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RESUMO

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria crénica autoimune que acomete
varios 6rgdos ou sistemas e pode estar presente imunodeficiéncia, tanto de forma priméaria como
secundaria. Esta dissertacdo consiste de um capitulo de revisdo e de dois artigos originais. No
capitulo de revisdo enfatizamos uma possivel relagio do LES com a presenca de
imunodeficiéncia. A imunodeficiéncia secundaria no LES estd relacionada ao uso dos
imunossupressores, a atividade de doenca e ao comprometimento renal. A imunodeficiéncia
primaria estd associada ao LES, sendo descrito a imunodeficiéncia comum variavel, deficiéncia
seletiva de IgA e deficiéncia seletiva de IgM. Algumas infecgdes sdo tidas como desencadeadoras
no desenvolvimento do LES, como o virus Epstein Barr (EBV) e o citomegalovirus (CMV). Nos
artigos originais enfatizamos a avaliacdo de imunodeficiéncia e resposta viral no LES. O primeiro
artigo original tem o objetivo de avaliar as alteracdes da imunidade humoral em pacientes com
nefrite lupica em atividade, buscando identificar possiveis imunodeficiéncias primarias, bem
como verificar a influéncia dos fatores como proteindria, atividade de doenca, e imunossupressor
nas respostas da imunidade humoral. O segundo artigo tem o objetivo de avaliar a prevaléncia da
positividade da sorologia para o virus Epstein Barr e citomegalovirus, assim como a prevaléncia
de imunodeficiéncia humoral nos pacientes com nefrite lGpica. Os principais achados dos artigos
foram que a média dos niveis de imunoglobulina G no grupo com proteindria foi de 1060,6
mg/100mL e no grupo sem proteindria foi de 1468,7 mg/100mL e a diferenca mostrou-se
significativa (p<0,05). Cinco dos pacientes estudados apresentaram deficiéncia da imunidade
humoral, e foi estatisticamente significativa (p<0,05), quando avaliado pela proteindria e pelo
indice de atividade de doenca (SLEDAI). O micofenolato de mofetil teve forte correlacdo
negativa (r:- 0,648) com a IgG. A prevaléncia da positividade da sorologia para CMV e EBV foi
de 92% (49/53) e 88% (47/53), respectivamente nos pacientes lupicos e assemelharam a
populacdo geral (p>0,05). A imunodeficiéncia humoral foi mais prevalente nos lupicos 9,43%
(5/53), quando comparado a populacdo geral. Foi concluido que a proteinuria reduz os niveis de
IgG, porém ndo a ponto desenvolver hipogamaglobulinemia. Imunodeficiéncia humoral esta
presente nos pacientes portadores de nefrite lUpica e esteve associado com evolugdo mais grave da
doenca, com presenca de proteinUria e presenca de atividade de doenca. O micofenolato de
mofetil foi a variavel que se correlacionou com a reducdo de 1gG, porém ndo sendo capaz de
promover niveis compativeis com imunodeficiéncia. A sorologia para CMV e EBV nao
demonstrou relevancia clinica no acompanhamento de pacientes portadores de LES, pois a
positividade sorolégica ndo os diferencia da populacéo geral.

Palavras chave: LlOpus eritematoso sisttmico. Nefrite lUpica. Imunodeficiéncia.

Hipogamaglobulinemia. Micofenolato de mofetil.
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ABSTRACT
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory disease that affects various organs
or systems and may present during the course of the disease with the presence of
immunodeficiency, both primary way secondary. This dissertation consists of a chapter review
and two original articles. In the review chapter we emphasize a possible relation of SLE in the
presence of immunodeficiency. The secondary immunodeficiency in SLE is related to the use of
immunosuppressive drugs, the activity of disease and renal impairment. Primary
immunodeficiency is associated with SLE, described the common variable immunodeficiency,
selective IgA deficiency, selective IgM deficiency. Infections are regarded as triggering the
development of SLE, such as Epstein Barr virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV). In original
articles we emphasize the evaluation of immunodeficiency and viral response in SLE. The first
original article aims to evaluate the changes of humoral immunity in patients with lupus nephritis
activity, identifying possible primary immunodeficiencies, and to verify the influence of factors
such as proteinuria, disease activity, and immunosuppressive responses in humoral immunity. The
second article aims to assess the prevalence of positive serology for Epstein Barr virus and
cytomegalovirus, as well as the prevalence of humoral immunodeficiency in patients with lupus
nephritis. The main findings of the articles were the average of the immunoglobulin G levels in
the group with proteinuria was 1060.6 and in the group without proteinuria was 1468.7 and the
difference was significant (p <0.05). Five of the patients showed impairment of humoral
immunity, and was statistically significant (p <0.05) when assessed by proteinuria and the disease
activity index (SLEDAI). Mycophenolate mofetil had strong negative correlation (r: - 0.648) with
IgG. The prevalence of positive serology for CMV and EBV was 92% (49 \ 53) and 88% (47 \ 53)
respectively in lupus patients and resembled the general population (p> 0.05). The humoral
immune deficiency was more prevalent in lupus 9.43% (5 \ 53), when compared to the general
population. It was concluded that reduces proteinuria levels of 1gG, but not to the point
developing hipogamaglobilinemia. Humoral immunodeficiency is present in patients with lupus
nephritis and was associated with more severe course of the disease, with the presence of
proteinuria and the presence of disease activity. Mycophenolate mofetil was the variable that
correlated with the reduction of 1gG, but not being able to promote levels consistent with immune
deficiency. The EBV and CMV serology did not show clinical relevance in the treatment of

patients with SLE, since the seropositivity does not differentiate between the general population.

Keywords:  Systemic  lupus  erythematosus.  Lupus nephritis.  Immunodeficiency.

Hypogammaglobulinemia. Mycophenolate mofetil.
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CAPITULO 1

1 APRESENTACAO

O lUpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatoria crénica que acomete
Varios 0rgdos ou sistemas, e a prevaléncia em estudo americano, realizado entre 2003 a 2008,
foi de 7,2/100 mil habitantes e em estudo brasileiro a prevaléncia foide 8,7/100 mil habitantes
(SALGADO;2012)(FURST;2012)( VILLAR;2002). A doenca renal € manifestacdo clinica
frequente, diagnosticada em 74% dos pacientes e com classificagdo estabelecida conforme
critérios histoldgicos, de acordo com a Sociedade Internacional de Nefrologia. No LES, pode

estar presente a imunodeficiéncia, tanto de forma priméaria como secundaria (KARIM;2006).

A hipogamaglobulinemia secundaria encontra-se presente nos pacientes portadores
de LES, sobretudo relacionado a presenca de proteiniria, atividade de doenca e 0 uso de
imunossupressores, como a azatioprina, ciclofosfamida e o micofenolato de mofetil
(YONG;2008) (PARK,2011) (SONG, 2003)(FEDOR,2006) (DANZA, 2013)(DESAR,
2007)(SONG,2003) (YAP, 2014). A imunodeficiéncia primaria humoral esta presente nos
pacientes lupicos, sendo descrito imunodeficiéncia comum variavel, deficiéncia seletiva de
IgA, deficiéncia seletiva de IgM e deficiéncia especifica de anticorpos. Esses fatores
contribuem para o0 aumento dos riscos de infecgdes (FERNANDEZ-CASTRO, 2007) (YONG,
2008). (LIM, 2013).

Esta dissertacdo de mestrado consta de uma revisdo e dois artigos originais. A
revisdao aborda sobre alteraces da imunidade humoral em pacientes portadores de lUpus
eritematoso sistémico, descrevendo a apresentacdo de deficiéncia primaria e secundéria.
Descreve também a influéncia da proteindria, imunossupressores e o indice de atividade de

doenca na imunidade humoral e no risco de infeccao.

O primeiro artigo intitulado: Avaliagdo da imunidade humoral na nefrite I0pica, serd
submetido como artigo original na revista lupus. Este artigo tem como objetivo avaliar as
alteracdes da imunidade humoral em pacientes com nefrite lUpica em atividade, identificando
possiveis imunodeficiéncias primarias, bem como verificar a influéncia dos fatores como

proteindria, atividade de doenca, e imunossupressor nas respostas da imunidade humoral.

O segundo artigo intitulado: Avaliacdo do virus Epstein Barr, citomegalovirus e
deficiéncia humoral em pacientes com LES: O que é necessario?, foi submetido a revista da

associacdo brasileira médica. Este artigo tem como objetivo avaliar a prevaléncia da



444 UNIVERSIDADE 16
ﬁ* FEDERAL
k&) pePERNAMBUCO

vy

Rios MCM. Avaliagdo da Imunidade Humoral na Nefrite Lipica

positividade da sorologia para o virus Epstein Barr e citomegalovirus, assim como a

prevaléncia de imunodeficiéncia humoral nos pacientes com nefrite lipica.
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CAPITULO 2
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 INTRODUCAO
L Upus eritematoso sistémico

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria crénica autoimune
que acomete varios 6rgdos ou sistemas. Uma das primeiras descri¢des clinicas que se fez do
lGpus foi no século X, com lesdes cutaneas (SMITH E CYR, 1988). Outras lesbes cutaneas
com referéncia ao lGpus foram descritas durante séculos, porém foi somente em 1895 que
Osler descreveu o lUpus eritematoso com caracteristicas sistémicas, cuja clinica apresentava-
se com nefrite (Osler, 1895). Atualmente a prevaléncia do LES em estudo americano,
realizado entre 2003 e 2008, foi de 7,2/100 mil habitantes e em estudo brasileiro, a
prevaléncia foi de 8,7/100 mil habitantes (SALGADO E DIAZ, 2012) (FURST ET AL,
2012)(VILLAR E SATO, 2002). No LES, frequentemente, ha ativacdo imune policlonal com
niveis de 1gG elevados ou normais, além de anticorpos especificos direcionados a antigenos
préprios (antigenos nucleares), incluindo anti-DNA e anti-Sm (YONG ET AL, 2008). A
doenca renal € manifestacdo clinica frequente, diagnosticada em 74% dos pacientes e com
classificacdo estabelecida conforme critérios histologicos, de acordo com a Sociedade
Internacional de Nefrologia. (WEENING ET AL, 2004). A nefrite lGpica é classificada em
seis classes: alteragbes mensangiais minimas (classe 1), alteracdes proliferativas mesangiais
(classe 1), proliferativa focal (classe I11), proliferativa difusa (classe 1), membranosa (classe
V) e esclerose avancada(classe VI), sendo caracteristica da manifestacéo renal a presenca de
proteindria, podendo ou ndo evoluir para perda da funcdo renal, dependendo da classe
apresentada (EKNOYAN ET AL, 2012)(GOLGFARB ET AL, 2012).

Imunodeficiéncia e imunoglobulinas

As imunodeficiéncias sdo alteracdes em segmentos do sistema imunoldgico, cujas
principais apresentacGes sdo infeccGes repetidas, porém podem se apresentar de outras
formas, como o surgimento de processos autoimunes (YONG ET AL, 2008). A primeira
descricdo de imunodeficiéncia primaria foi feito por Bruton em 1952, sendo descrito
agamaglobulinemia, uma deficiéncia da imunidade humoral, que se caracteriza por auséncia
de imunoglobulinas (BRUTON, 1952).

As imunoglubulinas sdo anticorpos responsaveis pela resposta efetora da imunidade

humoral, e sua estrutura consta de duas cadeias pesadas e leves. As moléculas de anticorpos
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podem ser divididas em classes e subclasses distintas com base nas diferencas nas estruturas
das cadeias pesadas e leves. Conforme as cadeias pesadas as imunoglobulinas sdo
denominadas de IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, sendo as IgA e IgG subdivididas em IgA;, 1gA2,
IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 e de acordo com as cadeias leves séo divididas em k e A (MERINO,
2011).

