diretamente para a
dupla fita do DNA (dsDNA) também chamado de DNA nativo, que na
imunoflurescéncia, pode apresentar os padrées nuclear homogéneo ou nuclear
periférico. O outro contra o DNA desnaturado (ssDNA), que n&o € especifico
para o LES, ocorrendo em outras doengas auto-imunes. Existem varias técnicas
para a deteccdo do anticorpo anti dsDNA, dentre elas destacam-se: as reacoes
imunenzimaticas (ELISA), que possuem uma sensibilidade em torno de 50 a 60% e
apresentam riscos de contaminagdo  por anticorpos anti ssDNA. Ja quando
realizada por imunofluorescéncia (IF) com Crithidia Luciliae, possui uma maior
especificidade em torno de 70 a 85%. (HAHN & TSAO, 1993, MUHLEN & TAN,
1994).

Os anticorpos anti dsDNA, juntamente com o anti Sm sdo os principais
anticorpos que caracterizam o LES, sendo considerados marcadores especificos da
doenga. O anticorpos anti dsDNA, sdo detectados na circulagdo de forma flutuante
em 70% dos pacientes com atividade da doenca, e s&o os Unicos auto-anticorpos
claramente implicados na patogénese do LES com formagéo de imunocomplexos
inflamagé&o local e dano aos 6rgéos. S&o particularmente associados a nefrite IUpica
em humanos e ratos, pois sdo detectados depdsitos nos glomérulos renais com
predominancia do isétipo IgG. (LEFKOWITH, et al, 1996, MUHLEN & TAN, 1994
SPRONG, 1993).

A presenga de anticorpos anti DNA, potencialmente patogénicos
parece estar relacionada com a participacao dos linfécitos, uma vez que estes sdo
induzidos por certos tipos de células T auxiliares, que sdo detectadas em
pacientes com LES ativo por nefrite e ndo aparecendo em pacientes normais ou

em remissdo. (DESAI-MEHTA, et al, 1995).
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1.7.2.2 Anticorpos antifosfolipide (AAF)

Os anticorpos antifosfolipides (AAF), tém sua importancia pela
ocorréncia da sindrome antifosfolipide (SAF), que piora o prognostico do LES. A
SAF, descrita por HUGHES em 1985, foi inicialmente associada as doencgas
mistas do tecido conjuntivo principalmente LES (STAUB L.H., 1995). A sua forma
primaria é reconhecida desde 1989 e ndo esta associada a nenhuma doenca do
tecido conjuntivo, embora possa evoluir para LES em um tempo muito longo,

nao é o que usualmente ocorre. (MUJIC, et al, 1993).

Esta sindrome caracteriza-se por uma diatese trombdtica no adulto
jovem a qual é diagnosticada pela presenca de trombose em artérias e/ou veias,
abortamentos recorrentes e trombocitopenia, associada a teste laboratorial

positivo para anticorpos antifosfolipides. (STAUB L.H., 1995).

A SAF associada a LES acomete mais mulheres do que homens,
numa relagao de 7:1. Apresentando ainda predominio de HLA-DR2 e DR3. Na
SAF priméria o Haplétipo DR7 é particularmente mais freqiiente. (STAUB, 1995).

Os fosfolipides se constituem numa familia de moléculas néo
homogéneas. Segundo (KHAMASHTHA, 1995 e STAUB, 1995), existem trés

técnicas para sua detecgdo como citamos a seguir:

1. Venereal Disease Research Laboratory - (VDRL) - O

VDRL é um teste usado no diagnostico de sifilis, podendo apresentar resultado
falso positivo para esta doenca, nestas situacdes serve de alerta a presenca de
anticorpos antifosfolipide. Quando negativo n&o constitui  critério de exclusio

para o diagnostico da SAF, por ser este  um teste de baixa sensibilidade.




2. Anticogulante lupico (ACL) - O ACL in vitro funciona inibindo a
coagulacéo, In vivo associa-se a trombose. Seu mecanismo de agdo néo €
totalmente conhecido, mas sabe-se que sua acéo é através da interferéncia com o
complexo ativador de protrombina. Os fosfolipides juntamente com o fator V e o
céalcio sdo necessarios na ativagcdo da protrombina. Atualmente ndo existe um
teste de padronizacdo internacional, pois ndo ha consenso nos métodos de
avaliagdo uma vez que estes sdo realizados através de diversas técnicas para
estudo da coagulagcdo. O ACL sofre interferéncias de baixas doses de
corticosterdides. (STAUB, 1995).

3. Anticorpo anticardiolipina (Acl) - Acl é classicamente um

fosfolipide de carga negativa, representando fidedignamente toda a familia dos
fosfolipides presentes na parte interna da membrana celular. Este, no entanto,
necessita da presencga do co-fator sérico B2GPI. Para que o Acl possa se ligar

aos fosfolipides da membrana. (STAUB, 1995).

Recentemente foi relatado em MATSUDA, et al, 1994 que a Acl é

~ diretamente contra B2GPlI efou o complexo CL-Gpi, podendo ocorrer nos

pacientes portadores de sifilis a detecgdo do Acl diretamente contra a cardiolipina

sozinha.

O cofator sérico B2GPI € um componente do plasma com propriedades
anticoagulantes in vitro, que circula livremente ou associado com lipoproteinas do
plasma e tem sido demonstrado estar aumentado em hiperlipidemias. Protrombina,
proteina C e proteina S tem sido também caracterizadas como cofatores para a
ligacdo de alguns anticorpos antifosfolipides porém, o B2Gpi permanece como o
cofator requerido mais frequente. O papel do B2GPI como um fator regulador de
homeostase ainda no foi confirmado embora seu consumo tenha sido descrito na

coagulaggo intra vascular disseminada. (MAC NALLY,1995).

A detecgdo da Acl estd internacionalmente padronizada, sendo esta a

mais usada para o diagnéstico da sindrome antifosfolipide (SAF). Somente niveis



24

moderados e altos de Acl (IgG e IgM) s&o preditivos, pois estes podem estar

presentes em doencas infecciosas e malignas. (STAUB, 1995 ).

1.7.3 Linfécitos T e suas alteracées

Os linfécitos T s&o identificados por suas funcdes efetoras e pela
expressdo de antigenos na superficie das membranas celulares, que podem ser
identificados e enquadrados nas classes de diferenciagdo (CD). Estes possuem a
fungdo de reconhecer estruturas na superficie de outros tipos celulares como
préprias ou estranhas e transmitir sinais de estimulo ou inibicdo das vias

bioguimicas intracelulares. (KAMMER, et al, 1990).

Os linfécitos T maduros s&o caracterizados pela presenca dos
marcadores CD3 que aparecem na ultima etapa de maturac&o no timo e estédo
associados ao receptor para linfécito T (TCR) formando o complexo CD3/TCR.
(ACUTO & REIUHERZ, 1982).

A funcdo do complexo CD3/TCR €& de ligar-se a antigenos
polipepitideos reconhecendo moléculas préprias do complexo maior de
histocompatibilidade (CMH) nas células apresentadora de antigenos, e iniciar o
sinal de ativacdo para proliferagdo celular. (KAMMER, et al, 1990 e ABBAS,
1994).

A glicoproteina CD4 esta expressa nas membranas celulares dos
linféeitos, caracterizando uma subpopulacéo de células T chamadas de auxiliares.
Sua func&o é principalmente interagir com as moléculas da classe Il do Complexo

Maior de Histocompatibilidade (CMH). (TOMER, et al, 1994).

Atualmente as células CD4 apresentam subdivisdes, identificadas pela
presenca dos receptores CD 45 (fung&o supressora/indutora) e CD29 (

auxilar/indugdo). (GORLA, et al, 1990) e pelos tipos de interleucinas (IL) que
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produzem, estas se subdividem em Th1 (IL2 e IFN) e Th2 (IL10 e IL4). (SIELING,
et al, 1993 e FIORENTINO, et al, 1989).

A glicoproteina CD8 por sua vez esta expressa nas membranas
celulares dos linfécitos, caracterizando uma subpopulacédo de células chamadas
de supressoras/citotoxicas. Sua fungdo principal € interagir com as moléculas da

classe | do complexo maior de histocompatibilidade. (FIORENTINO, et al, 1989).

No LES os linfocitos T apresentam multiplas anormalidades que s&o de

vital importancia na patogénese da doenga.

