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“Medicine is a science of uncertainty and an art of probability”

— William Osler



RESUMO

INTRODUCAO: Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma afec¢do autoimune complexa do
ponto de vista fisiopatoldgico, com ampla gama de manifestagdes clinicas e de respostas ao
tratamento. H4 um numero razoavel de pacientes que experimentam graves efeitos colaterais
do tratamento imunossupressor indistinto e - por isso - ¢ intensa a busca por biomarcadores e
tratamentos mais especificos. O sistema de imunoglobulina E (IgE) € bastante conhecido pelo
papel nas doencgas alérgicas. A presenga de anticorpos IgE autorreativos em pacientes com
LES indica uma agdo potencial dessa isotipo em doengas autoimunes. No entanto, a utilidade
clinica de mensurar esses autoanticorpos ainda necessita maiores esclarecimentos.
OBJETIVOS: Verificar a utilidade clinica de se avaliar alguns componentes do sistema de
IgE em pacientes com nefrite lipica, a partir de objetivos especificos: verificar se ha diferenca
entre IgE total, sensibilizacao para aeroalérgenos e doencgas atdpicas em pacientes com nefrite
lupica e controles; verificar a frequéncia de positividade de FAN IgE e anti-DNA IgE em
pacientes com nefrite lipica e controles; verificar se ha associagdo entre atividade do LES e
IgE total, FAN IgE e anti-DNA IgE, em pacientes atdpicos e ndo-atdpicos; comparar o perfil
clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do FAN IgG e FAN IgE;
comparar o perfil clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do anti-
DNA IgG e anti-DNA IgE.

METODOS: Estudo observacional, analitico, transversal, com grupo controle comparativo,
composto por 78 pacientes com nefrite lupica coletados por amostra de conveniéncia e 40
adultos saudaveis pareados para idade, sexo, etnia e escolaridade, em um hospital
universitario de Recife-PE, de Junho de 2016 a Abril de 2017.

RESULTADOS: Niao houve aumento da sensibiliza¢do ou de prevaléncia de doengas atdpicas
em pacientes com nefrite lipica, quando comparados com o grupo controle. A presenga de
FAN IgE (47,9%; p=0,006) e anti-DNA IgE (10,3%; p=0,08) parece ser maior em pacientes
com nefrite lipica. Apenas o anti-DNA IgE se relacionou com atividade de doenga de forma
independente de alergias e sensibilizagdo (p=0,012). Identificamos um subgrupo de pacientes
em que a IgE autorreativa pode causar maior atividade de doenca e doenca renal ativa, de
maneira independente de autoanticorpos IgG.

CONCLUSAO: Em pacientes com nefrite lupica, a participagdo de parte do sistema de IgE
pode ser demonstrada pela presenga de IgE autorreativa. No entanto, essa ativa¢dao pode ser
incompleta ou desviada, uma vez que ndo parece haver aumento de IgE total, sensibiliza¢ao
ou doengas atopicas nesses pacientes. O anti-DNA IgE se associou com atividade de doenga
aferida pelo SLEDAI 2K. A presenca isolada de IgE autorreativa pode sugerir a presenca de
nefrite lupica mais grave.

Palavras-Chave: Imunoglobulina E. Lupus Eritematoso Sistémico. Nefrite Lupica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoimmune disorder
from the physiopathological point of view. Its clinical manifestations and treatment outcomes
can vary widely. There is a considerable number of patients that experience severe adverse
effects from indistinct immunosupression and, therefore, search for more precise biomarkers
and new treatments is intense. The immunoglobulin E (IgE) system is widely known for its
role in allergy. The discovery of autoreactive IgE in SLE patients indicates a potential role for
this isotype in autoimmune diseases. But, its clinical role still needs clarification.
OBJECTIVES: To verify the clinical relevance of evaluating parts of the IgE system in
patients with lupus nephritis, with regard to: to verify if is there any difference between total
IgE, allergen sensitization and atopic diseases in patients with lupus nephritis and healthy
controls; to verify the frequency of IgE-ANA and IgE-anti-DNA in patients with lupus
nephritis and healthy controls; to verify association between SLE activity and total IgE, IgE-
ANA, anti-DNA-IgE, in atopic and non-atopic patients; to compare clinical and laboratory
characteristics according to ANA phenotype; to compare clinical and laboratory
characteristics according to anti-DNA phenotype.

METHODS: We performed an observational-analytic-transversal study, with 78 lupus
nephritis patients and 40 healthy adults in a university hospital in Brazil, from June 2016 to
April 2017.

RESULTS: Sensitization, atopy or total IgE levels were similar between groups. Lupus
nephritis patients had more positive IgE-ANA (47,9%; p=0,006) than healthy controls,
whereas IgE-anti-DNA (10,3%; p=0,08) was not. Only IgE-anti-DNA was associated with
disease activity, regardless of allergy or sensitization. We identified a subgroup of patients in
which autoreactive IgE might contribute to disease activity and renal activity, regardless the
presence of autoreactive IgG.

CONCLUSION: The IgE system can be active in lupus nephritis patients, as demonstrated
by the presence of autoreactive IgE in these patients. However, it might be a partial or shifted
activation, once we could not demonstrate higher total IgE, sensitization or atopic disease in
these patients. IgE-anti-DNA can be used as a disease activity biomarker. Isolated

autoreactive IgE can be associated with more severe lupus nephritis.

Keywords: Immunoglobulin E. Lupus Erythematosus, Systemic. Lupus Nephritis.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 APRESENTACAO

A medicina est4 na era da informagdo. A recente explosdo na produgdo de dados e do
conhecimento imunologico revela uma complexa interacdo entre sistemas que ainda nado ¢
totalmente compreendida. A utilizacdo de conceitos de ciéncias das redes pode permitir o
entendimento dessas interagdes complexas de forma mais clara, mesmo que a andlise ndo seja
aprofundada a nivel molecular.

O lapus eritematoso sist€émico (LES) ¢ uma afeccao autoimune complexa, com ampla
gama de manifestagdes clinicas e de resposta a terapia. A nefrite lupica é uma das
manifestagdes mais graves do LES. Atrasos no seu diagndstico ou pouca resposta ao
tratamento podem acarretar dano renal irreversivel, com evolugdo a insuficiéncia renal. A
terapéutica atual ¢ padronizada por consensos e visa suprimir o sistema imune sem distingao.
Dessa forma, existe um numero razodvel de pacientes que apresentam resposta terapéutica
insatisfatoria ou que experimentam graves efeitos colaterais dessa imunossupressao indistinta.

Nesse contexto, a solu¢dao parece ser a medicina de precisdo — uma nova abordagem
que busca identificar subgrupos de pacientes semelhantes a fim de propor uma terapia com
maior probabilidade de sucesso e com minimiza¢ao dos riscos e efeitos colaterais. Esse
processo utiliza biomarcadores para identificar de caracteristicas clinicas (fenotipos) e
fisiopatologicas (endotipos) que possam estratificacdo pacientes em diferentes subgrupos. O
desenvolvimento de biomarcadores que possam predizer acometimento renal, atividade de
doenca ou resposta terapéutica pode otimizar o tratamento atual da nefrite lupica.

A imunoglobulina E (IgE) ¢ reconhecida por ocasionar algumas doengas alérgicas. A
descoberta da presenga de autoanticorpos de classe IgE em pacientes com dermatite atopica -
e posteriormente na artrite reumatoide - despertou um crescente interesse e curiosidade em se
avaliar se a IgE poderia contribuir de alguma forma para doencas autoimunes. No LES,
especialmente nos ultimos anos, estudos t€ém demonstrado que a frequéncia desses auto-

anticorpos pode ultrapassar metade dos pacientes, correlacionando-se com atividade de
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doenca e doenga renal. No entanto, ainda ¢ preciso avaliar se a presenca dessa IgE
autorreativa pode interferir em outros componentes da rede de IgE.

Assim, faz-se mister tentar identificar quais sdo os pacientes com nefrite lipica que a
presenga de IgE autorreativa pode ter influéncia — com a descri¢do de caracteristicas clinicas
e laboratoriais — bem como entender qual € a participacao de outros componentes da rede de
IgE como IgE total, células efetoras, sensibilizacdo e atopia nesses pacientes.

De acordo com as normas estabelecidas pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias das Saude da Universidade Federal de Pernambuco (PPG/CS/UFPE),
a dissertacdo deve ser redigida em quatro capitulos. No primeiro capitulo, nossa intencao ¢
familiarizar o leitor com os componentes do sistema de Imunoglobulina E (IgE), bem como as
funcdes em estados fisiologicos e patologicos. Como o papel desse sistema em doencas
autoimunes ainda ndo ¢ bem estabelecido, escolhemos a nefrite lipica como modelo de
estudo. Também neste capitulo apresentamos a justificativa, objetivos e hipdteses. O segundo
capitulo descreve a metodologia utilizada. O terceiro capitulo consta da formatagdo inicial do
artigo original a ser publicado, em que enfatizamos a presenca de IgE autorreativa na nefrite
lupica, bem como a possibilidade de IgE autorreativa isoladamente se associar a doenca renal
mais grave. O ultimo capitulo sintetiza as conclusdes da disserta¢do, elabora limitagdes e

expectativas futuras, além de disponibilizar apéndices e anexos para consulta.
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1.2 AREDE DE IMUNOGLOBULINA E

A teoria das redes postula que sistemas com interacdes complexas podem ser
analisados de forma abrangente quando representados como redes. (BARABASI, 2007)
Redes sdo colegdes de nds interligados por uma conexdo que permite interacdes (CHAN,
2012). Em medicina, o sistema de imunoglobulina E (IgE) pode ser interpretado como uma

rede, na qual células efetoras sdo os nds que podem se relacionar através da IgE (Figura 1).

Figura 1 — Representacao simplificada da Rede de IgE

Eosindfilos

Linfécitos
i

Basofilos Plasmadcitos

Mastécitos

1.2.1 A Imunoglobulina E

A IgE foi a ultima classe de anticorpo a ser descoberta em 1966, (ISHIZAKA, 1966)
Estruturalmente, os diferentes isotipos de imunoglobulinas podem ser definidos pelas
particularidades nas regides constantes de suas cadeias pesadas. Enquanto a cadeia pesada da
IgG possui trés dominios constantes, a IgE possui uma cadeia pesada com quatro, o que
permite que a molécula aparente se dobrar sobre si mesmo. (GOULD, 2003)

Por ser um anticorpo citofilico, a IgE se apresenta em concentragdes extremamente
baixas no sangue. Enquanto a concentracao de IgG no soro ¢ dada em mg/mL, a concentracao
de IgE no soro de individuos normais ¢ em termos de ng/mL - cerca de mil vezes menos
elevada. Além de mais rara, a IgE tem meia vida 7x mais curta que a IgG, com permanéncia

na circulacdo por apenas dois a trés dias. (KELLY, 2016)



20

1.2.2 Receptores de IgE

Apesar da imunoglobulina IgE constituir apenas uma minuscula fracdo dos anticorpos
presentes no soro humano, suas acdes sao potentes devido a interacdo com dois receptores
estruturalmente independentes: o receptor de alta afinidade - FceRI; e o receptor de baixa
afinidade - FceRII - também conhecido como CD23.

O FceRI pertence a superfamilia das imunoglobulinas e ¢ altamente homodlogo aos
receptores Fc-gama. Apresenta uma estrutura tetramérica composta por quatro peptideos

transmembranasres: uma o-cadeia, uma cadeia B e duas cadeias y-dissulfureto ligadas entre si.

(KRAFT, 2007) A IgE se liga com uma afinidade que ¢ 1000 vezes maior no FceRI que no
CD23, ligagdo essa que pode persistir de semanas a meses (Figura 2). Isto faz com que a IgE
em niveis fisioldgicos saturem completamente o FceRI presente na superficie dos mastocitos
teciduais e basofilos, as principais células participantes da rede de IgE. Além delas, o FceRI

ainda pode ser detectado em menor quantidade em eosindfilos, neutrofilos e plaquetas.

(GARMAN, 1998)

Figura 2 — IgE ligada ao receptor de alta afinidade
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Fonte: (GOULD, 2008.)
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De forma diferente dos outros receptores de imunoglobulinas, 0 CD23 ¢ um membro
da superfamilia das C-lecitinas. Existem basicamente duas isoformas diferentes do CD23.
Enquanto a isoforma CD23a ¢ naturalmente expresso e restrito a células B, CD23b ¢ expresso
apos inducdo pela interleucina 4 (IL-4) e estd presente em uma variedade de células, tais
como monocitos, macrofagos, eosinofilos, plaquetas, células natural killer, células T, células
dendriticas foliculares e células de Langerhans. O CD23a encontra-se associado com a
endocitose de particulas revestidas com IgE pelas células B e com a apresentacdo de antigeno
dependente de IgE, enquanto o CD23b pode ser ativador da citotoxicidade dependente de IgE

e promover a fagocitose de complexos soluveis da IgE. (WEIS, 1993)

1.2.3 Sintese e Regulacao da IgE

Enquanto a IgM e IgD sdo desenvolvidas naturalmente nos linfocitos B, os outros
isotipos (IgA, IgE e IgQG) apenas sdo produzidos apds recombinagdo genética para troca de
classes. (GAUCHAT, 1993) Dessa forma, ap6s o antigeno ser internalizado, processado em
peptideo e se associar a moléculas MHC de classe II, dois sinais sdo necessarios para
promover a proliferagao de células B e a diferenciacdo em plasmocitos secretores de IgE: a
interagdo do CD40-CD40 Ligante (CD40L) e a presen¢a de interleucina 4 (IL-4). (GEHA,
2003)

Os linfocitos T produtores de IL-4 e/ou interleucina 13 (IL-13) sdo polarizados como
linfécitos T Helper do tipo 2 (TH2) e estimulam a produgdo de IgE e IgGl.
(SIEBENKOTTEN, 1992) O interferon-y (IFN-y) produzido pelos linfocitos T Helper do tipo
1 (TH1) tende a inibir as respostas TH2 e a sintese de IgE. (DEMA, 2016)

A IL-4 ¢ a citocina mais atuante na rede de IgE pois promove o desenvolvimento da
resposta do tipo TH2, aumenta a expressao FceRI, induz a expressio de CD23 e o mais
importante: em conjunto com a IL-13, atua na recombinag¢do com o gene Cg, resultando na
transcricdo de cadeia epsilon e consequente mudanga de isotipo para IgE. No entanto, uma

vez que seja produzida, a propria IgE pode regular as suas proprias respostas através de
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interacdes com os seus receptores, modulando a expressao na superficie celular de FceRI e do
CD23, prolongando suas fungdes. (MACGLASHAN, 1999)

Adicionalmente, a ligacdo de IgE monomérica ao FceRI, mesmo na auséncia de
antigeno, promove a sobrevivéncia de mastocitos (por reduzir a apoptose). Esse feedback
positivo mediada pela propria IgE parece ampliar suas fungdes efetoras aumentando tanto a
sensibilidade a provoca¢do com o antigeno bem como a intensidade da resposta. (ASAI,
2001)

Em contraste, o CD23 parece ser o receptor mais importante que diminui a produgdo
de IgE. Na verdade, a interacdo com CD23 pode inibir ou estimular respostas de IgE,
dependendo do tipo de célula, do nivel de expressdo e da isoforma do CD23 (dependente do
correceptor CD21) (DEMA, 2016). A ligagcdo IgE/antigeno com o CD23 super-expresso no
linfécito B pode inibir a propria producao de IgE, se a IL-4 for cofator. Por outro lado, quando
a expressdo de CD23 na célula B é pequena, este receptor pode facilitar a producao de IgE.
(CHENG, 2010). De uma forma geral, pode-se considerar que ao se envolver com o FceRI a

IgE aumenta seus proprios efeitos, enquanto a ligagdo com o CD23 pode inibi-los.

1.2.4 Basofilos, Mastocitos e Eosinéfilos

Basoéfilos sdao células bi ou trilobuladas que contém granulos -citoplasmaticos
grosseiros repletos de mediadores quimicos, como a histamina. Em condi¢des normais sao as
cé¢lulas menos abundantes na circulagdo e migram para tecidos linféides quando sdo ativadas,
com diminui¢do do quantitativo circulante (STONE, 2009). Existem evidéncias que indicam
que, além de células efetoras, essas células podem funcionar como células apresentadoras de
antigenos (APCs) e induzir uma forte resposta TH2 ao interagir com linfocitos CD4+ virgens.
Portanto, elas podem potencializar a producdo de anticorpos IgE pelos linfécitos B
(CROMHEECKE, 2013). Eles também podem interagir diretamente com linfocitos CD8+ e
promover liberacdo de IL-10.

Mastocitos sdo granuldcitos muito semelhantes aos basofilos, tanto em forma e

funcdo. Também produzem mediadores quimicos inflamatorio (como a histamina) em
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resposta a ativagdo pela IgE e sinais de alarme. Porém, eles sdo células caracteristicamente
teciduais principalmente em locais de interface com o ambiente, como pele, trato digestivo e
respiratorio. (PRUSSIN, 2003)

Eosinoéfilos sdo células bilobuladas que recebem esse nome por possuirem granulos
citoplasmaticos com alta afinidade com corantes acidos (eosina). Esses granulos podem ser
especificos ou primarios. Os especificos contém muitas proteinas catidnicas, enquanto 0s
primarios contém mediadores comuns a outros granulocitos, como a histamina. Além desses
mediadores quimicos, os eosindfilos também podem produzir espécies reativas de oxigénios,
mediadores inflamatdrios lipidicos e citocinas. Em média constituem 1-6% das células
circulantes e tém maturagdo estimulada em resposta a IL-3, IL-5 e GM-CSF. Sao as principais
células teciduais efetoras da rede IgE, com estimativa de possuirem 10 células teciduais para

cada célula sanguinea circulante (HOGAN, 2008).