A imunodeficiéncia humoral esta relacionada a defeitos no desenvolvimento ou
funcbes das células B, ocasionando distdrbios na resposta mediada pelos anticorpos
(imunoglobulinas), de forma primaria ou secundaria (CUNNINGHAM-RUNDLES, 2012).
Pode se apresentar: 1-com auséncia total das imunoglobulinas, como na agamaglobulinemia;
2-Com auséncia especifica das imunoglobulinas, como na deficiéncia seletiva de IgA, seletiva
de IgM e especifica de anticorpos; 3- Com reducdo quantitativa e/ou funcional primaria dos
anticorpos, como na imunodeficiéncia comum variavel (IDCV); 4-Com reducdo quantitativa e
funcional secundaria de anticorpos, como no uso de imunossupressores, perdas protéicas e
desnutricdo (CHINEN E SHEARER, 2011) (KARIM, 2006).

A primeira descricdo da presenca de imunodeficiéncia primaria com apresentacéo
autoimune foi feita em 1962, no relato de um caso de hipogamaglobulinemia de provavel
natureza primaria, associada com anemia hemolitica de provavel natureza autoimune
(THOMPSON e JOHNSON, 1962). No LES pode estar presente imunodeficiéncia, tanto de
forma primaria como secundaria. dentre as primarias sdo descritas as deficiéncias de
complemento e humoral (KARIM, 2006) (CARNEIRO-SAMPAIQ, 2008).

LES e Imunodeficiéncia secundaria
Nefrite lGpica

A hipogamaglobulinemia secundaria encontra-se presente nos pacientes portadores
de LES, sobretudo relacionada ao uso de imunossupressores e a presenca de
comprometimento renal, principalmente com apresentacdo de sindrome nefrotica, sendo esta
um fator de risco para infecgdes (YONG ET AL, 2008) (PARK E SHIN, 2011) (SONG ET
AL, 2003)(FEDOR E RUBINSTEIN, 2006) (DANZA E IRASTORZA, 2013). A nefrite
lipica, sobretudo com proteindria, pode se apresentar com hipogamaglobulinemia, devido a
perda seletiva de 1gG, a nivel glomerular, e com valores de IgA e IgM normais, em virtude do
tamanho dessas moléculas ndo permitir a perda através dos glomérulos (YONG ET AL, 2008)
(AGARWAL E CUNNINGHAM-RUNDLES, 2007).
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Imunossupressores e atividade de doenca

Os imunossupressores, por provavel acdo em linfocitos B, interferem na produgéo de
imunoglobulinas, ocasionando entdo hipogamaglobulinemia quando utilizados, isto é descrito
com o uso da azatioprina e com o uso da ciclofosfamida (DESAR ET AL, 2007) (SONG ET
AL, 2003). Em um trabalho com 46 pacientes portadores de nefrite lUpica constatou-se que o
corticoide e o micofenolato de mofetil influenciam os niveis de 1gG (YAP ET AL, 2014). Os
imunossupressores e a atividade de doenca, avaliado pelo indice de atividade de doenca
(SLEDAI), sdo fatores importantes de risco para infecgdes e o SLEDAI foi uma variavel
significativa e independente quando avaliou infeccdo, comparando 2 grupos ldpicos ( com
atividade e sem atividade) (DANZA E IRASTORZA, 2013) (ZONANA-NACACH ET AL,
2001) (OGLESBY ET AL, 2013).

LES e imunodeficiéncia primaria

A relacdo entre LES e imunodeficiéncia priméria pode estar associada a alteracdes
genéticas especificas, como demonstrado em um estudo japonés, que identificou forte
associacdo com susceptibilidade do polimorfismo do gene CD 19 em pacientes com LES.
Nesses casos cursando com hipogamaglobulinemia, em virtude do gene CD 19 regular a
sinalizacdo para o desenvolvimento, ativacdo e proliferacdo dos linfocitos B (KUROKI ET

AL, 2002) (CUNNINGHAM-RUNDLES, 2012).

Estudos demonstram a presenca de deficiéncia da imunidade humoral nos pacientes
lipicos, sendo descrito imunodeficiéncia comum variavel, deficiéncia seletiva de IgA,
deficiéncia seletiva de IgM e deficiéncia especifica de anticorpos. Uma série de 18 casos
demonstrou a presenca dessas imunodeficiéncias em pacientes com diagnostico de LES
(FERNANDEZ-CASTRO ET AL, 2007) (YONG ET AL, 2008). Outro estudo com 86
pacientes pediatricos portadores de LES identificou que seis pacientes apresentavam
hipogamaglobulinemia e nestes, foi identificado forte associagcdo com nefrite lupica (LIM ET
AL, 2013).

Uma analise de 248 pacientes portadores de IDCV identificou 56 pacientes com
diagnostico de doenca autoimune, sendo dois portadores de LES (CUNNINGHAM-
RUNDLES E BODIAN, 1999). Um estudo com 77 pacientes pediatricos e 152 adultos
portadores de LES identificou uma prevaléncia de deficiéncia de IgA de 5,2% no primeiro
grupo e 2,6% no segundo, sendo também identificado em outro estudo com 96 pacientes

lipicos, a presenca de deficiéncia de IgA em cinco individuos (CASSIDY ET AL,
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2007)(RANKIN e ISENBERG, 1997). Foi descrito também um relato de caso de um paciente
com diagndstico de deficiéncia especifica a anticorpos, sem resposta adequada ao
pneumococo e ao tétano, e evoluiu posteriormente com o diagndstico de LES (HAMZI ET
AL, 2013). Deficiéncia seletiva de IgM € descrita em pacientes portadores de LES, estando
associada a deficiéncia de outras imunoglobulinas ou isoladamente (TAKEUCHI ET AL,
2001) (SALKI ET AL, 1987) (SENALDI ET AL, 1988).

Conforme o modelo tedrico, o LES, sobretudo com nefrite, pode se apresentar com
alteracbes da imunidade humoral, cursando com deficiéncia quantitativa das imunoglobulinas
e alteracbes funcionais na resposta (LIM ET AL, 2013) (SPIKA ET AL, 1982). Essas
alteracdes estdo relacionadas a fatores secundarios e primarios, como as imunodeficiéncias
primarias, sendo a deficiéncia de IgA, IDCV e deficiéncia seletiva de IgM as mais
relacionadas (YONG ET AL,2008). Entre os fatores secundarios sdo importantes a
proteindria, 0s imunossupressores e a atividade de doenca (PARK E SHIN, 2011) (DESAR
ET AL, 2007) (SONG ET AL, 2003) (DANZA E IRASTORZA, 2013). A proteindria pode
cursar com reducdo dos niveis de 1gG, além de sofrer influéncia da atividade de doenca e da
classe histologica da nefrite (YAP ET AL, 2014). Os imunossupressores alteram a resposta
humoral por acéo direta nas células, ja a atividade de doenga age também na resposta celular,
assim como influenciam na proteindria. A reducdo da resposta humoral predispde a infecgdes

e reducdo da resposta sorologica (FASSBINDER ET AL, 2015) (DANZA E IRASTORZA,
2013).
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Proteinuria Imunossupressor

Imunodeficiéncia humoral

Hipogamaglobulinemia

Infecgbes

Redugdo da resposta Vacinal

Figura1: Modelo tedrico proposto para susceptibilidade de Hipogamaglobulinemia

2.2 PERGUNTA CONDUTORA

Ha reducdo nos niveis de imunoglobulinas em pacientes portadores de nefrite lupica
comdoenca em atividade?

2.3 JUSTIFICATIVA

O estudo das alteracdes da imunidade humoral em pacientes portadores de nefrite

lGpica é importante para identificar possiveis alteracbes imunes primarias e\ou secundarias
nesses pacientes.

2.4 OBJETIVOS

2.4.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Verificar os niveis de imunoglobulinas em paciente com nefrite lUpica.

2.4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Descrever as alteracdes da imunidade humoral nos pacientes;

e Verificar avaliacdo funcional da imunidade humoral, através da resposta

sorologica a rubéola;

e Correlacionar os niveis de imunoglobulinas com a proteinuria, atividade de

doenca (SLEDAI), e 0 uso de micofenolato de mofetil;

e Avaliar marcadores imunologicos de infeccdes prévias por citomegalovirus e

Epstein barr.

2.5 HIPOTESE

Pacientes com LES podem apresentar imunodeficiéncia humoral primaria ou

secundéria a atividade da doenca ou ao uso de imunossupressor.
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CAPITULO 3
3 METODOS

3.1 DESENHO E TIPO DE ESTUDO

Estudo clinico exploratdrio, transversal, comparativo, com grupos internos e
amostras por conveniéncia para verificar a ocorréncia de alteracfes na imunidade humoral em
pacientes portadores de nefrite lUpica clinica e subclinica, divididos em dois grupos. Grupo
ativo com nefrite lpica clinica com proteindria (P +); Grupo controle com nefrite lUpica
subclinica sem Proteinuria (P-).

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram analisados 53 pacientes do sexo feminino na faixa etaria entre 18 e 60 anos
de idade do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE. O estudo foi realizado no periodo de outubro de 2013 a junho de 2014.

3.3 AMOSTRAGEM

Os pacientes foram alocados em dois grupos. FIGURA 2

Grupo (P+) - formado por 20 pacientes (portadores de nefrite lUpica clinica com
atividade de doenca e proteiniria e em uso do micofenolato de mofetila (MMF) e

hidroxicloroquina).

Grupo(P-) - formado por 33 pacientes (portadores de nefrite ldpica subclinica sem
atividade de doenca e sem proteindria e também em uso de MMF e hidroxicloroguina ou

utilizando apenas hidroxicloroquina.
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LES
53 pacientes

Escala de SLEDAI

Proteinuria
Nefrite com atividade Nefrite sem atividade
(proteinuria) (proteinuria)

20 pacientes 33 pacientes
Imunoglobulinas sérica, Imunoglobulinas sérica e
sorologia de rubéola, sorologia de rubéola,
citomegalovirus e Epstein citomegaloviruse

Barr Epstein Barr.

Figura2: FLUXOGRAMA 1 - SELECAO DOS PACIENTES

3.3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos pacientes portadores de LES, de acordo com os critérios do
American College Rheumatology (ACM) e da International Society of Nephrology (SIN)
associado com nefrite, com ou sem atividade, na faixa etéria entre 18 e 60 anos do sexo
feminino e que fossem acompanhados no Hospital das Clinicas da UFPE (TAM, 1982)
(HOCHBERG, 1997) (PETRI, 2012) (WEENING;2004). Esses pacientes deveriam possuir
estudos histopatolégico de bidpsia renal com analise por microscopia eletronica e
imunofluorecéncia, e classificados conforme a SIN
(WEENING;2004)(EKNOYAN;2012)(GOLGFARB;2012). Todos os pacientes deveriam
estar fazendo uso do micofenolato de mofetil, quando em uso de droga imunossupressora, e
numa variacdo de dose de 1g a 3g, associado com a hidroxicloroquina com uma variagédo de

200mg a 400mg. O uso do corticosteroide somente era incluido em doses ndo
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imunossupressoras, como prednisona em doses maximas de 20mg e ndo sendo incluidos

quando feito pulsoterapia com metilprednisolona (1g/m?)

3.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os pacientes com outras causas possiveis de sindrome nefrdtica e
uso de anticonvulsivante, em virtude de também ser causa de reducdo da 1gG. Quando em uso
dos demais imunonossupressores (ciclofosfamida, azatioprina, ciclosporina), os pacientes ndo

eram incluidos, assim como ndo deveriam ter feito a ciclofosfamida nos UGltimos dois anos.

FIGURA 3

Selecdo dos pacientes

Ambulatério de nefrologia HC-UFPE

v
Aplicacdo dos critérios de indusdo e exclusdo

:

Entrevista, exame fisico, Aplica¢do
do SLEDAI, Dosagem de proteinuria

v {
Critério de Indusao Critério de inclusdo
Nefrite lGipica com proteinuria Nefrite ltpica sem proteinuria
- Portador de nefrite lUpica - Portador de nefrite lupica
- ProteinGria > 500mg/24h - Proteindria < 500mg/24h
- Em uso de MMF e Hidroxicloroquina - Em uso de MMF e Hidroxicloroquina ou
hidroxicloroquina

Y
-Dosagem das imunoglobulinas (IgG,
IgMe IgA)

-Sorologia de CMV, EBV e Rubéola

Figura3: FLUXOGRAMA 2
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3.3.3 DEFINIC;AO DO TAMANHO AMOSTRAL
A amostra do trabalho foi por conveniéncia.
3.4 DEFINICAO DE VARIAVEIS

3.4.1 VARIAVEIS DESCRITIVAS

Idade: variavel numérica, discreta, expressa em anos completos, calculado a partir

da data do anivessario do paciente.

