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RESUMO

Objetivos: Avaliar a presenca de anticorpos anti-C1q, anticromatina/nucleossomo e anti-DNA de duplo filamento (dsDNA)
em pacientes com lupus eritematoso sistémico juvenil (LESJ) e controles. Métodos: Foram analisados 67 pacientes com
LESJ e 34 controles saudaveis para presenca de anticorpos anti-C1q, anticromatina/nucleossomo e anti-dssDNA pelo
método ELISA. Os niveis de C1q foram avaliados por imunodifusdo radial. Resultados: Na época, a média de idade
era similar entre os pacientes com LESJ e os controles (14,6 + 3,86 vs. 13,6 + 2,93 anos; P = 0,14). Foram observadas
frequéncias mais altas de anticorpos anti-C1q, anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA em pacientes com LESJ em
relagdo aos controles (20% vs. 0%; P = 0,0037; 48% vs. 0%; P < 0,0001 e 69% vs. 3%; P < 0,0001, respectivamente).
A mediana dos anticorpos anti-C1q, anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA também foi significativamente mais alta
em pacientes com LESJ em relag@o aos controles [9,6 (5,5-127) vs. 7,5 (5-20) unidades, P = 0,0006; 18 (1,9-212) vs.
3,2 (1,7-17) unidades, P < 0,0001; e 111 UI/mL (6-741) vs. 14 (6-33) Ul/mL, P <0,0001, respectivamente]. A sensibi-
lidade para os anticorpos anti-C1q, anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA foi: 21% (IC: 11-33), 49% (IC: 36-62) ¢
70% (IC: 57-81). A especificidade foi de 100% (IC: 88—100), 100% (88—100) e 97% (IC: 83-99), respectivamente. Foi
observada uma correlagdo positiva entre os niveis de anti-dsDNA e tanto anticorpos anti-Clq (r = 0,51; IC: 0,29-0,68;
P < 0,0001) como anticromatina/nucleossomo (r = 0,87; IC: 0,79-0,92; P < 0,0001). Foi observada uma correlagao
negativa entre os niveis de anti-Clq e Clq (r =—0,33; IC: —0,56-0,05; P = 0,018). A frequéncia de anti-dsDNA foi mais
alta em pacientes com SLEDAI-2K > 1 (P = 0,0047), e ndo foram observadas diferengas nas frequéncias desses trés
autoanticorpos e nefrite (P > 0,05). Conclusido: Nosso estudo demonstrou elevada especificidade para diagnostico de
lupus envolvendo os trés autoanticorpos, especialmente anti-C1q e anticromatina/nucleossomo.
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nucleossomo.*® Ja tivemos a oportunidade de demonstrar que,
em pacientes com LESJ, a presenca desses autoanticorpos foi
associada a atividade de lapus,’ podendo ser um instrumento
importante para monitoragdo do curso da doenga.’ Mas até
onde vai nosso conhecimento, a avaliacdo simultanea desses
trés anticorpos com a avaliagao da sensibilidade, especificidade
e valores preditivos positivos e negativos para o diagnostico
de LESJ nao foi levada a efeito em uma populagao de Iupus
pediatrico.

Portanto, avaliamos a prevaléncia dos anticorpos anti-Clq,
anti-dsDNA e anticromatina/nucleossomo em pacientes com
LESJ e em controles e a possivel associagdo desses anticorpos
com nefrite lupica e atividade da doenga. Além disso, ava-
liamos sensibilidade, especificidade e valores preditivos
positivos e negativos dos trés autoanticorpos para o diag-
noéstico de LESJ.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliados 67 pacientes consecutivos com LESJ
acompanhados na Unidade de Reumatologia Pediatrica.
Todos os pacientes atendiam aos critérios de classificagdo
de LES do American College of Rheumatology (ACR).® O
grupo-controle consistiu de 34 individuos saudaveis acom-
panhados na Unidade de Adolescentes no mesmo Hospital
Universitario. A Comissdo de Etica local aprovou o estudo,
tendo sido obtido consentimento informado de todos os
participantes.

