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RESUMO

Introducio: A terapia imunobiologica anti-TNFa tem-se mostrado efetiva no tratamento de pacientes com artrite pso-
riasica (APs) refrataria. No entanto, ndo esta bem definido o risco de desenvolvimento de autoanticorpos comumente
encontrados nas doengas reumatologicas em pacientes com APs na vigéncia desse tratamento. Objetivo: avaliar a in-
ducdo de autoanticorpos especificos durante a terapia anti-TNFo em pacientes com APs. Pacientes e métodos: Foram
analisadas amostras de soro de 23 pacientes com APs (mulheres: 61%, idade: 45,04 + 12,68 anos, quadro poliarticular:
69,6%, duragdo da doenga: 13,3 & 7,7 anos, infliximabe: 82,60%) obtidas imediatamente antes (basal) ¢ cerca de um ano
apos a introducdo da terapia anti-TNF (ltima amostra) (385 + 131,45 dias). A pesquisa incluiu a detec¢@o de anticorpos
antinucleares (ANA) e anticorpos para dsDNA (imunofluorescéncia indireta em células Hep-2 e em Crithidia luciliae,
respectivamente); RNP e Sm (hemaglutinago passiva); Ro/SS-A e/ou La/SS-B, cromatina, histona, peptideo citrulinado
(CCP) e cardiolipina (ELISA). Resultados: A pesquisa basal de ANA revelou positividade em 47,8% dos pacientes, com
predominio do padrio nuclear homogéneo (81,8%). Todas as amostras de soro testadas foram negativas para fator reuma-
toide e anticorpos anticardiolipina, RNP, Sm, Ro/SS-A, La/SS-B, histona e dsDNA, enquanto dois pacientes apresentaram
positividade para anticromatina ¢ um para anti-CCP. Todas as amostras de ANA positivas no tempo basal, exceto uma,
mantiveram essa reatividade ap6s a introdug@o da terapia anti-TNF. Reatividade “de novo” ANA foi observada em quatro
dos pacientes originalmente negativos (33,3%). Anticorpos anti-Ro/SS-A, La/SS-B, cardiolipina, histona, dsDNA e fator
reumatoide foram sistematicamente negativos em todas as amostras finais de soro testadas e positividade anticromatina
foi detectada em outros trés pacientes. Conclusio: Nossos achados mostram que a terapia anti-TNF induziu positividade
ANA em um tergo dos pacientes com APs e o uso concomitante de metotrexato nio alterou esse achado. Além disso,
todos os soros foram sistematicamente negativos para a maioria dos autoanticorpos especificos de doencas reumatologicas

testados apos a introdugao da terapia biologica.

Palavras-chaves: artrite psoriasica, terapia anti-TNFa, autoanticorpos.

INTRODUCAO

Artrite psoriasica (APs) caracteriza-se pelo comprometimento
articular periférico assimétrico das extremidades inferiores
(oligo ou poliarticular) e/ou da coluna vertebral (axial) de-
corrente de processo inflamatorio cronico. Essa manifestacao
estd associada ao quadro de psoriase cutanea que, na maioria
das vezes (70% a 85%), precede a manifestagdo articular.
Acomete igualmente homens e mulheres na terceira a quinta
décadas de vida (30 a 50 anos), ¢ mais frequente em individuos

da raga branca e exibe uma clara predisposi¢do genética. Sua
prevaléncia na populagdo geral ¢ estimada em 0,04% a 0,2%
e 25% — 34% naqueles pacientes com psoriase.!

Achados laboratoriais mostram alteragoes frequentes (63%)
nas provas de atividade inflamatéria com elevagao dos niveis
séricos de proteina C-reativa (PCR) e da velocidade de hemos-
sedimentacao (VHS). Outros indicadores ndo especificos para
a doenca incluem anemia, hipoalbuminemia, hipergamaglobu-
linemia policlonal e a presenga de imunocomplexos circulan-
tes. Com relagdo aos autoanticorpos, ha relatos de anticorpos
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antinucleares (10%) e antipeptideo ciclico citrulinado (CCP)
em 13% — 17,5% dos casos.>* Por outro lado, a negatividade
para o fator reumatoide (95%) constitui-se parte dos critérios
de classificac@o estabelecidos para a APs.*