Indice de atividade de SLEDAI ( Systemic Lupus Erythematosus Diseases
Activity Index): E um indice que reflete a persisténcia da atividade de doenca ou prever
novas recorréncias. O Indice contém 24 itens e avalia manifestacdes especificas em 9
orgdos\sistemas. A pontuacdo pode variar de 0 a 105, sendo acima de 2 devera ser
considerado com atividade de doenca e acima de 10 reflete mal progndstico. Sintomas e\ou
sinais clinicos ou laboratoriais, quando presente correspondem a pontuacfes pré-estabelecidas
nessa escala e o somatdrio correspondera ao valor do SLEDAI. (GLADMAN, 2002)(
ANEXO 1)

Imunoglubulinas: A dosagem dessas imunoglobulinas informa a presencga ou ndao de
deficiéncias quantitativas da imunidade humoral. Os valores de referéncia de normalidade
seguiu conforme percentis estabelecido no grafico do trabalho de (FUJIMURA, 1990)
(CONLEY, 1999)(ESID REGISTRY) (ANEXO 2)

Sorologias (IgG) a antigenos virus da rubéola: Identifica a presenca de anticorpos
direcionados a rubéola, representando a presenca de resposta funcional da imunidade
humoral. A identificacdo tem o objetivo de avaliar infeccdo prévia a rubéola, assim como

resposta vacinal a rubéola.

Sorologia (lIgG) a antigeno do virus CMV: Identifica a presenca de anticorpos
direcionados ao CMYV, representando a presenca de resposta funcional da imunidade humoral.

A identificacdo tem o objetivo de avaliar infeccéo prévia ao CMV.

Sorologia (IgG) a antigeno do virus EBV: Identifica a presenca de anticorpos
direcionados ao EBV representando a presenca de resposta funcional da imunidade humoral.

A identificacdo tem o objetivo de avaliar infecgdo prévia ao EBV.
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Proteinuria: ldentifica a perda excessiva de proteinas pela urina, e foi considerado a
presenca de proteinuria, niveis acima de 500 mg\24h, pois este é o critério de atividade
estabelecido na escala de SLEDAI. (GLADMAN, 2002)

Micofenolato de Mofetila: Medicamento imunossupressor, inibidor da proliferacéo
de linfécitos utilizado como tratamento de l0pus eritematoso sisttmico com
comprometimento renal, e pode ser utilizado em doses que variam de 500mg a 3g, conforme

atividade de doenca.

Hidroxicloroquina: Medicamento utilizado como imunomodulador, cuja dose pode

variar de 200 a 400mg;

Esteroide: Medicamento antiinflamatorio hormonal, utilizado como medicagéo
antiinflamatdria e imunossupressora. Foi estabelecido que a populacdo de estudo poderiam

fazer a prednisona em dose antiinflamatéria com valores que variam no maximo 20mg\dia.

Avaliagdo de Infecgdo: Foi identificado historia passada de sinais clinicos que
sugerissem sinais de alerta de nos itens relacionados a infeccGes dos sinais de alerta para

imunodeficiéncia primaria no adulto. (ANEXO 3)

3.4.2 VARIAVEIS DEPENDENTE

Quadro 1: Variaveis Dependentes

Nome da Variavel Definicao Categorizacao
Identifica 0 valor
Imunoglobulina G Variavel continua quantitativo da 1gG
Identifica 0 valor
Imunoglobulina A Variavel continua quantitativo da IgA
Identifica 0 valor
Imunoglobulina M Variavel continua

quantitativo da IgM

Identifica a presenca de
anticorpos direcionados a
rubéola, representando a
. resenca de  resposta
Resposta a antigenos do - . P ¢ P

. ) Variavel continua : : :

virus da rubéola funcional da imunidade
humoral. A identificacdo
tem o objetivo de avaliar

infeccdo prévia a rubéola,
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assim como resposta

vacinal a rubéola.

Positivo quando reagente e

Resposta a antigenos do Variavel categorica negativo  quando  ndo
virus CMV
reagente
Sorologias (19G) a
. antigenos virus da
Resposta a antigenos do iy -
. Variavel ri ,
virus EBV ariavel categorica rubéola):

3.4.3 VARIAVEIS INDEPENDENTE

Quadro 2: Variaveis Independentes

Nome da variavel Definicdo Categorizacao

Variavel continua definida

Idade pelos anos de idade desde o
nascimento

ProteinUria presente
o Variavel categorica e quando > 500mg\dia e
Proteinuria . o,
continua proteindria ausente quando
< 500mg\dia
SLEDAI Variavel cpr)tl'nua e FiGURA 1
categorica
Micofenolato de mofetil ML ak cpr_1t|nua ¢

categorica

3.5 OPERACIONALIZACAO E COLETA DOS DADOS

28

Os dados de coleta foram obtidos nos pacientes atendidos no ambulatério de

glomerulopatia, do servico de nefrologia do hospital das clinicas-UFPE. A leitura e

explicacdo do TCLE em conjunto com o paciente, solicitando sua aprovagdo com assinatura

do documento e aplicado os critérios de inclusdo e exclusdo para o estudo.

Logo apos a

aprovacdo, foi preenchido o formulario com anamnese e realizado o exame clinico,

juntamente com aplicacdo do indice de atividade de doenca SLEDAI e resgatado proteindria

do paciente. Posteriormente foi resgatado em prontuario o resultado do histopatolégico de
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bidpsia renal, assim como coletado exames para dosagem das imunoglobulinas e sorologias

para resposta a antigenos virais.

3.6 COLETA E METODO DE ANALISE APLICADO DO SANGUE PERIFERICO

Foi realizado coleta de aproximadamente S5mL de sangue, e posteriormente
centrifugado a 200 de gravidade por 10 minutos e feito a separacdo do plasma, e foram
armazenados em freezer a -20°C e posteriormente realizado estudos mencionados. A
guantificacdo das imunoglobulinas sérica, foi realizada pelo método de nefelometria , que se
trata de um ensaio que quantifica proteinas em solucdo baseando-se nas propriedades de
difracdo da luz por imunocomplexos gerados no tubo de teste ap0s a adi¢do de anticorpos

especificos contra a 1gG.

As sorologias pelo método ELISA ( enzyme-linked immunosorbent assay), que se
trata de um método imunoensaio e é utilizado rotineiramente para avaliacdo da presenca de
anticorpos contra agentes infecciosos. Entdo o antigeno ( rubéola, CMV e EBV) é imobilizado
em uma placa de poliestereno, sendo entdo adicionado o plasma do paciente a ser estudado e
estando presente anticorpos contra o antigeno estudado, forma-se imunocomplexo que se
aderem a placa. Em um segundo momento adiciona-se anticorpo contra o anticorpo do
antigeno a ser estudado e se liga a uma ema enzima que degrada um substrato cromogénico,
gerando uma mudanca de cor que é proporcional a quantidade de anticorpos. Os valores das
imunoglobulinas sérica, resposta vacinal para rubéola e sorologias para EBV e CMV foram

correlacionados com os dados clinicos de historia de infecgdes.

3.7 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Com base no banco de dados de 53 pacientes, executou-se a analise estatistica

usando o software R e SPSS com o objetivo de verificar medidas descritivas e testes

pertinentes.

Para a verificacdo de existéncia de diferencas significativas entre os pacientes do
grupo de nefrite lUpica clinica com proteindria P+ e grupo da Nefrite ldpica subclinica sem

proteindria P- para cada uma das variaveis, testou-se a normalidade e nos casos onde ocorreu
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normalidade aplicou-se o Teste T para amostras independentes e nos casos onde ndo se obteve

normalidade aplicou-se o teste U de Mann-Whitney.

Para a andlise da deficiéncia da imunidade humoral os pacientes foram divididos a
partir de trés classificacbes: ProteinUria (presenca e auséncia), SLEDAI (com atividade e sem
atividade) e MMF (MMF+ e MMF-). Neste sentido, foram obtidos percentuais e quantitativos
nas tabelas de contingéncia. A partir da tabela de contingéncia o teste Fisher's Exact Test foi
usado para verificar se ocorréncia de deficiéncia da imunidade humoral esteve associada com
a presenca ou auséncia de proteindria, SLEDAI (com e sem atividade) e MMF (positivo e

negativo).

O teste de correlagdo de Spearman foi usado com o objetivo de estudar a existéncia
de correlacdo entre: Proteindria com as variaveis 1gA, IgM, 1gG e sorologia da rubéola;
SLEDAI com o IgA, IgM, IgG e sorologia da rubéola; Micofenolato de mofetil com o IgA,
IgM, 1gG e sorologia da rubéola. O valor do coeficiente de Sperman mediu a intensidade
destas correlacdes; o sinal (+ ou -) deste coeficiente indicou se esta correlacéo era direta (+)
ou inversa (-) e por fim o teste de significancia testou esta correlagdo foi (p-valor <0,05) ou
ndo (p-valor > 0,05) sigifnicativa, ao nivel de 5% de significAncia. Para verificar a existéncia
de uma possivel relacdo conjunta do MMF, SLEDAI e Proteinuria com o 1gG, foi aplicado o
modelo linear mdaltiplo tendo como varidaveis explicativas(ou "independentes”) MMF,
SLEDAI e Proteindria e como varidvel dependente o 1gG. Na verificagdo da positividade para
CMV e EBV em comparacdo com a populacdo geral, aplicou-se o teste Qui-Quadrado de
Independéncia para 0 CMV e o teste Exato de Fisher para 0 EBV. (ANDY, 2009)(MARDIA,
1979) (ANEXO 4)

3.8 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi realizado no periodo de outubro de 2013 a junho de 2014. Foi
encaminhado ao referido hospital a carta de anuéncia para devido autorizacdo bem como o
termo de consentimento livre e esclarecido aos pacientes participantes do estudo. O projeto
foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFPE, tendo como ndmero de
protocolo (CAAE) 13319913000005208.

Antes de coletar os dados dos pacientes, foi realizado a leitura e explicacdo do TCLE

em conjunto com o paciente, solicitando sua aprovacédo comassinatura do documento.
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CAPITULO 4
4 ARTIGOS ORIGINAIS

4.1 ARTIGO ORIGINAL 1

AVALIACAO DA IMUNIDADE HUMORAL EM PACIENTES COM NEFRITE
LUPICA
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RESUMO

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria crénica autoimune que
acomete varios 6rgdos ou sistemas e pode se apresentar durante a evolugdo da doenca com a
presenca de imunodeficiéncia, tanto de forma primaria como secundaria. A imunodeficiéncia
secundaria no LES esté relacionada ao uso dos imunossupressores, a atividade de doenca e
comprometimento renal. A imunodeficiéncia primaria esta associada ao LES, sendo descrito a
imunodeficiéncia comum variavel, deficiéncia seletiva de IgA e deficiéncia seletiva de IgM.
OBJETIVOS: Avaliar as alteragdes da imunidade humoral em pacientes com nefrite lUpica
em atividade, identificando possiveis imunodeficiéncias primarias, bem como verificar a
influéncia dos fatores como proteindria, atividade de doenca, e imunossupressor nas respostas
da imunidade humoral METODOLOGIA: Foram analisados 53 pacientes portadores de LES
associado a nefrite do Servigo de Nefrologia do Hospital das Clinicas da UFPE e fazendo uso
do micofenolato de mofetil, quando utilizado droga imunossupressora. Foram divididos em
dois grupos. Um grupo ativo de 20 pacientes com nefrite lUpica clinica com proteindria (P+),
e o controle com 33 pacientes com nefrite I0pica subclinica sem proteindria (P-).
RESULTADOS: A média dos niveis de imunoglobulina G no grupo P+ foi de 1060,6 e no
grupo P- foi de 1468,7, estando a diferenca significativa (p<0,05). Cinco dos pacientes
estudados apresentaram deficiéncia da imunidade humoral, primaria ou secundaria, sendo trés
com hipogamaglobulinemia, um com deficiéncia seletiva de IgA e outro com deficiéncia
seletiva de IgM. As deficiéncias da imunidade humoral foi estatisticamente significativa
(p<0,05), quando avaliado pela proteindria e pelo indice de atividade de doenca (SLEDAI). O
micofenolato de mofetil teve forte correlagio negativa (r:- 0,648) coma IgG. CONCLUSAO:
A proteindria reduz os niveis de 1gG, porém ndo a ponto desenvolver hipogamaglobilinemia.
Imunodeficiéncia humoral estd presente nos pacientes portadores de nefrite lUpica e esteve
associado com evolucdo mais grave da doenca, com presenca de proteinlria e presenca de
atividade de doenga. O micofenolato de mofetil foi a variavel que se correlacionou com a
reducdo de 119G, poréem ndo sendo capaz de promover niveis compativeis com

imunodeficiéncia.