1.2.5 Possiveis Fungdes Fisiologicas da Rede de IgE

A IgE ¢ encontrada apenas em mamiferos. Esse fato bioldgico nos leva a crer que do
ponto de vista evolutivo sua presenca deva ser considerada uma avanco. E curioso, porém,
que o estudo de sua fungdo seja intrinsicamente relacionada a doengas alérgicas, sendo seu
papel fisiologico na defesa do hospedeiro um tanto quanto incerto. (VERNERSSON, 2002)

Postula-se que a IgE e seus receptores possam ter evoluido como um mecanismo de
defesa contra as infec¢des parasitarias, em particular contra helmintos. Essa conclusdo parte
de estudos epidemiologicos que sugerem que a presenca de IgE especifica contra ascaris pode
conferir prote¢do contra infestacdo. (SUTTON, 1993)

Neste sentido, foi verificado em um trabalho clinico-experimental que ¢ possivel que
esta produ¢do de IgE anti-ascaris possa conferir alguma resisténcia a reinfec¢do pelo parasita
através de uma resposta mais eficaz e com menor producdo de interleucina- 10 (IL- 10).
(SOUZA, 2014)

Uma forma intuitiva de entender o papel fisioldgico da IgE ¢ estudar o que acontece

na sua auséncia. A terapia alvo-molecular anti-IgE com omalizumabe ¢ eficaz em retirar IgE
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livre da circulagdao. Assim, um outro estudo clinico acompanhou 137 pacientes em alto risco
de infec¢dao helmintica em uso de omalizumabe por um ano € nao encontrou diferencas na
taxa de infec¢do helmintica entre o grupo de tratamento e o controle, nem houve caso de
superinfestagdo. Esse achado sugere que a IgE possa ser apenas um mecanismo adicional,
com grau de importancia varidvel na complexa defesa contra parasitas. (COOPER, 2007)

A descoberta da IgE especifica contra particulas virais alertou pesquisadores sobre a
possibilidade de que essa imunoglobulina pode facilitar o reconhecimento viral pelo sistema
imune (HENAULT, 2016). Existe evidéncia que a presenca de IgE direcionada contra o virus
da imunodeficiéncia humana pode ajudar no controle da infec¢ao, com bloqueio da replicagao
viral. (PELLEGRINO, 2002)

Uma outra hipdtese recente especula que a IgE também poderia ser 1til no processo de
cicatrizagdo. (KELLY, 2016) Como a IgE auxilia na polarizacao da resposta TH2 através de
mastocitos e basoéfilos, isso poderia resultar no aumento de IL-4, que ja foi relacionado a
cicatrizagdo mais rapida. Observacdes do seu aumento apos situagdes de estresse ambiental
(cirurgias, queimaduras, etc) enquanto outras classes diminuem, alertam sobre o possivel
papel da IgE na resposta homeostatica de fase aguda. (NAVARRO-ZORRAQUINO, 2001)

Como a IgE pode reconhecer quantidades infimas de proteinas, outro possivel papel
para esta imunoglobulina ¢ o de “vigilante do sistema imune” contra substancias ambientais
como toxinas, venenos, irritantes € xenobidticos. Nesse sentido parece que a IgE pode
funcionar como um potenciador das respostas imunes contra antigenos que encontram-se em
em baixas concentragdes. (HEYMAN, 2002). Outra possibilidade ¢ que ela possa contra-
regular o efeito de toxinas. Ratos que foram sensibilizados com IgE a veneno de abelha
morreram menos que os controles quando posteriormente foram expostos doses toxicas do

veneno. (MARICHAL, 2013)

1.2.6 Modelo Classico da Participacio da Rede de IgE em Doencas Alérgicas

Ao contrario das outras classes de imunoglobulinas, a IgE ¢ muito mais estudada pelo

seu papel patologico que fisioldgico. A descoberta de sua participagdo em processos alérgicos
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transformou o entendimento da fisiopatologia dessas doencas, com desenvolvimento de
conceitos considerados hoje como fundamentais. O proprio conceito de atopia ou
hipersensibilidade do tipo I se sustenta no papel patoldgico da IgE.

Essa resposta alérgica IgE dependente habitualmente envolve o desenvolvimento de
duas fases distintas: uma fase de sensibilizagao e outra efetora.

Na fase de sensibilizagdo, o antigeno (alérgeno) entra no corpo através de inalagdo,
ingestdo, através da pele ou mesmo por injecdo. Nesses locais, principalmente nas superficies
epiteliais (pele, trato respiratorio e digestivo), as células apresentadoras de antigenos (APCs)
entram em contato com esse alérgeno, internalizam-no, € migram para um linfonodo de
drenagem onde apresentam peptideos derivados do alérgeno as células T e induzem a sua
ativagdo. Varios tipos de células diferentes podem funcionar como APCs, a depender do local
de encontro com o alérgeno. Por exemplo, macréfagos, células B ativadas e células
dendriticas podem ser as APCs no trato respiratdrio, enquanto que células de Langerhans sao
as APCs mais importantes na pele. (RINDSJO, 2010)

ApoOs contato com as APCs, os linfocitos T Helper naive (TH naive) irdo se polarizar
em maior ou menor grau para um fenotipo THI, TH2, TH17, TH22, TH9 ou Tregs, a
depender de vérios fatores como condi¢des do local de apresentacdo do alérgeno, tipo de
APCs, millieu de citocinas, tipo de antigeno, bem como tempo e dose da exposi¢dao
(NEWCOMB, 2013; SCHMITT, 2015). Para as doengas alérgicas IgE mediadas, ¢
classicamente descrito que as células TH naive irdo se polarizar em maior grau para um
fenotipo TH2, que produzird as interleucinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13.
(PAWANKAR, 2015)

O ambiente de citocinas no linfonodo de drenagem também influencia a comutagdo
para os diferentes padroes TH. Se IL-4 e IL-13 estdo disponiveis neste ambiente, uma fragao
substancial das células B ird se transformar em plasmocitos produtores de IgE. Os anticorpos
IgE especificos secretados migram dos ganglios linfaticos e ligam- se aos FceRI expressos na
superficie dos mastdcitos e basofilos. A IgE especifica ligada aos mastocitos nos tecidos €
Unica para o alérgeno em questdo e o encontro subsequente com tal alérgeno iniciara a fase
efetora (BURTON, 2011)

A fase efetora, por sua vez, inicia-se quando um alérgeno se associa com a IgE ligada

ao receptor na superficie de mastocito ou basofilos. Essa ligacdo desencadeia eventos de
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transducdo de sinal e provoca um influxo de ions Ca2 + na célula- alvo, que promove a
desgranulacao e liberacdo de mediadores quimicos pré-formados como a histamina, enzimas
proteoliticas e heparina. Estes mediadores pré-formados dio origem a uma resposta imediata,
geralmente dentro de 20 minutos. Além disso, novos degranuladores dos mediadores lipidicos
sdo neosintetizados tais como leucotrienos, prostaglandinas e citocinas - interleucina 5 (IL-5)
e interleucina 8 (IL-8) - que recrutam outras células inflamatorias como eosinoéfilos,
neutrdfilos e linfocitos para o local da reagdo. O influxo destas células inflamatorias € o
responsavel pela fase tardia da resposta alérgica, que ocorre de 6 a 24 horas apds a exposi¢ao
ao alérgeno. Juntos, esses mecanismos sdao os responsaveis pelos efeitos fisiopatologicos que
caracterizam as reacOes alérgicas, tais como o aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatagdo, prurido, edema, infiltracao celular, contragcdo do musculo liso hiperproducao de

muco. (RINDSJO, 2010)

1.2.7 Possivel Participacao da IgE nas Doen¢as Autoimunes

,

E interessante notar que existem diversas semelhancas entre doengas alérgicas e
autoimunes. Ambas sdo afec¢des cronicas, inflamatorias, desencadeadas pela perda de
tolerancia e sao exemplos de reagdes de hipersensibilidade - na qual ha uma resposta imune
exacerbada a estimulos que deveriam ser considerados in6cuos. A assinatura de citocinas TH2
¢ um perfil descrito em diversas doenc¢as dos dois grupos. (ROSENBLUM, 2015)

Porém, enquanto na alergia a resposta patoldgica ¢ atribuida a IgE, na autoimunidade
ela ¢ classicamente atribuida a formagao de imunocomplexos com autoanticorpos de classe
IgG. Isso ocorre porque a maioria dos estudos classicos de patogénese utilizaram este isotipo
e demonstraram que os imunocomplexos depositados nos tecidos sdo em maioria dessa classe.
(SCHRODER, 2012)

Existem evidéncias de que os niveis de IgE podem estar elevados sempre que existir
desregulagdo imune (LISTON, 2008.). Também foi descoberto que alérgenos ambientais
podem ter estrutura comum com autoantigenos e assim favorecer a formacdo de

autoanticorpos IgE que sdo patogé€nicos e perpetuam doencas atdpicas (autoalergia)
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(HRADETZKY, 2015). Estudos com urticaria cronica, LES e artrite reumatoide também
demonstram a possibilidade de que autoanticorpos IgE produzirem doengas autoimunes.
(SANJUAN, 2016). Porém, ha bastante controvérsia se existe aumento da prevaléncia de
doengas alérgicas em pacientes com doengas autoimunes e vice-versa. (DE LUCENA, 2013;
SKAABY, 2015) E possivel que estes dois grupos de doengas sejam facetas diferentes de um
mesmo podlo de desregulacdo imune, no qual a polarizagdo do perfil TH2 possa ser fator
preponderante. Independente disso, ¢ um fato que essas duas doengas participam de uma
complexa relacao que ainda permanece pouco estudada.

O estudo mais antigo (PubMed, em agosto 2017) sobre o possivel papel da IgE em
doencas autoimunes data de 1972, seis anos apds o relato da descoberta da IgE, quando
Marcolongo descreveu como “normal” a presenca de IgE total em pacientes com artrite
reumatoide comparados a controles saudaveis. (MARCOLONGO, 1972) Anos mais tarde, a
presenga de autoanticorpos IgE foi detectada em pacientes com artrite reumatoide e LES
(PERMIN, 1978). Poucos estudos relevantes foram publicados até a década de 2010, quando
dezenas de estudos clinicos e experimentais alertaram sobre o potencial papel patologico da
IgE autorreativa nas doengas autoimunes. Certamente os avangos nos métodos de detecgao foi
um dos motivos que permitiu que esse isotipo fosse melhor estudado.

Atualmente ha relatos de que sua presenca ¢ mais frequente que anteriormente
suspeitado e que deve ter um papel ativo nos mecanismos fisiopatoldégicos em diversas
doengas autoimunes, como artrite reumatdide, LES, pénfigo bolhoso, urticaria cronica, uveite,

esclerose multiplas e esclerose sistémica. (SANJUAN, 2016)

1.2.8 Utilizacao da Nefrite Lupica como Modelo de Estudo

O LES ¢ considerado um paradigma de doengas autoimunes. (BOSCH, 2011) Apesar
de ser classicamente descrito uma doenga de linfocitos B, existe evidéncia suficiente para
considerar como relevante o papel de linfocitos T devido as respostas TH1, TH2, TH17, TH
foliculares e T reguladores (Treg) (VELDHOEN, 2009; LECH, 2013; ANAYA, 2014) Esses

diferentes subtipos de linfocitos TH naive sdo responsaveis por “ajudar excessivamente” 0s
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linfécitos B a produzirem os autoanticorpos, que formarao imunocomplexos que vao causar
lesdo tecidual. (BOSCH, 2011) Os linfocitos Treg - que seriam responsaveis por suprimir a
proliferacao de linfocitos TH - sdo hipofuncionantes no LES (VALENCIA, 2007)

A descoberta de que a imunidade inata também pode participar da patogénese do LES,
introduziu o potencial papel deletério de neutrofilos e monocitos/macréofagos. O
reconhecimento de material genético enddgeno por essas células pode estimular a produgao
de interferon do tipo I - principalmente o interferon-alfa (IFN-a). (KARAGEORGAS, 2011)
Essa citocina € central na resposta imune contra virus e tende a estimular o desenvolvimento
de uma resposta TH1 ou TH17 por linfécitos T (OSHEA, 2000). Esse ¢ um dos mecanismos
que podem explicar a ocorréncia de algumas manifesta¢des clinicas (febre, mialgia, fadiga,
etc) e laboratoriais (linfopenia, neutropenia, trombocitopenia) que pacientes com LES
apresentam. (BIESEN, 2016)

Boa parte do conhecimento sobre patogénese de LES foi desenvolvido a partir de
recortes de modelos murinos de nefrite lipica. (DEAN, 2000; CHAN, 2006). Enquanto o
padrao de glomerulonefrite membranoproliferativa parece se associar a assinatura TH1
(MASUTANI, 2001), o padrao de glomerulonefrite membranosa pode representar uma perfil
de assinatura predominantemente TH2. (BOSCH, 2011) Nos ultimos anos, porém, avangos no
entendimento da patogénese permitiram a concepcao de que diferentes perfis de linfocitos TH
podem se alternar e até coexistir, a depender de fatores genéticos, epigenéticos e gatilhos
ambientais (AKAHOSHI, 1999; TSOKOS, 2016; LIU, 2014; REKVIG, 2014)

Estudos recentemente publicados mostram que € possivel que a rede de IgE seja um
mecanismo preponderante em alguns pacientes com LES, sem que haja relagdo com alergia
ou parasitose (LIPHAUS 2012). Autoanticorpos IgE contra antigenos nucleares sao
patogénicos no LES (CHARLES, 2010) e podem propiciar estimulo para diferentes polos de
resposta TH (CHARLES, 2010; HENAULT, 2015).
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1.3 REDE DE IGE AUTORREATIVA NO NEFRITE LUPICA

1.3.1 Racional Biolégico

Em 2010 Charles et al descreveram um modelo murino de LES em que a participagdo
IgE autorreativa contra antigenos nucleares formava uma alca de feedback positivo, com
reforco do perfil TH2 e amplificagdo importante da producdo de auto-anticorpos IgGl.
(CHARLES, 2010)

Nesse modelo, camundongos geneticamente modificados eram depletados da proteina
Lyn (Lyn -/~), uma tirosina kinase relacionada a tolerancia de linfécitos B. Os camundongos
deficientes de Lyn tendem a ter linfocitos B hiperreativos e, assim, desenvolvem uma
glomerulonefrite proliferativa similar a do LES.

O achado inédito desse trabalho ¢ que, ap6s desenvolvimento da perda da tolerancia
imunologica, autoanticorpos de classe IgE formaram imunocomplexos capazes de ativar
basofilos. Esses basofilos uma vez ativados migraram para orgaos linféides (com consequente
diminuicdo de sua contagem sanguinea), onde estimularam linfécitos T imaturos -
principalmente LT CD4+ - e Linfocitos B. A interacdo com LT CD4+ produziu um forte perfil
de citocinas TH2 (principalmente IL-4), que associado ao estimulo de basofilos nos linfécitos
B por meio de citocina estimuladora de linfocitos B (BAFF) e IL-6, induziu a maturagdo de
plasmocitos e prolongou a sobrevida. Houve aumento da producdo de autoanticorpos,
principalmente isétipos IgG1 e IgE. (CHARLES, 2010)

Com maior producdo de IgE e consequentemente ligacdo ao receptor FceRI nos
basofilos, hd polarizagdo progressiva do perfil TH2 (IL-4, IL-13, etc) e que produz
quantidades cada vez maiores de autoanticorpos IgGl e IgE, com consequente
retroalimentagdo desse mecanismo. (Figura 3) (BOSCH, 2011)

Concluiu-se, entdo, que ¢ possivel que a ativagdo da rede de IgE autorreativa no LES
ocasione um booster na producdo de autoanticorpos, principalmente de subclasse IgG1 e de
IgE, o que pode fazer com que mais imunocomplexos se depositassem nos tecidos,

justificando maior probabilidade de lesdo renal e atividade de doenca. (DAVIDSON, 2010)
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Figura 3 — Modelo da participagdo de IgE autorreativa na nefrite lupica
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Fonte: adaptado de (BOSCH, 2011)

Um outro mecanismo proposto de participacdo da rede de IgE autorreativa no LES
parece ser independente da resposta TH2 e inclui o aumento da produgdo de IFN-a por
monocitos e células dendriticas plasmocitoides (pDC). Essas ultimas s3o as principais
produtoras de IFN tipo I e podem participar da proliferacdo e amadurecimento de linfécitos B,
bem como prolongar sua sobrevivéncia (pela producao de IL-6 ¢ IFN). (JEGO, 2003)

Henault ef al. foram os primeiros a demonstrar que a utilizagdo de um bloqueador de
anticorpos IgE reduz os niveis de secre¢do de IFN-o por mondcitos incubados em soro de
pacientes que tinham anti-DNA IgE. De maneira oposta, a infusdo de um anticorpo anti-DNA
IgE sintético induziu a formag¢do de imunocomplexos que produziam grandes quantidades de
IFN-a das pDCs, potencialmente causando lesdo renal. (HENAULT, 2015)

Esse efeito pode ser explicado pela atividade sinérgica na ativagao de pDC quando ha
presenga combinada de imunocomplexos IgG e IgE. A alta afinidade da IgE pelo seu receptor
especifico (FceRI) pode fazer com que as pDCs diminuam o seu gatilho de ativagdo do

receptor x da IgG, permitindo ativagdo com quantidades menores de autoanticorpos IgG

(Figura 4).
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Figura 4 — Acéo sinérgica de imunocomplexos IgG e IgE na producéo de IFN-a
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Fonte: (HENAULT, 2015)

Legenda — Diagramas demonstram relacdo sinérgica de anti-DNA IgG e IgE
na producao de IFN-a por células dendriticas

Adicionalmente, um terceiro mecanismo ainda pouco conhecido indica a possibilidade
de imunocomplexos IgE se depositarem diretamente no parénquima renal (in situ) € ocasionar
inflamacao independente da presenca de IgG. (MCPHAUL, 1974). Depésitos de IgE ja foram

demonstrados em pacientes com nefrite lapica. (TUMA, 1981)

1.3.2 Autoanticorpos IgE em Pacientes com LES

Além de modelos animais, autoanticorpos IgE também foram detectados pelo FAN em
estudos clinicos primeiramente em 1978. Descrito como prevalente em metade dos pacientes
com LES, habitualmente os autoanticorpos sdo detectados nesses estudos pelo método
ELISA, mas estudos com imunofluorescéncia indireta (IFT) também ja foram demonstrados.
(ATTA 2010)

Anticorpos IgE contra antigenos nucleares especificos também sdao descritos como
presentes em 61% dos pacientes (DEMA, 2014A), com correlagdo com atividade de doenga.
Os principais alvos moleculares sdo proteinas nucleares, como por exemplo DNA de dupla
hélice (anti-DNA), proteina Smith, SSA/Ro e SSB/La. Inclusive, ja foram identificadas trés
novas proteinas nucleares que nunca haviam sido antes descritas para outros isotipos: a APEX
nuclease 1 (APEX), glicosilase N-metilpurina DNA (MPG) e o dominio CAP-GLY containing
linker protein family member 4 (CLIP4). (DEMA, 2014A). Autoanticorpos IgE podem ser
biomarcadores de lesdo renal aguda e atividade de doenca com especificidade melhor que

autoanticorpos IgG. (DEMA, 2014B)
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1.3.3 Necessidade de mais Estudos Clinicos

Apesar da existéncia de estudos clinicos sobre IgE autorreativa no LES, ainda ¢é
preciso maior esclarecimento quanto a real utilidade clinica, inclusive como biomarcador. A
simples presenca do autoanticorpo ou até mesmo a associagdo com atividade de doenca pode
ndo ser relevante, caso ndo seja estabelecido qual a vantagem de tais autoanticorpos em
relacdo ao arsenal diagnostico ja disponivel.