Ha evidéncias de que mecanismos imunologicos mediados
por linfécitos T ativados (CD8+) que contribuem para a produ-
¢ao0 aumentada de citocinas proinflamatorias (IL-1 e TNF-a)
participem na patogénese da APs, tornando-se, dessa forma,
vulneraveis a intervengdo terapéutica.> Nesse sentido, dentre
as novas opgoes terapéuticas disponiveis, a introdugao de
agentes biologicos sistémicos antagonistas seletivos do TNF-a
tem resultado em acentuada melhora na qualidade de vida dos
pacientes com APs refratarios ao tratamento convencional.®

No entanto, a expansao do uso desses agentes bioldgicos
em artrites inflamatdrias tem proporcionado a observagdo
de efeitos adversos clinicos e bioldgicos, incluindo o desen-
volvimento de autoanticorpos que em alguns casos raros sao
acompanhados da manifestagdo de doenca.” Nesse sentido,
mais de 60% dos pacientes com artrite reumatoide tratados
com infliximabe desenvolveram anticorpos antinucleares.®
Da mesma forma, uma alta incidéncia desses anticorpos foi
observada em pacientes com doenga de Crohn tratados com
anti-TNE.° Por outro lado, os achados em pacientes com artrite
idiopatica juvenil mostraram que a indugao dessa reatividade
humoral alterada por imunobioldgicos € rara,'® sugerindo que
esse fenomeno possa estar associado a doenca de base. Com
relag@o a artrite psoridsica, ha poucos estudos referentes ao
surgimento de autoanticorpos associados a terapia anti-TNF,
além de serem de curto segmento.”!" Esse ultimo aspecto é
relevante, pois o aparecimento de autoanticorpos esta associado
a maior tempo de exposi¢do a esses compostos. '?

O presente estudo avaliou a produ¢ao de autoanticorpos
comumente associados as doencas reumaticas em pacientes
com APs sob longo periodo de terapia anti-TNFa.

PACIENTES E METODOS

Pacientes

Vinte e trés pacientes que preencheram os critérios de diagnds-
tico para artrite psoriasica (APs),'* acompanhados no Centro
de Dispensacao de Medicamentos de Alto Custo (CEDMAC)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Uni-
versidade de Sdo Paulo participaram do estudo. A terapia anti-
TNF incluiu adalimumabe, etanercepte e infliximabe, todas
nas doses recomendadas pelo fabricante. Amostras de sangue
foram obtidas pré-administrag¢do (basal) e pelo menos cinco
meses apos a introducdo da terapia com o imunobiologico.
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O soro obtido de todos os participantes foi imediatamente
distribuido em aliquotas que foram estocadas a -70° C até sua
analise. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimen-
to informado e o projeto obteve a aprovagdo da Comissao de
Etica local (Protocolo N°. 1298/06).

Autoanticorpos

A analise dos autoanticorpos foi feita nas amostras de soro ob-
tidas imediatamente antes (basal) e na lltima aplicag@o (final)
do imunobiolégico do periodo de estudo. As amostras de cada
paciente, estocadas em nossa soroteca, foram testadas de forma
pareada (basal e final), sempre em um mesmo experimento
para evitar diferengas de reatividade interensaios.

Os anticorpos antinucleares (ANA) ¢ anti-DNA nativo
ou de dupla hélice (dsDNA) foram detectados pela técnica in
house de imunofluorescéncia indireta (IFT) utilizando respec-
tivamente células Hep-2 e o hemoflagelado Crithidia luciliae
como substratos. Os soros foram considerados positivos para
tais anticorpos quando com titulos > 1:80 e > 1:10, respecti-
vamente.

A pesquisa de anticorpos a antigenos extraiveis em salina,
RNP e Sm foi feita pelo teste de hemaglutinag@o passiva in
house empregando hemacias de galinha sensibilizadas com
extrato bruto de timo de coelho como fonte de antigeno.' Foi
atribuida reatividade positiva para as amostras com titulos
>1:100.