Palavras chave: LuOpus eritematoso sisttmico, Nefrite lUpica, Imunodeficiéncia,

Hipogamaglobulinemia, micofenolato de mofetil
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic inflammatory disease that affects various
organs or systems and may present during the course of the disease with the presence of
immunodeficiency, both primary way secondary. The secondary hypogammaglobulinemia in
SLE is related to the use of immunosuppressive drugs, the activity of disease and renal
impairment. Primary immunodeficiency is associated with SLE, described the common
variable immunodeficiency, selective IgA deficiency, selective IgM deficiency.
OBJECTIVES: To evaluate the changes of humoral immunity in patients with lupus nephritis
activity, identifying possible primary immunodeficiency as well as checking the influence of
factors such as proteinuria, disease activity, and immunosuppressive responses in
humoral. METODO LOGIA immunity: We analyzed 53 patients SLE associated with nephritis
of Nephrology Service, Hospital Clinics of the UFPE and making use of mycophenolate
mofetil when used immunosuppressive drug. They were divided into two groups. An active
group of 20 patients with lupus nephritis and proteinuria (P +), and control with 33 patients
with lupus nephritis without proteinuria (P). RESULTS: The mean 1gG levels in the P + group
was 1060.6 and P group was 1468.7 and the difference was significant (p <0.05). Five of the
patients showed impairment of humoral immunity, three with hypogammaglobulinemia, with
selective IgA deficiency and one with selective IgM deficiency. The deficiencies of humoral
immunity was statistically significant (p <0.05) when assessed by proteinuria and the disease
activity index (SLEDAI). Mycophenolate mofetil had strong negative correlation (r: - 0.648)
with 1gG. CONCLUSION: Proteinuria reduces 1gG levels, but not about developing
hipogamaglobilinemia. Humoral immunodeficiency is present in patients with lupus nephritis
and was associated with more severe course of the disease, with the presence of proteinuria
and the presence of disease activity. Mycophenolate mofetil was the variable that correlated
with the reduction of IgG, but not being able to promote levels consistent with immune
deficiency.

Key words: systemic lupus erythematosus, lupus nephritis, immunodeficiency,

Hypogammaglobulinemia, mycophenolate mofetil
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INTRODUCAO

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatoria crénica autoimune
que acomete varios 6rgdos ou sistemas, cuja prevaléncia em estudo americano, realizado entre
2003 a 2008, foi de 7,2/100 mil habitantes e em estudo brasileiro a prevaléncia foi de 8,7/100
mil habitantes.?® No LES frequentemente ha ativacdo imune policlonal com niveis de
imunoglobulina G (1gG) elevados ou normais, além de anticorpos especificos direcionados a
antigenos proprios (antigenos nucleares), incluindo anti-DNA e anti-Sm.* A doenca renal é
manifestacdo clinica frequente, diagnosticada em 74% dos pacientes e com classificacdo
estabelecida conforme critérios histologicos, de acordo com a Sociedade Internacional de
Nefrologia (SIN).>®" No LES pode estar presente imunodeficiéncia, tanto de forma primaria

como secundaria.®

A hipogamaglobulinemia secundaria encontra-se presente nos pacientes portadores
de LES, sobretudo relacionado a imunossupressores utilizados e a presenca de
comprometimento renal, principalmente com apresentacdo de sindrome nefrotica, sendo esta
um fator de risco para infeccdes.®901112 A nefrite I0pica, sobretudo a apresentacdo com
proteinuria, pode se apresentar com hipogamaglobulinemia, devido a perda seletiva de 1gG, a
nivel glomerular, e com valores de imunoglobulina A e M normais, em virtude do tamanho
dessas moléculas ndo permitir essa perda através dos glomérulos.>** Os imunossupressores,
por provavel acdo em linfocitos B, interferem na producdo de imunoglobulinas, ocasionando
entdo hipogamaglobulinemia quando utilizados.*®* Umtrabalho com 46 pacientes portadores
de nefrite ldpica constatou que o corticoide e 0 micofenolato de mofetil influenciam os niveis
de 1gG."> A atividade de doenca, avaliado pelo indice de atividade de doenca Ipica

(SLEDAI), também é fator importante de risco para infecgdes. 1

Estudo com 86 pacientes pediatricos portadores de LES identificou que seis
apresentavam hipogamaglobulinemia e destes, foram identificado forte associa¢cdo com nefrite
lipica. ! Estudos demonstram a presenca de deficiéncia primaria da imunidade humoral nos
pacientes lUpicos, sendo descrito imunodeficiéncia comum variavel (IDCV), deficiéncia
seletiva de imunoflobulina A (IgA), deficiéncia seletiva de imunoglobulina M (IgM) e
deficiéncia especifica de anticorpos, e uma analise de uma série de 18 casos demonstrou a
presenca dessas imunodeficiéncias em pacientes com diagnéstico de LES.'®°# Um estudo

com 248 pacientes portadores de Imunodeficiéncia comum variavel identificou 56 pacientes
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com diagnéstico de doenca autoimune, sendo dois portadores de LES.?° Essa relacdo de LES
e imunodeficiéncia priméaria pode estar ligada a alteragdes genéticas especificas, e isso foi
demonstrado em um estudo japonés, que identificou forte associacdo com a susceptibilidade
ao desenvolvimento do LES e o polimorfismo do gene CD 19, cuja mutacdo tambéem estd
relacionado com o desenvolvimento de IDCV.?! Um estudo com 77 pacientes pediatricos e
152 adultos portadores de LES identificaram uma prevaléncia de deficiéncia de 1gA de 5,2%
no primeiro grupo e 2,6% no segundo.???* Deficiéncia seletiva de 1gM é descrito em pacientes
portadores de LES, estando associado a deficiéncia de outras imunoglobulinas ou

isoladamente. 24226

Este trabalho visa avaliar as alteragbes da imunidade humoral em pacientes com
nefrite lOpica em atividade, identificando possiveis imunodeficiéncias primarias e\ou
secundéria, bem como verificar a influéncia dos fatores como proteindria, atividade de

doenca, e imunossupressor nas respostas da imunidade humoral.

METODO

Estudo clinico exploratério, transversal, comparativo, com grupos internos para
verificar a ocorréncia de deficiéncia na imunidade humoral, primaria ou secundaria, em
pacientes portadores de nefrite lupica. Foram analisados 53 pacientes do género feminino na
faixa etaria entre 18 e 60 anos de idade do Servico de Nefrologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco. O estudo foi realizado no periodo de outubro de 2013 a
junho de 2014. Todos os pacientes eram portadores de LES, de acordo com os critérios do

American College Rheumatology (ACM)?"%2

, associado com nefrite diagnosticada por
estudo histopatologico de bidpsia renal com andlise por microscopia eletrbnica e
imunofluorecéncia, e classificados conforme a International Society of Nephrology e Renal
Pathology Society Working Group.3%3®2 Deveriam estar fazendo uso do micoferolato de
mofetil, quando em uso de droga imunossupressora, e numa variacdo de dose de 1g a 3g,
associado com a hidroxicloroquina com uma variacdo de 200mg a 400mg. O uso do
corticosteroide somente era incluido em doses ndo imunossupressoras, como prednisona em
doses méximas de 20mg e ndo sendo incluidos quando feito pulsoterapia com
metilprednisolona (1g/m?) e ndo deveriam ter feito a ciclofosfamida nos dltimos dois anos.
Foram excluidos os pacientes com outras causas possiveis de sindrome nefrética e uso de

anticonvulsivante, em virtude de também ser causa de reducédo da 1gG.
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Os 53 pacientes foram divididos em dois grupos. Um grupo ativo com nefrite lupica
clinica e proteindria (P+), formados por 20 pacientes em uso do micofenolato de mofetila
associado com hidroxicloroquina e o controle com nefrite lUpica subclinica sem proteindria
(P-), formados por 33 pacientes em uso do micofenolato de mofetil e hidroxicloroguina ou
somente hidroxicloroguina. Foram considerados os pacientes com a presenca de proteindria
quando os valores estdo acima de 500mg/24h, conforme critério de atividade do indice de
atividade de doenca de SLEDAI.%?

Apb6s a aprovacdo dos critérios de inclusdo foi preenchido o formulario com
anamnese e realizado o exame clinico, juntamente com aplicacdo do indice de atividade de
doenca SLEDAI, resgatado a proteindria do paciente e o histopatoldgico em prontuario.
Posteriormente foi coletado exames para dosagem das imunoglobulinas e sorologia para
rubéola. A quantificacdo das imunoglobulinas séricas foi realizada pelo método de
nefelometria e as sorologias pelo método ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Os
valores referenciais de normalidade das imunoglobulinas foram de acordo com a referéncia
Fujimore e os critérios diagnosticos de possiveis deficiéncias primarias foi de acordo com o
ESI D.34’35’36

ANALISE ESTATISTICA

Com base no banco de dados de 53 pacientes, executou-se a analise estatistica
usando o software R e SPSS com o objetivo de verificar medidas descritivas e testes
pertinentes.>”* Para a verificacdo de existéncia de diferencas significativas entre os pacientes
do grupo de nefrite lUpica clinica com proteindria(P+) e grupo da Nefrite lipica subclinica
sem proteindria (P-) para cada uma das varidveis, testou-se a normalidade e nos casos onde
ocorreu normalidade aplicou-se o Teste T para amostras independentes e nos casos onde ndo
se obteve normalidade aplicou-se o teste U de Mann-Whitney. Para a analise da presenca da
deficiéncia da imunidade humoral, os pacientes foram divididos a partir de trés classificacdes:
Proteindria (presenca e auséncia), SLEDAI (com atividade e sem atividade) e o uso de
micofenolato de mofetil (presente (MMF+) e ausente (MMF-)). Neste sentido, foram obtidos
percentuais e quantitativos nas tabelas de contingéncia. A partir da tabela de contingéncia o
Fisher's Exact Test foi usado para verificar se ocorréncia de deficiéncia da imunidade humoral
esteve associada com a presenca ou auséncia de proteintdria, SLEDAI (com e sem atividade) e

MMEF (positivo e negativo). O teste de correlagdo de Spearman foi usado com o objetivo de
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estudar a existéncia de correlacdo entre: Proteindria com as variaveis IgA, IgM, IgG e
sorologia da rubéola; SLEDAI com o IgA, IgM, 1gG e sorologia da rubéola; Micofenolato de
mofetil com o IgA, IgM, IgG e sorologia da rubéola. Para verificar a existéncia de uma
possivel relagdo conjunta do MMF, SLEDAI e Proteindria com o 1gG, foi aplicado o modelo
linear maltiplo tendo como varidveis explicativas(ou independentes) MMF, SLEDAI e

Proteindria e como varidvel dependente o 1gG.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 53 pacientes com diagnostico de lUpus eritematoso
sisttmico conforme os critérios do American College Rheumatology (ACM), apresentando
nefrite lupica conforme a Sociedade Internacional de Nefrologia. Todos os pacientes eram do
género feminino e foram alocados em 20 no grupo com nefrite lUpica clinica com proteindria
(P+) e 33 no grupo com nefrite ldpica subclinica sem proteindria (P-). A média da idade no
grupo P+ foi semelhante ao grupo P- de 36,3 anos. A média dos niveis de imunoglobulina G
no grupo P+ foide 1060,6 e no grupo P- foi de 1468,7 e mostra-se diferente com significancia
estatistica (p=0,002). As imunoglobulinas A, M e a resposta sorologica a rubéola ndo foi

significante estatisticamente entre os dois grupos. TABELA 1

Quatro pacientes apresentaram histdria clinica sugestiva de infec¢des de repeticdo
relacionado com a imunidade humoral (sinusite, otite e pneumonias), sendo dois no grupo P+
e dois no grupo P-. Dos 53 pacientes, dez fizeram uso de prednisona , sendo 5 no grupo P+ e
5 no grupo P-.

