ARTIGO ORIGINAL

Prolactina, estradiol e anticorpos
anticardiolipina em amostra de mulberes
pré-menopdusicas com lipus eritematoso

sistémico: estudo-piloto

Fabiane Tiskievicz!, Elaine S. Mallmann?,
Jodo C. T. Brenol?, Ricardo M. Xavier?, Poli Mara Spritzer*

RESUMO

Introducdo: O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune com maior prevaléncia em mulheres. A maior
incidéncia ocorre durante os anos reprodutivos, sugerindo que o estradiol tenha influéncia na apresentacio clinica do
LES. Anticorpos anticardiolipina (ac-ACL) estdo relacionados com a sindrome do anticorpo antifosfolipideo (SAF), mas
podem estar presentes em pacientes com LES sem SAF, sendo relacionados com risco cardiovascular e nefrite. Objetivo:
Determinar se a presenga de ac-ACL estd associada a alteragdes hormonais em uma amostra de mulheres com LES.
Métodos: Foram avaliadas 47 mulheres com LES de acordo com os critérios do American College of Rheumatology,
com idade média de 30,8 + 8,12 anos. Nenhuma fazia uso de anticoncepcional hormonal, ¢ a atividade do LES foi
estimada pelo indice de atividade da doenga (SLEDAI). As pacientes foram estratificadas de acordo com a presenca
ou nao de ac-ACL, e os niveis séricos de estradiol e prolactina foram determinados. Resultados: Nove (19,1%) das 47
pacientes tiveram ac-ACL positivos. Idade, tempo de doenca e o SLEDAI foram similares entre os grupos. No entanto,
a mediana do estradiol foi menor no grupo com ac-ACL positivo [46,8 (21,0-72,1) pg/mL] com relagao ao grupo com
ac-ACL negativo [122,3 (64,8-172,7) pg/mL, P = 0,004]. Conclusdo: Estes resultados sugerem, pela primeira vez, uma
associagdo inversa entre ac-ACL e niveis de estradiol em pacientes pré-menopausicas com LES. Considerando que tanto
niveis reduzidos de estradiol endogeno quanto presenca de ac-ACL estdo associados a aterosclerose, este achado pode
ser clinicamente relevante em predizer risco cardiovascular e/ou desenvolvimento de SAF no LES.
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clinica parece também diferir entre os géneros, tendo os

INTRODUCAO

A diferenga observada na prevaléncia das doengas autoimunes

homens doenca renal mais grave, assim como maior envol-
vimento neuroldgico e cardiorrespiratério que as mulheres.'?

entre homens e mulheres tem intrigado muitos investigadores
e estimulado estudos sobre o papel dos hormonios sexuais na
imunidade. Em pacientes com lupus eritematoso sistémico
(LES), a prevaléncia em mulheres durante os anos reprodutivos
é de 9:1 com relagio aos homens. Além disso, a apresentacdo

Tem-se demonstrado que os hormdnios sexuais como
testosterona, estradiol e prolactina exercem influéncia
sobre mecanismos do sistema imunoldgico em animais e
seres humanos, afetando varias fungdes imunes, incluindo
maturacdo e ativagdo linfocitaria, assim como sintese de
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autoanticorpos ¢ citocinas.’ Os resultados observados sido
conflitantes com relacdo ao papel do estrogénio, talvez
devido a efeitos distintos deste horménio em diferentes
linhagens celulares. No entanto, considera-se que ele pro-
mova um aumento da proliferagdo celular e da resposta
imune humoral.*

Recentemente foi levantada a hipétese de que os hormo-
nios sexuais poderiam estar associados as manifestacdes da
sindrome do anticorpo antifosfolipideo (SAF).>¢ Esta sindrome
¢ definida pela presenca de anticorpos antifosfolipideos em
pacientes com historia de perda fetal e/ou tromboembolismo
venoso e arterial recorrentes.

Os anticorpos antifosfolipideos incluem o anticoagulante
lupico, os anticorpos anticardiolipina (ac-ACL) e a anti-f2-
glicoproteina I, e podem causar um prolongamento nos testes
coagulométricos dependentes de fosfolipidios, como o tempo
de tromboplastina parcial ativada. Apesar dos achados labora-
toriais, pacientes com anticorpos antifosfolipideos apresentam
maior risco para eventos tromboembolicos que para hemorra-
gicos.’ Os ac-ACL sdo detectados por ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) e possuem os isotipos IgG, IgM e IgA.
O IgG apresenta forte associagdo com trombose.”®

O presente trabalho tem como objetivo avaliar se existe
relagdo entre a presenga de ac-ACL (IgG ¢ IgM) e os niveis de
estradiol e prolactina em uma amostra de mulheres em idade
reprodutiva com diagnoéstico de LES.