A presenga dos anticorpos anti-Ro/SS-A de 52 e de 60
kDa e anti-La/SS-B foi investigada por ELISA in house em-
pregando proteinas recombinantes purificadas.'’ Os resultados
foram expressos em densidade Optica (DO). Os soros com
reatividade maior que o valor médio de 15 soros de individuos
sadios incluidos em cada ensaio mais trés desvios-padrdo foram
considerados positivos (valores de cut-off: 0,31 para anti-Ro
52 kDa, 0,30 para anti-Ro 60 kDa e 0,32 para anti-La/SS-B).
Fator reumatoide foi determinado pela prova de aglutinagdo de
particulas de latex utilizando reagente comercial (Laborclin,
PR, Brasil). A positividade foi definida quando igual ou maior
que 16 Ul/mL.

Anticorpos IgG anticromatina (INOVA, EUA), antipepti-
deo citrulinado (CCP) (INOVA, EUA) e anti-histonas (Euroim-
mun, Alemanha) foram detectados por ELISA por meio de kits
comerciais. Os soros foram testados em duplicata seguindo o
protocolo de cada fabricante. Valores superiores a 20 U/mL
foram considerados positivos para todos os trés autoanticorpos
estudados, segundo recomendagao dos fabricantes.

Anticorpos anticardiolipina IgG e IgM foram pesquisados
pela técnica de ELISA in house e valores > 10 U foram consi-
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derados positivos. Foram utilizados calibradores (Louisville
APL Diagnostics, Inc., TX, EUA) para a construgdo da curva de
densidade optica versus unidades de IgG (GPL) e IgM (MPL).

Tabela 2

Tipo e duracdo da terapia imunobioldgica e
agente farmacologico concomitante

Terapia Prevaléncia (N = 23)
Adali b 1(4,3%
RESULTADOS alimumabe 3%
N° de aplicagbes* 24
. . - o
A maioria dos 23 pacientes era do sexo feminino (61%) e a Etanercepte 3 (13%)
média de idade era de 45,04 = 12,68 anos. A forma clinica po- Pl e
o ) } . ] ’ e aplicagoes 48
liarticular foi predominante (69,6%), seguida de oligoarticular .
K X K Infliximabe 19 (82,6%)
isolada (21,73%) e comprometimento axial (8,7%) (Tabela 1). \© de anlicacs s
~ . . ° de aplicagoes*
O tempo de duragdo da doenca foi de 13,3 + 7,7 anos. Vinte ¢ lpd ¢
. . , Uso at totrexat
dois (95,6%) dos pacientes apresentavam quadro de psoriase Sgoielfay, 5?281?“2/;2)2;3 14 (61%)
exacerbada no m(?mento dE.l inclusdo no .es‘.rudo. . ' . Outro DMARD concomitante
O tempo medlp de anal.lse soba tefapla imunobiologica foi Prévio 19 (82,6%)
de 385+ 131,45 dias; mediana: 425 dias. Dezenove (82,60%) Atal 5 01.7%)
. . .. ~ ua 7%
dos pacientes com APs foram tratados com infliximabe, trés Duracao d - bioléa
. t
(12%) com etanercepte e um (4%) com adalimumabe. Tera- (;gg?: Z Sﬁe(;i?s')a 1oloslea 385+ 131,45
pia com metotrexato (MTX) concomitante foi feita em 12/19 et e B e e 17 (73,9%)
(63,15%) dos pacientes tratados com infliximabe e em 2/3 “No periodo estudado.
(66,7%) daqueles com etanercepte (Tabela 2).
A pesquisa de ANA nas amostras de soro dos pacientes
com APs obtidas pré-administra¢do do imunobioldgico (basal)
revelou positividade em 47,82% (11/23), com predominio do Tabela 3
padrao nuclear homogéneo (81,8%), sendo 6/11 (54,5%) com Frequéncia de autoanticorpos nos pacientes com
altos titulos (arbitrariamente definidos como > 1/160). A carac- artrite psoriasica sob terapia anti-TNFo.
teriza¢do da especificidade antigénica dessa reatividade revelou Frequéncia (N = 23)
a auséncia de anticorpos dirigidos aos antigenos Ro/SS-A, La/ n (%)
SS-B, histona e dsDNA (Tabela 3). Dois soros apresentaram Autoanticorpo BASAL FINAL
positividade moderada para anticromatina com titulo médio ANA (Resultado)
de 47 U e um para anti-CCP com baixo titulo (23 U). Positivo 11(47,8) 14 (60,9)
A avalia¢do das amostras obtidas quando da ultima apli- )
- . , Negativaram — 1
cacdo do anti-TNF no periodo de estudo revelou que 10/11 y
(90,9%) dos soros originalmente ANA positivos mantiveram Positivaram B 4
Titulo, média + DP 131,4 +115,8 183 + 115
Titulo > 1/160 6 (54,5) 9 (64,2)
Padrao de fluorescéncia
Tabela 1 Homogéneo 9/11 (81,8) 10/14 (71,4)
Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes com Pontilhado fino denso 111 (0,9) 114 (0,7)
artrite psoriasica submetidos a terapia anti-TNFou
Nucleolar 1/11(0,9) 1/14(0,7)
Dados demogrificos e clinicos Prevaléncia (N = 23)
Pontilhado 0 2/14 (14,3)
Sexo Feminino 14 (61%)
Anti-CCP 1(4,3) 0
Idade (média + DP, anos) 45,04 + 12,68
Tempo de duracdo da doenga (média + DP, anos) 13,3 £7,7 Anticromatina 2®7) > 21.7)
L Anti-dsDNA 0 0
Forma clinica
Poliarticular 16 (69,6%) Anti-Ro/SS-A 0 0
Oligoarticular isolado 5(21,73%) Anti-La/SSB 0 0
Axial isolado 2 (8,7%) Fator Reumatoide 0 0
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essa reatividade, sem alteragdo do padrao de imunofluores-
céncia mas com elevacdo do titulo médio (167 + 104 versus
208 + 101). Reatividade “de novo” ANA foi observada em
quatro dos pacientes originalmente negativos (33,3%), dos
quais dois apresentaram padrdo nuclear pontilhado (1/80) e
os outros dois apresentaram padrao nuclear homogéneo com
titulos de 1/80 e > 1/320, respectivamente. O tempo médio de
terapia imunobioldgica nesses quatro pacientes foi de 281 +
152 (mediana: 266,5) dias. Comparando-se esses pacientes
que positivaram ANA na vigéncia do tratamento com o grupo
persistentemente negativo, ndo houve diferenga significativa
em relagdo a média da idade (P = 0,89), duragdo da doencga
(P =0,85) e forma clinica poliarticular (P = 1,00).