Foi constatado que cinco dos pacientes estudados apresentaram deficiéncias da
imunidade humoral, seja primaria ou secundaria, em virtude dos valores das imunoglobulinas
estarem reduzidas em relacdo ao referencial, sendo trés com hipogamaglobulinemia e valores
de 1gG menor que 500 mg/24h, um com deficiéncia seletiva de 1gA e outro com deficiéncia
seletiva de IgM. As deficiéncias da imunidade humoral foi estatisticamente significativa,
quando avaliado pela proteindria (p=0,005) e pelo indice de atividade de doenca
(SLEDAI)(p=0,006), sabendo que a proteinuria contribui de forma importante como valor do
SLEDAI. TABELA 2

Em relagdo aos pacientes com imunodeficiéncias, primaria ou secundaria, o paciente
1 apresenta hipogamaglobulinemia, com classe histolégica V (membranosa), além de ter

histéria frequente de sinusite e otite de repeticdo. O paciente 2 também encontra-se com
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importante reducdo da 1gG, sem resposta vacinal adequada, sem passado de infec¢cbes de
repeticdo e classe histologica Ill. O paciente 3 apresentou hipogamaglobulinemia, classe
histolégica V, proteinuria nefrética, albumina de 1,2 e sem passado de infecgdes de repeticao.
O paciente 4 tinha deficiéncia seletiva de IgM, tipo histologico classe Il e histéria de
infeccBes de repeticdo.. O paciente 5 teve o diagndstico de deficiéncia seletiva de IgA, tipo
histologico classe 111 e apresentou microangiopatia tromboética arteriolar. Todos os cinco
pacientes que apresentaram alteracbes da imunidade humoral encontravam-se em uso do
micofenolato de mofetil. TABELA 3

Na analise de correlacdo foi observado que a imunoglobulina G foi a Unica variavel
que se correlacionou com a proteindria, SLEDAI e o micofenolato de mofetil (p<0,05). A
imunoglobulina G associou-se com a proteindria em fraca correlacdo negativa (r: -
0,375)(p=0,006), com o SLEDAI também em fraca correlagdo negativa (r:-0,425)(p=0,002) e
com o micofenolato de mofetil teve moderada correlagcéo negativa (r:-0,648)(p=0,000). Nao
foi observado correlagdo das imunoglobulinas A, M e resposta soroldgica a rubéola com a
proteindria, SLEDAI e o micofenolato de mofetil. FIGURA 1, FIGURA 2, FIGURA 3 Assim,
na analise multivariada de regressdo linear constata-se que o micofenolato de mofetil foi o
fator que influenciou nos niveis de 1gG com r de -0,55 (p<0,000). TABELA 4

DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado que existe uma reducdo dos valores de IgG,
quando comparado pacientes com nefrite ldpica clinica com proteinuria e subclinica sem
proteindria, demonstrando que a proteinuria influencia na reducdo dos valores séricos das
imunoglobulinas G, porém ndo a ponto de apresentar valores muito reduzido, que o
caracterizem como hipogamaglobulinemia. Esta influéncia da proteiniria ndo foi observado
nas imunoglobulinas A e M, e isso pode ser justificado pela perda seletiva de 1gG a nivel
glomerular, em virtude do tamanho molecular da IgA e IgM ndo permitir essa perda atraves

dos glomérulos.®*

Foi verificado também que a presenca da deficiéncia da imunidade humoral, priméria
ou secundaria, esteve relacionada com a proteindria e a atividade de doenca, sabendo que a
proteindria contribui de forma importante no SLEDAI desses pacientes, e essas deficiéncias
estiveram numa frequéncia de 9,43% tanto no grupo de pacientes com proteiniria como no

grupo de pacientes com atividade de doenca lUpica, concluindo que a presenca dessas
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deficiéncias associa-se com a evolucdo do lUpus eritematoso sistémico mais grave, e com
maior risco de infeccdo, haja vista que dois pacientes dos quatro que possuem historia de
infeccdes de repeticdo por bactérias encapsuladas (pneumonia, sinusite e otite) e encontraram-
se com niveis bastante reduzidos de imunoglobulinas, com niveis caracteristicos de
imunodeficiéncia, seja primaria ou secundéaria. E importante salientar também que o LES
também pode estar associado com outras deficiéncias primarias ou secundarias, como a
deficiéncia de complemento e deficiéncia na imunidade celular, que também pode cursar com
epsodios de infeccBes, apesar de caracteristicas diferentes no caso da celular. O uso do
micofenolato de mofetil ndo se relacionou com a presenca de deficiéncia da imunidade
humoral, concluindo que o uso desse imunossupressor nas doses até 3g ndo se relaciona
diretamente com o surgimento dessas imunodeficiéncias, apesar de promover alguma reducéo
dos niveis de 1gG, isto encontra-se em contraste com outros imunossupressores, como a
azatioprina e a ciclofosfamida , que podem ocasionar hipogamaglobulinemia quando

utilizados, assim como doses imunossupressoras de corticoestergide. %14

Dos cinco pacientes com deficiéncia da imunidade humoral, primaria ou secundaria,
sendo que trés apresentaram hipogamaglobulinemia, com niveis de 1gG abaixo de 500, um
apresentou deficiéncia seletiva de IgA e outro apresentou deficiéncia seletiva de IgM. A
frequéncia descrita das deficiéncias da imunidade humoral no estudo é semelhante a
encontrada na literatura mundial no que se refere ao lupus eritematoso sisttmico.?>* Um
estudo com pacientes pediatricos portadores de LES identificou seis (6,9%) dos 86 pacientes
com hipogamaglobulinemia , sendo que em dois pacientes haviam realizado o rituximab (anti-
linfécito B), o que os caracterizam como provavel causa secundaria. Ainda foi identificado no
estudo em questdo, que trés dos seis pacientes com hipogamaglobulinemia apresentou
também deficiéncia de IgA e sugeriu que esta deficiéncia pode evoluir em conjunto com
deficiéncia de 19G.}" Conclusdo semelhante foi feito em uma série de quatro casos, que

observou reduco de 1gA antecedendo a redugdo de 1gG e\ou IgM.*

A frequéncia da deficiéncia seletiva de IgA em estudo com pacientes portadores LES
foi de 5,2% no grupo pediatrico e 2,6% em adultos. Outro estudo com 96 pacientes ldpicos
encontrou frequéncia de 5,2% pacientes com deficiéncia seletiva de IgA, sendo verificado em
nosso estudo uma frequéncia de 1,8%.22% A deficiéncia seletiva de IgM foi verificado em
nosso trabalho, assim como foi descrita em outros estudos de forma isolada ou associado com

outras imunoglobulinas.?42>%
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Observando a tabela 3, que descrevemos os cinco pacientes com imunodeficiéncia
humoral, verificamos que o primeiro paciente da lista possui historia de infeccdo de repeticdo
por bactérias encapsuladas associado com hipogamaglobulinemia e tinha o tipo histoldgico
classe V (membranosa). Descricdo semelhante foi feita em uma paciente com nefropatia
membranosa associado com niveis reduzidos de IgA, IgM e 1gG, com o diagnodstico de
imunodeficiéncia comum variavel, entdo este paciente poderia se enquadrar numa deficiéncia
priméria, apesar da necessidade de observar a evolucdo clinica para melhor definicdo.** O
paciente 2 também com quadro de hipogamaglobulinemia encontra-se sem resposta adequada
a vacina da rubéola e isto pode caracterizar uma deficiéncia quantitativa e funcional de
anticorpos, que também pode estar presente nas deficiéncias primarias de anticorpos, apesar
que da mesma forma que o paciente 1, hd a necessidade de observar a evolugdo clinica para
melhor esclarecer. O paciente 3 apresenta hipogamaglobulinemia associado com intensa
proteinuria e sinais outros de perda proteica por via urinaria, pois apresenta niveis reduzidos
de albumina, podendo ficar melhor caracterizado como uma deficiéncia secundaria devido a
perda proteica, necessitando também avaliar a evolucdo clinica para melhor definicdo. Os
pacientes 4 e 5 se caracterizam com deficiéncia humoral primaria com apresentacdo de
doenca autoimune, sendo o paciente 4 uma deficiéncia seletiva de IgM com historia de
infeccdo de repeticdo por bactérias encapsuladas e o paciente 5 teve o diagndstico de
deficiéncia seletiva de IgA. O tipo histologico mais presente nos pacientes com
hipogamaglobulinemia foi membranosa, sendo descrito também em outros estudos quando

presente a associacdo de deficiéncia humoral priméria com nefropatia membranosa. 14

Observamos ainda uma fraca correlacdo negativa da imunoglobulina G com a
proteindria, de forma que o aumento da proteindria poderia refletir redugdo dos niveis de 1gG.
Outro estudo também demonstrou correlacdo negativa, porém forte, da IgG com a
proteindria.> Da mesma forma que a proteinGria, 0 nosso estudo demonstrou que a atividade
de doenca também poderia apresentar uma correlacdo negativa com a 1gG, onde valores
maiores do SLEDAI correlacionou a reducdo da imunoglobulina G e com maior intensidade
em relacdo a proteindria, entdo apesar da proteindria ser um fator importante para contribuir
com o valor do SLEDAI, outros fatores da atividade de doenca estariam contribuindo em
virtude da correlagdo mais intensa. Essa reducdo da 1gG com o aumento da atividade de
doenca tem sido descrito em outros estudos, assim como 0 aumento do risco de infeccoes,
sobretudo por bactérias encapsuladas, e pode ser justificado com a reducdo dos valores da

imunoglobulina G. '2'%% No estudo foi observada também uma moderada correlagdo
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negativa do micofenolato de mofetil com a imunoglobulina G, de forma que doses maiores do
imunossupressor resulta em reducdo dos valores de 1gG. Em contraste, outro estudo com 46
pacientes que objetivava relacionar a IgG com o micofenolato de mofetil e os
corticosteroides, ndo demonstrou relacdo estatistica significativa, o que pode ser justificado
com a diferenca no ndmero de pacientes estudados, a diferenca no tempo de uso do

imunossupressor, a dose utilizada, além da associagdo com os corticosteroides.*®

Na analise multivariada regressiva, teve como variaveis independentes a proteinuria,
SLEDAI e o micofenolato de mofetil, o estudo demonstrou que o micofenolato de mofetil é a
variavel que mais influencia na reducdo dos valores de 1gG, porém como ja descrito ndo a

ponto de se apresentar com deficiéncia humoral, caracterizado com hipogamaglobulinemia.

Foi constatado neste estudo que o lUpus eritematoso sistémico pode cursar com
deficiéncia da imunidade humoral, estando presente em quase 10% dos 53 pacientes
estudados. Essas deficiéncias podem se apresentar no LES e em outras doengas autoimunes,
como deficiéncias primarias e\ou secundarias. Em relacdo a associacdo do LES e
imunodeficiéncia primaria, um estudo avaliou 248 pacientes com imunodeficiéncia comum
variavel e verificou que 55 (22%) eram portadores de doengas autoimunes, e destes pacientes,
02 eram l0picos.?® Outro estudo constatou uma frequéncia de 5,2% de deficiéncia seletiva de
IgA nos pacientes ldpicos, demonstrando a importdncia de pesquisar possiveis
imunodeficiéncias primarias nesses pacientes, devido a associagdo com o curso mais grave da

doenca, alemde um maior risco de infecces.