Avaliagbes dos autoanticorpos e Clq

Anticorpos anti-C1q foram detectados por ensaio de imunoa-
dsor¢ao enzimatica (ELISA) (Inova Diagnostics - QUANTA
Lite™ Anti-Clq, San Diego, Califérnia, EUA). O ponto de
corte para um resultado de teste positivo foi 20 unidades,
conforme determinacdo do fabricante. Os anticorpos anticro-
matina/nucleossomo foram determinados por ELISA (Inova
Diagnostics — QUANTA Lite™ Anti-nucleossome, San Diego,
CA, EUA). O ponto de corte para um resultado de teste positivo
foi 20 unidades, também conforme determinagao do fabricante.
Os anticorpos anti-dsDNA foram detectados pela analise de
Farrzyme (The Binding Site, Birmingham, Reino Unido), com
ponto de corte de 30 unidades, conforme determinacdo do
fabricante. Todos os anticorpos foram avaliados com amostras
em duplicata nos pacientes com LESJ e nos controles. Os niveis
de Clq foram avaliados por imunodifusdo radial (The Binding
Site, Birmingham, Reino Unido) nos pacientes com LESJ, ¢
os valores normais foram 33-209 mg/L.
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Avaliacao dos dados demograficos, de nefrite
e da atividade da doenca

Os dados demograficos foram idade por ocasido do estudo,
idade no inicio do LESJ e género. O envolvimento renal foi
definido de acordo com proteinuria® (0,5 g/24 h), presenga de
cilindros celulares ou hematuria persistente® (10 eritrocitos por
campo de grande ampliagdo). A atividade da doenga por ocasido
do estudo foi medida em todos os pacientes, utilizando o SLE
Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2K).” A atividade da
doencga foi definida como SLEDAI-2K > 1, tendo sido consi-
deradas as seguintes categorias de atividade, de acordo com o
escore SLEDAI-2K: auséncia de atividade (SLEDAI-2K = 0),
atividade leve (SLEDAI-2K = 1-5), atividade moderada
(SLEDAI-2K = 6-10), atividade alta (SLEDAI-2K = 11-19)
e atividade muito alta (SLEDAI-2K = 20).%

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo
(DP) ou mediana para varidveis continuas, e numero (%) para
variaveis categoricas. Os dados foram comparados pelo teste
¢ nas variaveis continuas, com o objetivo de avaliar diferencas
entre LESJ e controles, ¢ nos subgrupos de LESJ. As diferengas
das variaveis categdricas foram avaliadas pelo teste exato de
Fisher. Utilizou-se o coeficiente de Spearman para avaliar as
correlacdes entre autoanticorpos séricos e entre anticorpos
anti-C1q e niveis de C1q. Também foram avaliados sensibili-
dade, especificidade e valores preditivos positivos e negativos
desses anticorpos para o diagndstico de LESJ. Para todas as
analises estatisticas estabeleceu-se nivel de significancia em
5% (P < 0,05).

RESULTADOS

A média de idade por ocasido do estudo era comparavel em
pacientes com LESJ e controles (14,6 + 3,86 vs. 13,6 £ 2,93
anos; P =0,14), ¢ o percentual de participantes mulheres foi
similar nos dois grupos (83% vs. 79%; P = 0,58) (Tabela 1). A
idade no inicio do LESJ e a durag@o da doenga foram 8,9 + 3,20
e 6,4 £ 3,52 anos, respectivamente.

Foram observadas frequéncias mais altas de anticorpos
anti-Clq, anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA eleva-
dos em pacientes com LESJ em relagdo aos controles (20%
vs. 0%, P =0,0037; 48% vs. 0%, P < 0,0001; e 69% vs. 3%,
P < 0,0001, respectivamente). As medianas dos anticorpos
anti-Clq, anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA também
foram significativamente mais altas em pacientes com LESJ em
comparagdo com as dos controles [9,6 (5,5-127) vs. 7,5 (5-20)
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Tabela 1

Dados demograficos e autoanticorpos anti-Clq,
anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA em pacientes
com lupus eritematoso sistémico juvenil e em controles