PACIENTES E METODOS

O delineamento deste trabalho é o de um estudo transversal,
ndo controlado. Foram incluidas no estudo 47 pacientes pré-
-menopausicas, consultando no Servico de Reumatologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que ndo esti-
vessem em uso de anticoncepcionais hormonais e com quatro
ou mais critérios diagndsticos para LES segundo o American
College of Rheumatology.’

Pacientes com alteragdes em provas de fungdo hepatica
(TGO, TGP ou LDH), insuficiéncia renal (indices de creati-
nina acima de 1,5), alterag¢@o de fungdo tireoidiana, presenca
concomitante de outra doenga autoimune ou usuarias de drogas
que alterem os niveis circulantes de prolactina foram excluidas
do estudo.

O grau de atividade do LES foi aferido através do in-
dice de atividade da doenca (SLEDALI, do inglés, Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index)."""" Foi con-
siderado LES ativo quando SLEDAI > 4, e inativo quando
SLEDAI < 4.
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Em todas as pacientes foram realizadas dosagens de es-
tradiol e prolactina séricas, por eletroquimioluminescéncia
(Elecsys, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), com
sensibilidade analitica de 5,0 pg/mL e 0,047 ng/mL, respecti-
vamente. Os valores de referéncia para estradiol sdo entre 10 a
520 pg/mL, e para prolactina entre 6,0 € 29,9 ng/mL. A coleta
de amostras de sangue para essas dosagens foram simultaneas
aquelas realizadas para os exames utilizados para a obtencdo
do SLEDAL

A positividade para ac-ACL (IgG e IgM) foi avaliada por
enzimaimunoensaio, kit Anticardiolipina Hemagen® (Hemagen
Diagnostics, Columbia). Valores inferiores a 10 U GPL para
IgG e 10 U MPL para IgM sdo considerados negativos. A
sensibilidade relativa do teste é de 95%, e a especificidade de
100% (com concordancia de 98% se comparado com o kit de
referéncia fornecido pelo Antiphospholipid Standardization
Laboratory). Com base nessas analises, as pacientes foram
estratificadas em dois grupos: ac-ACL presentes ou ac-ACL
ausentes no soro (IgG ou IgM).

No mesmo dia da coleta foi realizada entrevista sobre a his-
toria morbida pregressa e os antecedentes gineco-obstétricos.
Adicionalmente, foi feita revisdo de prontuario para verifica-
¢do da presenca de diagnostico prévio de SAF e historia de
comprometimento de drgdos-alvo.

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa e Etica em Saude do HCPA (GPPG 04-215), e foi
obtido consentimento pds-informado por escrito de todas as
pacientes.

Analise estatistica

Foram descritas as variaveis categoricas pela frequéncia
absoluta e frequéncia relativa percentual e as variaveis quan-
titativas por média + desvio-padrdo quando sua distribui¢do
fosse simétrica, ou pela mediana e intervalo interquartil
quando assimétrica. Para comparar variaveis com distribui-
¢do simétrica entre categorias de varidveis dicotomicas foi
usado o teste ¢ de Student, e para aquelas com distribui¢do
assimétrica utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O grau de
significancia aceito foi de 95% (Pa < 0,05). A analise dos
dados foi realizada utilizando-se o programa SPSS v.14.0
(Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS

A amostra foi constituida por 47 mulheres pré-menopausicas
com idade média de 30,8 + 8,12 anos, com diagnostico de
LES.
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Tabela 1

Caracteristicas das pacientes com LES, estratificadas segundo presenca ou auséncia de ac-ACL (IgG ou IgM)
ac-ACL positivo (n = 9) ac-ACL negativo (n = 38) P

Idade (anos) 29,75 (3,30) 32,36 (7,56) 0,512

Tempo de doenca (anos) 7,0 (8,52) 7,21 (4,70) 0,102

Menarca (anos) 11,75 (2,06) 12,82 (1,58) 0,792

Anti-DNA 1/40 (0-1/200) 0 (0-0) 0,49°

SLEDAI 4(2-9) 2(0-7) 0,193°

Prolactina (ng/mL) 10,68 (8,43-14,04) 13,38 (9,13-20,27) 0,43

(a) Média + DP; Teste t de Student.
(b) Mediana (intervalo 1Q); Teste de Mann-Whitney.