Estudos demonstraram também que a proteinuria, o indice de atividade de doenca e o
uso de imunossupressores estdo associados com o aumento da frequéncia de infeccBes nos
pacientes lUpicos, e isto é justificado pela associagdo de possiveis deficiéncias secundarias
relacionadas a esses fatores.'?> Nosso estudo constatou que esses fatores se correlacionaram
com alteragBes nos niveis de imunoglobulina G, justificando o aumento da frequéncia de
infeccbes nos pacientes lapicos, tornando-se entdo fundamental a avaliacdo periddica das
imunoglobulinas nos pacientes portadores de ldpus eritematoso sistémico para um melhor
acompanhamento clinico. O nosso estudo demonstrou também, na analise multivariada, que o
micofenolato de mofetil foi o fator que se correlacionou com a reducdo dos niveis de
imunoglobulinas G, e isso se deve possivelmente pela reducdo da funcéo dos linfocitos, pois o
mecanismo de acdo do deste imunossupressor inibe a proliferacdo dos linfocitos T e B,
reduzindo a producdo de anticorpos, mas nas doses habituais parece que ndo reduz as

imunoglobulinas a ponto de caracterizar uma imunodeficiéncia.3%4
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Caracterizacdo dos pacientes no grupo com proteindria (P+) e semproteindria (P-)

Grupo P+ Grupo P-

(n=20) (n=33) b
IDADE (anos) 36,3 36,3 0,948
IgG (mg/100mL) 1060,6 + 474,5 1468,7 + 431,8 0,002
IgA (mg/100mL) 269,1+154,8 256,2 +106,4 0,826
IgM (mg/100mL) 90,8 +70,9 79,6 48,6 0,783
Sorologiapararubéola o, 5, 15, 5 173,7 + 114,8 0,781
uUl/mL)

Grupo P+: Proteinuria + e MMF + ; Grupo P-: Proteinuria —e MMF + ou MMF-
P<0,05

*QOs pacientes que tiveram sorologia negativa para rubéola, foram retiradas da analise de

resposta funcional;

Tabela 2: Alteragdes da imunidade Humoral

Alteracéo da
Imunidade Humoral pP-

valor(fisher)

Sim nao

Nivelde P+ S 15
proteindria  p_ 0 33 0,005

Total 5 48

Com atividade 5 15

SLEDAI o

Sem atividade 0 32 0,006

Total 5 47

MMF + 5 33

MMF

MMF - 0 15 0,305

Total 5 48

SLEDAI — Sysemic Lupus Erythematosus Disases Activity Index
MMF — micofenolato de mofetil

P<0,05
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Tabela 3: Caracterizacdo do paciente comalteracdo da imunidade humoral, idade, proteindria, Dose de
micofenolato de mofetil, classe histologica, niveis de imunoglobulina, resposta vacinal a rubéola e provavel

diagndstico clinico.

. I Miicofenolato Classe\ Provavel diagnéstico
Paciente Idade  Profeiniria de mofetil histolégico SLEDAI IgG IgA IgM Rubeola Clinic‘z
3 " . . .
1 24 1683 = v 4 339 268 49  Positivo Hipogamaglobulimemia
2 20 3016 3 juts 12 311 65 32 Negativo Hipogamaglobulinemia
2
3* 32 4416 = v 8 302 136 52 Positivo  Hipogamaglobulinemia
2 ié i v,
4 47 1067 = s 12 888 275 8 Positivo Dencienciaseletivade
- kA I‘:’Q 1
3
5* 33 2200 i 8 1070 0 112 Positivo ~ Deficiencia parcialde
. ” IeA
*paciente 3 apresentava-se comalbumina 1,2
*paciente 5 apresentava-se com microangiopatia trombética
500000 5000,00
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Figura 1A - Correlacdo da Proteinuria com 1gG

Figura 1B - Correlagdo da Proteinuria com IgA
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Figura 1C - Correlacéo da Proteinuria com IgM
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Figura 1D - Correlacéo da Proteinuria com Rubeola

Figural: Correlagdo dos niveis de IgG, IgA, IgM e resposta soroldgica a rubéola coma proteindria

P<0,05
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Figura 2A - Correlagdo do SLEDAI com 1gG

Figura 2B - Correlagdo do SLEDAI com IgA
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Figura 2C - Correlacdo do SLEDAI com IgM
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Figura 2D - Correlagdo do SLEDAI com Rubeola

Figura 2: Correlagdo dos niveis de IgG, IgA, IgM e resposta sorolégica a rubéola como SLEDAI

P<0,05
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Figura 3A - Correlacdo do MMF com 1gG

Figura 3B - Correlagcdo do MMF com IgA
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Figura 3C - Correlagdo do MMF com IgM
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Figura 3D - Correlagcdo do MMF com Rubeola

400

Figura3: Correlagio dos niveis de IgG, IgA, IgM e resposta sorologica a rubéola como MMF

P<0,05
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Tabela 4: Coeficientes do modelo de regressao linear maltiplo tendo como varidveis independentes SLEDAI,
MMF e proteintria e o Igg como dependente.

Coefficients?®

Unstandardized Coefficients Standardized T p.
Model Coefficients
B Std. Error Beta
(Constant) 1706,669 87,813 19,435 ,000
SLEDAI -43,328 23,409 -,318 -1,851 ,070
MMF -240,959 59,764 -,555 -4,032 ,000
Proteinuria ,095 ,080 ,207 1,186 241

a. Dependent Variable: IgG

SLEDAI — Systemic Lupus Erythematosus Diseases Activity Index

MMPF — micofenolato de mofetil

P<0,05
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4.2 ARTIGO ORIGINAL 2

AVALIACAO DO VIRUS EPSTEIN BARR, CITOMEGALOVIRUS E
DEFICIENCIA HUMORAL EM PACIENTES COM LES: O QUE E NECESSARIO?
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RESUMO

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria crénica autoimune que
acomete varios 0rgaos ou sistemas. Varios fatores estdo relacionados ao seu desenvolvimento,
tais como infecgBes, medicamentos e estilo de vida, em virtude da susceptibilidade genética
preexistente. Os virus Epstein Barr (EBV) e citomegalovirus (CMV) sdo citados como
importantes causas na patogénese do LES. H& evidéncias também da presenca de
imunodeficiéncia humoral, primaria ou secundéria, associado com o LES. OBJETIVOS:
Avaliar a prevaléncia da positividade da sorologia para o virus Epstein Barr e
citomegalovirus, assim como a prevaléncia de imunodeficiéncia humoral nos pacientes com
nefrite lipica. METODOS: Foram analisados 53 pacientes do género feminino com
diagnostico de nefrite lupica e comparados com a populacdo geral. A sorologia para EBV e
CMV foi determinada pelo método ELISA e a quantificacdo das imunoglobulinas pelo
método da nefelometria. RESULTADOS: A prevaléncia da positividade da sorologia para
CMV e EBV foi de 92% (49/53) e 88% (47/53) respectivamente nos pacientes lUpicos e
assemelharam-se & populacéo geral (p>0,05). A imunodeficiéncia humoral foi mais prevalente
nos Ipicos 9,43% (5/53), quando comparado & populagdo geral (p<0,05). CONCLUSAO: A
sorologia para CMV e EBV ndo demonstrou relevancia clinica no acompanhamento de
pacientes portadores de LES, pois a positividade soroldgica ndo é diferente da populagédo
geral. A pesquisa de deficiéncia humoral, através das dosagens de imunoglobulinas
demonstrou ser relevante nos pacientes lUpicos, pois ocorreu em nosso estudo numa

frequéncia em torno de 10% dos pacientes avaliados.

Palavras chaves: Lupus eritematoso sistémico; Citomegalovirus; virus Epstein Barr;

imunodeficiéncia primaria, Doenca autoimune
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ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune inflammatory disease that
affects various organs or systems. Various factors are related to the development, such as
infection, drugs, and lifestyle, because of preexisting genetic susceptibility. The Epstein Barr
virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV) are cited as important causes in the pathogenesis of
SLE. There is also evidence of the presence of humoral, primary or secondary
immunodeficiency associated with SLE. OBJECTIVES: To assess the prevalence of positive
serology for Epstein Barr virus and cytomegalovirus, as well as the prevalence of humoral
immunodeficiency in patients with lupus nephritis. METHODS: We analyzed 53 female
patients diagnosed with lupus nephritis and compared with the general population. The
serology for EBV and CMV was determined by ELISA and the quantification of
immunoglobulins by the method of nephelometry. RESULTS: The prevalence of positive
serology for CMV and EBV was 92% (49/53) and 88% (47/53) respectively in lupus patients
and resembled the general population (p> 0.05). The humoral immune deficiency was more
prevalent in lupus 9.43% (5/53), when compared to the general population (p <0.05).
CONCLUSION: EBV and CMV serology did not show clinical relevance in the treatment of
patients with SLE, since the seropositivity is no different from the general population. The
humoral deficiency research, through the dosages of immunoglobulins show to be relevant in

lupus patients, as occurred inour study at a frequency around 10% of the patients.

Key words: Systemic lupus erythematosus; Cytomegalovirus; Epstein Barr virus; primary

immunodeficiency, autoimmune disease.
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INTRODUCAO:

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria crénica autoimune
que acomete varios 0rgdos ou sistemas, com prevaléncia em estudo americano, realizado entre
2003 a 2008, de 7,2/100 mil habitantes e em estudo brasileiro em torno de 8,7/100 mil
habitantes.*® H& vérios fatores relacionados ao desenvolvimento do LES, tais como
infeccBes, medicamentos e estilo de vida que podem ser decorrentes de uma susceptibilidade
genética preexistente. No que diz respeito as infecgdes, como fatores importantes na

patogénese, uma variedade de virus, sobretudo da classe herpes virus, tém sido incriminadas.*

O virus Epstein-Barr (EBV) apresenta forte associacdo com o LES, e isso foi
demonstrado em trabalhos que verificaram uma frequéncia elevada na positividade de testes
sorolégicos como o anti-VCA 1gG, quando comparado ao grupo controle.®> Outros estudos
constataram que a imunizacdo de cobaias com o seqienciamento EBNA-1 do gene do virus
EBV, foi capaz de estimular a producdo do anticorpo anti-Sm, sendo este especifico para o
LES.®" Estudos sugerem também que o citomegalovirus contribui como importante causa na
patogénese do LES, sendo verificada uma frequéncia também elevada da sorologia para CMV

nos pacientes com LES.%*

AlteracOes genéticas que predisponham ao surgimento do LES, também podem
cursar com imunodeficiéncia priméria humoral.’® Um estudo com 86 pacientes pediatricos
portadores de LES identificou que seis apresentavam hipogamaglobulinemia, sendo primaria
ou secundaria, e nestes, foi identificada uma forte associacdo com nefrite ldpica.'* Outros
estudos demonstram a presenca de deficiéncia da imunidade humoral nos pacientes lUpicos,
sendo descrito imunodeficiéncia comum variavel, deficiéncia seletiva de IgA, deficiéncia
seletiva de IgM e deficiéncia especifica de anticorpos; e uma andlise de uma série de 18 casos
demonstrou a presenca dessas imunodeficiéncias primarias em pacientes com diagnéstico de
LES.12’13’14

Este estudo objetiva avaliar a prevaléncia da sorologia do citomegalovirus e do virus
Epstein Barr, e de possiveis imunodeficiéncias humorais em 53 pacientes portadores de lipus
eritematoso sisttmico associado com nefrite, conjecturando sobre a importancia destas

investigacdes na prética clinica.
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METODOLOGIA:

Trata-se de um estudo clinico exploratdrio, transversal e comparativo para verificar a
prevaléncia de sorologia positiva para virus Epstein Barr e citomegalovirus e deficiéncias da
imunidade humoral em pacientes portadores de nefrite lUpica. Foram analisados 53 pacientes
do género feminino na faixa etaria entre 18 e 60 anos de idade do Servigco de Nefrologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. O estudo foi realizado no
periodo de outubro de 2013 a junho de 2014. Todos os pacientes eram portadores de LES, de
acordo com os critérios do American College Rheumatology (ACM)*®!®¥ " associado com
nefrite e deveriam possuir estudo histopatolégico de bidpsia renal com analise por
microscopia eletrénica e imunofluorecéncia, e classificados de acordo com a Sociedade
Internacional de Nefrologia (SIN).*8*8% Estavam em uso do micofenolato de mofetil, como
tratamento imunossupressor com doses que variavam de 500mg a 3g por dia, associado com a
hidroxicloroquina com doses diarias de 200 a 400mg. Quanto ao uso do corticosteroide
somente foram incluidos os pacientes que se encontravam em doses ndo imMunossupressoras,
sendo a prednisona o corticosteroide usado de rotinas pelo servico em doses maximas de
20mg. Aqueles submetidos a regimes de pulsoterapia (corticosteroide em altas doses) ndo
participaram do estudo. Foram excluidos ainda os pacientes com outras causas possiveis de
sindrome nefrética e uso de anticonvulsivante, uma vez que proteindria a niveis nefréticos
cursa com perdas urinarias de imunoglobulinas e 0 uso de anticonvulsivante interfere na

imunidade humoral.