A alteragdo mais comum observada nos pacientes em atividade € a
linfopenia que é definida como contagem de linfécitos no sangue inferior a 1500
cels/mm®. Atualmente existem muitas explicacdes, até mesmo conflitantes, pois
alguns autores atribuem esse achado ao decréscimo de células CD8
(MORIMOTO, et al, 1980), e outros citam um decréscimo nas células CD4 e/ou
uma grande heterogeneidade da razdo CD4/CD8 no LES. (GORLA et al 1990).
Este mesmo autor também refere que uma baixa percentagem de linfécitos T CD4

tem sido observada em pacientes com LES com doenca renal ou trombocitopenia.

As células T apresentam deficiéncias in vitro na produgdo de IL2 e
IFNy . As disfungbes de células T sdo correlaciodas com a alta atividade da
doenga. O LES também apresenta defeitos na atividade citolitica associada a CD8
0 que n&o ocorre em outras doencas reumaticas. (ILIOPODUS & TSOKOS, 1996
e BERMAS, 1994).

1.7.4 Células “natura killer (NK)"”"

As células natural killer (NK), s&o linfécitos particularmente importantes
na resisténcia da defesa natural contra doencas infecciosas e malignas.
Atualmente a célula NK é definida como uma célula efetora com citotoxidade
espontanea contra varias células alvos, esta citotoxidade ndo é restrita pelo

complexo maior de histocompatibilidade (CMH) , faltando-lhe no entanto as

1



caracteristicas dos linfécitos T citotéxicos, granuldcitos, monadcitos e macrofagos.
(KAY, 1986).

Nos adultos a células NK sdo encontradas principalmente no sangue
periférico e tecidos do bago. Ocorrem outros sitios de localizagdo embora com
menor abundancia, tais como: timo, linfonodos, medula Ossea, trato
gastrointestinal e parénquima pulmonar. A atividade humana destas células no

homem, pode ser modulada por uma variedade de agentes, sendo os dois

estimuladores mais potentes o IFNy e IL2. (KAY, 1986).

No LES as células NK apresentam-se alteradas quanto ao numero de
células e na sua atividade. Essas alteracdes parecem estar mais relacionadas
com a doenga do que com o tratamento, e embora tenham causa desconhecida,
existe a presencga de células anti NK participando dessas anormalidades. (SIBBIT,
et al, 1984 e STRANNEGARD, et al, 1982). Em EWANS, et al, 1983,
encontramos a referéncia de que mulheres com LES tem a média de citotoxidade
desenvolvidas por células NK, significativamente menor que em mulheres

normais.

1.7.5 Defeitos do sistema complemento

O complemento nas pacientes com LES encontra-se bastante envolvido,
podendo ocorrer desde defeitos congénitos, até consumo de complemento por

ativac&o de imune complexos circulantes ou fixos.

Os receptores para complemento C3b (CR1) na superficie dos
eritréeitos, possuem a fungdo de transportar complexos imunes para o sistema
reticulo endotelial. No LES o nimero de CR1 esta reduzido em muitos pacientes e
possivelmente diminui ainda mais durante os periodos de exacerbacdo da doenca,
permitindo a permanéncia de maior nimero de imuno complexo circulantes  livres

que desencadeando assim, os processos inflamatorios que ocorrem no LES.
(ILIOPODUS, et al, 1996).



Os niveis de C3 e C4 no LES séo frequentemente diminuidos, embora
sua correlacdo com a atividade clinica nem sempre ocorra. Esses valores
apresentam maior utilidade no acompanhamento de pacientes com nefrite lUpica
onde ambos estdo diminuidos sendo mais acentuado o decréscimo de C4. (PETRI,

1996)

No LES encontramos também aumento na expressdo das moléculas de
adesdo como a : VCAM-1, ICAM-1 e E-selectin nos pacientes em atividade
quando comparadas com controles sadios e pacientes com LES sem atividade.
(BELMONT, et al, 1994). J& SPRONG, et al, 1994, encontraram que 0s niveis
soluiveis das moléculas de adesdo estdo aumentadas, principalmente da Svcam-1,
que se relaciona com uma maior atividade da doenca (aumento do SLEDAI) e
decréscimo dos fatores do complemento. Esses achados favorece a hipotese de que o
depésito de imuno-complexos, ativa o sistema complemento e células endoteliais, com
transmigracdo de células inflamatérias e eventualmente dano aos orgéos. (SPRONG,
et al, 1994).

As informacbes sobre os aspectos imunologicos do LES, sao

provenientes, em sua quase totalidade, de paises onde clima, habitos e

prevaléncia de parasitoses diferem da nossa regido. Como vimos anteriormente

estes aspectos podem influenciar na etiopatogenia do LES. O Cearg, Estado da
regido Nordeste do Brasil caracteriza-se por uma alta incidéncia de irradiacio
solar (UvA e UvB) durante os quase 365 dias do ano, alta prevaléncia de

parasitoses (EWANS, et al, 1996), habitos alimentares e culturais proprios
(SERAINE, 1985).

Com o conhecimento de que os fatores do ambiente e culturais
influenciam as manifestagdes do LES seja desencadeando ou ativando a doenca
nos propusemos neste trabalho, fazermos um estudo imunologico dos pacientes

com LES na nossa regiéo.

Dentre as varias alteragdes que compdem o LES, nos detivemos neste
trabalho na avaliacdo da atividade imunolégica quantificando o numero de

linfécitos CD3, CD4, CD8, CD19 e CD56, dosando anticorpos anti cardiolipina e
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anti dsDNA e avaliacdo e analise de parametros hematologicos das pacientes
portadores LES.
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2 OBJETIVOS:

Os objetivos deste trabalho foram:

2.1. Avaliar as diferentes subpopulagdes linfocitarias CD3, CD4, CDS8,
CD19, CD56 em pacientes com LES (em atividade e sem atividade) e

pacientes hormais No NOsso Meio.

2.2. Avaliar a existéncia de correlacdo entre o indice de atividade
SLEDAI (manifestagdes clinicas/laboratoriais) e os diversos subtipos
de linfocitos ou ainda, certos tipos de autoanticorpos anti-DNA e anti-

cardiolipina no desenvolvimento e graus de atividade do LES.




A

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuista

3.1.1 Pacientes

Foram estudados 20 pacientes portadoras de LES, diagnosticadas
segundo os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR). (TAN, et al,

1982). A amostra foi constituida de pacientes do sexo feminino, provenientes do

- Hospital Universitario Walter Cantidio e Hospital Cesar Cals, procedentes de

enfermaria ou ambulatério do Servico de Reumatologia € s6 foram incluidas no

trabalho apods seu consentimento.

A faixa etaria variou de 16 a 46 anos ( meédia de 26,9 anos) e o tempo
de doenga de 1 més a 11 anos (média de 4,11 anos). Todas as pacientes foram
avaliadas (em sua visita rotineira) no ambulatério e ou no hospital apds
internamento por reativagdo da doenca. Na ocasi&o era preenchida a ficha

protocolo e realizada a coleta de material. (Anexo 2).

As pacientes portadoras de LES foram inicialmente avaliadas de acordo
com o indice de atividade SLEDAI. As pacientes que apresentaram SLEDAI igual
a O (zero) foram consideradas sem atividade clinica e as pacientes com SLEDAI
maior ou igual a 1(um), foram consideradas com atividade. Incluimos no trabalho
Uma paciente que era portadora de sindrome antifosfolipide primaria ha 11 anos e

vinha evoluindo com proteindria, artrite e passou a apresentar antt dsDNA. Todas



as pacientes encontravam-se sob tratamento com corticosteroide associado ou
ndo a cloroquina elou drogas imunosupressoras como a ciclofosfamida ou

azatioprina.

3.1.2 Controles:

O grupo controle foi constituido de 20 mulheres, normais com faixa

etariade 16 a 48 anos (média de 32.5).

3.2 COLETA DE SANGUE

A coleta de sangue foi realizada por puncé&o venosa em tubos do tipo
vacutainer de 3ml com EDTA para realizagédo de imunofenotipagem e hemograma
completo e em tubos de 5ml sem anticoagulante para coleta de soro. Estes eram

congelados a -20° até realizagdo dos exames soroldgicos.