Também ¢ interessante a reprodutibilidade desses achados em pacientes com contexto
clinico diverso. Estudos de mundo real possuem a vantagem de utilizar cenarios clinicos

similares ao encontrado na maioria dos servigos clinicos.

1.5 JUSTIFICATIVA

Portanto, aprofundar o conhecimento sobre a rede de IgE além de doengas alérgicas
pode auxiliar no entendimento de mecanismos patologicos (endotipos) e no processo de
personalizacdo do tratamento no LES. Componentes desse sistema podem ser utilizados como
biomarcadores e auxiliar a identificar fen6tipos que podem se beneficiar de um tratamento de

precisdo, otimizado, com menor risco de efeitos colaterais e maior probabilidade de resposta.

1.4 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral:

- Verificar a positividade de componentes da rede de IgE autorreativa em pacientes com

nefrite lupica, em um contexto de mundo real
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1.5.2 Objetivos Especificos:

- Verificar se ha diferencgas entre IgE total, sensibilizagdo para aeroalérgenos (BT e DP) e
doengas atdpicas, em pacientes com nefrite lapica e saudaveis;

- Verificar a frequéncia de positividade de FAN IgE e ANTI-DNA IgE em pacientes com
nefrite lipica e saudaveis;

- Verificar se ha associacdo entre atividade do LES e IgE total, FAN IgE e anti-DNA IgE
positivos, em pacientes atopicos € nao-atopicos.

- Comparar o perfil clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do
FAN IgG e FAN IgE;

- Comparar o perfil clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do

anti-DNA IgG e anti-DNA IgE.

1.6 HIPOTESE

A rede de IgE autorreativa é presente na nefrite lapica independente da resposta
alérgica e pode ajudar a identificar endodtipos e fendtipos especificos em pacientes com nefrite
lupica:

- Nao ha diferengas entre IgE total, sensibilizacdo para aeroalérgenos (BT e DP) e
doengas atdpicas, em pacientes com nefrite lupica e saudaveis;

- Pacientes com nefrite lupica t€ém frequéncia mais elevada de IgE autorreativa que a
populacdo em geral;

- A rede de IgE autorreativa associa-se com atividade de doenga, independente da
presenca de atopia;

- Pacientes com FAN IgE positivo s3o pacientes com mais gravidade, lesao renal ativa,
e atividade de doenga;

- Pacientes com anti-DNA IgE positivo sdo pacientes com mais gravidade, lesdo renal

ativa, e atividade de doenga.
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2. CAPITULO II - METODOS

2.1 DELINEAMENTO DE ESTUDO

Estudo clinico, transversal, analitico, de carater exploratério, com amostra por
conveniéncia composta por em 78 pacientes com nefrite Iupica e 40 controles saudaveis,

pareados para idade, sexo, raca e escolaridade.

2.2 LOCAL E PERIODO DA PESQUISA

Os pacientes com nefrite lipica foram recrutados no ambulatério de nefrite do servigo
de Nefrologia e no ambulatério de Iupus do servico de Reumatologia, ambos no Hospital das
Clinicas - UFPE, entre junho e dezembro de 2016.

Os controles eram pessoas saudaveis. A maior parte composta de genitores recrutados
por amostra de conveniéncia do ambulatério de puericultura do servico de Pediatra do

Hospital das Clinicas-UFPE entre dezembro de 2016 e abril de 2017.

2.3 POPULACAO EM ESTUDO - AMOSTRA

2.3.1 Populacio alvo

Paciente portadores de lipus eritematoso sistémico (LES) com Nefrite, que preencham
critéerios de classificagio do American College Rheumatology (ACR) de 1997/1980,

recrutados do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.
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2.3.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com LES, portadores de nefrite lipica, com ou sem
atividade de doenga, na faixa etéaria entre 18 e 65 anos. Os pacientes deveriam ter diagndstico
de nefrite lupica (de acordo com critérios do ACR) firmado por especialista e registrado em
prontuario, preferencialmente confirmado por estudo histopatolégico de bidpsia renal.
Adicionalmente, foram recrutados participantes saudaveis com caracteristicas demograficas

semelhantes para compor o grupo controle.

2.3.3 Critérios de Exclusio

Foram excluidos os pacientes portadores de neoplasias; pacientes que possuiam outra
doenca auto-imune além do LES (exceto sindrome do anticorpo antifosfolipide); pacientes
com causas diversas (além do LES) de sindrome nefritica/nefrotica; em didlise ou transplante
renal; em uso de antibidticos ou com intercorréncias infecciosas; e pacientes sem diagnosticos

definidos.

2.4 CALCULO E PROCESSO DE AMOSTRAGEM

A mostra foi estimada a partir de estudos clinicos que demonstraram que o FAN IgE e
anti-DNA IgE sdo prevalente em 81% (ATTA, 2004) e 40,3% (DEMA, 2014) pacientes com
LES. Dessa maneira, considerando um alfa de 5%, um beta de 20%, estimamos que uma
amostra com um minimo de 75 pacientes com nefrite lipica e 40 controles saudaveis devesse
trazer resultados significativos para demonstrar que a rede de IgE possui participacdo e

importancia em um parcela dos pacientes com LES e nefrite lupica.
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Os participantes foram selecionados por amostra de conveniéncia, de acordo com a
demanda espontanea, exceto por vinte pacientes cujos dados e exames foram compartilhados

a partir de banco de soro.

2.5 DEFINICAO DE TERMOS E VARIAVEIS

2.5.1 Variaveis Demograficas

- Idade: Variavel discreta. Descrita em anos.

- Sexo: Varidvel nominal. Masculino ou Feminino.

- Etnia: Variavel categorica. Branca, negra, parda, amarela ou nao sabe/nao quer informar.
- Peso: Varidvel continua, em quilos (Kg).

- Altura: Variavel continua, em metros.

2.5.2 Definicoes de Termos e Variaveis para avaliacdo do Lupus Eritematoso Sistémico

- Tempo de doenca: varidvel discreta. Descrita em anos, a partir do ano de diagnostico
clinico firmado por especialista.

- Lupus Eritematoso Sistémico: Definido pela presenga de 24 dos 11 critérios do American
College Rheumatology (HOCHBERG, 1997)

- Atividade de doenca: Dicotomica, a partir de escore clinico-laboratorial validado:
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000 (SLEDAI 2K). Positivo se 2 6
(GLADMAN, 2002).

- Nefrite Lupica: Presenca de diagnostico firmado por especialista com paciente com

acompanhamento clinico, preferencialmente confirmado por biopsia.
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- Nefrite Lupica Ativa ou Doenca Renal Ativa: definida pela presenga de proteinuria 24h
500 mg/dia (ou estimado pela relagdo albumina/creatinina urinaria 2500mg/g) associado a
sedimento ativo na urina: hematuria, piuria e/ou cilindros. Considerou-se Hematuria: > 5
heméaceas por campo; Pitria: > 5 leucécitos por campo; Cilindros: presenga de cilindros
hematicos ou granulares.

- Bidpsia renal: variavel categorica. Classificada de acordo com a classificagdo da
International Society of Nefrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS). A énfase serd para
a nefrite membranoproliferativa (classe IV) e membranosa (classe V), pois estdo
relacionadas a polarizacdo TH1 e TH2, respectivamente. (AKAHOSHI, 1999)

- Uso de medicamentos: medicamento(s) € a dose mais recente que o paciente utilizou no
momento da coleta dos dados do estudo. Foram desconsiderados medicamentos prescritos

e ndo utilizados pelos pacientes. As defini¢des de medicagdes sdo detalhadas no quadro 1.

Quadro 1 — Medicamentos, tipos de variaveis e unidades pelos pacientes com nefrite lupica

recrutados entre junho-dezembro 2016 no Hospital das Clinicas - UFPE

Medicamento Tipo de Variavel Unidade
Prednisona (PDN) Continua mg/dia
Hidroxicloroquina (HCQ) Continua mg/dia
Ciclofosfamida (CYC) Dicotomica: SIM = Uso esquema |-

para inducao
Indugdo de Micofenolato de Mofetil ~ [Dicotémica: SIM = doses 23g/ |-

(MMF) dia

Manuteng¢ao de Micofenolato de Dicotomica; doses <2g/dia -

Mofetil (MMF)

Azatioprina (AZA) Dicotomica -

Metotrexate (MTX) Dicotomica -

Colecalciferol Dicotdmica: Positiva se dose -
média diaria >400 Ul

Uso de inibidor da enzima conversora |Dicotomica. Positiva se presenga
da angiotensina (IECA) ou bloqueador |de uso de captopril, enalapril,

do receptor de angiotensina (BRA) valsartana ou outra medicacao
destas classes.
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- Dosagem sérica de exames laboratoriais: os valores de referéncia foram considerados

conforme orientacdes técnicas dos equipamentos utilizados, listadas no quadro 2.

Quadro 2 - Exames utilizados para avaliagdo de caracteristicas laboratoriais em pacientes

com nefrite lapica, recrutados entre junho-dezembro 2016

Exame Variavel | Equipamento/KIT Valor de
Referéncia
Hemoglobina Continua |Pentra 120 g/L
Leucécitos Discreta |Pentra 120 nx 10°L
Contagem de basofilos no Discreta [Pentra 120 0,01-0,06x%
sangue periférico 10%/L
Contagem de eosinofilos no Discreta |Pentra 120 40-700 x 10%
sangue periférico L.
Contagem de monocitos no Discreta |Pentra 120 160-1200 %
sangue periférico 10%/L.
Plaquetas Discreta |Pentra 120 nx 10°L
Nivel de C3 Continua [Imunoturbidimétrico - Cobas z90
6000
Nivel de C4 Continua |Imunoturbidimétrico - Cobas z10
6000
Proteina C Reativa (PCR) Continua [Imunoturbidimétrico - Cobas < 5,0 mg/L.
6000
Velocidade de Discreta [Fotometria por Capilaridade <40 mm/H
Hemossedimentacao
Bilirrubina Total Continua |Automagao mg/dL
Creatinina Sérica Continua |Automagao mg/dL
Ureia Sérica Continua |Automagado mg/dL
Proteintria de 24h Continua |Automagao mg/24h
Relagdo Albumina/Creatinina  [Continua |[Automacao mg/g
Urindria:
Hematuria Discreta [Automacao Hemaécias por
campo
Pidria Discreta [Automacao Leucocitos por
campo
Cilindros urinarios Discreta [Automagao Presenca ou

Auséncia de
cilindros
hematicos ou
granular.
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2.5.3 Variaveis especificas para avaliacio da rede de IgE nos pacientes com nefrite lipica

€ no grupo comparativo

- IgE total: variavel continua, em IU/mL e em escala logaritimica. Alternativamente variavel
categorica, com ponto de corte > 100, por ser academicamente considerado o ponto de
corte mais utilizado na pratica clinica (CHANG, 2015)

- IgE especifica para Blomia tropicalis: variavel continua. em kUI/mL. Alternativamente
dicotdmica, de acordo com pontos de corte. Para analise preliminar utilizamos trés pontos

de corte >0,1, 20,35, e 20,70. Apds avaliagdo, optamos por utilizar o ponto de corte de

20,35 kUI/L, que ¢ o mais adequado para nossa amostra, que também ¢ o mais utilizado na
pratica clinica e recomendado pelo fabricante. (CIPRANDI, 2014; PHADIA, 2017)

- IgE especifica para Dermatophagoides pteronissinus: variavel continua. em kUI/mL.
Alternativamente dicotomica, de acordo com pontos de corte. Para analise preliminar
utilizamos trés pontos de corte >0,1, 20,35, e 20,70 . Apds avaliacdo, optamos por utilizar
o ponto de corte de 20,35 kUI/L, que ¢ o mais adequado para nossa amostra, que também ¢
o mais utilizado na pratica clinica e recomendado pelo fabricante. (CIPRANDI, 2014;
PHADIA, 2017)

- Sensibilizacido (para aeroalérgenos): Dicotomica; positiva se presenca de valores acima
acima de 20,35 para B. tropicalis e/ou D. pteronissinus.

- Atopia ou Atopia Clinica: varidvel dicotdomica. Presenca de sensibilizacdo positiva para
D. pteronissinus e/ou B. tropicalis (20,35 kUI/L) com presenca atual ou passada de
sintomas de Asma, Rinite ou Dermatite Atopica.

- Passado de Sintomas de Asma: variavel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item
28.1 do protocolo de pesquisa.

- Passado de Sintomas de Rinite: variavel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item
29.1 do protocolo de pesquisa.

- Passado de Sintomas de Dermatite Atépica: variavel dicotomica. Positiva se resposta
SIM no item 30.1 do protocolo de pesquisa.

- Passado de Sintomas de Urticaria: variavel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item

31.1 do protocolo de pesquisa.
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- Sintomas Atuais de Asma: varidvel dicotdomica. Positiva se resposta SIM no item 28.2 do
protocolo de pesquisa.

- Sintomas Atuais de Rinite: variavel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item 29.2 do
protocolo de pesquisa.

- Sintomas Atuais de Dermatite: varidvel dicotdomica. Positiva se resposta SIM no item
30.2 do protocolo de pesquisa.

- Diagnostico de Asma: varidvel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item 28.6 do
protocolo de pesquisa.

- Diagnostico de Rinite: varidvel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item 29.5 do
protocolo de pesquisa.

- Diagnostico de Dermatite Atépica: variavel dicotomica. Positiva se resposta SIM no item
30.6 ou 32.8 do protocolo de pesquisa.

= Histérico Familiar de Doencas Autoimunes: variavel dicotomica. Positiva se resposta
SIM ao item 33.1.

- Historico Familiar de Doencas Alérgicas: variavel dicotomica. Positiva se resposta SIM

ao item 33.2.

2.5.4 Variaveis séricas para avaliacdo de autoanticorpos nos pacientes com nefrite lipica

e no grupo comparativo:

- FAN IgE: variavel discreta. Em dilui¢des: 1/160; 1/320; 1/640. Alternativamente, variavel
dicotomica, positiva quando >1/160.

- FAN IgG: Varidvel discreta. varidvel discreta. Em diluigdes: <1/160; 1/160; 1/320; 1/640;
1/1280; 1/2560; 1/5000. Alternativamente, variavel dicotdmica, positiva quando >1/160.

- Anti-DNA dupla-hélice IgE: varidvel discreta. Em dilui¢des: <1/10; 1/10; 1/20; 1/40.
Alternativamente, varidvel dicotomica, positiva quando >1/10.

- Anti-DNA dupla-hélice IgG: Em dilui¢des: <1/10; 1/10; 1/20; 1/40; 1/80.

Alternativamente, variavel dicotdmica, positiva quando >1/10.
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2.5.5 Etapas e Métodos de coleta dos dados

- Abordagem com explicacdo sobre a pesquisa clinica, aspectos éticos e apos concordancia e
esclarecimento de davidas, assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

- Coleta da histoéria clinica e dados clinicos, com preenchimento de protocolo de pesquisa.

- Avaliagdo de atividade da doenga através do SLEDAI 2K.

- Coleta de aproximadamente 20mL de sangue, que foi enviado para andlise em laboratorio
ou armazenado em freezer a -30°C para dosagem posterior em laboratorio especializado.

- A amostra de sangue e urina foi coletada por profissional técnico em coleta contratado
exclusivamente para a pesquisa.

- Anédlise da proteinuria de 24h solicitada pelo médico assistente e trazida pelo paciente. Na
auséncia desta ou quando considerada ma coletada (volume urinario baixo), foi coletado
amostra espontdnea de aproximadamente 20 mL de urina, com andlise imediata ou
refrigeragdo em geladeira para analise em <12h.

- Anédlise dos exames laboratoriais solicitados para a pesquisa, segundo normas técnicas
especificas para o respectivo exame.

- Resgate dos exames e digitagcdo em dupla entrada em planilha.

2.5.6 Defini¢ao dos recursos humanos

A coleta de dados foi realizada pelo pesquisador principal. Em parte dos pacientes foi
auxiliado por estudante do 5o ano da graduacdo de medicina, bolsista de um programa de
iniciacdo cientifica, supervisionado em mesma sala pelo pesquisador.

2.5.7 Instrumentos de medida e sua confiabilidade - afericoes
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- Esfignomandmetros Tycos certificado pelo inmetro.

Balanca Filizola certificada pelo inmetro.

Hemograma: Pentra 120 calibrada.

Microscopio de Imunofluorescéncia Eurostar III plus.

Avaliagao da Atividade de doenga: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
2000 (SLEDAI 2K) ¢ um instrumento de avaliacdo de atividade de doenca validado
(GLADMAN, 2002) e utilizado em diversos estudos para avaliar atividade do LES (vide
instrumento nos anexos). E uma modificacdo do SLEDAI original (BOMBARDIER, 1992)
considerada mais pratica e que permite considerar atividade de doenga persistente em
relacdo ao rash, alopécia, ulceras orais e proteinuria. Apesar de existiriam variagdo quanto
ao ponto de corte em relacdo a atividade de doenga, utilizamos aleatoriamente o ponto de
corte (26) que ¢ considerado como clinicamente importante e que afeta a decisdo de iniciar/
modificar tratamento em >50% dos casos (MIKDASHI, 2015).