Entre as participantes do estudo, nove (19,1%) apresen-
tavam positividade para ac-ACL no soro (IgG e/ou IgM). A
maioria das pacientes apresentava LES em remissao ou com
atividade leve, como pode ser observado pelos escores do
SLEDALI (Tabela 1).

A Tabela 1 apresenta os dados da amostra das pacientes
estudadas, estratificados pela presenga ou ndo de ac-ACL IgG
e/ou IgM. Foram avaliados fatores que poderiam influenciar
nos niveis de estrogénio. Os grupos foram similares com re-
lacdo a idade, idade da menarca e ao tempo de doenga. Além
disso, ndo houve diferenga entre os grupos quanto a atividade
lupica estimada pelo SLEDAI ou presenga de anti-DNA.
Os niveis de prolactina também foram semelhantes entre os
grupos (P =0,43).

A Figura 1 mostra que as pacientes do grupo com ac-ACL
presentes tiveram niveis de estradiol significativamente mais
baixos que o grupo com anticorpos ausentes: 46,8 (21,0-72,1)
versus 122,3 (64,8-172,7) pg/mL, respectivamente (P = 0,004).

Nao houve diferenga significativa nos niveis de estradiol
entre as pacientes que coletaram amostras de sangue durante
a fase folicular precoce do ciclo menstrual (até o oitavo dia do
ciclo) e as que coletaram em outras fases do ciclo menstrual
(P=0,737).

Nenhuma das pacientes da amostra tinha histéria atual ou
pregressa de infarto agudo do miocérdio ou acidente vascular
cerebral (AVC). Nao foram encontradas, também, associacdes
entre os niveis de estradiol e presenca de vasculite, nefrite ou
outras alterag¢des vasculares associadas a SAF.

DISCUSSAO

Neste estudo procuramos correlacionar a presenga de ac-ACL,
frequentemente encontrados em pacientes com LES e associa-
dos a presenga de eventos tromboéticos ¢ SAF, com os niveis
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Figura 1

Estradiol sérico em mulheres pré-menopausicas com ac-ACL
positivos ou negativos.

de estradiol e prolactina em um grupo de mulheres em idade
reprodutiva.

Nossos resultados evidenciam que, na amostra estudada,
a presenca de ac-ACL no soro esteve associada a niveis
mais baixos de estradiol. Esse resultado diverge, em parte,
da nog¢do de que niveis de estrogénio mais elevados costu-
mam estar associados a produgdo de autoanticorpos.'? Essa
observacdo ¢ relevante, tendo em vista que tanto deficiéncia
em estrogénios quanto ac-ACL estdo relacionados com risco
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para doencga aterosclerotica. Até o momento, a associacio
entre hipoestrogenismo e presenca de ac-ACL em mulheres
pré-menopausicas com LES ainda n3o havia sido descrita.

E amplamente reconhecido que a oxidagio da LDL (do
inglés, low-density lipoprotein) tem papel importante na
aterogénese.'® Estudos recentes tém sugerido que a produgio
de ac-ACL esta relacionada com a exposicdo a antigenos ex-
pressos em células endoteliais em processo de apoptose, bem
como com a exposi¢do a LDL oxidada.' Um estudo publicado
por Tuominen ef al.'’ evidencia que a oxidagdo do LDL tam-
bém induz resposta imune a epitopos de cardiolipina oxidada.
Alguns autores sugerem que a aterosclerose e a autoimunidade
sejam eventos intrinsecamente correlacionados.'*

Alguns estudos indicam que o estrogénio enddégeno, ao
contrario do exogeno, possa diminuir a apoptose das células
endoteliais, levando a um efeito cardiovascular protetor.'>'¢
Nesse sentido, um trabalho publicado em 2008!7 investigou o
efeito in vitro do estrogénio na apoptose de células endoteliais
em cultura, demonstrando que o estrogénio inibe, embora de
forma incompleta, a apoptose induzida por TNF-a e por LDL
oxidada. Dessa forma, uma possivel explicagio para a associa-
¢do de baixos niveis de estradiol e presenga de ac-ACL seria
o aumento de ativagdo e apoptose endotelial provocado pelos
baixos niveis de estrogénio endogeno, levando ao aumento de
exposi¢ao a antigenos do endotélio e mesmo subendoteliais,
como a LDL oxidada.