3.3 EXAMES LABORATORIAIS

3.3.1 Hemograma completo

Para o hemograma adotamos a seguinte rotina :

l[dentificamos os tubos com os nomes das pacientes, em seguida
colocamos para a leitura no leitor automatico -SKTS da COULTER. Apds
concluida a leitura realizamos uma revisdo microscopica das laminas, utizando
esfregaco de sangue periférico corado pelo MayGrinvald-Giemsa e analisado por

microscopia 6ptica.
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3.3.2 Imunofenotipagem de linfécitos:

QUANTIFICACAO DE POPULACOES LINFOCITARIAS

A quantificacdo das populagdes de linfécitos foi realizada atravées da
Citometria de fluxo, usando anticorpos monoclonais de camundongos com
especificidade para antigenos linfocitarios humanos, marcados com Isotiocianato
de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE). Estes foram: anti-CD3-FITC, anti-
CD19-PE, anti-CD4-FITC, anti-CD8-PE e anti-CD56-PE para identificar os
linfocitos T, linfocitos B, linfocitos T-auxiliares, linfocitos T-citotoxicos/supressores

e células NK respectivamente.

A citometria de fluxo, como o nome indica, € um método que analisa
células que se encontram em suspensédo. As células, em um fluxo continuo, séo
analisadas uma-a-uma ao se interporem a um feixe de raios laser. Quatro
parametros principais relacionados a célula (particula) sdo obtidos: tamanho,
granulosidade, fluorescéncia verde, emitida pelo FITC e fluorescéncia vermelha,
emitida pela PE. Os dados dos dois primeiros parametros sdo expressos
simultaneamente num gréfico de tamanho e granulosidade, através do qual se
seleciona a populag&o celular correspondente a dos linfocitos para ser analisada.
Esta selegcdo é definida fazendo-se um mapa eletrdnico (bit-map) ao redor da
populagé&o escolhida. A partir desta selecéo, trés outros graficos sdo gerados,
usando os demais parametros: fluorescéncia verde mais fluorescéncia vermelha,
fluorescéncia verde e contagem percentual de particulas emitindo esta
fluorescéncia e fluorescéncia vermelha e contagem percentual de particulas
emitindo a fluorescéncia vermelha. Os valores percentuais obtidos s&o aplicados
aos valores absolutos de linfécitos por milimetro clbico (mm3) ou microlitro para a
determinacéo dos valores absolutos para cada uma das populacdes estudadas.

Essa analise requer os seguintes procedimentos:

a) Marcar tubos de vidro com a identificacéo ‘da amostra e

respectivos anticorpos monoclonais, incluindo um tubo controle



onde serdo colocados anticorpos monoclonais de mesmo isoétipo,
sem especificidade para antigenos celulares mas conjugados aos

marcadores FITC e PE;

b) Colocar 10 ul do anticorpo monoclonal marcado. No mesmo tubo,
colocar 100 ul do sangue colhido com EDTA previamente

homogeinizado;

c) Agitar por cinco segundos e incubar por, pelo menos 15 minutos,

para que a reagao antigeno-anticorpo ocorra;

d) Tratar a suspens&o celular no sistema automatico denominado
‘Immuno-prep” da Coulter , que prepara a amostra, através de um
processo sequencial de trés etapas, onde os eritrécitos sao
lisados, a reagdo é estabilizada e a amostra conservada para

analise no citdmetro de fluxo;
e) Analisar a amostra no citometro de fluxo.
f) Gravar a informacéo;

g) Emitir um relatério com os graficos e resultados.

3.3.3 Realizagdo de reagcdo imunoenzimética para:

1. DOSAGEM DE ANTICORPOS ANTI-DNA:

Para a dosagem de anticorpos anti DNA foi utilizado o kit hemagen

*R anti DNA nativo. Procedeu-se como se segue:

a) A Diluicdo dos soros e controle para 1:26 por adigéo de 10ul a 250ul

de diluente da amostra;

b) Adicdo de 100 ul nos pocos em duplicada e identificada; Incubacéo
por 45 minutos a temperatura ambiente apos o qué foi desprezada a

amostra e lavada 4x com a solug&o propria de lavagem;



c) Adicdo de 100ul de conjugado, marcados HRP as microcavidades e

incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente;

d) Apds a segunda incubacgéo foram repetidos os passos do item “g”;
e) Adicdo de 100 ul do substrato TMB a cada cavidade;
f) Incubacéo do por 10 minutos a temperatura ambiente;

g) Adigc&o 50ul de H2SO 1N a cada cavidade, parar a reagao;

h) Agitacdo da a placa levemente para a leitura com utilizagdo do filtro
de 450nm e realizacéo das analises para os indices de formagéo da

curva;

2. DOSAGEM DE ANTICORPOS ANTI-CARDIOLIPINA IgM E
IgG:
Para essa etapa foi utilizado o kit da Hemagen *R anticardiolipina e

procedeu-se da seguinte maneira:

a) O soro foi diluido 1:51 e adicionado 100ul a placa de forma

duplicada e identificada para os calibradores de IgG e IgM;
b) Em seguida as placas foram incubadas por 30 minutos;

c) A amostra foi desprezada e lavada 4x com a solugdo propria de

lavagem;

d) Foram adicionados 100ul de conjugado anti IgG e anti IgM marcado
com enzimas as microcavidades da placa e incubadas por 30 minutos

a tempetatura ambiente;

e) Apds a incubacdo a amostra foi desprezada e realizada a lavagem

por 4 vezes;

f) Em seguida foram adicionados 100 ul do substrato (TMB) a cada
cavidade e novamente incubado por 10 minutos em temperatura

ambiente;



g) Apdés a incubagéo foram adicionados 50ul de H2S0O4 1M a cada
cavidade, a fim de parar a reagéo;
h) A leitura foi feita com filtro de 450nm, apds o que realizou-se a

andlise para os indices de GPL e MPL de acordo com os valores da

amostra padrdo com 32 e 36 unidades respectivamente;



3.4 MATERIAL UTILIZADO

3.4.1 Equipamentos
Centrifuga
Freezer-20°
imunocitometro da coulter

Leitor éptico para ELISA - Micro Reader 3 Hyperion

3.4.2Kits

Kit Hemagen anticardiolipina - Cat. N°6606

Kit hemagem anti ds DNA - Cat. N° 6621

3.4.3 Reagentes

marcadores Couter:

Isotipos - MslgG2b - RD1 e MSIgG2a- FITC (cat. N°6604240).
B Mslg1-RD1/Ms11gG1 - FITC (cat.N°6603796).

Cyto-stat/ Coulter clone:

T4RD1/T8FITC (Cat N°6603802)

CD3(IgG1)FITC/B4RD1 (Cat N°6605015

NKH.1 RD1 (Cat. N°6603857).

3.4.4 Outros

micro pipetas 10,100,1000ul.

Tubos de vacutaineres de 3 e 5 ml sem EDTA e com EDTA
respectivamente.



3.5 Método estatistico

Utilizamos o programa EPI INFO 6.04 para a analise dos resultados
realizando o teste de Student para comparacdo das médias e o coeficiente de

Pearson para avaliagdo das correlagcdes.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da atividade clinica da doenca

A avaliagdo da atividade clinica no LES, foi realizada através da
utilizacéo do indice de atividade SLEDAI, que apresentou variacdo de 0 a 35 e
média de 12.0 (s=9.7) O tempo de doenca dos pacientes foi de 30 dias a 11 anos,
com meédia de 4.1 anos. Dos 20 pacientes avaliados apenas 2 pacientes
encontravam-se sem atividade (SLEDAI igual a zero) e 18 pacientes com
atividade (SLEDAI igual ou maior que um). As manifestagGes clinicas dos
pacientes em atividade foram em ordem decrescente de frequéncia: lesdes de
pele, mucosa ou alopécia em 8 (40%), artrite em 06 (30%), vasculite em 5(25%),
serosite em 4(20%) e alteragbes do Sistema Nervoso Central(SNC) 4 (20%).

(Tabela 1 e anexo 3).



TABELA 01-PRINCIPAIS ALTERACOES CLINICAS PRESENTES NOS
PACIENTES COM L.E.S. (n = 20).

ALT. CLINICAS N %
LESOES P.M.A*, 8 40
ARTRITE 6 30
VASCULITE 5 25
SEROSITE 4 20
SNC ** 4 20

(*) PELE, MUCOSA E ALOPECIA

(**) SNC- SISTEMA NERVOSO CENTRAL.