- Questionario Asma/Rinite/Dermatite: As perguntas foram adaptadas do questionario
ISAAC validado para a lingua portuguesa. (SOLE, 1998; VANNA, 2001; YAMADA,
2002), que foi utilizado no estudo que determinou a prevaléncia de asma, rinite ¢ dermatite

atopica em criangas brasileiras. (SOLE, 2010)

2.5.8 Padronizacio das técnicas

- Os dados foram coletados através de questiondrio especifico para pesquisa e do SLEDAI
2K, coletados de forma padronizada.

- Mensuracao das variaveis clinicas seguiu padrdes técnicos estabelecidos.

- As amostras de sangue e urina foram coletadas por técnico em coleta laboratorial.

- As dosagens especificas em soro e urina foram realizadas de acordo com o manual do
fabricante, em laboratérios de referéncia: Laboratério de Analise Clinica do Hospital das
Clinicas da UFPE e Laboratério Marcelo Magalhdes ambos certificados em qualidade e
utilizados clinicamente no mundo real para atendimento de pacientes. Os analistas nos

respectivos laboratdrios nao tinham conhecimento a que grupo o soro pertencia.
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2.5.8.1 Técnica empregada para deteccdo de autoanticorpos

- FAN IgG: Método: Imunofluorescéncia indireta em células Hep2.

- Anti-DNA dupla hélice IgG: Método: Imunofluorescéncia indireta em chritidia.

- FAN IgE: Imunofluorescéncia indireta em células Hep2. Utilizamos as laminas NOVA
Lite® HEp-2 ANA Kit with DAPI INOVA, diluindo inicialmente os soros a 1/160.
O conjugado marcado com fluoresceina foi da marca INVITROGEN ref A18800 — goat
Anti-Human IgE (épsilon chain) Antibody, fluorescein (FITC) conjugate, cross
absorbed titulado para 1/320 com azul de evans — conforme técnica descrita no kit do
fabricante.

- Anti-DNA dupla hélice IgE: Imunofluorescéncia indireta em chritidia. Utilizamos as
laminas do KIT NOVA Lite® dsDNA Crithidia luciliae Kits/Substrate Slides INOVA,
diluindo inicialmente os soros a 1/10. O conjugado marcado com fluoresceina da
marca INVITROGEN ref A18800 — goat Anti-Human IgE (épsilon chain) Antibody,
fluorescein (FITC) conjugate, cross absorbed titulado para 1/160 com azul de evans —

conforme técnica descrita no kit do fabricante.

Na técnica de imunofluorescéncia indireta, as amostras sdo incubadas com substrato
de antigeno e os anticorpos sem reagdo sdo desprezados durante a lavagem. O substrato ¢
incubado com conjugado marcado de fluoresceina especifico e, em seguida, o reagente nao
ligado ¢ lavado. Quando visto através de um microscopio de fluorescéncia, as amostras
positivas de autoanticorpos exibem uma florescéncia azulada correspondente as areas da
célula ou dos nucleos onde o autoanticorpo estava ligado.

Foram seguidos os seguintes passos para leitura:

1. Preparacdo das Laminas: As laminas foram removidas da saqueta ap0s atingir temperatura
ambiente. Apds marcacdo com lapis, foram colocadas em camara imida. Uma gota (20-25
pL) do controle positivo e negativo nao diluido foi adicionada aos pocos 1 e 2,
respectivamente. Entdo, 1 gota (20-25 pL) da amostra do paciente foi diluida aos pocos

remanescentes.
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2. Incubag¢do da Lamina: A lamina foi incubada durante 30 +£5 minutos numa camara umida
(uma toalha de papel umedecida colocada numa base plana de um recipiente de pléastico ou de
vidro fechado).

3. Lavagem de Laminas: Apds a incubagdo, uma pipeta foi utilizada para lavar suavemente o
soro com o tampao PBS II diluido. Orientado a lamina e o fluxo do tampao PBS II. As
laminas foram colocadas na tina de lavagem com PBS II diluido durante mais 5 minutos e
entdo foram colocadas em um frasco de Coplin do amortecedor diluido de PBS II por até 5
minutos.

4. Adi¢ao de Conjugado Fluorescente: O excedente do tampao PBS II foi retirado e a lamina
novamente colocada na camara imida e cada poco coberto imediatamente com uma gota de
conjugado fluorescente. As ldminas foram incubadas durante mais 30 £5 minutos.

5. Nova Lavagem de Laminas: idéntico ao passo 3.

6. Laminula: Colocamos uma lamela numa toalha de papel. b. Realizamos um meio de
montagem numa linha continua na extremidade da lamela. c. Retiramos o excesso de tampao
PBS II e colocamos a extremidade inferior da lamina na extremidade da lamela, deslizando a
lamina suavemente no sentido da lamela de tal modo que o meio de montagem flua para a
extremidade superior da ldmina sem a formacao de bolhas de ar ou artefactos.

7. Leitura no microscopio de Imunofluorescéncia Eurostar III plus, por dois profissionais

treinados.

2.5.9 Plano De Tabulacio E Analise De Dados

Planilhas: As informagdes coletadas foram tabuladas em dois bancos de dados (dupla
entrada) para identificar eventuais inconsisténcias no processo de digitagdo, utilizando-se o
programa Pages para OSX.

Formas de Entrada de Dados: Os dados foram digitados em dupla-entrada, por dois

pesquisadores de maneira independente.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise de dados utilizou-se o SPSS versao 20 (2011), onde com base numa
amostra de 78 pacientes com Nefrite e 40 pacientes considerados como controle, inicialmente
realizou-se uma caracterizagdo da amostra, onde as variaveis qualitativas foram estudadas
com base nas frequéncias absolutas e percentuais. Para as varidveis quantitativas, realizou-se
um estudo da mediana, minimo e maximo a fim de entender o comportamento da amostra em
questao. Além disto, analisou-se também a caracterizagdo clinica dos pacientes.

Com o objetivo de verificar possiveis associacdes entre as variaveis qualitativas,
construiu-se tabelas de contingéncia para estudo das frequéncias absolutas e percentuais, além
da aplicagdo dos testes Qui-quadrado de Independéncia ou Teste Exato de Fisher. Ambos os
testes avaliam a hipdtese de que o par de variaveis qualitativas (ex: Etnia vs Grupo) sao
independentes (p-valo>0,05) contra a hipotese alternativa de que ndo sdo independentes (p-
valor>0,05). Em alguns casos onde suposicdes tedricas foram violadas, a Corregdo de Yates
foi aplicada ao teste Qui-quadrado de Independéncia.

Para a comparagdo das varidveis quantitativas entre os grupos Nefrite e Saudaveis,
apos avaliacdo da distribuicdo da normalidade dos dados, aplicou-se o teste U de Mann-
Whitney testando a hipdtese nula de que a distribuigdo dos valores da varidvel numérica em
questdo ndo diferia significativamente entre os grupos (p-valor>0,05) contra a hipdtese
alternativa de que os dois grupos apresentaram diferencgas significativas (p-valor) nos valores

da tal variavel. Para todos os testes estatisticos utilizou-se do nivel de 5% de significancia.

2.7 ORCAMENTO-FINANCIAMENTO

O custo da pesquisa foi financiado pelos proprios autores, sem financiamento das
agéncias de fomento em pesquisa.
Houve bolsa de mestrado da CAPES durante 12 meses para o pesquisador principal e

de pesquisador do CNPQ para o orientador do estudo.
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2.8 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os aspectos €ticos relativos a pesquisa com sujeitos humanos foram respeitados,
conforme a Resolucao N°. 466 de 10 de 2012 Conselho Nacional de Satde / MS.

A todos os pacientes foram explicados os objetivos da dissertagdo e sua
operacionalizacdo, com assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O modelo
de TCLE para maiores de 18 anos ou emancipados esta disponibilizado nos anexos.

O projeto (CAAE 50456315.8.0000.5208) foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa pelo parecer de numero 1.331.033. O parecer encontra-se disponivel na integra nos

ancxos.

2.9 LIMITACOES METODOLOGICAS DO ESTUDO

Como limitacdo metodoldgica principal destaca-se a falta de padronizagdo dos testes
para identificagdo de autoanticorpos IgE, bem como de seus valores de referéncia. A
utilizacdo de um grupo controle sem doengas autoimunes ¢ uma tentativa de minimizar esse
tipo de erro.

Adicionalmente, a sele¢@o de pacientes do sistema Unico de satde (SUS) tende refletir
a realidade de uma populagdo com menor poder econdmico e socialmente desfavorecida. E
preciso considerar que esses pacientes muitas vezes sdo referenciados tardiamente e que
durante o periodo da coleta dos dados houve irregularidade na dispensagdo do medicamento
micofenolato de mofetil pela farmacia do estado em alguns pacientes, o que pode ter
favorecido o uso irregular desse tratamento e consequente reativagdo da doenca. Para
minimizar a influéncia desse erro, apenas consideramos as medica¢des conforme foram
utilizadas pelos pacientes (e nao conforme prescricao médica).

Outras limitagdes metodoldgicas incluem o recrutamento de pacientes diferentes
estagios de doenga e com diferentes formas de tratamento; a auséncia a contagem de basofilos
por citometria de fluxo e do teste de liberacdo de basofilos; auséncia de dosagem de citocinas,

etc - por limitacao de recursos.
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3.2 RESUMO

INTRODUCAO: Lipus eritematoso sistémico (LES) é uma afec¢iio autoimune complexa do
ponto de vista fisiopatoldgico, com ampla gama de manifestagdes clinicas e de respostas ao
tratamento. H4 um numero razoavel de pacientes que experimentam graves efeitos colaterais
do tratamento imunossupressor indistinto e - por isso - ¢ intensa a busca por biomarcadores e
tratamentos mais especificos. O sistema de imunoglobulina E (IgE) € bastante conhecido pelo
papel nas doencas alérgicas. A presenga de anticorpos IgE autorreativos em pacientes com
LES indica uma acao potencial dessa isotipo em doencas autoimunes. No entanto, a utilidade
clinica de mensurar esses autoanticorpos ainda necessita maiores esclarecimentos.
OBJETIVOS: Verificar a utilidade clinica de se avaliar alguns componentes do sistema de
IgE em pacientes com nefrite lipica, a partir de objetivos especificos: verificar se hé diferenca
entre IgE total, sensibiliza¢do para aeroalérgenos e doengas atdpicas em pacientes com nefrite
lupica e controles; verificar a frequéncia de positividade de FAN IgE e anti-DNA IgE em
pacientes com nefrite lipica e controles; verificar se ha associagdo entre atividade do LES e
IgE total, FAN IgE e anti-DNA IgE, em pacientes atopicos e ndo-atdpicos; comparar o perfil
clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do FAN IgG e FAN IgE;
comparar o perfil clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do anti-
DNA IgG e anti-DNA IgE.

METODOS: Estudo observacional, analitico, transversal, com grupo controle comparativo,
composto por 78 pacientes com nefrite lupica coletados por amostra de conveniéncia e 40
adultos saudaveis pareados para idade, sexo, etnia e escolaridade, em um hospital
universitario de Recife-PE, de Junho de 2016 a Abril de 2017.

RESULTADOS: Nao houve aumento da sensibilizacdo ou de prevaléncia de doengas atopicas
em pacientes com nefrite lupica, quando comparados com o grupo controle. A presenca de
FAN IgE (47,9%; p=0,006) e anti-DNA IgE (10,3%; p=0,08) parece ser maior em pacientes
com nefrite lupica. Apenas o anti-DNA IgE se relacionou com atividade de doenca de forma
independente de alergias e sensibilizagao (p=0,012). Identificamos um subgrupo de pacientes
em que a IgE autorreativa pode causar maior atividade de doenca e doenca renal ativa, de

maneira independente de autoanticorpos IgG.
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CONCLUSAOQO: Em pacientes com nefrite lipica, a participacio de parte do sistema de IgE
pode ser demonstrada pela presenga de IgE autorreativa. No entanto, essa ativagdo pode ser
incompleta ou desviada, uma vez que ndo parece haver aumento de IgE total, sensibiliza¢ao
ou doengas atOpicas nesses pacientes. O anti-DNA IgE se associou com atividade de doenca
aferida pelo SLEDAI 2K. A presenca isolada de IgE autorreativa pode sugerir a presenga de

nefrite lupica mais grave.

Palavras-Chave: Imunoglobulina E. Lupus Eritematoso Sistémico. Nefrite Lupica.
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3.3 ABSTRACT

INTRODUCTION: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoimmune disorder
from the physiopathological point of view. Its clinical manifestations and treatment outcomes
can vary widely. There is a considerable number of patients that experience severe adverse
effects from indistinct immunosupression and, therefore, search for more precise biomarkers
and treatments is intense. The immunoglobulin E (IgE) system is widely known for its role in
allergy. The discovery of autoreactive IgE in SLE patients indicates a potential role for this
isotype in autoimmune diseases. But, its clinical role still needs clarification.

OBJECTIVES: To verify the clinical relevance of evaluating parts of the IgE system in
patients with lupus nephritis, with regard to: to verify if is there any difference between total
IgE, allergen sensitization and atopic diseases in patients with lupus nephritis and healthy
controls; to verify the frequency of IgE-ANA and IgE-anti-DNA in patients with lupus
nephritis and healthy controls; to verify association between SLE activity and total IgE, IgE-
ANA, anti-DNA-IgE, in atopic and non-atopic patients; to compare clinical and laboratory
characteristics according to ANA phenotype; to compare clinical and laboratory
characteristics according to anti-DNA phenotype.

METHODS: We performed an observational-analytic-transversal study, with 78 lupus
nephritis patients and 40 healthy adults in a university hospital in Recife-PE, from June 2016
to April 2017.

RESULTS: Sensitization, atopy or total IgE levels were similar between groups. Lupus
nephritis patients had more positive IgE-ANA (47,9%; p=0,006) and IgE-anti-DNA (10,3%;
p=0,08) than healthy controls. Only IgE-anti-DNA was associated with disease activity,
regardless of allergy or sensitization. We identified a subgroup of patients in which
autoreactive IgE might contribute to disease activity and renal activity, regardless the presence
of autoreactive IgG.

CONCLUSION: The IgE system can be active in lupus nephritis patients, as demonstrated
by the presence of autoreactive IgE in these patients. However, it might be a partial or shifted

activation, once we could not demonstrate higher total IgE, sensitization or atopic disease in
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these patients. IgE-anti-DNA can be used as a disease activity biomarker. Isolated

autoreactive IgE can be associated with more severe lupus nephritis.

Keywords: Immunoglobulin E. Lupus Erythematosus, Systemic. Lupus Nephritis.
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3.4 INTRODUCAO

O termo doenga autoimune ¢ utilizado para definir um grupo de afec¢des que ocorrem
quando o sistema imune falha no reconhecimento e tolerancia dos componentes do proprio
organismo ¢ passa a agredi-los. Enquanto grupo, ¢é a terceira causa mais prevalente,
acometendo cerca de 5% da populagdo, atrds apenas das neoplasias e doencas
cardiovasculares (RAY 2012).

Uma das principais representantes desse grupo, o Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
¢ mais prevalente em mulheres de idade fértil e acomete cerca de 128 em cada 100 mil.
(SOMERS, 2014) E uma afeccdo cronica, que cursa com com agudizacdes, alta morbidade,
perda de qualidade de vida e elevado custo de tratamento.

E causada por uma complexa relagdo entre fatores genéticos e ambientais que sdo
responsaveis pela perda da tolerdncia imunologica e propagacdo da desregulacdo autoimune.
A ativacdo simultanea ou sequencial de diversas células e setores do sistema imune pode
amplificar diferentes mecanismos patogénicos que ocasionam inflamacao cronica e lesdes em
orgaos alvos. (figura 5) (TSOKOS, 2016).

O principal desses mecanismos patogénicos ¢ a presenca de autoanticorpos contra
antigenos nucleares, que formam imunocomplexos ¢ podem se depositar virtualmente em
qualquer 6rgdos, com ativacao da cascata do complemento, inflamacdo, e consequente lesao
tecidual. (HERRMANN, 2015) Por isso, ¢ possivel uma grande variedade de manifestagdes
clinicas, com lesdes principalmente em pele, articulagdes, sistema hematopoiético e rins.

A nefrite lupica ¢ a principal complicagdo do LES e pode acometer até metade desses
pacientes. E considerada uma manifestagio clinica de mau prognostico pois tende a ocorrer
nos primeiros anos de doenca e pode evoluir até lesdo renal terminal em até 25% nesses
pacientes. (SALGADO, 2012), além de se relacionar com maior mortalidade (XIONG, 2014)

A terapéutica cléssica objetiva supressdo generalizada e indistinta do sistema imune,
sendo o grau e a escolha do imunossupressor determinados de acordo com o 6rgdo acometido,
gravidade, atividade de doenca e desejo de gestagdo. Os pilares do tratamento sao
antimaldricos, glicocorticoides e citotoxicos, e sdo padronizados por consensos internacionais
em linhas de tratamento, que sdo sucedidas apds tentativa e erro. (HAHN, 2012; BERTSIAS
2012)
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Figura 5 — Modelo tedrico de lesdo tecidual do Lupus Eritematoso Sistémico
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Fonte: (TSOKOS, 2016)

Depois de décadas sem atualiza¢do no arsenal terapéutico, em 2011 o FDA aprovou o
Belimumabe, um anticorpo anti-citocina estimuladora de linfocitos B (BAFF) que ¢ indicado
como tratamento complementar a terapia padrdo para pacientes com LES ativo anticorpos
positivos (FAN IgG e/ou anti-DNA IgG), com eficacia que depende dos niveis circulantes de
BAFF. (STOHL, 2012) Esse foi o primeiro representante de uma nova classe  de
medicamentos no LES, denominada terapia bioldgica (ou terapia alvo-molecular), capaz de
agir em vias especificas do sistema imune, para que essa resposta seja modulada de forma a
ficar mais controlada e previsivel.

Outras medicagdes da terapia alvo-molecular para o LES falharam em demonstrar
beneficio em ensaios clinicos. Rituximabe, por exemplo, ¢ um anticorpo monoclonal anti-

CD20 que visa a deplecdo de linfocitos B de memoria. Apesar de inicialmente pequenos
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ensaios clinicos terem demonstrado eficdcia, dois grandes ensaios clinicos multicéntricos
(MERRIL, 2011; FURLE, 2009) falharam em confirma-la. Desde entdo inimeros debates
sobre o desenho, sele¢do de pacientes e validade desses estudos foram suscitados. (THANOU,
2014). Intimeros especialistas utilizam a medicacdo como terapia off-label no tratamento da
nefrite lapica refrataria.

