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RESUMO

Objetivos: determinar a freqiiéncia dos anticorpos antinucleo-
ssoma (AN) em lapus eritematoso sistémico (LES) e avaliar a as-
sociagio desses anticorpos com a atividade de doen¢a. Métodos:
estudo de corte transversal em que foram estudados pacientes com
diagnoéstico de LES baseado nos critérios do Colégio Americano
de Reumatologia. Utilizou-se o SLEDAI como instrumento de
avaliagdo de atividade de doenga. A pesquisa de anticorpos AN foi
realizada pela técnica de ELISA (INOVA Diagnostics Inc). Pacientes
com diagndstico de miosite e esclerose sistémica (ES) foram também
estudados para avaliacio da performance do teste. Resultados: foram
estudados 82 pacientes com LES, sendo 81 do sexo feminino, com
idade média de 35 + 11,7 anos. Anticorpos AN foram detectados
em 48 pacientes com LES (58,5%), em trés pacientes com miosite
(21,4%) e em dois pacientes com ES (14,2%), o que determinou
sensibilidade e especificidade de 58,5% ¢ 82,14%, respectivamente.
Considerando-se um ponto de corte em 40 U, os anticorpos AN
foram detectados em 44 pacientes com LES (53,65%), em dois
pacientes com miosite (13,33%) ¢ em um paciente com ES (6,66%),
o que determinou sensibilidade ¢ especificidade de 53,65% ¢ 90%,
respectivamente. Nio se observou correlagio dos titulos dos anti-
corpos AN e a atividade de doenga (SLEDAI), embora tenha sido
observada correlagio entre anti-DNA e escore de SLEDAI nessa
mesma popula¢io (r = 0,42; p < 0,005). Conclusoes: No presente
estudo, observaram-se moderada sensibilidade e alta especificidade
dos anticorpos AN para o diagnostico de LES. No entanto, ndo se
verificou associagdo desses anticorpos com os parametros de atividade
da doenga, sugerindo que a pesquisa de tais anticorpos seria de valor
limitado na pritica reumatologica.
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ABSTRACT

Objective: to determine the frequency of antinucleosome
(AN) antibodies in systemic lupus erythematosus (SLE) and
their association with disease activity. Methods: cross-sectional
study to evaluate patients with diagnosis of SLE based on
the American College of Rheumatology criteria. SLEDAI
score was used as a disease activity index. AN antibodies were
tested by ELISA (INOVA Diagnostics Inc). Systemic sclerosis
(88¢) and myositis patients were also studied to determine
the diagnostic performance of the ELISA system. Results:
a total of 82 SLE patients, 81 female, mean age 35 + 11.7 years
were included in the study. AN antibodies were positive in 48 SLE
samples (58.5%), three with myositis (21.4%) and two with 85S¢
(14.2%), determining a sensitivity and specificity of AN antibodies
for the diagnosis of SLE of 58.5% and 82.14%, respectively.
Utilizing a cut off of 40 U, test was positive in 45 SLE samples
(53.65%), two with myositis (13.33%) and one with S5¢ (6.66%),
determining a sensitivity and specificity of AN antibodies for the
diagnosis of SLE of 53.65% and 90%, respectively. There were
no correlation between AN antibodies and SLEDAI scores. On
the other hand, it was observed a positive correlation between
anti-DNA antibodies and discase activity (r = 0.42; p < 0.005).
Conclusions: in the present study it was demonstrated a high
specificity and moderate sensitivity of AN antibodies for the diag-
nosis of SLE. However, the lack of association with disease activity
suggests that it has limited value in rheumatologic practice.
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INTRODUGAO

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga
auto-imune, de etiologia nio completamente esclarecida,
que concorre com significativa morbi-mortalidade para os
pacientes acometidos, em sua maioria mulheres jovens.
Sua classifica¢do, proposta pelo Colégio Americano de
Reumatologia (ACR), baseia-se na presenga de quatro dos
11 critérios em qualquer fase de evolu¢io da doenga”. No
entanto, freqiientemente ha dificuldades em se estabelecer o
diagnostico em vista de sua apresentag¢io clinica polimoérfica,
bem como a inespecificidade dos exames diagnosticos.