Para realizar a comparacdo das prevaléncias encontradas no estudo com a populacéo

em geral foram utilizados os seguintes estudos:

e - Serra FC et al 2009 — Um estudo de prevaléncia de citomegalovirus, em um

grupo de 4620 gestantes procedentes de diferentes estados brasileiros;*

e - Kuschnaroff TM et al 2007 — Um estudo de prevaléncia do virus Epstein Barr,

com um grupo controle de 36 doadores de sangue da cidade de Sdo Paulo.??

e - Roxo Junior P et al 2005 — Um estudo de prevaléncia de imunodeficiéncia
primaria do grupo de Ribeirdo Preto-SP. Nesse estudo foi utilizado como
referéncia a deficiéncia humoral mais comum, a deficiéncia seletiva de 1gA, cuja

prevaléncia foi de 0,1%, visto que é a deficiéncia humoral, primaria ou
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secundaria, mais registrada pela Latin American Society Immunodeficiencies -
LASID.?®

ApoOs a aprovacdo dos critérios de inclusdo foi preenchido o formulario com
anamnese e realizado o exame clinico, foi coletado exames para dosagem das
imunoglobulinas e sorologia para CMV, EBV. A quantificagcdo das imunoglobulinas séricas
foi realizada pelo método de nefelometria e as sorologias pelo método ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Os valores referenciais de normalidade das imunoglobulinas foram de
acordo com a referéncia Fujimore e os critérios diagndsticos de possiveis deficiéncias

primérias foram de acordo com o ESID (European Society for Immunodeficiencies) 242°2

ANALISE ESTATISTICA:

Com base no banco de dados de 53 pacientes, executou-se a analise estatistica
usando o software R e SPSS com o objetivo de verificar medidas descritivas e testes
pertinentes. Na verificagcdo da positividade para CMV, EBV e presenga de imunodeficiéncia
humoral em comparacdo com a populagdo geral, aplicou-se o teste Qui-Quadrado de
Independéncia para 0 CMV e o teste Exato de Fisher para o EBV e a presenca de

imunodeficiéncia humoral.?®

RESULTADOS:

Foram incluidos no estudo 53 pacientes com diagnostico de lupus eritematoso
sisttmico conforme os critérios do American College Rheumatology (ACM). Todos os
pacientes eram do género feminino, portadores de nefrite lUpica e apresentavam uma média
de 1311 de 1gG, 261 de IgA e 83 de IgM. TABELA 1.

Foi verificado uma prevaléncia de 92%(49/53) de positividade na sorologia para
CMV nos pacientes portadores de nefrite lipica e uma frequéncia de 84% na populacdo geral,

demonstrando ndo haver diferenca estatisticamente significante (p=0,103). TABELA 2.
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Foi constatada uma prevaléncia de 88%(47/53) de positividade para o EBV nos
pacientes de nefrite lipica e uma frequéncia de 94% na populagdo comparativa, demonstrando

ndo haver diferenca estatisticamente significante (p>0,204). TABELA 3

Foi constatada uma prevaléncia de 9,43% (5\53) de imunodeficiéncia humoral nos
pacientes portadores de nefrite lupica e mostrou-se estatisticamente significativa quando
comparado a prevaléncia de 0,1% (1/1000) da populagdo geral (p<0,05). TABELA 4

DISCUSSAO:

No presente estudo foi constatado que os pacientes com lupus eritematoso sistémico
apresentaram positividade para citomegalovirus (CMV) e virus Epstein Barr (EBV)
semelhante a populacdo geral. Em outros estudos constatacfes divergentes foram
evidenciadas quanto a positividade dessas sorologias em pacientes lGpicos, quando
comparado a populacdo geral, uma vez que alguns trabalhos demonstraram a presenca dessa
correlacdo, e outros estudos ndo.>®° A pesquisa das sorologias para CMV e EBV nesses
pacientes ndo evidenciou importancia clinica, apesar das evidéncias desses virus estarem
relacionados ao desenvolvimento do LES, como observado quando o sequenciamento EBNA-
1 do gene EBV foi capaz de estimular a producdo do anti-Sm, um anticorpo especifico do
LES.%’

Foi evidenciado em nosso estudo que 9,43% (5/53) dos pacientes com nefrite lupica
apresentaram-se com deficiéncia da imunidade humoral, priméaria ou secundaria, com
relevancia clinica quando comparado a populacdo geral. Dos cinco pacientes com deficiéncia
humoral, trés apresentaram hipogamaglobulinemia, priméaria ou secundéaria, com valores de
IgG menor que 500 ndo sendo possivel no momento estabelecer a natureza da deficiéncia. Um
paciente apresentou deficiéncia seletiva de IgA e outro apresentou deficiéncia seletiva de
IgM. A frequéncia descrita das deficiéncias da imunidade humoral no nosso estudo é
semelhante & encontrada na literatura mundial no que se refere a pacientes com LES.?% Um
estudo com pacientes pediatricos portadores de LES identificou seis casos de
hipogamaglobulinemia (6,9%) dentre os 86 participantes sendo que dois pacientes haviam
recebido o rituximab (uma droga com acdo anti- linfécito B) e tinham, portanto, provavel

causa secundaria.*
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Essas deficiéncias humorais podem se apresentar no LES e outras doencgas
autoimunes como deficiéncias primarias e/ou secundérias. Em relagdo a associagdo do LES e
imunodeficiéncia primaria, um estudo avaliou 248 pacientes com imunodeficiéncia comum
varidvel e verificou que 55 (22%) eram portadores de doencas autoimunes, e destes pacientes,
dois eram I0picos.®° Outro estudo constatou uma frequéncia de 5,2% de deficiéncia seletiva de
IgA nos pacientes ldpicos, demonstrando a importdncia de pesquisar possiveis
imunodeficiéncias priméarias nesses pacientes, devido a associagdo com um curso mais grave
da doenca, além de um maior risco de infecgdes.?® Dos cinco pacientes que se encontravam
com imunodeficiéncia, dois possuiam histdria de infeccdes de repeticdo (pneumonia, sinusite

e otite) por bactérias encapsuladas.

Foi verificado em nosso estudo que a pesquisa da sorologia para CMV e EBV ndo
demonstrou relevancia clinica no acompanhamento de pacientes portadores de LES, pois a
positividade sorologica ndo os diferencia da populacdo geral e ndo traz nenhum acréscimo na
conducdo e evolucdo desses pacientes, além de trazer um 6nus desnecessario a saude publica.
Diferentemente, a dosagem de imunoglobulinas, em nosso estudo, demonstrou ser relevante
nos pacientes com lUpus na investigacdo de imunodeficiéncias, pois uma reducdo significante
nos niveis séricos de imunoglobulinas ocorreu numa frequéncia de quase 10% dos pacientes
avaliados. Essa deficiéncia por sua vez tem implicacdes importantes no desfecho desfavoravel
do ldpus por estar associada com evolugdo mais grave da doenga e maior risco de infeccdes.
Em virtude desses achados recomendamos que nos pacientes lUpicos seja realizada
investigacdo da imunidade humoral com pesquisa de imunoglobulinas séricas, e descartada a
necessidade de investigacdo, como uma rotina, desprovida de manifestacdes clinicas, para os

virus CMV e EBV, atraveés de sorologias.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Caracterizagdo conforme idade, 19G, IgA e IgM

Grupo
(n=53)
IDADE (anos) 36,3+11,2
1gG (mg/100mL) 1311,7+487,2
IgA (MG/100mL) 261,2 +125,9
IgM (MG/100mL) 83,9 £57,8

Takela 2: Prevaléncia da sorologia para citomegalovirus em portadores de nefrite lipica

Sorologia Sorologia p
CMV+ CMV-
Grupo Nefrite lupica 49 4 0,103
Populacdo comparativa 3894 726
P<0,05
Tabela 3: Prevaléncia da sorologia para o virus Epstein Barr em portadores de nefrite lipica
EBV+ EBV- P
. . 47 6 0,204
Grupo Nefrite lUpica
~ . 34 2
Populagdao comparativa
P<0,05
Tabela 4: Prevaléncia de imunodeficiéncia humoral em portadores de nefrite lUpica
Deficiéncia Sem Deficiéncia p
humoral humoral
. . P<0,05
Grupo Nefrite lUpica > 48
1 1000

Populagdo comparativa

P<0,05

65
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CAPITULO 4
CONCLUSAO-

e A proteindria reduz os niveis de 1gG, porém ndo a ‘ponto de desenvolver
hipogamaglobulinemia;

e - Imunodeficiéncia humoral, priméaria ou secundéaria, esta presente nos pacientes
portadores de nefrite lupica;

e - O micofenolato de mofetil foia varidvel que se correlacionou com a redugédo de

IgG, porém ndo sendo capaz de promover niveis compativeis com imunodeficiéncia;

e - A sorologia de citomegalovirus e virus epstein barr ndo demonstrou relevancia
clinica no acompanhamento de pacientes portadoras lupus eritematoso sistémico.
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APENDICES

APENDICE 1 QUESTIONARIO

Escala do Systemic Lupus Erythe matosus Disease Activity (SLEDAI)

Peso Escore Descritor Defini¢do

8 Conwulsdes Inicio recente. Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou drogas.

8 Psicose Atividades normais prejudicadas devidoa sérias alteracdes da percepgao
alterada da realidade. IncluialucinagGes, incoeréncia, perda acentuada de
associagoes, contetido de pensamentoimprevisivel, pensamentoildgico
acentuado, comportamento bizarro, desorganizado ou cataténico. Excluir
uremia e drogas.

8 Sindrome cerebral [ Alteragdo da fungdo mental com transtorno de orientagdo, memdria ou outra

organica fungdo intelectual, com instalagdo rdpida e flutuacdo das manifestagdes
clinicas. Incluialteragdo de consciéncia, com capacidade reduzida de focar e
inabilidade para manter atengdo ao meio, com pelo menos dois das seguintes:
disturbio de percepgdo, discurso incoerente, insdnia ou sonoléncia diumna,
atividade motora aumentada ou diminuida. Excluir causas metabdlicas,
infecciosas e/ou drogas.

8 Disturbio visual Alteragdes da retina no LES incluem corpos cetoides, hemorragia retiniana,
exsudatoseroso ou hemorragico na cordide ou no nervo éptico. Excluir
hipertensdo, infeccidoe drogas.

8 Alteracoes de | Aparecimento recente de neuropatia sensorial ou motora envolvendo nervos

nervos cranianos cranianos.