A positividade de anticorpos antinucleares nos 14 pacientes
em uso de MTX e naqueles nove sem uso dessa medicacao
se mostrou similar (P = 0,15). Da mesma forma, ndo houve
diferenca entre ambos os grupos em relagdo a reatividade anti-
cromatina (P=1,00). Em rela¢do ao uso prévio de outras drogas
modificadoras de doenga, 5/23 (22%) dos pacientes tomaram
previamente ciclosporina, cinco (22%), leflunomida e quatro
(17,4%), acitretina. Positividade de ANA foi observada em
dois daqueles que haviam tomado leflunomida e dois acitretina.

Anticorpos anti-dsDNA foram uniformemente negativos
(basal/final) enquanto que uma reatividade anticromatina foi
verificada nas amostras basais de dois pacientes (8,7%) com
titulos médios de 47 + 9,90 U, o que equivale a positividade
moderada conforme estabelecido pelo fabricante (20 a 60 U).
Ao final do periodo de avaliag@o, essa reatividade se manteve
(39 + 14,14 U) nesses pacientes e positivou em outros trés
(31,33 + 11,01 U).

Por outro lado, anticorpos anti-Ro/SS-A, La/SS-B, cardio-
lipina IgG/IgM, histona e fator reumatoide foram sistematica-
mente negativos em todas as amostras testadas. Com relagao
aos anticorpos anti-CCP, o paciente com baixa positividade
(23 U) no inicio do estudo teve esse teste negativado poste-
riormente.

DISCUSSAO

Nossos dados sugerem que a produgao de autoanticorpos comu-
mente relacionados com doengas reumatoldgicas autoimunes
induzida por anti-TNF ¢ pouco frequente na APs.

O presente estudo descreve a maior casuistica de avaliagdo
sistematica sobre surgimento de autoanticorpos em pacientes
com APs submetidos ao uso de anti-TNFE."!!