LES) Controles

Variaveis = 67) (n = 34) P
Dados demogrificos
Idade no inicio da
doenca, anos 8,9 + 3,20 — —
Duracao da doenca, anos 6,4 + 3,52 — —
Idade atual, anos 14,6 + 3,86 13,6 +2,93 0,14
Género feminino 52 (83) 27 (79) 0,58
Autoanticorpos
Anti-C1q, unidades 9,6 (5,5-127) 7,5 (5-20) 0,0006
Niveis elevados (> 20 U) 13 (20%) 0 (0%) 0,0037
Anticromatina/
nucleossomo, unidades 18(1,9-212) 3,2(1,7-17) < 0,0001
Niveis elevados (> 20 U) 30 (48%) 0 (0%) < 0,0001
Anti-dsDNA, Ul/mL 111 (6-741) 14 (6-33) < 0,0001
Niveis elevados (> 30 Ul) 43 (69%) 1 (3%) < 0,0001

unidades, P=0,00006; 18 (1,9-212) vs. 3,2 (1,7-17) unidades,
P <0,0001; e 111 (6-741) vs. 14 (6-33) Ul/mL, P < 0,0001,
respectivamente] (Tabela 1).

A sensibilidade para anticorpos anti-C1q, anticromatina/
nucleossomo e anti-dsDNA foi 21% (intervalo de confianga
(IC): 11%-33%, P=0,0037), 49% (IC: 36%—62%; P<0,0001)
e 70% (IC: 57%—81%; P<0,0001); e a especificidade foi 100%
(IC: 88-100%; P =0,0037), 100% (88—100%; P < 0,0001) e
97% (IC: 83%-99%; P < 0,0001), respectivamente. O valor
preditivo positivo foi 100% (IC: 75%-100%; P = 0,0037),
100% (IC: 88%—100%; P < 0,0001) e 97% (IC: 87%—99%;
P < 0,0001) e o valor preditivo negativo foi 39% (IC:
28%—-50%; P = 0,0037), 50% (IC: 37%—62%; P < 0,0001) e
62% (IC: 47%—-76%; P < 0,0001) para anticorpos anti-Clq,
anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA, respectivamente.

Nefrite ltpica ficou evidenciada em 50 (81%) dos pacientes
com LESJ. Néo foram observadas diferengas em pacientes com
LESJ com e sem nefrite nas frequéncias de anticorpos anti-Clq
(26% vs. 8%; P =0,26), anticromatina/nucleossomo (48% vs.
50%; P =1,00) e anti-dsDNA (72% vs. 58%; P = 0,30).

Atividade da doenga foi observada em 48 (77%) dos pacien-
tes com LESJ. Nao foram observadas diferengas em pacientes
com LESJ com SLEDAI > 1 vs. SLEDAI < 1 (SLEDAI = 0)
nas frequéncias de anti-C1q (20% vs. 21%; P=1,00) ¢ anticro-
matina/nucleossomo (45% vs. 21%; P=0,13). Por outro lado,
a frequéncia dos anticorpos anti-dsDNA foi significativamente
mais alta em pacientes com SLEDAI>1 vs. SLEDAI=0(51%
vs. 7%; P=10,0047).

Além disso, a mediana de SLEDAI-2K foi significati-
vamente mais alta em pacientes positivos para anti-dsDNA
versus pacientes negativos para anti-dsDNA [8 (0—18 Ul/mL)
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vs. 4 (0-16 Ul/mL); P = 0,004]. Contudo, as medianas de
SLEDAI-2K foram similares em pacientes com anticorpos
anticromatina/nucleossomo positivos e negativos [6 (0—16) vs.
4 (0-18); P=0,11] e em pacientes com anticorpos anti-Clq
positivos e negativos [5 (0-18) vs. 4 (0-16); P =0,86].

De acordo com a atividade da doenca, os pacientes fo-
ram classificados em cinco grupos: sem atividade (SLEDAI-
2K =0) (n=14; 21%); atividade leve (SLEDAI-2K = 1-5)
(n=21; 31%); atividade moderada (SLEDAI-2K = 6-10)
(n = 18; 27%); atividade alta (SLEDAI-2K = 11-19)
(n = 14; 21%) e atividade muito alta (SLEDAI-2K > 20
(n=0; 0%).

A frequéncia de anticorpos anti-dsDNA foi significativa-
mente mais baixa em pacientes sem atividade, em comparagao
com pacientes com atividade de doenga leve (14% vs. 52%;
P =0,033), moderada (14% vs. 61%; P =10,011) e alta (14%
vs. 79%; P=0,0018). Nao foi observada diferenca entre a fre-
quéncia do anticorpo anti-dsDNA em pacientes com atividade
leve e moderada (52% vs. 61%; P=0,74), entre atividade leve
e alta (52% vs. 79%; P = 0,16) e entre atividade moderada e
alta (61% vs. 79%; P =0,16).