4.2 Avaliacgao da atividade da doenca segundo parametros laboratoriais

Na avaliagdo da atividade da doenga coletamos do prontuério as
dosagens de complemento e sumario de urina os quais sdo rotineiramente
solicitados dos pacientes com LES. As principais alteracées laboratoriais dos
pacientes em atividades encontram-se listadas em ordem decrescente de
frequéncia; redugéo dos componentes do sistema do complemento em 13 (68%),
proteinuria em 6 (30%), alteragdes hematologicas 02 (10% ) e hematuria 03
(15%). (tabela 2 e anexo 4).
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TABELA 02-PRINCIPAIS ALTERACOES LABORATORIAIS PRESENTES NOS

PACIENTES COM L.E.S. (n = 20).

ALTERACOES LABORATORIAIS NP %
HEMATOLOGICAS* 2 10
COMPLEMENTO** 13 68
PROTEINURIA 6 30
HEMATURIA 3 15

(*) LEUCOCITOS < 4000 cel./mm® E TROMBOCITOPENIA

(**) UM PACIENTE NAO REALIZOU A DOSAGEM DE COMPLEMENTO

4.3 Avaliacao dos niveis de hematdcrito, linfécitos e plaquetas

pacientes portadores de LES e controles normais

A avaliagdo do hemograma, realizada nos pacientes com LES e controles
normais, tem seu resultado mostrado na tabela 3. Merece destaque os resultado
apresentado nos valores do hematdcrito sendo este inferior nos pacientes
portadores de LES e com significado estatistico.(p<0.05). Na contagem dos

linfécitos estes apresentaram-se também menores concentracbes e significante

(p<0.05).

entre
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TABELA 03 - PRINCIPAIS VALORES DO HEMOGRAMA EM 20 PACIENTES
COM LES E 20 PACIENTES CONTROLES NORMAIS

HEMOGRAMA PAC.COM LES PAC. NORMAIS
A X S A X S
HEMATOCRITO * 17.8 -42.9 331 6.2 32.8-459 384 3.7
LEUCOCITOS 3.6-18.2 8.00 3.9 3.6-18.9 81 3.7
LINFOCITOS * 0.5-5.89 168 1.25 0.90-4.40 2.67 3.0
PLAQUETAS 100-498 263 109.2 173-399 230.5 57.3

(*) DIFERENGA ESTATIST. SIGNIFICANTE AO NIVEL DE 5% ( TESTE T)

4.4 Avaliacao da imunofenotipagem dos linfécitos T, B, CD4 e NK células

em pacientes com LES e controles normais.

A quantificacdo dos tipos celulares foi expressa em nimeros absolutos
(células/mm3) e numeros relativos(%). Na quantificacdo das subpopulacées
linfocitarias encontramos o numero de células com express&o CD3 (LT) diminuidas
com p<005 nos valores absolutos dos pacientes com LES, quando comparadas
aos controles sadios. Foi observada também uma diminuicdo na quantidade de
linfécitos com express&o de CD4 (LTh) e CD8 (LTs) com p<0.005 em numeros
absolutos quando comparados com o grupo de pacientes normais, tal nédo

ocorrendo porém, para numeros relativos.

A quantidade de linfocitos  com expressdo de CD19 (LB) quando
comparadas com 0 grupo de controle normais foi maior nas pacientes com LES
em termos percentuais e menor em termos absolutos, porém, sem significancia

estatistica. As células com expressdo CD56 (NK), mostraram-se em maior

)
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quantidade nas pacientes com LES tanto em ndmeros percentuais como absolutos
porém sem significado estatistico. Uma paciente apresentou ndmeros de células
NK bastante aumentado (NK=51%) diferindo bastante das outras, que levou a
sua exclusdo da analise para NK. Ao excluirmos essa paciente (N=19), as células
NK apresentaram-se menor em numeros absolutos com p<0.005 no grupo das

pacientes com LES quando comparada ao grupo controle (Tabela 4 e 5).

TABELA 04 - DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS EM
PACIENTES COM L.E.S. E CONTROLES (%)

IMUNOFENOTIPAGEM PAC. NORMAIS PAC. COMLE.S.
LINFOCITOST (CD3) 75,6 75,2
LINFOCITOS B (CD19) 12,6 14,1

LT AUXILIARES (CD4) 46,3 425

LT SUP./CITOT  (CD8) 26,1 29,1
CELULAS NK * (CD56) 6,1 5.9

NAO APRESENTOU DIFERENCA ESTATIST.SIGNIFICANTE EM NIVEL DE 5%.
N=20.,

(*) N=19



TABELA 05 - DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS EM
PACIENTES COM L.E.S. E CONTROLES (cel/mm”)

IMUNOFENOTIPAGEM PAC. NORMAIS PAC. COMLES.
LINFOCITOS T (CD3)* 2.033,7 1.2593
LINFOCITOS B (CD19) 346,0 282,2
LT AUXILIARES (CD4)* 1.227,4 766,5
LT SUP./CITOT (CD8)* 713,3 428.6
CELULAS NK  (CD56) 154,6 63.9

(*) DIFERENCA ESTATIST.SIGNIFICANTE EM NIVEL DE 5%.

4.5 Imunofenotipagem e sledai

Ao correlacionarmos a quantidade de linfécitos das subpopulacoes
estudadas com graus da atividade da doenga usando-se o indice SLEDAI, néo
encontramos nenhuma diferenca significativa quando comparados 0s numeros

absolutos.

Ao procedermos a correlagdo do SLEDAI com as subpopulacbes de
linfocitos na forma de numeros relativos, esta foi negativa e significante para os
linfécitos CD3(r=-0.53), positiva e significante para linfécitos CD19 (r=+0,56 e ) e

negativa e significante negativa para linfécitos CD8 ( r=- 0,63 ). (Tabela 6 ,7 e 8)



TABELA 06 - DISTRIBUICAO DOS LINFOCITOS, SEGUNDO NiVEL DO
SLEDAIL NOS PACIENTES COM L.E.S. (%)

SLEDAI LT LB CD4 CD8
0 788 75 33.0 40.4
1-4 78,8 10,3 43,6 30,5
5-12 76,0 13,9 42,0 30,8
> 12 71,8 17,9 44.6 24.4
MEDIA 75,3 14,1 42,5 29,1
DO TOTAL

* SEM SIGNIFICADO ESTATISTICO

“*MEDIA(%)

TABELA 07 - DISTRIBUICAO DOS LINFOCITOS, SEGUNDO NIVEL DO
SLEDAI NOS PACIENTES COM L.E.S. (cel/mm3)

SLEDAI LT LB CD4 CD8
0 9242 99,20 385.0 4754
1-4 1.394.5 176,5 776.4 538.8
5-12 1318,8 426,0 819.9 4192
> 12 1.230,9 273,1 816,9 368,8
TOTAL 1.259,3 2822 766,5 428.6

sem significancia
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TABELA 08 - CORRELACOES DE PEARSON ENTRE O SLEDAIE  AS
PERCENTAGENS DE LINFOCITOS T, B, CD4 E CD8 PARA A AMOSTRA DE
PACIENTES COM L.E.S.

CORRELACAO LT(CD3) LB(CD19) LTh(CD4) LTs(CD8)

SLEDAI -0,53*% 0,56* -0,16 -0,63%

(*) CORRELACAO ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTE EM NIVEL DE 5%.
(TESTE DE SIGNIFICANCIA PARA CORRELACAO DE PEARSON)

4.6 Presenca de anticorpos anticardiolipina

Os autoanticorpos anticardiolipina foram quantificados por ensaio
imunoenzimatico (HEMAGEN) onde os valores de referéncia normal véo até 10
unidades de MPL ou GPL para os anticorpos de isotipos IgM ou IgG

respectivamente.

Nas pacientes estudadas apenas 10% apresentaram taxas maiores do
que o normal para estes anticorpos do isotipo IgG e 20% para IgM. Nas pacientes
que apresentaram autoanticorpo anticardiolipina IgG e ou IgM (n=4), a anélise da
quantificacdo das subpopulacdes linfocitarias, nao foi estatisticamente

significativa. (Tabela 9 e 10).
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TABELA 09 - DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS DAS
PACIENTES COM LES E ANTICORPOS ANTICARDIOLIPINA DE CLASSE IgM

OU IgG. (n = 4).