Isso ocorre porque uma das discussdes vigentes questiona se o lipus representa uma
doenga unica com espectro clinico amplo ou se na verdade sdo varias doencas com
mecanismos imunes distintos que compartilham manifestagdes clinicas similares. (AGMON-
LEVIN, 2012) Diante da complexidade da doenca, ¢ bastante provavel que diferentes
mecanismos imunes possam causar manifestagoes clinicas similares (ROSENBLUM, 2015).
E que, por isso, ndo se deve tratar todos os pacientes com nefrite lupica (por exemplo) da
mesma maneira.

Portanto, ¢ razodvel supor que - para que determinada terapia alvo-molecular
demonstre beneficio real - ¢ necessaria a selecao cuidadosa de um subgrupo de pacientes nos
quais o mecanismo proposto para interven¢ao seja preponderante. (ANDERS, 2015) A
utilizacdo de biomarcadores pode auxiliar a estratificar pacientes de acordo com a rede
imunoldgica preponderante (enddtipo) (BANCHEREAU, 2016) e isso pode facilitar o
desenho de ensaios clinicos que comprovem uma resposta terapéutica mais eficiente para a
pratica clinica. (THANOU, 2013) Assim poderemos garantir aos nossos pacientes uma
abordagem mais individualizada, que seja personalizada, preditiva, preventiva e com

participagdo ativa. (ANAYA, 2016)

3.4.1 Autoanticorpos como biomarcadores séricos no LES

Os anticorpos contra fatores anti-nucleares (FAN) sdo um dos mais antigos utilizados
para rastreio de LES. Apesar de poderem estar presente na populacdo saudavel em baixos
titulos, familiares de pacientes com LES que tenham FAN positivo tém maior risco de
desenvolver a doenca (MUNROE, 2017). Outros autoanticorpos também sdo utilizados como
critérios diagnosticos e incluem anti-DNA de dupla hélice (anti-DNA), anti-Smith (Sm) e

anticorpos antifosfolipides. (HOCHBERG, 1997)
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E fundamental que alguns biomarcadores ajudem a diferenciar a inflamagio
ocasionada pelo LES de outras causas como, por exemplo, infec¢gdes. Titulos elevados de
anticorpos anti-DNA podem ser utilizados para predizer especificadamente atividade de
doenca, porém até 40% dos pacientes que reativam a doenga possuem sua dosagem negativa.
(BIESEN, 2016) Anticorpos anti-nucleossomos (anti-Nu) foram propostos como uma
alternativa melhor que o anti-DNA para predizer reativacdo, porém ainda podem ser negativo
em alguns pacientes. (BIZARRO, 2012)

A predicao do acometimento renal ¢ fundamental para instituir medidas de rastreio e
de tratamento precoces, com minimizacdo do risco de lesdo renal crénica. Anticorpos anti-
DNA, anti-Sm e contra a fracdo Cl1q do complemento (anti-C1q) sdo fortemente associados a
nefrite lpica. (BIESEN, 2016) mas ainda ¢ possivel identificar uma parcela consideravel
desses pacientes que possuem a dosagem negativa desses anticorpos. (YUNG, 2008)

E importante frisar que os dados referidos até entido sio exclusivos para auto-
anticorpos do isotopo IgG. Antigenos nucleares também podem induzir a formagao de outras
classes de anticorpos (IgA, IgM e IgE) que sejam potencialmente patogénicos. (DEMA,
2014C). Ademais, ¢ possivel que pacientes com anticorpos IgG negativos possam ter outros
isotipos detectaveis. O estudo destas outras classes, portanto, pode ajudar a descrever
endotipos diferentes, associd-los a fendtipos e ajudar no desenvolvimento de terapias

especificas.

3.4.2 Diferentes isotipos, diferentes pacientes?

Autoanticorpos IgA s3o frequentes na sindrome antifosfolipide e possivelmente
também em alguns pacientes com LES (DEMA, 2016). A positividade de FAN IgA estd
associada a lesdo de pele, principalmente lapus discoide (JOST, 2014). A presenca de anti-
DNA IgA pode aumentar o diagndstico de LES em até 7,5% dos pacientes e pode se associar
a doenca renal ativa (VILLALTA, 2013)

Anticorpos de classe IgM habitualmente sdo descritos como protetores em doencas
autoimunes, sendo associado a manifestacdes clinicas mais amenas. (OLSEN, 2013). A
presenga de anticorpos anti-DNA IgM, por exemplo, estd relacionada a protecdo renal em

estudos murinos. (WERWITZKE, 2005) Possivelmente isso ocorre porque esses anticorpos



64

I[gM sdo relacionados a potencializagdo da limpeza de debris celulares e efeitos
imunomodulatorios. (VAS, 2012)

Autoanticorpos IgE podem ser encontrado em até metade dos pacientes com LES.
Anti-DNA IgE parece estar associado a nefrite lipica e se relacionar com atividade de doenca.
Ja foram detectados autoanticorpos IgE contra outros antigenos nucleares, como anti-SSA,
anti-SSB, inclusive contra antigenos pouco descritos em outras classes (ex. CLIP4) (DEMA,
2014A)

Aspectos relevantes sobre a utilidade desses outros isotipos na pratica clinica precisam
ser melhor elucidados. Ainda ¢ desconhecido se a identificacao de diferentes classes de auto-
anticorpos pode estratificar pacientes com diferentes enddtipos, prognosticos ou resposta a
terapia. A descoberta que autoanticorpos IgE podem causar nefrite lapica (CHARLES, 2010)

¢ um fato instigante que suscita muitas dividas ainda ndo respondidas.

3.4.3 Rede de IgE como biomarcador na nefrite Lupica

A IgE ¢ bastante conhecida pela participagdo com doengas alérgicas (BURTON,
2011). O relato de que a IgE pode ser um marcador de desregulacdo imune e estar associada a
doencas autoimunes (DEMA, 2014B; DEMA, 2016) suscita interesse em outros a¢des da rede
de IgE além das doencas alérgicas.

A descricdo de modelos fisiopatologicos de IgE autorreativa no LES permitiu a
realizacdo de estudos clinicos que comprovaram que a rede de IgE autorreativa ¢ prevalente
nessa doenca e que se associa com atividade de doenga e lesdo renal (DEMA, 2014A). No
entanto, aspectos relevantes para a pratica clinica ainda permanecem com pouca elucidagao e
davidas quanto a reprodutibilidade e utilidade clinica ainda necessitam ser demonstrados.

Assim, esta dissertacdo se propde em direcionar clinicamente a utilidade da rede de
IgE autorreativa em pacientes brasileiros com nefrite lipica, utilizando imunofluorecéncia

indireta como método de detec¢ao, em um estudo clinico exploratorio de mundo real.
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Temos a intencdo de esclarecer em qual subgrupo clinico de pacientes a presenga de
IgE autorreativa ¢ mais frequente na pratica clinica e se outros fatores da rede de IgE - como a

presenga de alergias ou uso de imunossupressores - podem interferir na positividade.

3.5 METODOS

3.5.1 Desenho do Estudo
Estudo clinico, transversal de carater exploratorio, analitico, com amostra por
conveniéncia composta por em 78 pacientes com nefrite lupica e 40 controles saudaveis,

pareados para idade, sexo e raga.

3.5.2 Critérios de inclusiao

Foram incluidos pacientes com LES, portadores de nefrite lipica, com ou sem
atividade de doenca, na faixa etaria entre 18 e 65 anos. Os pacientes deveriam ter diagndstico
de nefrite lupica firmado por especialista e registrado em prontuario, preferencialmente
confirmado por estudo histopatologico de biopsia renal. Adicionalmente, foram recrutados
participantes saudaveis com caracteristicas demograficas semelhantes para compor o grupo

controle.

3.5.3 Critérios de Exclusiao

Foram excluidos os pacientes portadores de neoplasias; pacientes que possuiam outra
doenca auto-imune além do LES (exceto sindrome do anticorpo antifosfolipide); pacientes
com causas diversas (além do LES) de sindrome nefritica/nefrotica; em didlise ou transplante

renal; em uso de antibidticos ou com intercorréncias infecciosas; e pacientes sem diagnosticos

definidos.

3.5.4 Ensaio de Imunofluorescéncia Indireta

- FAN IgE: Em diluic¢des: <1/160; 1/160; 1/320; 1/640.

- FAN IgG: Variavel discreta. varidvel discreta. Em diluigdes: <1/160; 1/160; 1/320; 1/640;
1/1280; 1/2560; 1/5000.

- Anti-DNA dupla-hélice IgE: variavel discreta. Em dilui¢des: <1/10; 1/10; 1/20; 1/40.

- Anti-DNA dupla-hélice IgG: Em dilui¢des: <1/10; 1/10; 1/20; 1/40; 1/80.
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3.5.5 Analise Estatistica

Para a andlise de dados utilizou-se o SPSS versdao 20 (2011), onde com base numa
amostra de 78 pacientes com Nefrite e 40 pacientes considerados como controle, inicialmente
realizou-se uma caracterizagdo da amostra, onde as variaveis qualitativas foram estudadas
com base nas frequéncias absolutas e percentuais.

Com o objetivo de verificar possiveis associacdes entre as variaveis qualitativas,
construiu-se tabelas de contingéncia para estudo das frequéncias absolutas e percentuais, além
da aplicacdo dos testes Qui-quadrado de Independéncia e Teste Exato de Fisher. Ambos os
testes avaliam a hipdtese de que o par de varidveis qualitativas (ex: Etnia vs Grupo) sao
independentes (p-valo>0,05) contra a hipdtese alternativa de que nao sao independentes (p-
valor>0,05). Em alguns casos onde suposi¢des teoricas foram violadas, a Corre¢do de Yates
foi aplicada ao teste Qui-quadrado de Independéncia.

Para a comparacao das varidveis quantitativas entre os grupos Nefrite e Saudaveis, por
se comprovar auséncia de normalidade dos dados, aplicou-se o teste U de Mann-Whitney
testando a hipdtese nula de que a distribuicdo dos valores da variavel numérica em questao
ndo diferia significativamente entre os grupos (p-valor>0,05) contra a hipotese alternativa de
que os dois grupos apresentaram diferengas significativas (p-valor) nos valores da tal variavel.

Para todos os testes estatisticos utilizou-se do nivel de 5% de significancia.

3.5.6 Aspectos Eticos

A todos os pacientes foram explicados os objetivos da dissertagdo e sua
operacionaliza¢do, com assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Todos os

aspectos éticos relativos a pesquisa com sujeitos humanos foram respeitados, conforme a

Resolucao N°. 466 de 10 de 2012 Conselho Nacional de Saude / MS.
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3.6 RESULTADOS

3.6.1 Descricao da amostra

A amostra de pacientes com nefrite foi composta por 78 pacientes, dos quais 76
(96,15%) eram mulheres. A mediana da idade foi de 33,5 anos. A maioria (53,8%) dos
pacientes se autodeclarou como sendo de etnia parda.

Como caracteristicas clinicas, o grupo com nefrite lupica tinha média de duracdo de
doenca de 8,45 anos (DP + 5,93) ap6s firmado o diagnéstico. Como critérios diagndsticos do
ACR, 1997 - além da nefrite - a maioria dos pacientes apresentou FAN positivo (93,6%),
seguido de artrite (78,2%) e rash malar (64,1%). Metade dos pacientes tinha doenca ativa,
com 63,1% desses com atividade renal (N=24; 30,7% do total). A maioria fazia uso de algum
imunossupressor. A dose média de prednisona foi 10,94 mg/dia (DP £ 12,97), com apenas
oito pacientes utilizando dose imunossupressora (> 0,5mg/kg/dia). (Tabela 1)

No grupo controle havia 40 pessoas saudaveis, sem doencas autoimunes. Os testes
estatisticos utilizados demonstraram que os grupos eram homogéneos quanto a sexo, idade,

etnia, escolaridade e renda. (Tabela 2)



Tabela 1 — Caracterizagao clinica dos pacientes com nefrite lipica

NEFRITE LUPICA
DURACAO DE DOENCA
Média em anos (DP) 8,45 (5,93)
ATIVIDADE DE DOENCA
Média SLEDAI 2K (DP) 6,47 (5,64)
SLEDAI 2K 26 - N (%) 40 (51,2)
Doenga Renal Ativa, N (%) 24 (30,7)
Anti-DNA IgG 23 (29,5)
PCR 25,0, N (%) 9 (11,5)
VHS 220, N (%) 25 (32,0)
C3 <90, N (%) 28 (36,8)
C4<10, N (%) 10 (13,2)
TERAPIAATUAL
Indugao com Ciclofosfamida, N (%) 5 (6,4)
Indu¢ao com Micofenolato, N (%) 9 (11,5)
Prednisona, N (%) 60 (79,6)
Hidroxicloroquina, N (%) 67 (85,9)
Manuteng¢ao com Micofenolato, N (%) 41 (52,5)

Azatioprina, N (%) 8 (10,3)
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Tabela 2 — Caracteristicas Demograficas dos Pacientes com Nefrite Lupica e Controles, em

um hospital universitario de Recife-PE, em 2016-2017

GRUPOS
NEFRITE LUPICA CONTROLE VALOR p

TOTAL,N 78 40
SEXO FEMININO, N (%) 75 (96,15) 39 (97.5) 0,582%*
IDADE

Mediana em anos (Min-Max) 33,5 (18-65) 33,5(20-52) 0,744%*
ETNIA 0,669***

Pardo, N (%) 42 (53.8) 17 (42.5)

Branco, N (%) 19 (24.4) 10 (25.0)

Negro, N (%) 15(19.2) 10 (25.0)

Amarelo, N (%) 2(2.6) 2(5.0)
ESCOLARIDADE

Mediana em anos (Min-Max) 11 (3-16) 11 (2-15) 0,325%*
RENDA

= | salario minimo 57 (73.0%) 31 (77.5%) 0,660*

* Teste Exato de Fisher; **Mann-Whitney; ***Qui-quadrado de Independéncia:
Legenda: Min=Minimo: Max=Maximo;
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3.6.2 Nivel de IgE total, Prevaléncia de Sensibilizacdo a Aeroalérgenos e Doencas

Alérgicas

Houve tendéncia a diferenga significativa entre a média logaritimica do nivel de IgE
total entre os grupos quando desconsiderada a sensibilizacdo (tabela 3.1), com maior valor de
mediana no grupo controle. No entanto, quando utilizado o ponto de corte de IgE mais
utilizado na pratica clinica (IgE total >100 ng/mL), ndo houve diferenca estatistica
significativa (p= 0.3004) entre os dois grupos. Em relacdo a sensibilizagdo, os grupos eram
homogéneos, com 18 (23,0%) pacientes do grupo de nefrite lipica com alguma sensibiliza¢ao
presente. A presen¢a de sintomas de atopia foi significativamente menor nos pacientes com
nefrite lapica (p=0,0007), particularmente em relacao a sintomas de rinite (p=0,02).

Para avaliar as respostas do questiondrio adaptado do ISAAC para asma, rinite ¢
dermatite atopica com maior fidedignidade, consideramos as mesmas variaveis de acordo com
presenca de sensibilizagdo sérica. E possivel observar que a diferenca significativa do relato

de sintomas de atopia entre os grupos desaparece ap6s essa consideracao (tabela 3.2).
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Tabela 3.1 — Comparativo entre o nivel de IgE Total, Frequéncia de Sensibilizagao e
Doengas atopicas independente de comprovagao de sensibilizagdo, em

Pacientes com Nefrite Lupica e Controles, de um hospital universitario de

Recife, em 2016-2017.

Independente de Sensibilizacao

NEFRITE SAUDAVEIS  p-valor

N=78 N=40
IGE
TOTAL =100, N (%) 37 (47.4) 23 (57.5) 0,3004
Log IgE, média (DP) 1,89 (0,72) 2,16 (0,62) 0,052

SENSIBILIZACAO, N (%) - - - -
D. pteronyssinus - - - -
B. tropicalis - - - -
SINTOMAS ATOPIA, N (?5) 33 (423) 30 (75.0) 0,0007
ASMA
Sintomas alguma vez, N (%) 18  (23.0) 15  (37.5) 00,0984
Diagnostico, N (%) 9 (11,5) 4 (10,0) 0,8005
RINITE
Sintomas alguma vez, N (%) 24  (30.,7) 21 (52.5) 0,0214
Diagnostico, N (%) 12 (15.3) 11 (27.5) 0.4466
DERMATITE
Sintomas alguma vez, N (%) 8 (10.,6) 3 (7.5) 0,6259
Diagnéstico, N (%) 1 (1,3) 1 (2.5) 0,9999




Tabela 3.2 — Comparativo entre o nivel de IgE Total, Frequéncia de Sensibilizagao e
Doencas atopicas em Pacientes com Nefrite Lupica e Controles, com

comprovagdo sérica de sensibilizagdo, em um hospital universitario de

Recife, em 2016-2017.

Sensibilizacao IgE esp =0,35

NEFRITE SAUDAVEIS  p-valor
N=18 N=11
IGE
TOTAL =100, N (%) 16 (20.6) 11 (27.5) 0,3922
Log IgE, média (DP) 2,61 (0,35) 2,64 (0,35) 0,8050
SENSIBILIZACAO, N (%) 18  (23,0) 11 (27.5) 0,5973
| D. pteronyssinus | 11 (14.1) 5 (125 0,8096
B. tropicalis 18  (23.,0) 11 (27.5) 0.5973
SINTOMAS ATOPIA, N (%3) 9 (1L5) 9 (22)5) 0,4495
ASMA
Sintomas alguma vez, N (%) 5 (6.4) 3 (7.5) 0,9999
Diagnostico, N (%) 3 (3.8) 2 (5,0) 0,9999
RINITE
Sintomas alguma vez, N (%) 6 (7.7) 8  (20,0) 0,0976
Diagnostico, N (%) 3 (3.8) 3 (7.5) 0.6799

DERMATITE

—

Sintomas alguma vez, N (%) 2 (3.6) (2.5) 0,9999

Diagnostico, N (%) 1 (1,3) 0 0,0 0,9999
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3.6.3 FAN IgE e Anti-DNA IgE em pacientes com nefrite lipica e controles

O FAN IgE foi significativamente mais frequente em pacientes com nefrite lipica
(Razao de prevaléncias = 2,39; p=0,006). Autoanticorpos anti-DNA IgE tiveram uma
positividade acima da titulagdo 1/10 em 8 (10,3%) pacientes enquanto em nenhum controle

sadio, sem significancia estatistica (p=0,087; tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia de FAN IgE e anti-DNA IgE em Pacientes com Nefrite Lupica e

Controles, em um hospital universitario de Recife-PE, no ano de 2016

GRUPOS
NEFRITE LUPICA CONTROLE
N=78 (%) N=40 (%) VALOR p
ANTICORPOS IGE
FAN IgE 37 (47.9%) 8 (20%) 0,006
Anti-DNA IgE 8 (10.3%) 0 (0,0%) 0,0870

*Qui-guadrado com correcio de Yates:

3.6.4 Relaciao da Rede IgE autorreativa e Atividade de doenc¢a

Para avaliar a rede de IgE e atividade de doenga aferida pelo SLEDAI 2K, dividimos
os pacientes com nefrite em dois grupos de acordo com a presenca de atopia (historico de
rinite, asma ou dermatite atopica em pacientes com sensibilizacdo comprovada).