Apesar de se tratar de uma observag¢ao original, a revi-
sdo da literatura inclui algumas evidéncias indiretas sobre
associagdo entre estrogenos, SAF e risco cardiovascular. Em
2005, Jara et al.'® publicaram um estudo que compara, pela
primeira vez, as diferencas clinicas entre homens e mulheres
com SAF no momento do diagndstico e durante o acompa-
nhamento. Nao foi observada diferenga entre os géneros
quanto a trombose arterial e venosa ou nos niveis de ac-ACL.
No entanto, a incidéncia de AVC foi maior em mulheres
que em homens (31,5% e 10%, respectivamente). Embora a
incidéncia de doenca aterosclerdtica em mulheres aumente
na pos-menopausa com relacido ao periodo da menacme,”
no estudo citado as pacientes eram jovens, mas ndo tiveram
proteg¢do em relagdo aos homens quando do surgimento de
AVC —segundo o autor, provavelmente devido a um possivel
hipoestrogenismo associado a SAF.!8

Existem alguns relatos sobre o efeito da administragéo
exdgena de estrogénios. Em um estudo publicado em 2004,
Todorova et al.*® investigaram a presenca de ac-ACL (IgG
e IgM) durante o uso de terapia hormonal por um grupo de
mulheres pds-menopausicas saudaveis, sem historia clinica de
eventos tromboticos anteriores. As pacientes foram divididas
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em dois grupos: um grupo-controle e um grupo que utilizou
terapia hormonal contendo 2 mg de 17-f estradiol mais
1 mg de acetato de noretisterona por seis meses. Nao houve
mudanca significativa na prevaléncia de ac-ACL positivos
no grupo-controle durante os seis meses de acompanhamento.
No grupo que utilizou terapia hormonal, os niveis de ac-ACL
IgM aumentaram durante o curso da terapia hormonal, sendo
a mudanga significativa apds o terceiro més de tratamento,
ocorrendo uma redug@o dos niveis deste anticorpo no sexto
més de tratamento, mas sem retorno aos niveis basais.?

Nessa mesma dire¢do, um estudo em animais utilizando
ratos C57BL/6 sem doenga autoimune?' mostrou que os ani-
mais tratados com estrogénio tiveram aumento na expressao
de ac-ACL IgG e IgM.

Por outro lado, evidéncias esparsas citadas em artigo de
revisdo? indicaram que em chinesas pds-menopausicas tratadas
com derivado de estradiol os niveis de ac-ACL IgG diminuiram
¢ os de HDL (do inglés, high-density lipoprotein) aumentaram.
Dessa forma, pode-se especular que os efeitos dos estrogénios
sobre a expressdo dos anticorpos antifosfolipideos podem ser
dependentes de sua concentragio, etnia, origem (endégena vs.
exogena) e do estado de ativagdio endotelial .

E importante salientar que, no presente trabalho, a diferen-
¢a nos niveis de estradiol entre os grupos com e sem ac-ACL
positivos foi independente das concentra¢des de prolactina
sérica. Hiperprolactinemia ¢ um achado relativamente comum
em pacientes com LES e pode induzir a menor secre¢do
ovariana de estradiol através de mecanismos centrais comuns
de regulagdo (via dopamina e horménio liberador de gonado-
trofina hipotalamicos). A auséncia de hiperprolactinemia em
nossas pacientes deve-se, provavelmente, a baixa atividade
lupica no momento de sua inclusido no estudo;*** porém,
mais importante, demonstra que a associagdo observada
entre menores concentragdes de estradiol e maior frequéncia
de ac-ACL néo foi contaminada por alteragdes relacionadas
com a prolactina.

CONCLUSAO

Observou-se que em pacientes lipicas pré-menopdusicas a
presenca de anticorpos antifosfolipideos esteve associada a
niveis circulantes mais baixos de estradiol, sem correlagdo
com os niveis de prolactina. Para explicar a associac¢do inversa
entre os niveis de estradiol e a presenca de ac-ACL, podemos
especular que com a diminuig¢ao dos niveis de estrogénio ha um
aumento da apoptose, com consequente exposi¢ao a antigenos
que aumentam a expressdo de ac-ACL. Essa observagao, se
confirmada em outros estudos, levanta questdes interessantes
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sobre a inter-relagdo entre estrogénios, endotélio e autoimuni-
dade, com impacto potencial no risco de tromboses e de doenga
cardiovascular. Assim, estudos longitudinais sdo necessarios
para avaliar se niveis reduzidos de estradiol em mulheres com
LES no menacme podem ser considerados marcadores de risco
para aterosclerose e AVC, independente de SAF.
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