PACIENTE | CARM CAR G L T% L B% CD4% | CD8%
Pl POS POS 19,9 58,5 15,0 4,0
P2 POS NEG 64,8 34,5 45,6 14,4
P3 POS NEG 98,1 1,5 74,5 21,9
P4 POS POS 87,4 3,6 48,5 25,1
MEDIA ESPECIFICA 67,55 24,5 459 16,4
MEDIA DOS CASOS 75,2 14,1 42.5 29,1
DESPAD DOS CASOS 15,4 13,7 12,1 9.1

TABELA 10 - DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS DAS
PACIENTES COM LES E ANTICORPOS ANTICARDIOLIPINA DE CLASSE IgM OU

IeG. (n =4).
PACIENTE | CARM CAR G LT LB CD4 CD8
Loalfoncndy
Pl POS POS 312.4 918,5 235,5 62,8
P2 POS NEG 3.816,7 20321 268538 8482
P3 POS NEG 3.786,7 57,9  2.875,7 8453
P4 POS POS 1.276,0 52,6 708,1 366.5
MEDIA ESPECIFICA* 2.298.0 7653 1626,3 530.7
MEDIA DOS CASOS** 1.259.3 2822 766,5 428.6
DESPAD DOS CASOS 971,9 466,0 741,1 211.8

* MEDIA ESPECIFICA (N=4)

“* MEDIA DOS CASOS (N=20)



47

4.7 Autoanticorpos antidna x imunofenotipagem

Autoanticorpos anti DNA  nativo foram quantificados por ensaio
imunoenzimatico (HEMAGEN). Nas pacientes estudadas esses anticorpos
estavam presentes em 65% e ausentes em 35% . Estes anticorpos foram usados
na avaliagéo do indice SLEDAI como critério de atividade. Ao realizarmos a
correlac@o entre os valores dos anticorpos anti DNA nativo, com os valores dos
principais subtipos linfocitarios ndo encontramos significado  estatistico. Tabela

11e12.

TABELA 11 - DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS
SEGUNDO A PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI dsDNA EM PACIENTES COM

L.E.S.
dsDNA LT LB CD4 CD3
NEGATIVO 75.6 12.7 38.8 32,7
POSITIVO 74.9 14.9 445 272
TOTAL 75.2 14.1 425 20.1

MEDIA ( % )
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TABELA 12 - DISTRIBUICAO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS
SEGUNDO A PRESENCA DE ANTICORPOS ANTI dsDNA EM PACIENTES COM

L.E.S.

dsDNA LT LB CD4 CDS8
NEGATIVO 1.116,3 192,2 589,3 4664
POSITIVO 1.336,4 330,7 861,9 408,2
TOTAL 1.259,3 2822 766.5 4286

MEDIA ( cel / mm®)
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5 DISCUSSAO

As principais manifestacbes clinicas e laboratoriais apresentadas pelos
pacientes com LES foram a redugdo da concentragédo dos componentes do
complemento, avaliada pela determinagdo do C3 e/ouC4, ocorrendo em 68% das
pacientes, lesdes de pele, mucosas e alopécia em 40% , artrite em 30%,
proteinuria em 30%, vasculite em 25%,serosite em 20%, e alteragbes do sistema
nervoso central (SNC) em 20%, hematuria 15% e alteracdes hematoldgicas em
10%.

Nos dados referidos por PETRI, et al, 1991 no qual estes avaliam o
SLEDAI como critério de atividade de pacientes lUpicos, os resultados obtidos
foram os seguintes; reducdo da atividade do complemento em 54%, reacdes
cutaneas em 12%, artrite em 37%, alteragbes renais 30.6%, vasculite em 9.2%

serosite 10.2%, alteracdes neurolégicas em 16.3% e hematoldgicas em 27.6%.

As diferencas apresentadas entre nossos dados, na frequéncia das
alteracbes de consumo de complemento, artrite, alteracdes renais e serosite

assemelham-se as encontradas por PETRI, et al, 1991.

Dois aspectos podem justificar as discordancias entre os dois grupos de

individuos com LES quanto as lesdes cutaneas:

1- Nesta avaliagdo colocamos todas as lesées de pele e ndo somente

as restritas ao SLEDAI.

2- A maior incidéncia solar poderia influir para maior nimero de
lesbes. No que se refere ao grupos das pacientes que apresentam vasculites nao

computamos apenas as de pele nele computamos também as bidpsias renais. No
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entanto, no trabalho apresentado por ~ WALLACE, 1993, as lesbes de pele,
mucosas e alopécia apareceram em 55% apresentando uma maior concordancia

em relac&o ao encontrada no nosso estudo.

5.1 Aspectos hematologicos e imunoldégicos dos pacientes portadores de

LES e controles normais

No nosso trabalho encontramos diferencas significativas entre o
hematdcrito das pacientes com LES (33.1%) e normais (38.4%) com p<0.05. Na
literatura € mostrado que 50% dos pacientes apresentam hematdocrito diminuido,
fato este relacionado a autoimunidade, a anemia das doengas cronicas e doengas
renais, ja em relagcéo a leucopenia (leucocitos <4000) foi encontrada em apenas
em 5% das pacientes e sem significado estatistico (p>0,05). Na literatura
leucopenia esta presente em 17% dos pacientes, e tem sua causa atribuida a
diversos mecanismos tais como: autoimunidade, medicacdo, e/ou defeitos da
medula 6ssea. (SCHUR.,1993). Questionamos se o fato destes pacientes viverem

‘numa regido com alta prevaléncia de doencas infecciosas e parasitarias as
interacdes parasitas hospedeiros nao serviriam de estimulo continuo a medula
6ssea na produgdo destas células e liberagdo para a corrente sanguinea.
Considerando que estes individuos sdo submetidos aos mesmos esquemas

terapéuticos descrito na literatura internacional.

Com relagdo ao numero de plaquetas a literatura mostra que 25 a 50
% dos pacientes com LES apresentam plaquetopenia (100.000 a 150.000).
(SCHUR,1993). A grande maioria das nossas pacientes (95%) com LES néo
apresentaram deficiéncia no nimero de plaquetas, ao contrario, um aumento neste
numero foi observado, embora sem significancia. Atualmente sabe-se que o fator
ativador de plaquetas (PAF) pode agir no Sistema Enddcrino induzindo a liberacéo
de Prolactina, esta por sua vez tem agdo imunoestimulante sobre os linfocitos
(MONTENEGRO et al 1994). E citado por FANTINI, et al, 1995 que os estresses

promovem uma variedade de mudancas psiconeuroenddcrinas. Como exemplo
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temos o aumento de prolactina. Questionamos se 0s estresses que nNOSsos
pacientes sofrem teriam a funcéo de estimular a hipdfise a liberar mais prolactina e
se esta teria uma funcgéo retro alimentadora em nivel da liberagcdo do Fator
Ativador de Plaquetas (PAF), ou ainda através de fatores previamente citados
como a prevaléncia de doencas infecto-parasitarias que poderiam estimular a

medula 6ssea a maior formagéo de plaquetas.

Linfopenia é uma das caracteristicas marcantes nos pacientes com
LES em atividade (SCHUR.,1993). No nosso trabalho esta n&o ocorreu na
grande maioria das pacientes, pois o numero de linfécitos em média destes foram
de 1680celulas/mm® sendo este menor e com p<0.05. Os autores KAMMER &
STEIN, 1993 atribuem como algumas das causas para esta linfopenia a
presenga de anticorpos antilinfocitos T e a redistribuicdo destes linfécitos em

sitios de inflamacéo saindo dos vasos.

Os linfécitos LB (CD19) apresentaram-se discretamente menor em
nameros absolutos, quando comparados a populacdo normal, porém sem
significado. Este fato n&o descaracteriza o LES da forma tradicional, pois os
linfocitos B ativados principalmente os CD5 néo foram quantificados, assim como,
0 uso de corticoterapia que pode interferir com os linfécitos, principalmente com
os linfécitos CD5. (COWDERY, et al, 1992, ERKELLER, et al, 1993). Quando
correlacionados com a atividade da doenca pelo SLEDAI os linfécitos CD19
mostraram correlagdo de r+ 0.56 em numeros percentuais, estando de acordo com
a literatura, que mostra que o nimero de linfocitos B estéd aumentado e provavelmente
hipereativos no LES . A hipereatividade pode estar presente mesmo nos pacientes
com LES sem atividade como é mostrado no trabalho de TSOKOS, 1992. Também
encontramos na literatura trabalhos que mostram ndo existir correlagdo entre o
aumento de células B e o aumento de anticorpos anti DNA, (SPRONG, et al, 1993) e
sim correlagéo do aumento de anticorpos anti DNA com o numero e tipo de linfocitos

CD4 (DESAI METHA, et al, 1992). Ambas correlagbes ndo foram por noés encontradas.