Quando os atopicos foram estratificados em doenca ativa (SLEDAI 2K = 6) ou inativa
(SLEDALI < 6), nao houve diferenga na positividade de IgE total, FAN IgE ou anti-DNA IgE
(tabela 5.1). No entanto, foi possivel observar uma tendéncia a positividade do FAN IgE. Nos

paciente nao-atopicos, houve diferenca apenas na positividade de anti-DNA IgE (tabela 5.2).
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Tabela 5.1 — Rede de IgE e Atividade de Doenga em Pacientes com Nefrite Lupica com

atopia, em um hospital universitario de Recife-PE, em 2016-2017

ATOPICOS
SLEDAI 2K =6 SLEDAI 2K <6 p VALOR
REDE DE IgE N=3 N=6
IgE Total = 100 3 5 0,999
FAN IgE 2 1 0.133
Anti-DNA IgE 1 0 0,333

Tabela 5.2 — Rede de IgE e Atividade de Doenca em Pacientes com Nefrite Lupica sem

atopia, em um hospital universitario de Recife-PE, em 2016-2017

NAO-ATOPICOS

SLEDAI 2K =6 SLEDAI 2K <6 p VALOR
REDE DE IgE N=37 N=32
IgE Total = 100 14 14 0.999
FAN IgE 19 14 0,522
Anti-DNA IgE 7 0 0.012

3.6.5 Perfil Clinico e Laboratorial de Acordo com a Positividade ou Negatividade do

FAN IgG e FAN IgE

O subgrupo com FAN IgG negativo/FAN IgE positivo (FAN IgE isolado) representou

pacientes significativamente mais velhos (mediana da idade - 47 anos) com mais atividade de

doenga (100% com SLEDAI 2K =26; p=0,042) . (Tabela 6)
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Tabela 6 — Subgrupos de Fendétipos Laboratoriais de Pacientes com Nefrite Lupica, de acordo com a positividade ou Negatividade do FAN
de isotipos IgG e IgE

(Continua)
GRUPOS
FAN IgG+/IgE+ FAN lgG+/IgE- FAN IgG-/IgE+ FAN IgG-/IgE- p-valor
TOTAL, N (%) 32 (100,0) ‘ 34 (100,0) 5 (100,0) ‘ 7 (100,0) ‘ -

SEXO FEMININO, N (%) 30 (93.7) 34 (100,0) 4 (80,0) 7 (100,0) 0,129
IDADE (anos), mediana (min-max) 31,00 (18-51) 38,00 (19-65) 47,00 (32-58) 32,00 (24-44) 0,033*
DURACAO DE DOENCA (anos), mediana 5,00 (1-19) 8,00 (0-30) 10,00 (0-13) 14,00 (4-22) 0,095
(min-max)
SLEDALI 2K, mediana (min-max) 5.00 (0-25) 4,00 (0-20) 13,00 (8-16) 8.00 (2-10) 0.034*
SLEDAI 2K = 6, N (%) 16 (50.0) 13 (38.2) 5 (100,0) 5 (71.4) 0.042*
COM DOENCA RENALATIVA, N (%) 10 (31.5) 7 (20,6) 3 (60.0) 4 (57.1) 0,114
PCR =5,0, N (%)! 3 (13.0) 4 (16,0) 1 (25.0) 1 (16.7) 0.940
VHS =20, N (%)! 9 (19.0) 13 (54.2) 2 (50,0) 2 (33.3) 0.444
C3 <90, N (%) 13 (40.6) 12 (35.3) 1 (20.0) 1 (14.3) 0518
C4<10, N (%) 7 (21.8) 2 (5,8) 0 (0,0) 1 (14.3) 0.207

ANTI-DNA IgG POSITIVO, N (%) 13 (40.6) 10 (29.4) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,074
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Tabela 6 — Subgrupos de Fendétipos Laboratoriais de Pacientes com Nefrite Lupica, de acordo com a positividade ou Negatividade do FAN

de isotipos IgG e IgE

(Continuagdo)

REDE DE IgE
IGE TOTAL 2100, N (%)
Log IgE, mediana (min-mix)
ANTI-DNA IgE, N (%)
HOM—ZOE—.OW. (absoluto), mediana (min-max)
w>m0-.,=..0m, (absoluto), mediana (min-max)
SENSIBILIZACAO, N (%)
ATOPICOS COM SENSIBILIZACAO, N (%

TTO ATUAL, N (%)
Ciclofosfamida (indugdo), N (%)
Micofenolato de Mofetila (indu¢do), N (%)
Prednisona, N (%)
Hidroxicloroquina, N (%)
Micofenolato de Mofetila (manutengdo), N (%)

Azatioprina, N (%)

GRUPOS

FAN IgG+/IgE+

=

90
20

L o0

(-]

(50,0)

(12.5)
(10-507)
(0-96)
(25.0)
(9.3)

(6,25)
(12.5)
(78.1)
(90.6)
(37.5)
(18.7)

FAN IgG+/IgE-

(35.3)

(5,9)
(0-400)
(0-94)
(20,58)
(14,7)

(5.9)
(14.7)
(73.5)
(82.3)
(44.1)
(5.9)

FAN IgG-/IgE+

L T T

0

(60.0)

(40.0)
(10-510)
(10-40)
(20.0)
(0,0)

(20,0)
0.0
(100.0)
(100.0)
(60,0)
(0,0)

FAN IgG-/IgE-

90
41

(=]

e = N = R e

(57.1)

(0,0)
(70-360)
(20-57)

(28.6)

(14.3)

(0,0)
(0,0)
(85.7)
(85.7)
(100.0)
(0,0)

p-valor

0.477

0,090
0,283
0,233
0,954
0.717

0,565
0,587
0.559
0.615
0,023*
0.204
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3.6.6 Perfil Clinico e Laboratorial de Acordo com a Positividade ou Negatividade do

Anti-DNA IgG e Anti-DNA IgE

Também avaliamos subgrupos de pacientes de acordo com a positividade de anti-DNA
IgG e anti-DNA IgE (tabela 7). O subgrupo anti-DNA IgG negativo/IgE negativo (duplo
negativo) foi significativamente associado com menor atividade de doenca (p=0,003) e
doenga renal inativa (p=0,04). Comparativamente, o subgrupo com maior atividade de doenga

e mais doenca renal ativa foi o subgrupo que tinha anti-DNA IgE isolado.
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Tabela 7 — Subgrupos de Fendétipos Laboratoriais de Pacientes com Nefrite Lupica, de acordo com a positividade ou Negatividade do
anti-DNA de isotipos 1gG e IgE

(Continua)
GRUPOS
A-DNA IgGH/IgE+ A-DNA IgGH/IgE- A-DNA IgG-/IgE+ A-DNA IgG-/IgE- p-valor
TOTAL, N (% 4 (5,1) 19 (24.3) 4 (5.1) 51 (65.4) -

SEXO FEMININO, N (%) ! (100,0) 18 (94.7) 3 (75.0) 50 (98.0) 0.2275
IDADE (anos), mediana (min-max) 35,00 (24-43) 31,00 (19-51) 35,50 (29-58) 34,00 (18-65) 0,453
ETNIA
DURACAO DE DOENCA (anos), mediana 8,00 (4-17) 5,00 (1-19) 7.50 (1-10) 8,00 (0-30) 0,905
(min-max)
SLEDAI 2K, mediana (min-max) 7.00 (2-10) 12,00 (2-25) 10,50 (8-13) 4,00 (0-16) 0,0004*
SLEDAI 2K = 6, N (% 3 (75.0) 14 (73.7) 4 (100.,0) 18 (35.3) 0.0033*
COM DOENCA RENALATIVA, N (%) 1 (25.0) 9 (47.3) 3 (75.0) 11 (21.5) 0,0416*
PCR 25,0, N (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (25.0) 8 (21.0) 0.2507
VHS 220, N (%) 1 (33.,0) 5 (41.7) 2 (50,0) 17 (50.0) 0.9193
C3 <90, N (%) 2 (50,0) 10 (52.6) 0 (0,0) 17 (33.3) 0.1782
C4<10, N (%) 1 (25.0) 4 (21.0) 0 (0,0) 5 (9.8) 0.4426

FAN IgG POSITIVO, N (%) B} (100.0) 19 (100,0) 2 (50,0) 41 (80.4) 0,036*
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Tabela 7 — Subgrupos de Fendétipos Laboratoriais de Pacientes com Nefrite Lupica, de acordo com a positividade ou Negatividade do
anti-DNA de isotipos 1gG e IgE

(Continuagao)
GRUPOS
A-DNA IgGH+/IgE+ A-DNA IgGH+/IgE- A-DNA IgG-/IgE+ A-DNA IgG-/IgE- p-valor
REDE DE IgE
IGE TOTAL 2100, N (%) 1 (25.0) 10 (52.6) 2 (50,0) 23 (45.0) 0,780
Log IgE, mediana (min-mix)
FAN IgE, N (%) 2 (50,0) 11 (57.7) 4 (100,0) 20 (39.9) 0,0836
EOSINOFILOS (absoluto), mediana (min-mix) 30,00 (0-110) 65,00 (10-400) 65,00 (17-380) 70,00 (0-510) 0,735
BASOFILOS, (absoluto), mediana (min-méx) 10,00 (0-10) 10,00 (0-55) 30,00 (10-43) 30,00 (0-96) 0,078
SENSIBILIZAGCAO, N (%) 0 (0,0) 4 (21,0) 2 (50,0) 12 (23.5) 0,410
ATOPICOS COM SENSIBILIZAGCAO, N (%) 0 (0,0) 1 (5.3) 1 (25.0) 17 (33.3) 0,719
BIOPSIAS', N (%) 3 (100,0) 9 (75.0) 4 (100,0) 38 (90.4) 0,837
CLASSE IV 1 (33.3) 4 (44.4) 1 (25.0) 11 (28.9)
CLASSEV 1 (33.3) 4 (44.4) 1 (25.0) 13 (34.2)
CLASSE IV+V 1 (33.3) 1 (11,1) 2 (50,0) 14 (36,8)
TTO ATUAL, N (%)
Ciclofosfamida (indugdo), N (%) 0 0 3 (15.7) 0 0 2 (3,9) 0.2769
Micofenolato de Mofetila (indugio), N (%) 1 (25,0) 2 (10.5) 2 (50,0) 4 (7.8) 0,0655
Prednisona, N (%) 2 (50,0) 17 (89.4) 3 (75.0) 38 (74.5) 03214
Hidroxicloroquina, N (%) 3 (75.0) 17 (89.4) 4 (100,0) 43 (84.3) 07161
Micofenolato de Mofetila (manutengao), N (%) 1 (25,0) 4 (21,0) 2 (50,0) 34 (66,6) 0,0049

Azatioprina, N (%) 1 (25.0) L (21.0) 0 0 3 (5.9) 0,1817
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3.7 DISCUSSAO

Os estudos pré-clinicos sobre o papel da rede de IgE autorreativa no LES sdo
convincentes ¢ demonstram o mecanismo patogénico em modelos murinos. Alguns estudos
clinicos ja foram realizados e demonstram que a IgE autorreativa é prevalente no LES e até
correlacionam com atividade de doenca (DEMA, 2014A; ATTA, 2004; ATTA, 2010;
HENAULT, 2015). No entanto, sdo necessarios estudos que explorem de maneira mais ampla
a interrelagdo entre os diversos componentes da rede de IgE e a pratica clinica. E relevante
para o especialista clinico que a utilidade clinica de se solicitar autoanticorpos de isotipo IgE
seja estabelecida de maneira pratica.

Dessa forma, nosso estudo tentou avaliar a rede de IgE em pacientes com nefrite
lupica e identificar subgrupos de pacientes nos quais possiveis endotipos da rede IgE
autorreativas pudessem estar presentes. Este trabalho ¢ pioneiro ao realizar uma avalia¢ao
simultanea de IgE total, IgE autorreativa, sensibilizacdo a aeroalérgenos e prevaléncia de

doengas atdpicas em pacientes com nefrite lupica.

3.7.1 Nivel de IgE Total, Sensibilizacio Para Aeroalérgenos e Doencas Atopicas em

Pacientes com Nefrite Lipica e Controles

Para avaliar a presenca da rede de IgE na nefrite Iupica e se seus componentes
poderiam se associar com o LES, optamos por comparar a influéncia classica da IgE em
doengas alérgicas em pacientes com nefrite lipica e no grupo controle.

Em relagdo ao nivel de IgE total, ndo foi observada diferenga entre os grupos ao
utilizarmos o ponto de corte padronizado na literatura (>100 UI/mL). (CHANG, 2015).
Algumas pesquisas anteriores divergem desse achado e mostram que a média da IgE total
pode ser mais elevada tanto em pacientes com LES em geral quanto naqueles com nefrite
lupica (ATTA, 2004; ELKAYAN, 1995). Todavia, ¢ preciso atentar que esses estudos
possuiam casuisticas pequenas - no maximo 20 pacientes - € ndo levaram em consideragdes

diferencas demograficas (sexo e raga). A maioria dos estudos sdo concordantes (GOLDMAN,
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1976; DEMA, 2014; PARKS, 2010), inclusive o estudo com maior casuistica (N=265), que
nao encontrou evidéncia de associagdo apos correcdo da diferenga para sexo e etnia (PARKS,
2010). Os relatos de frequéncia de IgE elevada (>100 UI/mL) em pacientes com LES em
geral variam de 30-45% na literatura. Nossos resultados parecem corroborar com a evidéncia
mais robusta ao indicar que presenca de nefrite lupica nao encontra-se associada com niveis
elevados de IgE total.

E possivel que essa diversidade de relatos possa ser justificada por diferengas de
metodologia; variagdes populacionais; uso de diferentes pontos de corte da IgE total, de
médias e de imunossupressores. A grande variacao possivel da IgE total justifica a preferéncia
pela média logaritimica e boa parte dos estudos ndo utiliza esse tratamento. Na nossa
casuistica, ao utilizarmos a média logaritimica, encontramos diferenca estatistica entre os
grupos, com pacientes com nefrite lupica apresentando niveis inferiores. Esse efeito pode ter
sido influenciado pelo uso de corticoesteroides e imunossupressores (NEUBER, 2000). O
ponto de corte deveria variar de acordo com a populacdo estudada, com tendéncia a niveis
mais elevados quanto maior a prevaléncia de doengas atdpicas e/ou parasitarias.

E importante frisar que nossos individuos do grupo comparativo foram selecionados
adequadamente de forma que ndo foram detectadas diferencas entre etnia, sexo, nivel
socioecondmico ou idade. No entanto, ainda ¢ possivel que existam diferengas em relagdo a
parasitose intestinal, uma vez que apenas os pacientes com LES devem ter sido tratados
preemptivamente. Outros potenciais fatores que poderiam influenciar essa diferenga nao
foram avaliados diretamente, como a exposi¢do a cigarro, fumaca e urbanizagdo. Portanto, ¢
possivel que uma maior frequéncia de nivel IgE total no grupo controle possa ser decorrente
de alguns desses fatores isolados ou somados.

A sensibilizagdo aos dois aeroalérgenos mais comuns na nossa regido (SARINHO,
2009; BALDACARA, 2013) nao diferiu substancialmente entre os grupos, mesmo apos ajuste
para diferentes pontos de cortes, niveis de IgE total e presenca de atopias. Isso significa que
pacientes com nefrite lipica sdo capazes de montar uma resposta de sensibilizagdo a
aeroalérgenos de maneira semelhante as pessoas saudaveis. Os estudos clinicos que avaliaram
diferencas de sensibilizagdo entre pacientes com LES e saudaveis mostram resultados
semelhantes (ATTA, 2004; MORTON, 1998). No entanto, comparado com a literatura, nossos

pacientes com nefrite lipica parecem apresentar percentualmente sensibilizacdo mais
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frequente que o relatado (MORTON, 1998). Esse achado pode ser decorrente de uma
tendéncia mundial de aumento de atopia, de caracteristica de pais tropical com maior pobreza
€ exposi¢do aos parasitas, mas também pode ser decorrente do método que utilizamos para
avaliar sensibiliza¢do. Outro ponto relevante ¢ como a sensibilizagdo foi avaliada. A maioria
dos estudos avaliam sensibilizacdo através do teste de puntura (prick test). Apesar de
resultados comparaveis entre o teste de puntura e IgE especifica sérica na populacdo geral, ¢
preciso considerar que - devido ao uso de imunossupressores, que pode resultar em teste de
puntura falsos negativos - a dosagem de IgE especifica ¢ o método ideal para avaliar
sensibiliza¢do em pacientes com alguma imunossupressao.

Em relagdo ao historico de doengas atopicas (rinite, asma e dermatite atopica),
observamos que pacientes com nefrite lipica aparentaram menos antecedentes de sintomas
dessas doengas (42% vs. 70%, p <0,0007). Sekigawa et al (SEKIGAWA, 2002) encontraram
achados semelhantes, apesar de menor prevaléncia em ambos grupos (respectivamente 13%
vs. 35%; p=0,012). Esse fato poderia ser relacionado a elevada taxa de corticoide oral
utilizadas pelos pacientes do estudo, que pode ter mascarado sintomas de atopia -
especialmente de rinite. No entanto, para aumentar a confiabilidade do questionario, optamos
por considerar como atdpicos apenas os pacientes que tinham histérico de sintomas na
vigéncia de sensibilizacdo (IgE especifica >0,35 a pelo menos um aeroalérgenos avaliados).
Desse modo, observamos que nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a doencas
atopicas (asma, rinite ou dermatite), independente do uso de medicamentos.