8 Cefaléia lGpica Cefaléia grave, persistente; pode ser enxaqueca, mas deve ser ndo-responsiva a
analgesia com narcoticos.

8 Acidente  vascular [ Aparecimento recente de acidente cerebrovascular. Excluiraterosclerose.

cerebral

8 Vasculites Ulceragdo, gangrena, nddulos digitais dolorosos, infartos periungueais, pontos
hemorragicos, ou com bidpsia ouarteriografia mostrando vasculites.

4 Artrites Mais de duas articulagdes com dor e sinais inflamatdrios (dor, edema ou
derrame).

4 Miosites Musculatura proximal dolorosa/fraca, associada a elevagdo de creatinina
fosfoquinase/aldoase ou eletroneuromiografia alterada ou bidpsia mostrando
miosite.

4 Cilindros urinarios Presenca de cilindros de hemoglobina ou de hemacias.

4 Hematuria >5 hemacias/campo. Excluircalculos, infecges ou outras causas.

4 Proteinuria >0,5g/24h. Aparecimento recente ouaumento de mais de 0,5g/24h.

4 Leucocituria >5 leucdcitos/campo. Excluirinfecgdes.

2 Novo rash Aparecimento recente ou recorréncia de rash inflamatério.

2 Alopecia Aparecimento recente ou recorréncia de perdas de cabelos focal ou difusa.
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2 Ulceras orais Aparecimento recente ou recorréncia de ulceragdes orais ou nasais.
2 Pleurite Dor toracica tipo pleural, atrito pleural, ou derrame ou espessamento pleural.
2 Pericardite Dor pericardica com pelo menos um dos seguintes: atrito, derrame ou
confirmagdo com eletrocardiograma ouecocardiograma.
2 Complemento baixo | Queda de CHso, C3 ou C4 abaixo dos valores normais.
2 Aumento de anti- [ Aumento acima dos niveis normais.
DNA
1 Febre >38°C. Excluirinfecgdo.
1 Trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm?
1 Leucopenia <3.000 leucéeitos/mm?. Excluir drogas.
FICHA N°: _ Reg: n Glome:
Nome: Idade:
Sexo: [IMasculino [l Feminino
Raca: [ _|Branca [_|Negra [ |Parda [_] Amarela
Atividade: Sim[_] Nao [ ]
Vacinacao rubéola:: sim [ Nao ]
Vacinagdo rubéola::  Sim ] N&o []
Tipo histologico da nefrite:
Indice de SLEDAI :
Proteindria :
IgG sérica : IgG urinaria: U:
IgA sérica: IgM sérica : _ Cr:
C4: C3 Albumina: __
CH50 : Anti-DNA:
Hemoglobina : Plaquetas: Linfo total :
Leucécitos: FAN:
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Su: Bleucocitos| | Hemaceas| | Proteinas| |

Sorologia p\ rubéola : sorologia p\ Citomegalovirus:

Sorologia p\ Epstein Baar :

Infecgdes associadas:

Pneumonia

Sinusite

Otite

Amigdalite

Uso de carbamazepina

Uso de antimalarico

Uso de corticdide

Uso do MMF Dose Inducdol |  Manutencaol |

I I O I R W A
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ANEXO 1 SLEDAI SCORE

ANEXOS

(Enter weight in SLEDAI Score column if descriptor is present at the time of the visit or in the preceding 10 days.)

Weight SLEDAI  Descriptor Definition
SCORE

8 Seizure Recenl onset, exclude metabolic, infectious or drug cavses,

8 Psychosis Altered ability to function in normal activity due te severe disturbance in the perception
of reality, Include hallucinations, incoherence, marked loose associations,
impaverished thought content, marked illogical thinking, bizarre, disorganized, or
catatonic behavior. Exclude uremia and drug causes.

8 Qrganic brain Altered menta! function with impaircd oricntation, memory, or other intellectual

syndrome function, with rapid onset and fluctuating clinical features, inability to sustain attention
to environment, plus at least 2 of the following: perceptual disturbance, incoherent
speech, insomnia or daytime drowsiness, or increased or decrcased psychomotor
activity. Exclude metabolic, infectious, or drug causes.

13 Visual disturbance Retinal changes of SLE. Include cytoid bodies, retinal hemorthages, serous exudate or
hemotrhages in the choroid, or aptic neuritis. Exclude hypertension, infection, or dug
Cc2USCS.

8 Cranial nerve disorder New onset of sensory or metor ncuropathy invelving cranial nerves.

8 Lupus headache Severe, persistent headache; may be migrainous, but must be nonresponsive to narcotic
analgesia.

8 CVA New onset of cerebrovascular accident(s). Exclude arteriosclerosis.

8 Vasculitis Ulceration, gangreng, tender finger nodules, periungual infarction, splinter
hemorthages, or biopsy or angiogram proof of vasculitis.

4 Arthritis > 2 joints with pain and signs of inflammation (i.¢., tenderness, swelling or effusion).

4 Myositis Proximal muscle aching/weakness, associated with elevated creating
phosphokinase/aldolase or giectromyogram changes or a biopsy showing myositis.

4 Urinary casts Heme-granuiar or red blood cell casts,

4 Hematuria =5 red blood cells/high power fisld. Exelude stone, infection ar other cause.

4 Proteinuriz =05 gram/24 hours

4 Pyuria =5 white blood cellsthigh power field. Exclude infection.

2 Rash Inflammatory type rash.

2 Alopecia Abnormal, patchy or diffuse loss of hair

2 Mucosal ulcers Oral or nasal ulcerations.

2 Pleurisy Pleuritic chest pain with pleural rub or effusion, or pleural thickening.

2 Pericarditis Pericardial pain with at lcast | of the following: rub, effusion, or electrocardiogram or
echocardiogram confirmation.

2 Low complement Decrease in CHS0, C3, or C4 below the lower limit of normal for testing laboratory

2 Increased DNA binding  Increased DNA binding by Farr asszy above normal range for testing laboratory.

1 Fever >38°C. Exclude infectious cause.

L Thrombocytopenia <100,000 platelets / x107/L, exclude drug causes.

| Leukopenia < 3,000 white blood cells / x10%L, exclude drug causcs.

TOTAL
SLEDAI

SCORE
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SERICOS DAS IGGG

Adultos IgG | 1gA | 1gM | 1gG1 | 19G2 | 19G3 | 1gG4
Percentil3 | 730 | 84 81 | 256 | 180 12 13
P10 793 | 99 92 | 256 | 192 | 29 23
P25 860 | 132 | 103 | 401 | 214 | 43 30
P50 986 | 179 | 124 | 579 | 266 | 55 45
P75 16 | 255 | 144 | 756 | 304 | 72 71
P97 1300 | 354 | 167 | 877 | 372 | 92 78

Fonte: Fujimura MD

ANEXO 3 SINAIS

DE ALERTA

Primary Immunodsficiency [Fl] cowses children ond odulls to howve inhecSions thot come bock ucﬂi':rcr
e unue hord ko curs. 1:500 persons are affeced mﬂhhmpmlm

'mnwmhﬁwh-l hm-rm = o l--sT.l.r-u*

to a physican P pr an

Two or more new ear infections within 1 year.

Two or more new sinus infections within 1 year, in the
absence of allergy.

One pneumonia per year for more than 1 year.

Chronic diarmhea with weight loss.

Recurrent viral infections (colds, herpes, warts, condyloma).
Recurrent need for infravenous antibictics fo cdlear infections.
Recurrent, deep abscesses of the skin or internal organs.
Persistent thrush or fungal infection on skin or elsewhere.
Infection with normally harmless tuberculosisdike bacteria.
10 A family history of PI.
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‘Conmliation with Primany iImmencdaficlancy axparts is stongly suggesied. @ 2007 leffay Modall Foundofion
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ANEXO 4 TABELA DE CLASSIFICACAO DE CORRELACOES

Coeficiente
de correlacio

r 1

05=r<08

Q1=r <05

01<r <0

Correlagdo

Perfeita positiva
Forte positiva
Moderada positiva
Fraca positiva
I'n;n:a;_;;us;i;é .
Nula

infima negativa
Fraca negativa
Moderada nagativa

Forte negativa

Perfeita negativa

Fonte: tabela de classificacdo das correlagbes, proposta por:

SANTOS, Carla, (2007), Estatistica Descritiva - Manual de Auto-aprendizagem, Lisboa, Edic¢des Silabo.
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ANEXO 5 TERMO DE CONSENTIMENTO
Centro de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica

Termo de consentimento livre e esclarecido

Convido o (a) Sr.(a) ----- - - o e para participar, como
voluntéario (a), da pesquisa.Hipogamaglobulinemia na Nefrite Lupica

Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer

parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é
sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera
penalizado (a) de forma alguma.

INFORMAQC)ES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Niveis séricos de imunoglobulina na Nefrite Lupica.

Pesquisador Responsavel: Mateus da Costa Machado Rios Fone: 99138706
Pesquisadores participantes: Emanuel Sarinho Fone:

Pesquisador participante: Lucila Valente: Fone:

A pesquisa consiste em avaliar dividido em dois subgrupos: Grupo controle, formado por 30

pacientes (portadores de nefrite lUpica sem atividade de doenga\sem proteindria), 0 grupo
experimental constard também de 30 pacientes (portadores de nefrite lUpica com atividade
de doencalcom proteindria). O protocolo do indice de atividade da doenca SLEDAI é
composto por 24 ( vinte e quatro) itens, sendo esses formado por peso e escores que estédo
relacionadas com todas as manifestagdes do lUpus eritematoso sistémico com e sem
nefrite.(ANEXO 1) Serd aplicado também questionario com abordagem das infecgbes mais
frequentes na deficiéncia do setor humoral (pneumonias, sinusites, otite, etc.).( ANEXO 2)
Seré aplicada a técnica de entrevista para o referido protocolo e questionario. Sera realizado
coleta de aproximadamente 5SmL de sangue, e posteriormente centrifugado a 3500 rpm por
10 minutos e retirado material rico em células leucocitario e separacdo do soro, com sao
armazenados em freezer a -30°C e realizacdo de estudos futuros. A quantificacdo clinica
das imunoglobulinas G sérica e urinaria sera pelo método de nefelometria , que se trata de
um ensaio que quantifica proteinas em solu¢ao baseando-se nas propriedades de difragdo
da luz por imunocomplexos gerados ao tubo de teste apO0s a adicdo de anticorpos

especificos contra a IgG.

A sorologia vacinal da rubéola e anti-tetanica sera realizado pelo método ELISA (
enzyme-linked immunosorbent assay), que se trata de um método imunoensaio e se baseia
no antigeno ( rubéola e tétano) é imobilizado em uma placa de poliestereno, sendo entao
adicionado o soro do paciente a ser estudado e estando presente anticorpos contra o
antigeno estudado, forma-se imunocomplexo que se aderem a placa. Em um segundo
momento adiciona-se anticorpo anti o antigeno a ser estudado e se liga a uma ema enzima
gue degrada um substrato cromogénico, gerando uma mudanga de cor que é proporcional a
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guantidade de anticorpos. Os valores das imunoglobulinas sérica e urinaria serdo
correlacionados com os dados clinicos de historia de infec¢gBes , assim como correlacionar
com a resposta vacinal para rubéola e tétano. O referido projeto foi avaliado e aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da UFPE, tendo como numero de protocolo (CAAE)

13319913000005208, sob o titulo de polimorfismo genético na nefrite |Upica.

As informagdes vinculadas ao projeto se mantera sob sigilo.
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
Eu, , RG/ CPF/

abaixo assinado, concordo em participar do estudo
como sujeito. Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a)
sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgéo de meu
acompanhamento/ assisténcia/tratamento.
Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar.

02 testemunhas (néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXO 6 COMITE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W“"l“
CIENGIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: POLIMORFISMQ GENETICO NA NEFRITE LUPICA
Pesquisador: mateus da costa machado rios

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 13319913.0.0000.5208

Instituigao Proponente: Hospital das Clinicas de Pernambuco
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 248.971
Data da Relatoria: 18/04/2013