A quantificagdo dos subtipos linfécitarios LT (CD3), mostrou os valores
em numeros absolutos menores do que a populagdo normal, com p<0.05.

Trabalhos como o de BERMAS, et al, 1994, descrevem que o decréscimo no



numero de células T estaria relacionado com a gravidade da doencga n&o estando
associado somente ao uso das medicacdes e sim a defeitos funcionais do sistema
imune no LES. A correlacdo entre os valores obtidos de LT (CD3) com o SLEDAI
mostrou: uma correlagéo negativa r= -0.53 em numeros relativos, havendo neste

caso uma concordancia dos nossos achados com os dados descritos na literatura.

Embora no LES as multiplas alteragdes que ocorrem envolvam
atualmente os fatores sorolégicos, as alteracdes celulares assumem grande
importancia na patogénese do LES pois os defeitos no seus caminhos
bioquimicos, esta relacionado com seus subtipos como relata GORLA, et al, 1990
e NEIDHART, et al, 1996. Estes atribuem as alteracbes aos linfocitos CD4,
principalmente ao subtipo CD4 CD45 que estariam em menor quantidade e
possuiriam o papel de supressor/indutor. Ja para KAMMER & STEIN, 1990 os
subtipos CD4 CD45 teriam a funcéo ativar a molécula CD8 e IL 2 para promover

sua proliferacdo.

Sabemos que as irradiagbes solar UVA e UVB interferem com os
linfécitos LTs (CD8) aumentando o seu numero na circulagdo sanguinea.
(SCHUR,1993). Se levarmos em conta a atividade supressora este fator poderia
‘ter um papel de reducdo na gravidade da doenca, no entanto, supomos que
contraditoriamente a luz solar como elemento desencadeante de atividade IUpica
quando relacionado com a expressdo de células CD8, provavelmente n&o se
relaciona a atividade supressora, mas talvez a atividade citotoxica. Ou talvez como
descreve ISRAELY-LINKER 1990, que embora ndo tdo estudado quanto o CD4 o
CD8 poderia ter uma participacéo no estimulo de células B, podendo desta forma

os linfécitos CD8 também contribuirem para a hipereatividade dos linfécitos B.

As celulas Natural Killer (CD56) apresentaram-se em maior nimero por
milimetro cubico no sangue periférico das pacientes com LES, sem diferencas
significantes as dos controles normais, tanto para numeros relativos como
absolutos quando N=20. Ao excluirmos uma paciente que apresentou grande
numero de células NK (NK=51% dos linfocitos), essas apresentaram-se em menor
quantidade em numeros percentuais e absolutos porém com diferenca

significativa apenas nos numeros absolutos. Estes dados comparados aos de
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outros trabalhos como o de ERKELLER, et al, 1996 que descreve uma redugdo de
células NK dos pacientes com LES, da ordem de um tergco em relagdo ao

controles normais, mostram-se concordantes.

Neste trabalho também encontramos correlagdo negativa e significante
entre linfocitos LTs (CD8) e SLEDAI, descrita também em alguns trabalhos como
em MORIMOYTO, et al, 1980. Como vimos anteriormente € muito conflitante a
quantificacéo dos subtipos linfécitarios, porém os dados que obtivemos relativos a
quantificacdo dos subtipos linfocitarios e as alteragdes clinicas sdo em sua

grande maioria concordantes aqueles descritos na literatura mundial.

5.2 Presenca de anticorpos anticardiolipina

AXTENS e colaboradores (1994) encontraram  anticorpos
anticardiolipina em 24% dos pacientes lupicas estudadas e citam que na literatura
este valor é de 40%. Ja no grupo de pacientes por nés estudado a prevaléncia

destes anticorpos foi de 20% e 10% respectivamente para os isotipos IgM e IgG.

Neste trabalho destacamos duas pacientes portadores de anticorpo
anticardiolipina, pois estas ilustram bem as manifestagcbes da SAF primaria e

secundaria:

1. Paciente com diagnéstico de Lupus recente (30 dias), encontrava-se em
estado gravissimo com pericardite, sindrome cerebral organica, com
anticorpo anticardiolipina positivo, com nimeros de linfécitos LTh (CD4)
e LTs (CD8) baixissimos e linfécitos B bastante aumentado. Esta
paciente tinha realizado, dado a sua gravidade, pulso com “solumedrol”
ha 10 dias 0 que certamente contribui com as alteracdes observadas

relacionadas ao numero de linfocitos.
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2. Paciente com diagndstico de sindrome antifosfolipide primaria ha 11
anos, durante sua evolugao teve abortamentos de repeticdo e crises
convulsivas, o que, freglentemente, ocorre nesses pacientes.
Recentemente passou a apresentar proteindria, artralgia e
anticorpos anti dsDNA entrando para esquema de ciclofosfamida,

além do anticoagulante oral que fazia uso.

A evolucédo das pacientes com SAF primaria para LES, ndo & usual
podendo ocorrer em uma percentagem pequena, que apos longos anos

evoluem para LES como ocorreu com a segunda paciente. (MUJIC, et al, 1995).

A presenga de anticorpos antifosfolipides (onde se incluem os
anticorpos anti cardiolipina) em pacientes com LES, contribui para o descréscimo
da sobrevida dos mesmos (DRENKARD, 1994). As pacientes portadoras de
anticorpos anti cardiolipina costumam ter maior gravidade na doencga,
apresentando maior frequéncia de manifestagcdes trombdticas, neuroldgicas,
abortamentos e cardiacas. (HOJNIK, et al, 1996) Por ser uma pequena amostra
(n=4) e com tempo de patologias variados, ndo nos foi possivel termos um valor
estatisticamente significante nas analises destes anticorpos relacionados com os

subtipos linfocitarios nos grupos estudados.

5.3 Imunofenotipagem e DNA

A detecgdo de anticorpos anti dsDNA n&o apresentou uma correlacéo
significativa com os valores encontrados para os diversos tipos de linfocitos
estudados. A dosagem de anticorpos anti DNA nativo foi realizada também como
critério de atividade do SLEDAI. (BOMBARDIER, et al, 1992). Atualmente atribui-
se as celulas LTh (CD4) significativo papel no estimulo a produgéo de anticorpos
anti-DNA . (DESAI- MEHTA, et al, 1992), Os anticorpos anti DNA nativo tém

também importante papel na patogénese das doencas renais.
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6 CONCLUSOES

. As manifestacdes clinicas apresentadas pelas pacientes portadoras de LES néo
diferiram da literatura quanto as formas de manisfestagbes, porém,

apresentaram diferenc¢as na frequéncia principalmente nas lesdes de pele .

. As pacientes portadoras de anticorpos anticardiolipina apresentaram maior

gravidade nas manifestagdes clinicas.

. A realizagdo da imunofenotipagem dos subtipos linfocitarios mostrou valores
menores para os subtipos LT (CD3), LTh (CD4) e LTs (CD8) em valores
absolutos com p<0.05 quando n=20 e NK quando n=19 ao serem

comparadas ao grupo controle.

. Quando correlacionado com o indice de atividade SLEDAI a quantificagdo dos
subtipos linfocitarios mostrou uma correlagéo de r= 0.56 para linfocito B (CD19)
e r= -0.53 e r= - 0.63 para linfécitos (CD3) e (CD8) em numeros percentuais

respectivamente.

. O Hematdcrito das pacientes apresentaram-se menor e significativamente

diminuido quando comparado com 0s normais.
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6. As pacientes lUpicas apresentaram numeros de linfocités de 1680 cels/mm’®
sendo estes menores do que os do grupo de individuos normais com p<0.05.

Embora estivessem diminuidos n&o apresentavam linfopenia .