Estudos especificos sobre a prevaléncia de atopia em pacientes com nefrite lupica sao
raros. As informacdes disponiveis em geral sdo sobre alergia em LES (independente de
nefrite) e sdo bastante controversas. O maior estudo que encontramos foi um estudo
populacional de 2014 que demonstrou que pacientes com LES recém diagnosticado - quando
comparados com controles aleatorios - apresentavam maior taxa de dermatite atdpica (6.81%
vs. 3.06%), e asma (10.6% vs. 7.64%). (HSIAO, 2014). Contrariamente, outros autores
demonstraram que a prevaléncia de atopia ndo ¢ marcadamente aumentada em pacientes com
LES (SEKIGAWA 2002; ATTA, 2004; MORTON, 1998; WOZNIACKA, 2003; PARKS,
2010), com prevaléncia variavel.

Tamanha variagdo ¢ comum por confusdes entre os conceitos de alergia e atopia

(MORTON, 1998), bem como do uso de diferentes ferramentas para avaliar prevaléncia de
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doengas atdpicas e sensibiliza¢do. A consideracdo do grupo comparativo também ¢ importante
e os estudos variam nesse aspecto, com alguns utilizando outras doengas (HSIAO, 2014),
enquanto outros utilizam pessoas saudaveis. (MORTON, 1998) Também ¢ provavel que a
presenca de pacientes em terapia imunossupresora possa reduzir o efeito de sintomas e do
diagnostico de atopia. Nesse sentido € interessante comentar que o resultado do estudo
populacional (HSIAO, 2014) considera pacientes com LES recém diagnosticados, o que pode
sugerir que em pacientes no inicio do tratamento a relagdo de LES e atopia possa ser diferente
do que foi avaliado em nosso estudo.

Apo6s termos analisado os niveis de IgE total e especificas bem como a presenca de
atopia em pacientes com LES, o passo seguinte foi verificar se em pacientes com nefrite
lupica a rede IgE pode ser ativada por outros mecanismos, como pela presenca de anticorpos

IgE autorreativos.

3.7.2 Frequéncia de FAN IgE e Anti-DNA IgE em Pacientes com Nefrite Lupica e

Saudaveis

Niveis elevados de IgE total ndo sdo necessarios para demonstrar a influéncia da rede
de IgE no desencadeamento de resposta inflamatdria exacerbada. A fracdo autorreativa de IgE
pode ter nivel independentes e ndo correlacionado com a IgE total (ATTA, 2010; DEMA,
2014; SANJUAN, 2016). Assim, mesmo com niveis normais de IgE total, sem maior
frequéncia de sensibilizagdo ou doengas atopicas, a presenga de IgE autorreativa pode ser

frequente e provocar lesdo tecidual nesses pacientes.

3.7.2.1 FAN IgE

Encontramos que 37 (47,9%) pacientes com nefrite lupica demonstravam FAN IgE

positivo. Apesar de ndo ter estudos especificos com FAN IgE apenas na nefrite lapica, alguns
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estudos fizeram andlises post-hoc nesse subgrupo de pacientes e encontraram que a frequéncia
parece ser maior em pacientes com doenga renal. (ATTA, 2004). Por exemplo, Permin et al
em 1978 encontrou que todos os cinco pacientes com nefrite lipica que foram estudados
apresentavam FAN IgE positivo (através de ELISA). Atta ef al (2004) detectaram que 6 de 8
pacientes (75%) com nefrite eram FAN IgE positivo (por imunofluorescéncia indireta). A
frequéncia de FAN IgE positivo aparenta variar em uma mesma populacdo com LES
(31,5-81%) (ATTA, 2010), o que pode sugerir haver variabilidade de acordo com o método
laboratorial utilizado e que este deva ser melhor padronizado.

Houve diferengas estatisticas quando analisamos a positividade do FAN de acordo
com os padrdes, tanto nuclear quanto citoplasmatico, o que pode indicar que antigenos
citoplasmaticos também sejam relevantes na ativagdo da rede de IgE autorreativa.
Curiosamente, ndo encontramos na literatura relatos de IgE autorreativa direcionada contra
antigenos citoplasmaticos, como a proteina P ribossomal. DEMA et al (2014) estudaram
diferentes autoantigenos especificos, inclusive com descri¢do de antigenos inéditos, mas todos
eram nucleares.

Chama a atencdo o fato de 20% das pessoas do grupo controle terem apresentando
FAN IgE positivo. Esse fato sugere que a presenca de IgE autorreativa pode estar presente em
individuos normais. No entanto, como o grupo controle da nossa casuistica continha uma
quantidade consideravel de pacientes com atopia, também ¢ possivel que a positividade de
FAN IgE possa representar essa parcela de atopicos.

Uma andlise estatistica de correlagdo foi realizada entre FAN IgE e IgE total elevada,
sensibilizag¢do, atopia, eosinofilia, basofilia e monocitose, sem encontrarmos significancia

estatistica (resultados estatisticos ndo apresentados).

3.7.2.2 ANTI DNA IgE

A presenca de anti-DNA IgE ¢ mais especifico que FAN IgE e mais associada a lesao
renal (ATTA, 2010; DEMA, 2014). Comparativamente com seu isotipo IgG, também parece
ser mais associado a atividade de doenca (SLEDAI >4) (DEMA, 2014). Assim, avaliar a
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presenga de anti-DNA IgE parece ser mais relevante que o FAN IgE em pacientes com nefrite
lupica.

O anti-DNA IgE foi positivo em oito (10,3%) pacientes com nefrite lipica e nenhum
controle, o que indica uma boa especificidade desse isotipo. A falta de diferenca estatistica
pode ser explicada por termos encontrado uma frequéncia aquém da esperada pela literatura
(34-51%), o que pode ter ocorrido por diferencas metodologicas (diferente padronizagdo do
ponto de corte e de diluigdes). Possivelmente uma menor diluicdo do soro poderia aumentar a
sensibilidade, com consequente aumento de frequéncia.

Uma analise estatistica de correlacdo foi realizada entre anti-DNA IgE e IgE total
elevada, sensibilizagdo, atopia, eosinofilia, basofilia e monocitose, sem encontrarmos

significancia estatistica (resultados estatisticos ndo demonstrados).

3.7.3 Relacao da Rede IgE autorreativa e Atividade de doenca

Apds demonstrar que FAN IgE e anti-DNA IgE sdo frequentes em pacientes com
nefrite lapica de forma independente de atopia, sensibilizagdo e IgE total, tentamos
demonstrar que esses exames podem se associar & maior atividade de doenga, de forma
independente a presenca de atopia.

Desta forma dividimos os pacientes com nefrite lupica em dois subgrupos de acordo
com a presenca de atopia (histérico de sintomas de rinite, asma e dermatite atdpica com
sensibiliza¢do positiva) e comparamos os titulos de IgE total, FAN IgE (e padrdes) e anti-
DNA. A atividade de doenca foi aferida de acordo com o SLEDAI 2K.

Na nossa casuistica ndo encontramos associag¢do entre o nivel de IgE e atividade de
doenca. Rebhun et al foram os primeiros a relacionar elevacao de IgE total e atividade do LES
(REBHUN, 1983), com pouca reprodutibilidade (ELKAYAN, 1995). Estudos maiores nao
conseguiram demonstrar associa¢do estatistica entre atividade de doenga e nivel de IgE
(LTIPHAUS, 2012; PARKS, 2010). A interpretacdo desse dado requer cautela, conforme
comentado anteriormente, uma vez que € possivel que o uso de pontos de cortes diferente da

populacdo em geral sejam necessarios para pacientes com LES e nefrite lupica.
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Tampouco encontramos diferencas entre IgE autorreativa e atividade de doenga, no
subgrupo de pacientes com nefrite e atopia. Apesar de existir uma tendéncia para positividade
de FAN IgE nos pacientes com maior atividade. Isso pode sugerir que a presenca de
autoanticorpos IgE em pacientes alérgicos pode estar associada a maior desregulacdo imune e
consequentemente - atividade de doenga. No entanto, ¢ curioso o fato de o anti-DNA IgE nao
ter sido um autoanticorpo significativo. E possivel que outros autoanticorpos IgE sejam mais
relevantes que o anti-DNA em pacientes atopicos. Também ¢ importante frisar que o tamanho
da amostra ap6s subdivisao em atopicos (N=9) dificulta a analise estatistica.

Ja em pacientes com nefrite lipica sem atopia, ¢ possivel perceber que o FAN IgE
parece ter menor importancia quando comparado com o anti-DNA IgE. Apenas o anti-DNA
IgE foi mais presente em pacientes com maior atividade de doenga, com significancia
estatistica. Isso pode sugerir um papel ativo na lesdo tecidual, especialmente em pacientes
com nefrite lapica.

Também ¢ curioso o fato que apenas 1 paciente de 8 com anti-DNA IgE positivo tenha
antecedente de atopia. Isso pode indicar que a desregulacao imune da rede de IgE possa ser
mutuamente exclusiva, com manifestacdes polarizadas entre doengas atopia e nefrite lapica.
Com esse pensamento, a presenca de anti-DNA IgE poderia indicar maior probabilidade de

doenca autoimune.

3.7.4 Perfil clinico e laboratorial de acordo com a positividade ou negatividade do FAN

IgG e FAN IgE

O FAN IgE pode auxiliar como exame de triagem para autoanticorpos IgE. A forma
como ele se associa com atividade de doenca € questionavel, com resultados conflitantes. No
entanto, quando positivo a presenga de autoanticorpos especificos deve ser melhor
investigada. Classificamos os pacientes com nefrite lipica em subgrupos de acordo com a
positividade de FAN IgG e FAN IgE no momento da coleta, com o propdsito de avaliar
possiveis diferencas clinicas e laboratoriais. Assim, pudemos estratificar quatro subgrupos de

fenotipos laboratoriais, a saber: FAN IgG+/FAN IgE+ (FAN duplo positivo); FAN IgG+/FAN
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IgE- (FAN IgG isolado); FAN IgG-/FAN+ (FAN IgE isolado); e FAN IgG-/FAN IgE- (duplo
anti-DNA negativo).

Surpreendentemente, o subgrupo duplo FAN positivo ndo foi o que os pacientes tinha
mais lesdo renal ativa ou atividade de doenca (SLEDAI >6). Mesmo ao comparar possiveis
diferencas apenas entre os subgrupos FAN IgG positivo (duplo FAN positivo vs FAN IgG
isolado - resultados ndo demonstrados), ndo houve diferenca significativa importante.
Curiosamente, a bidpsia renal classe V (ISN/RPS) teve mais tendéncia de ocorrer nesse
subgrupo (p=0.16), assim como o uso de azatioprina (p=0,10) - sem significincia estatistica.

Esses achados permitem conjecturar que apesar do enddtipo de booster da rede de IgE
autorreativa descrito por Charles et al (2010) poder ser encontrado em uma parcela
consideravel de pacientes (41%), ele ndo aparenta ocasionar mais gravidade ou atividade de
doenca em pacientes num contexto de mundo real. Aparentemente a simples deteccao
simultanea de FAN IgG e IgE ndo parece ser suficiente para comprovar maior dano ou
atividade renal. E provavel que seja necessaria a dosagem de autoanticorpos IgE especificos
que tenham associagcdo com doenca renal, como anti-DNA e/ou anti-nucleossomos.

Dos doze pacientes FAN IgG negativos, cinco (41,6%) apresentaram FAN IgE
positivo. Esse subgrupo FAN IgE isolado foi o que estatisticamente demonstrou maior
frequéncia de pacientes mais velhos € com maior atividade de doenga, com tendéncia
(p<0,20) a doenca renal ativa mais frequente ¢ menor consumo de complemento em
comparagdo aos demais subgrupos.

Apesar de no momento da coleta terem apenas o FAN IgE positivo isoladamente, ao
menos um desses cinco pacientes ja teve positividade autoanticorpos de outras classes em
baixos titulos. Isto porque o paciente em questdo apresentou biopsia renal classe IV (ISN/
RPS) com imunofluorescéncia em "full house"” (depdsitos de imunocomplexos com IgA, IgG,
IgM, C3, Clq, Kappa e Lambda), sem nunca ter apresentado positividade do FAN IgG.
Hipoteticamente, pode-se imaginar que autoanticorpos em baixos titulos possam se ligar a
autoantigenos em quantidade suficiente para formar imunocomplexos e causar atividade de
doenga ou até dano renal, porém insuficiente para ser detectado em exames séricos.

Outros trés pacientes apresentaram FAN IgG negativo no momento da coleta, mas
tinham histérico de positividade FAN IgG. Apenas um paciente FAN IgE positivo isolado

nunca havia apresentado positividade de FAN IgG. Esse achado ndo ¢ muito abordado nos
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estudos de modelos animais de nefrite lapica. Alguns estudos de glomerulonefrite descrevem
a possibilidade de imunocomplexos de IgE se depositarem no rim, com desencadeamento
direto de lesdao renal (MCPHAUL, 1974) Inclusive, existem relatos do achado isolado de FAN
IgE e imunocomplexos IgE em pacientes com nefrite lapica (BARONE, 1981). O mecanismo
fisiopatolégico envolvido ainda € obscuro € como esse isotipo ndo agrega complemento, ¢
provavel que a inflamagdo desencadeada seja independente da ativacdo do sistema
complemento.

Portanto, o fenotipo laboratorial de FAN IgE isolado pode englobar tanto pacientes
com endotipos de autoanticorpos IgE isolados, quanto pacientes duplo FAN positivo, que por
algum fator ndo tiveram seus autoanticorpos IgG detectados. Independente disso, a detec¢ao
de FAN IgE isolada esteve associada a um subgrupo de pacientes mais graves, que ho
momento da coleta ndo possuiam positividade de auto anticorpos IgG. Seria interessante
pormenorizar os achados clinicos e laboratoriais (exemplo, resultado de bidpsia) desses
pacientes, uma vez que podem funcionar como prototipos clinicos para explicar essa
possibilidade do isotipo IgE participar isoladamente da patogénese de nefrite lupica.

O subgrupo duplo FAN negativo por sua vez compreendeu pacientes mais jovens, com
mais atividade de doenca e com maior frequéncia do uso de micofenolato do que o esperado.
Doses elevadas de MMF estdo associadas a diminui¢do da produgdo de autoanticorpos de IgG
(RAMOS, 2003), sendo esse efeito em autoanticorpos IgE ainda pouco explorado. E possivel
que a maior frequéncia de uso de micofenolato de mofetila (MMF) possa ter influenciado os
resultados de autoanticorpos negativos, principalmente o FAN IgG negativo (apenas dois dos
sete pacientes nunca tiveram positividade do FAN IgG). Também ¢é possivel que nesse
subgrupo de pacientes existam influéncia de autoanticorpos de outras classes que ndo
avaliamos, como a classe IgA. (VILLALTA, 2013)

No entanto, nenhum paciente desse subgrupo teve autoanticorpo anti-DNA IgG ou IgE
positivo. Como houve uma tendéncia a persisténcia de lesdo renal ativa apesar do tratamento
€ com anticorpos patogénicos negativos, ¢ plausivel imaginar que nesse subgrupo de pacientes
outros mecanismos de lesdo renal sejam responsaveis por perpetuar a lesdo renal, como por
exemplo, defeitos no reparo tecidual. Esse mecanismo pode desencadear um processo
patolégico pouco responsivo a terapia imunossupressora, com progressdo para lesdo renal

terminal apesar do tratamento (LECH, 2013).
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3.7.5 Perfil Clinico e Laboratorial de Acordo com a Positividade ou Negatividade do

anti-DNA IgG e anti-DNA IgE

Autoanticorpos anti-DNA de dupla hélice parecem ser um dos principais responsaveis
pela formagio de imunocomplexos e lesio renal. E bem descrito que os isotipos IgG,
correlacionam-se bem com presenga de lesdo renal e atividade de doenca. Nesse sentido,
estudar diferentes classes de autoanticorpos anti-DNA poderia refinar ainda mais os achados
descritos pelo FAN, uma vez que avaliaremos diretamente um dos fatores patogénicos. Com
esse objetivo, dividimos os pacientes estudados em quatro subgrupos de acordo com a
positividade de anti-DNA IgG e IgE: anti-DNA IgG+/anti-DNA IgE+ (duplo anti-DNA
positivo); anti-DNA IgG+/anti-DNA IgE- (anti-DNA IgG isolado); anti-DNA IgG-/anti-DNA
IgE+ (anti-DNA IgE isolado); e anti-DNA IgG-/anti-DNA IgE- (duplo anti-DNA negativo).

E possivel observar na tabela 7 que a presenca de anticorpo anti-DNA,
independentemente da classe, foi associada a maior atividade de doenca. Vinte e trés pacientes
demonstraram anti-DNA IgG positivo, sendo que apenas quatro desses eram duplo anti-DNA
positivo. Ao contrario do que pensamos, esse subgrupo (duplo anti-DNA positivo) ndo foi o
subgrupo com maior atividade de doenca renal. Mesmo ao comparar isoladamente com o
subgrupo com apenas anti-DNA IgG positivo, ndo houve diferenca importante nas
caracteristicas clinicas e laboratoriais, apesar de maior tendéncia a basopenia (p<0,20). Esses
achados podem indicar que apesar de poder estar presente em 5,1% dos pacientes, o modelo
explicativo de lesdo renal por booster de basofilos ativado por anti-DNA IgE nao ajudou a
identificar pacientes mais graves.

O subgrupo anti-DNA IgE positivo isolado foi o subgrupo com maior atividade de
doenca (SLEDAI >6) e doenga renal ativa. Apesar de todos quatro pacientes terem registro em
prontudrio de positividade FAN IgG, em nenhum deles houve antecedente de positividade de
anti-DNA IgG. Isto sugere que o anti-DNA IgE pode ser patogénico por mecanismos
independentes de anti-DNA IgG. A auséncia de pacientes com consumo de complemento
fortalece essa possibilidade. A dosagem desse auto-anticorpo pode auxiliar na identificagao de
pacientes em atividade de doenca, sendo aparentemente o biomarcador mais indicado para

avaliacdo de atividade de doenca nesse subgrupo. Também ¢ importante ressaltar que 100%



90

dos pacientes utilizavam MMF, seja em dose de indu¢do ou de manutengdo. A utilidade como
possivel marcador preditivo de pouca resposta ao MMF precisa ser avaliada mais
objetivamente.