Virios estudos em andamento tém buscado exames
mais sensiveis e especificos para o diagnéstico do LES, e
estudos de fisiopatogenia tém apontado o nucleossoma
como um auto-antigeno que, a partir de sua exposi¢io
pela apoptose, torna-se capaz de induzir a produgio de
anticorpos, mediadores das lesdes teciduais no LES@®), A
luz desse conhecimento, tem-se buscado o significado da
pesquisa de anticorpos antinucleossoma (AN) como teste
diagnoéstico para o LES. O objetivo do presente estudo foi
determinar a relevincia dos anticorpos antinucleossoma
(AN) no LES e avaliar a associagio desses anticorpos com
a atividade da doenga.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados pacientes com diagnéstico de LES
baseado nos critérios da ACRY em acompanhamento no
Servigo de Reumatologia do Hospital Santa Izabel, Salvador,
Bahia. Também foram estudados pacientes com diagnéstico
de esclerose sistémica (ES)© e miosite”® segundo os critérios
previamente publicados, acompanhados no mesmo servigo.
Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido antes de entrarem no estudo.

Os pacientes portadores de LES foram avaliados quan-
to a atividade da doenga utilizando-se como instrumento
o Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
(SLEDAI)®). A pesquisa de anticorpos anti-DNA nativo foi
realizada por imunofluorescéncia indireta, utilizando-se a
Crithidin luciline como substrato!?. A pesquisa de anticor-
pos antinucleossoma utilizou o método de ELISA por meio
de um kst adquirido comercialmente (INOVA Diagnostics
Inc., San Diego, CA). Tal método tem como substrato a
cromatina purificada de timo bovino, ¢ foi utilizado como
ponto de corte o valor de 20U para expressar os resultados
como positivos, como sugerido pelo fabricante. A anilise
estatistica foi realizada utilizando-se o programa Statistical
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Package for the Social Sciences (SPSS Chicago — 1L, versido
9.0, 1998). As varidveis nominais foram descritas sob a
forma de freqiiéncias, ¢ as variaveis intervalares, sob a forma
de média + desvio-padrido. Utilizou-se o teste ¢ de Student
para comparar médias; a associagdo entre variaveis quali-
tativas foi estudada pelo teste de qui-quadrado ou exato
de Fisher quando indicado, e a correla¢do entre variaveis
continuas foi estudada pelo teste de Pearson. Para todos
os testes estatisticos, considerou-se significincia o valor
de p < 0,05. Calcularam-se sensibilidade, especificidade e
valor preditivo positivo dos AN para o diagnédstico de LES
utilizando-se um programa especifico: (http://faculty.
vassar.edu/lowry/VassarStats.html).

RESULTADOS

Foram estudados 112 pacientes, sendo 82 com diagnoés-
tico de LES e 30 controles, que envolviam 15 pacientes com
diagnoéstico de miosite e 15 com ES. O grupo de LES era
composto, em sua maioria, de pacientes do género feminino
(81); tinha idade média de 35,0 + 11,7 anos, tendo variado
de 13 a 62 anos; e o tempo de doenga variou de 2 a 384
meses, com média em 78,2 + 76,1 meses. As caracteristicas
clinicas ¢ laboratoriais, segundo os aspectos avaliados pelo
SLEDALI, estdao apresentadas nas Tabelas 1 e 2. A avalia-
¢do da atividade de doenga revelou um escore SLEDAI
médio de 11,6 = 5,8 ¢ escores minimo e maximo de 2 ¢
30, respectivamente. Considerando-se arbitrariamente os
pacientes em atividade aqueles que apresentavam SLEDAI
maior do que 4, observou-se que 78 pacientes (95,12%)
apresentavam doenga “ativa”. O escore médio dos pacientes
em atividade foi de 12,12, tendo variado de 5 a 30; e dos
pacientes inativos foi de 2,75, tendo variado de 2 a 4.