7. Faz-se necessario estudo com outros marcadores CD4 especificos do tipo
CD45 e CD29 e dosagens de interleucinas, para um entendimento mais
profundo do LES.
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Summary

LES is a disease that attacks several human organs and systems. The etiology
is unknown, but many factors like genetic, immunological, environmental, viral and
emotional factors are involved with its physiopathology. The prevalence of LES in
several areas of the planet is too variable(4 to 250/100.000 inhabitants). In Brazil,
its prevalence is unknown. LES fits in the self-immune disease group, presenting
many immunological changes. The most frequent mentioned changes in world
bibliography are excessive production of self- antibodies and modifications in T
lymphocyte. The immunological system and its alterations, including the
immunological answer, are genetically determined and are influenced by the
relationship between individual and environment. Our region has sociocultural and
climatic characters that can influence the immunological system, resulting the

changes that are found in the patients with LES.

This work has, as purpose, to compare some immunological changes that are
found in LES patients in our area with described changes in world bibliography and
to look for possible relations between them. The LES patients(n=20) were derived
from HUWC and HGCC. The n=20 control group consisted of normal individuals
that were divided by age and sex, are all living in Fortaleza. The anamnesis and
immunological, hematology and clinical exams were used to obtain information to
the criterions of inclusion or exclusion of individuals in the work and to classify the
patients in SLEDAI activity index(seriousness of the disease). The parameteres to
the immunological estimate were obtained through the phenotypic analysys of
subsete the T lymphocyte(CD3), LTh(CD4) , LTs/c (CD8), B lymphocyte(CD19) and
NK cells(CD56) by flow cytometric, revealment of antiphospholipid and antiactive
DNA self-antibodies by ELISA methods and hematoly exams. The results showed
that the period of the pathology varied from 30 days to 11 years with x=4,1 years.
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The SLEDAI index varied from 0 to 35 with a media of 11,8 and s=9,8. The main
presented clinical manifestations were alterations of skin, mucous membrane and
alopecia in 08(40%), arthritis in 06(30%), vasculite in 05(25%), serosite in 04(20%)
and Central Nervous System(CNS) alterations in 04(20%). The principal lab
alterations were reduction of the compounds of the complement(C3 and/or C4) in
13(68%), proteindria in 06(30%), hematuria in 06(15%). The alterations in the
blood count were reduction of the hematdcrito with x=33,1% and of the total
lymphocytes with x=1.680 cells/mm3, both with p<0,005 when compared with the
control group. The phenotipy analysis subset of lynphocytos of LES patients, in
comparison with the control group, in absolute values, showed reduction of the
amount of TL(CD3) with p<0,01 , auxiliar TL(CD4) p<0,003 , s/c TL (CD8) and of
the NK cells p<0,005. The media of the found values were the above values: T
lymphocyte(CD3) of 1.259,3 cells/mm3, CD4 of 766,5 cells/mm3 and CD8 of 428,6
cellssrmm3. There was a negative and expressive correlation of Pearson between
the SLEDAI index and the TL(CD3) and the s/c TL(CD8) with r= -0,563 |, r= -0,63
respectively and positive correlation with the BL(CD19) r= +0,53. We noticed
anticaardiolipin antibodies of IgM and IgG classes in 10% and 20% respectively, all
- with SLEDAI higher than 12. The clinical and immunological alterations that were
found in LES patients present many similarities to what is described in
bibliography, but we stick out that some presented differences may exist due to the
characters of our region, and need to be studied in a better way in order to define

their real implications in immunological system of LES patients.
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ANEXOS

ANEXO 1

Critérios para o diagnésticos do LES revisado pelo Colégio Americano

de Reumatologia( ACR) 1982 .

CRITERIOS

1. Rash malar

2. Rash discoide

3. Fotosensibilidade

4. Ulceras orais

5. Artrite

6. Serosite

7. Comprometimento renal

8. Comprometimento neurologico
9. Compromentimento hematologico

10. Comprometimento imunolégico

11. Anticorpo antinuclear
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INDICE SLEDAI -
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......................

...convulsao

...psicose

...sindrome cerebral orginica
...envolvimento craniano
...cefaléia lipica

....AVC

...vasculite

...artrite

...miosite

...cilindros urinarios
...hematuria
...proteinuria

...piuria

...rush recente
...alopécia

ulcera de mucosa
pleurisia
pericardite
complemento baixo

...aumento no titulo de DNA
...febre

trombocitopenia

I...leucopenia
total:

Tratamento atual
OBS:

PROTOCOLO DO LES -

.............................................




ANEXO 3

72

GRAFICO 1 - PRINCIPAIS ALTERAGCOES CLINICAS DETECTADAS NA
AMOSTRA DE PACIENTES COM L.E.S.

FREQ.

LESOES ARTRITE VASCULITE SEROSITE SNC
PMA.

TIPOS DEALTERAGAO




ANEXO 4

GRAFICO 2 - PRINCIPAIS ALTERAGOES LABORATORIAIS PRESENTES NOS

FREQ.
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ANEXO 5

MEDIA EM cellmm3

GRAFICO 3 - MEDIA DOS LINFOCITOS T, B, CD4 E CD8,
SEGUNDO NIVEL DO SLEDAI PARA A AMOSTRA DE

PACIENTES COM L.E.S.

0 1A4

£ MEDIA ARITIMETICA LT
B MEDIA ARITIMETICA LB
0 MEDIA ARITIVETICA CD4
o1 MEDIA ARITIVETICA CD8

5A12 >12 TOTAL
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ANEXO 6

LINFOCITOS T

CORRELACAO ENTRE O SLEDAI E OS LINFOCITOS T, PARA

A AMOSTRA DE PORTADOCRES DE L.E.S.
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ANEXO 7

GRAFICO 5 - CORRELACAO ENTREOSLEDAI EOS
LINFOCITOS B, PARA A ANMOSTRA DE PORTADORES
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ANEXO 8

GRAFICO 6 - CORRELAGAO ENTRE O SLEDAI E CDB PARAA

ANIOSTRA DE PORTADORESDELES
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CASOS IDADE T.PAT. COR  SLEDAI HT LEUC  LINF PLAQ LT% LT LI3% LB CD4% CD4 CD8% D8 NK% NK eddied®
anos anos

1 24 6,00 p 2 39.0 7.9 2,32 216 80.5 1867.6 4.6 106.7 48.0 1113.6 30.6 709.9 3. 71.9 1.57
2 34 1.00 b 6 41,6 6.0 2,02 267 80.0 1616.0 9.7 195.9 44.4 896.9 284 573.7 1.0 20.2 1.56
3 19 7.00 b 10 353 8.2 0,57 351 76,3 4349 39 33.6 28.2 160.7 44.0 250.8 11:2 63.8 0.64
4 34 500 b 6 32,2 4.0 0.79 193 76.8 606.7 16.4 129.6 39.1 3089 354 279.7 25 213 1.10
5 23 2,00 b 5 383 8.2 1.26 498 85.2 1073.5 10.6 133.6 518 652.7 32,9 4145 2.0 25.2 1,57
6 38 11.00  p 20 21,6 6.6 0,70 308 78.7 5509 4.7 329 50,0 3500 31.6 2212 12,2 834 1.58
7 37 200 p 19 34.8 55 0.70 229 719 503.3 8.7 60.9 35.6 2492 32.1 224.7 5.1 357 111
8 32 6,00 p 4 32,7 7.8 1,70 494 70.8 1203.6 19.8 336.6 36,1 613.7 27.0 4390 5.1 86.7 1.33
9 27 2,00 p 7 31,1 3.6 0,50 349 73,0 365.0 6.2 31.0 42,9 214.5 29.7 148.5 4.2 21.0 144
10 46 300 p 4 34,7 6.6 1.63 259 78.7 1282.8 11.6 189.1 425 692.8 31.1 5069 83 1353 1.37
11 21 033 p 19 27.6 5.6 1.82 2306 79.1 1439.6 153 278.5 56.1 1021.0 233 424.1 0.4 13 2.40
12 19 0,08 b 35 17.8 18.2 1.57 416 19,9 312.4 38.5 918,35 15,0 2355 4.0 62.8 1.0 15,7 3.75
13 16 025 p 12 29,2 14.3 5.89 324 064.8 3816.7 345 2032,1 45.6 2685.8 14.4 848.2 1.1 648 3.17
14 22 900 b 13 30,9 7.0 3.86 284 98.1 3786,7 ] 57.9 74.5 2875.7 219 8453 3.40
15 34 11,00 p 24 383 6.1 1.46 162 &7.4 12760 3.6 52,6 48.5 708.1 25,1 366.5 3.5 511 T 193
16 26 9.00 p 3 32,7 9,2 1.44 104 83.0 1224.0 3,1 73.4 47.6 6854 333 479.5 53 76,3 1.43
17 17 400 p 0 42,9 5.8 0,99 207 89.0 881,1 2.8 27,7 379 3752 44.9 4445 7.9 78.2 0,84
18 16 300 b 0 36,7 7.0 1,41 217 68.6 967.3 12.1 170.6 28.0 394.8 359 506.2 219 308.8 0.78
19 27 0,08 p 22 293 5.8 0,92 231 73,1 672,5 20.9 192,3 40,9 3763 304 279.7 2.1 193 1.38
20 26 050 p 24 353 16.8 1.97 456 66.3 1306.1 30.0 591,0 36.5 719,1 26.7 526.0 1.4 26.8 137
MEDIA 26,9 4,11 11,8 33.1 8.0 1.68 290,1 75.2 1259.3 14.1 282,2 42,5 766,5 29.1 428.6 82 63.9 1.68
MED. 26,0 3,00 8.5 33.7 6.8 1.45 263.0 77.8 1138.6 10,2 131.6 42,7 633.2 30.5 4343 335 511 .44
DP 83 3.69 9.8 6,2 3.9 1.25 109.2 154 9719 13.7 466,0 12,1 741.1 9.1 211.8 33 68.1 0.86
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ASOS CarG CarM dsDNA dsDNA HEMOG. COMPL. PROTEIN.
1 neg, neg, neg 0 neg pos neg
2 neg neg neg, 0 neg pos pos
3 neg neg forte 2 neg pos neg
4 neg neg fraco 1 neg pos neg
§ neg neg forte 2 neg pos neg
6 neg neg fraco 1 neg pos pos
7 neg neg, neg 0 neg neg
8 neg neg fraco 1 neg neg, neg
9 neg neg, forte 2 pos neg, neg