Com relagdo aos anticorpos anticromatina/nucleossomo,
pacientes com atividade moderada apresentaram frequéncia
mais alta desse anticorpo em compara¢ao com pacientes com
atividade leve (61% vs. 24%; P =0,025) e sem atividade (61%
vs. 21%; P=0,035). A frequéncia do anticorpo anticromatina/
nucleossomo foi similar entre pacientes sem atividade versus
pacientes com atividade leve (21% vs. 24%; P = 1.00) e alta
(21% vs. 50%; P =0,23) e entre pacientes com atividade leve
e alta (24% vs. 50%; P =0,15).

Com relagao ao anticorpo anti-C1q, pacientes sem atividade
da doenga apresentaram a mesma frequéncia de anticorpos
anti-C1q que pacientes com atividades leve (21% vs. 24%;
P = 1,00), moderada (21% vs. 17%; P = 1,00) e alta (21%
vs. 29%; P = 1,00). Além disso, nao foi observada diferenga
entre a frequéncia de anticorpos anti-C1q em pacientes com
atividade leve versus moderada (24% vs. 17%; P = 0,70) e
alta (24% vs. 29%; P = 1,00) e em pacientes com atividade
moderada versus atividade alta (17% vs. 29%; P = 0,66).

A Figura 1 ilustra a frequéncia de anticorpos anti-dsDNA,
anticromatina/nucleossomo e anti-C1q de acordo com diferen-
tes graus de atividade da doenga.

Em relag@o a discordancia entre os trés autoanticorpos, ¢
interessante notar que um paciente foi positivo apenas para
anticorpo anti-C1q (negativo para anticorpos anticromatina/
nucleossomo e anti-dsDNA), e outro paciente foi positivo
apenas para anticorpo anticromatina/nucleossomo (negativo
para autoanticorpos anti-C1q e anti-dsDNA).
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SLEDAI-2K: indice de atividade de doenca para ltpus eritematoso sistemico- 2000.

*Frequéncia de positivos para anti-dsDNA em SLEDAI-2K = 0 versus
SLEDAI-2K = 1-5, P=0,033; SLEDAI-2K = 6-10, P=0,011; SLEDAI-2K = 11-19,
P =0,0018.

#Frequéncia de positivos para anticromatina/nucleossomo em
SLEDAI-2K = 6-10 versus SLEDAI-2K = 0, P = 0,035; SLEDAI-2K = 1-5,
P =0,025.
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Figura 1

Frequéncia de anticorpos anti-dsDNA, anticromatina/nu-
cleossomo e anti-C1q de acordo com o indice de atividade
da doenca para lupus eritematoso sist€émico (SLEDAI-2K).
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Figura 2

Correlagdo positiva entre anticorpos anti-C1q e anti-dsDNA
em 62 pacientes com lipus eritematoso sistémico juvenil
(r=0,51;IC: 0,29-0,68; P =0,0001).

A Figura 2 ilustra uma correlagdo positiva entre anticorpos
anti-C1q e anti-dsDNA em pacientes com LESJ (r = 0,51; IC:
0,29-0,68; P<0,0001). A Figura 3 demonstra uma correlagdo po-
sitiva entre anticorpos anticromatina/nucleossomo e anti-dsDNA
em pacientes com LESJ (r = 0,87; IC: 0,79-0,92; P <0,0001).

Além disso, foi observada correlagdo negativa entre os
niveis séricos de anti-Clq e Clq (r = —0,33; IC: —0,56-0,05;
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Figura 3

Correlacdo positiva entre anticorpos anticromatina/nucleos-
somo ¢ anti-dsDNA em 62 pacientes com lupus eritematoso
sistémico juvenil (r = 0,87; IC: 0,79-0,92; P = 0,0001).

P =0,018). Nenhum deles teve niveis ndo detectados de Clq
compativeis com imunodeficiéncia primaria de Clq.

DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou especificidade elevada e valor prediti-
vo positivo para o diagndstico de lapus desses trés autoanticor-
pos, especialmente os anticorpos anticromatina/nucleossomo e
anti-C1lq. Além disso, o anticorpo anti-dsDNA foi considerado
um marcador confiavel de atividade da doenga em nossos pa-
cientes, e 0 anticorpo anticromatina/nucleossomo demonstrou
correlagdo positiva bastante forte com anti-dsDNA e frequéncia
mais alta em pacientes com atividade moderada, em comparagao
com pacientes sem atividade e com atividade leve.

Os anticorpos anti-C1q foram associados a nefrite [upica
e a atividade da doenga em adultos’ !> e em pacientes com
lapus juvenil.* No entanto, recentemente demonstramos que,
em nossa coorte, esse anticorpo nao estava associado a nefrite
em 67 pacientes com LESJ,? conforme pudemos observar
neste estudo. Do mesmo modo, Ravelli ef al.! ndo observaram
qualquer associagdo entre niveis de anti-C1q e envolvimento
renal. Apesar disso, o presente estudo demonstrou correlagao
positiva entre anticorpos anti-C1q ¢ anti-dsDNA. Este tltimo
¢ um bem-conhecido biomarcador de atividade de doenca
para LES, conforme ficou evidenciado neste estudo. Outra
consideracao importante ¢ que ainda nao foi estabelecido um
conjunto padronizado de reagentes para a determinagdo de
anticorpos anti-Clq, e isso pode explicar em parte algumas
discrepancias dos estudos precedentes.
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Além disso, em nossos pacientes com lipus foi observa-
da correlacdo negativa entre os niveis séricos de anti-Clqe
Clq, o que também ficou evidenciado em um estudo chinés
envolvendo pacientes pediatricos de lapus.* Portanto, a
presenca desses anticorpos poderia levar a um decréscimo
secundario nos niveis de Clq e ao comprometimento na
eliminag@o de autoantigenos, contribuindo para a patogé-
nese do lapus.'>!

Anticorpos anticromatina/nucleossomo também foram
descritos como marcadores de atividade da doenca e de
nefrite lupica em pacientes adultos.' '® Foi demonstrada in
vitro uma ligacao direta de C1q e também de nucleossomos
as células endoteliais glomerulares, e que os anticorpos an-
tinucleossomo ¢ anti-C1q tém efeito aditivo na patogénese
da nefrite lapica em adultos.!” Em relagdo ao lapus pedia-
trico, nosso grupo ja havia demonstrado anteriormente que
a presenca desse anticorpo estava associada com atividade
de lapus, mas ndo com manifesta¢des renais,” o que também
foi observado no presente estudo, no qual demonstramos
que esse anticorpo poderia ser um marcador util de doenga
moderadamente ativa.

Ainda mais importante, esses autoanticorpos tiveram espe-
cificidade significativamente elevada e grande valor preditivo
positivo, superior a 97%, para diagnostico de lipus, podendo
ser considerados como instrumentos confiaveis na pratica cli-
nica, especialmente os anticorpos anticromatina/nucleossomo
e anti-C1q. Com efeito, nos estudos precedentes foi informado
que a especificidade e o valor preditivo positivo para anticor-
pos anticromatina/nucleossomo com relacdo ao diagnostico
de LESJ foram de 96%—98%*° ¢ 97%,’ respectivamente. Em
relagdo aos anticorpos anti-Clq, a especificidade para o diag-
nostico de LESJ foi de 92%-100%.>#

As determinagdes dos anticorpos anticromatina/nucle-
ossomo e anti-Clq devem ser efetuadas para avaliagdo do
diagnostico de lupus, especialmente em pacientes com LESJ
negativos para autoanticorpos anti-dsDNA. Esses exames
podem ser considerados como biomarcadores para o lupus,
sobretudo em pacientes com lupus incompleto (até trés crité-
rios de classificagdo da ACR para lapus); ha necessidade de
estudos prospectivos.

Em conclusdo, embora os autoanticorpos anti-Clq e an-
tinucleossomo tivessem apresentado menor sensibilidade em
relagdo ao anti-dsDNA, a excepcionalmente elevada especifi-
cidade e o grande valor preditivo positivo dos dois anticorpos
podem ajudar no diagnostico de LESJ, especialmente em
pacientes negativos para anti-dsDNA.
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