TaABELA 1
FREQUENCIA DE SINAIS E SINTOMAS PRESENTES NA AVALIACAO
DOS 82 PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO —
CRITERIOS AVALIADOS DE ACORDO COM A
DEFINICAO DO SLEDAI

Sinais e sintomas N (%)
Febre 24 (29,3%)
Alopecia 70 (85,4%)
Rash malar 46 (56,1%)
Lesdes de mucosa 25 (30,5%)
Artrite 44 (53,7%)
Pleurite 3 (3,7%)
Pericardite 1(1,2%)
Glomerulonefrite 23 (28,0%)
Vasculite 7 (8,5%)
Psicose 1(1,2%)
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TABELA 2
FREQUENCIA DAS ALTERACOES LABORATORIAIS PRESENTES
NA AVALIACAO DOS 82 PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO — CRITERIOS AVALIADOS DE ACORDO COM A
DEFINICAO DO SLEDAI

Alteragoes laboratoriais N (%)

Leucopenia 44 (53,7%)
Plaguetopenia 12 (14,6%)
Proteindria 22 (26,8%)
Hematdria 15 (18,3%)
CGilindrdria 14 (17,1%)

Leucocitdria 6 (7,3%)
31 (37,8%)
8 (22,0%)

30 (36,5%)

Anticorpos anti-DNA
Diminuicdo de C3
Diminuicdo de C4

Para todos os pacientes envolvidos no estudo, foi feita a
pesquisa de anticorpos AN, tendo sido encontrada positi-
vidade em 48 (58,5%) em LES, dois (14,2%) dos pacientes
com ES e trés (21,4%) com miosite, correspondendo a
uma sensibilidade de 58,5%, especificidade de 82,14% ¢
valor preditivo positivo do teste para diagnéstio de LES
de 90,56% nessa populagio estudada. Uma vez que o cut
off desse sistema de ELISA nio foi ainda determinado na
populagdo brasileira, optamos por analisar os resultados
utilizando arbitrariamente um ponto de corte mais alto.
Assim, considerando-se o ponto de corte em 40 U, encon-
tramos positividade em 44 (53,65%) em LES, um (6,66%)
dos pacientes com ES e dois (13,33%) com miosite, corres-
pondendo a uma sensibilidade de 53,65%, especificidade de
90% e valor preditivo positivo do teste para diagndstico de
LES de 93,61% nessa populagio estudada. Adicionalmente,
a média dos titulos dos anticorpos AN foi maior nos pa-
cientes com LES: 86,3 U, comparando-se a dos pacientes
com ES ou miosite: 45,1 U (p < 0,05). Ainda do ponto de
vista de valor diagnéstico, observou-se menor freqiiéncia de
positividade de anticorpos anti-DNA do que de anticorpos
AN no grupo de LES: 31 (37,8%).

Buscando a associagio entre anticorpos AN e os pa-
rametros clinicos ¢ laboratoriais avaliados pelo SLEDAI,
nio encontramos significincia com nenhum sintoma ou
alteragdo laboratorial presente, utilizando-se os dois di-
terentes pontos de corte, exceto para a associagdo entre
tfebre e presenca de AN (p = 0,01), com o ponto de corte
de 20 U (Tabela 3). O titulo médio dos anticorpos AN
foi de 55,83 + 45,87 U nos pacientes ativos e de 25,05 =
22.85 U nos inativos. Nio houve diferenca estatisticamente
significativa entre a média dos titulos de AN dos pacientes
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ativos e inativos (p = 0,65), embora tal andlise deva ser
interpretada com cuidado, uma vez que a maioria dos
pacientes estava no grupo “ativo”. Adicionalmente, nio
encontramos correlagio entre anticorpos AN e anti-DNA
nem escore de SLEDAI, embora houvesse uma correla-
¢do direta, moderada e estatisticamente significativa entre
anti-DNA e escore de SLEDAI nessa mesma populagiao
(r =0,42; p = 0,005) (Tabela 4) e (r = 0,31; p = 0,003)
para um ponto de corte de 40 U.