10 neg neg fraco 1 neg pos pos
11 neg neg forte 2 neg pos pos
12 pos pos forte 2 neg, pos neg
13 neg pos forte 2 neg, pos neg
14 neg pos forte 2 neg pos neg
15 pos pos fraco 1 neg pos pos
16 neg neg fraco 1 pPos neg neg
17 neg neg neg 0 neg neg neg
18 neg neg neg 0 neg neg neg
19 neg neg, neg 0 neg neg neg
20 neg neg neg 0 neg pos pos




HEMAT. L. P.M.A CASOS VASCUL.  ARTRITE  SEROSITE SNC
neg pos 1 neg, neg, neg, neg
pos pos 2 pos neg neg neg
neg pos 3 neg neg neg neg
neg neg 4 neg pos neg neg
neg neg, 3 neg neg pos neg
pos neg 6 pos neg neg neg
neg pos neg, pos neg pos
neg neg neg, pos neg neg
neg neg 9 neg neg neg, neg
neg neg 10 neg neg neg, neg
neg pos 11 neg, pos neg, neg
neg pos 12 pos pos pos pos
neg neg 13 neg, neg pos neg
neg pos 14 pos neg neg neg
neg neg 15 neg neg pos pos
neg neg 16 neg neg neg neg
neg neg 17 neg, neg neg, neg
neg neg 18 neg neg neg neg
neg neg 19 pos pos neg pos
pos pos 20 neg, neg neg, neg,
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IDADE T.PA COR  SLEDAI HT LEU LINF PLAQ L% LT L.13% LB CD4% Ch4 CDRY% D8 NK% NK cdd/ed8
CONT. T.
anos  anos
1 20 0 p 0 373 8.2 3,25 210 85.0 27625 10.6 344.5 44.1 1433.3 28.5 926.3 89 2893 1.55
2 34 0 b 0 394 9.4 4.40 213 79.5 34980 19.6 862.4 46.5 2046.0 26.9 1183.6 2.6 114.4 1.73
3 46 0 b 0 374 5.4 2.54 173 713 18110 16.9 4293 51.0 12954 20.0 508.0 7.3 185.4 255
4 31 0 b 0 35.7 18,9 3,99 399 77.3 30843 14.7 586,35 44.0 1755.6 28.8 11491 3.7 147.6 1.53
5 34 0 p 0 43,9 6.5 2.21 233 70.7 15625 13.1 333,7 383 846.4 29.7 636.4 54 1793 1.29
6 28 0 P 0 39;5 7.0 2,65 228 66.7 17676 8.8 233,2 41,6 1102.4 24.7 634.6 3 135.2 1.68
7 32 0 P 0 458 8.7 1,91 162 859  1640.7 6.7 128,0 59.2 1130.7 24.5 468.0 4.9 93.6 242
8 48 0 b 0 40,8 8.2 2,15 267 83.0 17845 8.8 189.2 51,7 1111.6 26.8 376.2 3.5 133 1.93
9 18 0 b 0 385 8.7 3.44 203 74.0 25456 13.1 450,6 395 1358.8 24.1 8290 3.5 1204 1.64
10 29 0 b 0 33,0 6.8 237 219 752 17822 10.6 251,2 46.8 1109,2 28.0 663.6 5.7 135.1 1.67
11 38 0 P 0 32,8 3.6 0.90 290 70.7 6363 7.9 71,1 50.2 451.8 20,1 180.9 6.9 62.1 2.50
12 39 0 b 0 40,7 7.2 2,90 259 814 2360,6 10.5 304.5 62.0 1798.0 18.0 5394 2.7 783 333
13 35 0 b 0 43,6 7.5 2.57 783 20123 10.5 269.9 539 13852 24.0 616.8 2.4 61.7 2.25
14 35 0 b 0 35,2 10.8 3.89 674 26219 20,2 785.8 36.9 1435.4 27.3 1062.0 10.0 389.0 1.35
15 39 0 P 0 34.8 6.6 1.60 66.7 10672 7.9 126.4 33.2 5301.2 33,5 536.0 14.8 236.8 0.99
16 16 0 p 0 39,2 6,9 2,28 230 74.1  1689.5 15,6 3859 49.7 1133.2 23.1 526.7 5.6 1277 2.15
17 36 0 b 0 39,6 7.0 2,61 182 77.0 20097 13.0 3393 43.4 1132.7 32.5 848.3 10.0 261.,0 1.33
18 21 0 P 0 34.6 12 2.30 240 76.6 17618 2.7 292,1 43.6 1002.8 28.5 635.5 11.0 253,0 1.53
19 38 0 P 0 40.5 9.0 2.80 293 80.1 22428 w92 221,2 45.0 1260.0 34.7 971.6 1.9 53,2 1,30
20 24 0 b 0 35.6 57 1.61 182 702 1130.2 11.0 171 41.9 674.6 25.6 412.2 34 547 1.64
MEDIA 325 0 0 38.4 8.1 2.67 238.8 75.6  2033.7 12.4 346.0 46.3 1227.4 26.1 7133 6.1 1546 1.83
MED. 340 0 0 389 7.2 2,57 230.5 759 18110 11,7 304.5 45.0 1133,2 26.9 635.5 3.4 127,7 1.67
DP 88 0 0 3,7 3.0 0.85 373 6.0 676,6 4.0 208, 1 7.3 391.6 4.1 258.1 3.5 91.5 0.38
TESTE 0,065 0,003 0,967 0.009 0,062 0.967 0,010 0,579 0,631 0,254 0,029 0,180 0.001 0,615 0.002 0.563
COR LT LB CD4 CD8
SLEDAI -0,123 0.270  -0.040 -0,395
dsDNA 0.215 0.282 0.308 -0.078
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CONT. CarG CarM dsDNA
1 neg neg neg
2 neg neg neg
3 neg neg neg
4 neg neg neg
5 neg neg neg
6 neg neg neg
7 neg neg neg
8 neg neg, neg
9 neg neg neg
10 neg neg neg
11 neg neg neg
12 neg neg neg
13 neg neg neg
14 neg neg neg
15 neg neg neg
16 neg neg neg
1% neg neg neg
18 neg neg neg
19 neg neg neg

20 neg neg neg