E improvavel que a baixa frequéncia de produgdo de
autoanticorpos induzida pela terapia anti-TNF encontrada no
presente estudo seja explicada por uma restricdo na duragdo
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da avaliagdo, pois o desenho do presente trabalho incluiu
uma observacao superior a 12 meses de terapia. A impor-
tancia temporal nas alteragdes imunologicas induzidas por
imunobioldgicos ja foi ressaltada na literatura.'> De fato, foi
observado em artrite reumatoide e espondiloartropatrites que
havia uma elevagao significativa na frequéncia de ANA ao
longo do tratamento.'®!”

A frequéncia de ANA observada em pacientes com APs
de aproximadamente 50% ¢ similar a previamente descrita na
literatura.'® A analise desse perfil basal ¢ fundamental para a
interpretacao das eventuais alteragdes imunologicas induzidas
pela terapia anti-TNFo. Nesse aspecto, o achado de maior
prevaléncia do padrdo homogéneo de imunofluorescéncia
pré-tratamento poderia sugerir maior risco de desenvolvimen-
to de anticorpos especificos de doengas autoimunes como o
anti-dsDNA.. De fato, um estudo em nosso meio incluindo 394
amostras de ANA positivas revelou que o padrao homogéneo
se associa quase que exclusivamente a doengas autoimunes. '’
Dentro desse contexto, o achado deste estudo se torna mais re-
levante, pois demonstra que essa reatividade basal ndo confere
maior predisposi¢ao para desenvolvimento de autoanticorpos
especificos de doenca reumatologica autoimune na APs. Além
disso, a analise dos pacientes em uso concomitante de MTX,
comparada com aqueles sem essa medicagdo, mostrou que ndo
ha diferenga na positividade de ANA entre ambos. Os dados
também mostram que o tempo de doenga ndo parece influenciar
o desenvolvimento de ANA nesses pacientes.

Quanto aos autoanticorpos especificos produzidos em
decorréncia desse tipo de terapia, a maioria dos relatos tem
enfocado sobre aqueles com especificidade para o DNA de
dupla hélice, sabidamente marcadores soroldgicos do lupus
eritematoso sistémico.'>? A frequéncia relatada na literatura
para esse anticorpo ¢ extremamente variavel, possivelmente
em razao de diferentes métodos de deteccao utilizados e deter-
minagdo abrangente de isotipos de imunoglobulinas.'? Esses
parametros parecem justificar a dissociac¢@o clinico-sorologica
observada nos pacientes tratados com anti-TNFo. De fato, os
anticorpos produzidos nessas condi¢des sdo geralmente de
baixa afinidade, de subtipos IgA e IgM ¢ presentes em baixos
titulos, contrastando com a reatividade patogénica que habi-
tualmente ¢ identificada no ltpus eritematoso sist€émico, que ¢
caracterizada por anticorpos de alta afinidade, do subtipo IgG e
em altos titulos.® No presente estudo, optou-se, portanto, pelo
uso de uma técnica altamente especifica (IFT) com, a pesquisa
restrita de anticorpos IgG que demonstrou que a terapia imu-
nobiolodgica nio induziu a producdo de anti-dsDNA em APs.
No entanto, positividade anticromatina, teste que possui maior
sensibilidade e que envolve reatividade contra o complexo

Rev Bras Reumatol 2010;50(3):225-34



Pesquisa de autoanticorpos em pacientes com artrite psoridsica sob terapia anti-TNFo.

DNA-histona, foi detectada utilizando o método de ELISA
em alguns pacientes sob terapia com imunobioldgico. No
entanto, a importancia clinica desse achado deve ser avaliada
em estudos prospectivos futuros.

Por outro lado, dois estudos revelaram uma diminui¢@o nos
titulos de fator reumatoide e anti-CCP em pacientes com AR
tratados com infliximabe.?""?> Esse fato esta em concordancia
com o presente estudo, no qual apenas um paciente apresen-

Rev Bras Reumatol 2010;50(3):225-34

tou positividade baixa para anti-CCP previamente a infusao
de anti-TNF e que se tornou negativa no decorrer do estudo.

Os achados deste estudo mostram que a terapia anti-TNF
induziu positividade ANA em um tergo dos pacientes com APs
originalmente negativos e o uso concomitante de MTX nao
alterou esse achado. Além disso, todos os soros foram siste-
maticamente negativos para os autoanticorpos especificos de
doencas reumatoldgicas ap6s a introducdo da terapia biologica.
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