TaBELA 3
ANALISE DA ASSOCIACAO DA PRESENCA DE ANTICORPOS
ANTINUCLEOSSOMA E DIFERENTES MANIFESTACOES DA DOENCA
NOS 82 PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO. PONTO
DE CORTE PARA EXPRESSAR POSITIVIDADE DE AN DE 20 U

Manifestagao Valor do p (qui-quadrado)
Febre 0,01
Alopecia 0,61
Aftas 0,08
Artrite 0,28
Pleurite 0,62
Pericardite 0,41
Vasculite* 0,31
Psicose 0,41
Glomerulonefrite** 0,53

*Vasculite: lesdes cutaneas compativeis com vasculite.
**Glomerulonefrite: presenca de proteindria > 0,5 g/24 horas associada ou nao a
hematdria, hipertensao arterial e perda de fungéo renal.

TABELA 4
ANALISE DA CORRELACAO ENTRE OS TITULOS DOS ANTICORPOS
ANTINUCLEOSSOMA (AN), ANTICORPOS ANTI-DNA E ESCORE
DE SLEDAI NOs 78 PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO EM ATIVIDADE (PEARSON). PONTO DE CORTE PARA
EXPRESSAR POSITIVIDADE DE AN DE 20 U

Anti-DNA SLEDAI
AN r=0,16 r=0,17
p=0,13 p=0,13
Anti-DNA r=0,42
p < 0,001
DISCUSSAO

O nucleossoma ¢ a unidade fundamental da cromatina.
Durante o processo da apoptose, a cromatina sofre uma cli-
vagem por agio de endonucleases, expondo os nucleossomas,
que se comportam como antigenos, sendo capazes de induzir
a formagido de anticorpos®!H12), Sabendo-se que a apoptose
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estd aumentada no contexto do LES, espera-se que se identi-
fiquem anticorpos AN nesses pacientes’®. A semelhanga do
presente estudo, outros trabalhos tém demonstrado a presenga
de anticorpos AN ndo s6 em LES, mas também em outras
colagenoses, porém com maior freqiiéncia e com titulos mais
altos naqueles com LES®¥. Também a semelhanga de nossos
resultados, a freqiiéncia de anticorpos AN tem sido maior do
que a de anticorpos anti-DNA nas popula¢oes de LES estu-
dadas, demonstrando-se a positividade de anticorpos AN em
muitos casos em que o anti-DNA ¢ negativo »'*18)_ Por outro
lado, Julkunen ez 2% n3o encontraram maior sensibilidade
dos anticorpos AN, comparando-se com os exames tradicio-
nalmente realizados para o diagnoéstico de LES.

No presente estudo, optamos por utilizar 20 U como
ponto de corte para expressar a positividade dos AN, conforme
as recomendacoes do fornecedor. Porém, tivemos o cuidado
de realizar a andlise dos dados utilizando também um cuz off
mais alto, de 40 U, uma vez que ndo é conhecido o compor-
tamento desses anticorpos na populagio normal brasileira.
Curiosamente, os resultados nao diferiram significativamente
daqueles utilizando um ponto de corte de 20 U.

Em vista da dificuldade freqiiente no diagnéstico ¢ na
identificagio de atividade no seguimento desses pacientes,
diversos estudos tém buscado novos exames diagndsticos
que permitam tal avaliagio. Assim, em estudo previamente
realizado no nosso servico, avaliou-se o papel da dosagem
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