O grupo duplo-negativo conforme esperado foi o com menos atividade de doenca e
menor lesdo renal ativa. Também foi o grupo com mais uso de MMF, o que pode sugerir boa
resposta a terapia, provavelmente por negativagdo de autoanticorpos patogénicos - apesar da
positividade do FAN IgG persistir em cerca de 80% dos pacientes.

Portanto, ¢ preciso esmiucar as evidéncias da literatura que mostram que a rede de IgE
autorreativa esta associada a maior atividade de doenca e acometimento renal (DEMA, 2014).
Certamente ao menos uma parte desse efeito ndo € causado pelo modelos explicativo atuais
(CHARLES, 2010; HENAULT, 2016) e sim pela presenga isolada de IgE autorreativa, que ao
formar imunocomplexos e se depositarem no rim, podem causar lesdo por mecanismos ainda
pouco compreendidos. E possivel que os modelos explicativos de IgE autorreativa atuais

sejam mais relevantes no inicio da doenga ou antes do inicio do tratamento imunossupressor.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

4.1 CONCLUSOES

- Nao houve diferenca significativa entre nivel elevado IgE total, sensibilizacao positiva para
aeroalérgenos e presenga de doengas atdpicas entre pacientes com nefrite lapica e

saudaveis;

A rede de IgE pode causar lesdo tecidual por meio de autoanticorpos IgE, presentes em
cerca de metade dos pacientes com nefrite lupica e que parecem atuar de maneira

independente do nivel de IgE total, sensibilizacdo e doengas atopicas;

Apenas a a positividade de anti-DNA IgE se associou com com atividade de doenca, em

individuos nao atopicos;

A presenca do fendtipo laboratorial de FAN IgE isolado se associou a pacientes com nefrite

lipica mais grave quando comparado com outros subgrupos;

- A presenca do fendtipo laboratorial de anti-DNA IgE também se associou a pacientes com

nefrite lipica mais grave quando comparado com outros subgrupos;
- Esses achados podem indicar um subgrupo com enddtipo distinto no qual os exames ¢ a
terapia usual sdo pouco uteis. Existe a possibilidade da terapia anti-IgE ser benéfica nesses

pacientes.

- Adicionalmente, os modelos explicativos atuais de lesdo tecidual por IgE autorreativa ndo

contemplam a lesdo isolada por autoanticorpo IgE, sem a participacdo de IgG.

Assim, mais estudos pré-clinicos e clinicos sdo necessarios.
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4.2 LIMITACOES

O carater transversal do estudo tem a vantagem de permitir observagdes praticas no
contexto de mundo real. No entanto, a analise de pacientes com aspectos clinicos diversos -
num Unico momento - ¢ morosa ¢ qualquer conclusdo deve ser interpretada com bastante
cautela.

A nossa casuistica foi calculada com a expectativa de uma positividade de FAN IgE
em 70% e de anti-DNA IgE em 40% dos pacientes. A constatagdo de menor frequéncia que o
esperado pode ser uma variacdo populacional, mas também pode refletir diferencas na
metodologia dos testes.

Tivemos dificuldade em importar e reproduzir o teste utilizado para detec¢ao de anti-
DNA IgE do estudo pioneiro (CHARLES, 2010). Com a ajuda do setor de imunologia
laboratorial, do Laboratorio Marcelo Magalhaes, obtivemos um kit reprodutivel. No entanto, a
forma de diluicdo do exame pode ter ocasionar uma diferenca crucial. Por ndo encontramos
referéncias nos métodos (CHARLES, 2010 - supplement), utilizamos as recomendagdes do
fabricante do kit que importamos, que era analoga a dilui¢do para anti-DNA IgG (dilui¢ao
inicial 1/10). No entanto, como a IgE ¢ cerca de 1000x menos concentrada, acreditamos que a
essa diluicdo deva ser menor. Possivelmente nossos resultados refletem apenas os pacientes
com titulos muito elevados de anti-DNA IgE e estudos posteriores devem atentar a esse fato,
independente da recomendacao do fabricante.

Nao avaliamos citocinas séricas especificas ou outros autoanticorpos especificos
(como anti-nucleossomos). Adicionalmente, as bidpsias utilizadas para interpretagdo nao
foram necessariamente realizadas no mesmo momento da coleta dos dados. O uso de
imunossupressores pode ter dificultado a interpretacdo da titulagcdo de autoanticorpos, uma
vez que alguns fatores importantes - como por exemplo variacdo da resposta individual ou até
mesmo falta de adesdo - ndo foram medidos especificadamente.

Portanto, os resultados dessa dissertagdo devem ser interpretados em um contexto de

conceitos, métodos e conhecimentos cientificos ainda ndo totalmente consolidados.
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4.3 EXPECTATIVAS FUTURAS

A presenca da IgE autorreativa isolada em pacientes com nefrite lipica parece indicar
que os isotipos de auto-anticorpos podem ter papeis distintos no LES. Em relagdo a
autoanticorpos IgE, ¢ preciso que haja detalhamento das caracteristicas clinicas e laboratoriais
desses pacientes, em especial do fenotipo anti-DNA IgE positivo isolado. Intentamos
prosseguir investigacdo com acompanhamento clinico e detalhamento de laboratorial desses
pacientes. Um estudo projetado inclui dosagem de citocinas especificas, avaliacdo biopsia
renal (quando indicada) com imunofluorescéncia para IgE e desfechos clinicos ao longo do
tempo.

Estudos pré-clinicos ainda s3o necessarios para explicar mais detalhadamente por
quais mecanismos imunocomplexos de IgE autorreativa podem causar lesdes renais.
Adicionalmente, precisamos ter mais certeza da reproducdo desses mecanismos em pacientes
por meio de estudos clinicos. O ideal seria o desenvolvimento de estudos prospectivos com
pacientes virgens de tratamento, a fim de se avaliar o verdadeiro papel dos diferentes isotipos
e a influéncia da terapia imunossupressora. No entanto, entendemos que a viabilidade desse
projeto € dificil em um Unico centro.

O omalizumabe ¢ um anticorpo monoclonal IgG1 anti-IgE que pode diminuir o nivel
de IgE circulante bem como diminuir a expressao de FceRI em basofilos. Atualmente possui
aprovacao do FDA para aplica¢do na asma alérgica refrataria e na urticaria cronica refrataria,
mas existe racional tedrico para utilizagdo em qualquer doenga que a IgE participe do
mecanismo patolégico.

Diversos ensaios clinicos demonstram uma boa resposta do omalizumabe na urticéria
cronica, que ¢ uma doenca em que hé participagdo de IgE autorreativa, e incita boas
expectativas futuras acerca do papel desse anticorpo em doengas autoimunes, como o LES.
Inclusive, hd registro um ensaio clinico randomizado, cross-over, duplo-cego, placebo
contrado, que avaliard a seguranga e tolerabilidade do omalizumabe em pacientes com LES
(STOP LUPUS), com término previsto para 2020. (HASNI, 2017). Faz-se mister saber se os
autores buscaram identificar subgrupos de pacientes que potencialmente possam se beneficiar

mais do mecanismo bioldgico proposto.
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PROTOCOLO PARA COLETA DE DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS

FICHANUMERO GRUPO DATA:
1. Nome: 2.Prontudrio:
1 RG: CPF: 4. Fone: ()
5.Sexo: 6. Data de nascimento: 7. Idade:
8. Escolaridade: (anos) 9. Etniaz B / N / P / I / A 10.Naturalidade:
11.Procedéncia: L/ ZM /A /S 12. Ocupagio:
13. Renda Familiar: ( 1: <1 salano; 2:2.4 sairios; 3.5-8 salinos; 4. 9 salinos [ ] Desempregado) [ | Beneficio
14, Datas: Inicio dos sintomas __ / /  15. Data do Diagnéstico  / [/

16. Data do Inicio do Tratamento  / /  17.Datada Ultima Consulta  / /
18. Critérios Diagnosticos ACR,1997:

o 1. Eritema malar / o2 Ulceras de mucosa / o :Fotossensibilidade / o «Rash discoide
o ¢ Artrite nio erosiva / 0 « Serosite: 0 Pleurite o Pericardite /

o 7Alteragiio renal: o Proteiniria persistente (> 0,5g/dia ou 3+) o Cilindriria /

o «Alt. hematolégica: o Anemia hemolitica o Leucopenia oLinfopenia o Plaquetopenia /
o sAlteragiio neurolégica: o Convulsdo o Psicose /

o ioAlteragiio imunolégica: [N=negativo P=positivo (titulo) NA=ndo avaliado/sem reg.|

o Anti-DNA: o Anti-Sm o Anti-RNP o Anti-La (SSA)
oaCL IgM o aCL 1gG oAL o Anti-Ro (SSB)

o 1 FAN Padrdo:

19. SLEDAI na apresentagio: 20. Nefrite? | J1.SIM| ]2.NAO
21. Biopsia: classe G escl  Data BX:

23. Imunofluorescéncia
24, .l.lNDUCAO/PULSOTERAPlA Il .2.MANUTENCAO/TTO DCA BASE:

Pradveons
Midroxiciars-
T
Cloroquns
Metchsaaty

3 OUTROS:

[ ]IECA: —

[ ]BRA:

[ ]STA:

[ JANTI-HAS —

[ ]

[ ]

25. Peso: Altura: = IMC: 26. PA X

27. SLEDAI ATUAL (PREENCHER/VIDE FICHA EM ANEXO):
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28, ISAAC ASMA:
-1, Alguma vez na vida, voeé teve sibilos (chiado no peito)?
[ 11.SIM[ ]|2.NAO . $¢ & resposta for nio passe parm 2 questio 5.

-2, Nos (ltimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito)?
[ |L.SIM| |2NAO
-3, Nos Gltimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?
[ ] L nenhumacrise; | |2. 1a3crises| ) 3.4a12crises | | 4. mals de 12 crises
-4, Nos dltimos 12 meses, com que fregiiéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no peito?
| | Lnenhuma | | 2. <1 noite por semana [ |3, =1 noite por semana
-5, Nos Gltimos 12 meses, scu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vooé conseguisse dizer mais de 2 palavras
entre cada respiragdo?
[ 1LSIM | J2NAO
-6, Alguma vez na vida vocé teve asma?
| |1.SIM| J2.NAO
=7, Nos Gltimos 12 meses, vocé teve chiado no peito apds exercicios fisicos?
[ 1L.SIM[ |2.NAO
-8. Nos Gltimos 12 meses, vocé teve tosse seca d noite, sem estar gripado ou com infecglio respiratdria?
[ 11L.SIM[ |2.NAO

29, ISAAC RINITE: (As perguntas sbo sohre problemas que ocoerem gaando vood nko estava grpado ou resfrizdo)
- 1. Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza (corvimento nasal), quando ndo estava gripado?
[ 10.SIM[ ]2.NAO = Sea resposta for ndo passe para & questio 5.
- 2. Nos Gltimos 12 meses, vocé teve algum problema com espirres, coriza (corrimento nasal) ou obstrugdo nasal
quando ndo estava gripado ou resfriado?
[ 1L.SIM[ |2.NAO
- 3. Nos (ltimos 12 meses esse problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira nos olhos?
[ 1L.SIM[ ]2.NAO
- 4. Nos dltimos 12 meses, suas atividades didrias foram atrapalhadas por problema nasal?
| | Lnada| ] 2. pouco| )3 moderado| | 4. muito
- & Alguma vez na vida vocé teve rinite?
[ 1L.SIM[ |]2.NAO

30.ISAAC DERMATITE:
-LAlguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele (eczema), que apareciam ¢ desapareciam por
pelo menos 6 meses
[ 10.SIM[ ]2.NAO = Sea resposta for ndo passe para & questdo 5.
-2, Nos (ltimos 12 meses vocé teve essas manchas na pele (eczema)?
[ 1L.SIM[ |2.NAO
-3 _Alguma vez essas manchas com coceira afetaram: dobras de cotovelos, atrds de joelhos, na frente de nidegas
ou em volta de pescogo, orelhas ou olhos?
[ 11L.SIM[ ]2.NAO
-4 Alguma vez essas manchas com coceira desapareceram completamente nos Gltimos 12 meses?
[ 11.SIM[ ]|2.NAO
- 5 Nos dltimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou acordado a noite por causa dessa coceira
na pele?
[ 11.SIM[ ]|2.NAO
-6 Alguma vez vocé teve eczema?
[ 1L.SIM[ ]|2.NAO

31. TRIAGEM URTICARIA:

-1, Alguma vez na vida vocé jé apresentou placas vermelhas no corpo, que cogam bastante, que lembram urticas
(mostrar foto urticdria)? | ] 1.SIM | ) 2. NAO

2. Lesdes duraram mais de >6 semanas? | | L.SIM | | 2. NAO

3. Relaciona a algum desencadeante? | ) 1. SIM | ] 2. NAO 3. Qual
32. Comorbidades:

[ JLLHAS [ ]2.DM [ 13.DLP[ J4.1CC[ ]5.IAM[ ]6.DEPRESSAO[ ]7.ANSIEDADE

[ 18. DERMATITE ATOPICA[ ]9.ALERGIAALIMENTAR [ ]10. ALERGIA MEDICAMENTOS
[ 111 Outras 12.TAB[ ]

33, Histéria Familiar
1. Algum dos pais/filhos/irmdos com d¢a autoimune? | | 1. SIM, | 12NA0
2. Algum dos pais/filhos/irmdos com atopia? | | 1. SIM, | 12.NAO
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APENDICE B

MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - MODELO DA UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude
Curso de Mestrado em Ciéncias da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugho 466/12)

Convidamos a Sra (o Sr.) para participar como voluntria (0) da pesquisa (Contagem
de basofilos ¢ a rede de IgE auto-reativa na Nefrite Lapica), que estd sob a responsabilidade
do (a) pesquisador (a) Filipe Wanick Sarinho, situado no enderego Av. Professor Morais Rego,
1235 - Cidade Universitdria, Recife - PE, 50670-901; contato através de (81) 2126-8000 ou
fiwasal@hotmail.com; ¢ estd sob a orientagdo de: Emanuel Sdvio Cavalcanti Sarinho -
Telefone: (81) 2126-8000. Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dr Cléudia
Marques, Dr Angela Duarte, Dr Henrique Mariz, Dr Lucila Valente.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam
compreensiveis, as davidas podem ser tiradas com a pessoa que estd lhe entrevistando ¢
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a
realizagio do estudo pedimos que rubrique as folhas ¢ assine ao final deste documento, que
estd em duas vias, uma via lhe serd entregue ¢ a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Caso nfio concorde, nilo haverd penalizagdo, bem como serd possivel retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:
Descriglio da pesquisa:

Essa pesquisa visa entender melhor os mecanismos que causam o lGpus eritematoso
sistémico nas pessoas ¢ dessa forma sugerir pesquisas futuras em busca de tratamentos mais
eficazes e com menos efeitos colaterais.

Serdio coletados dados socio-demogrificos, clinicos ¢ laboratoriais, através do seu
prontudrio ¢ aferido diretamente a partir de vocé, por um pesquisador treinado. Para isso,
serdio utilizados: a) Um protocolo criado especificadamente para essa pesquisa; b) Um
questiondrio validado internacionalmente para medir atividade do lipus eritematoso sistémico
(SLEDAL); 3) Coleta de exame de sangue; 4) Coleta de exame de urina;

Esses dados serfio coletados numa tnica visita. Inicialmente o pesquisador preencherd
o protocolo de pesquisa com alguns dados obtidos através do prontudrio ¢ de vocé, Em
seguida, ele aplicard um quesitondrio (SLEDAI 2K). Posteriormente, serdio colhidos 20mL de
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sangue - cerca de 01 colher de sopa - por pungdo na veia de um dos bragos. Também serdo
colhidos aproximadamente 20 mL de urina num recipiente estéril.

RISCOS

Os principais riscos dessa pesquisa incluem acidentes de pungio na hora da coleta do
sangue (hematoma, pung¢do venosa, trombose superficial), desconforto ou constrangimento
em informar alguns dados pessoais e clinicos. Toda equipe da pesquisa estard a disposi¢do
para orientar ¢ oferecer suporte em caso de eventuais maleficios ocasionados diretamente pela
pesquisa.

BENEFICIOS

Os beneficios diretos incluem a revisdo dos dados clinicos do paciente, realizagdo de
exames laboratoriais ndo disponiveis pelo sistema Gnico de saide (SUS) e eventual sugestido
de tratamentos alternativos (a depender do perfil clinico-laboratorial) nos casos refratarios.

Os beneficios indiretos incluem contribuigdo para o conhecimento atual da patogénese
do lapus eritematoso sistémico.

CONFIDENCIALIDADE

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identifica¢do dos voluntdrios, a ndo ser entre
os responsdveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em arquivos impressos ¢ em computador
pessoal dos pesquisadores, sob a responsabilidade do orientador da pesquisa, no enderego
(acima informado), pelo periodo de maximo 10 anos. Adicionalmente, uma amostra de 10mL
de sangue serd armazenada para compor o banco de pesquisa sobre lupus eritematoso
sistémico.

CUSTOS

Nada lhe sera pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo
¢ voluntaria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentagdo).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderd
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego:
(Avenida da Engenharia s/n ~ lo Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO
VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF ,
abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter
tido a oportunidade de conversar ¢ ter esclarecido as minhas dividas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo "Contagem de
basofilos e a rede de IgE auto-reativa na Nefrite Lipica”,como voluntario (a).
Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagio. Foi-me garantido que posso
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Recife,

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa ¢ o
aceite do voluntdrio em participar. (02 testemunhas ndo ligadas & equipe de
pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXO I

PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA DO HOSPITAL DAS CLINICAS - UFPE
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Comiré de Etlca
em Pesquisa
Envolvendo
Sereg Humanns

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRODE “GRGrasd "
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Contagem de Basdlilos e a rede de IgE auto-reativa na nelrite lGpica
Pesquisador: FILIPE WANICK SARINHO

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 50456315.8.0000.5208

Instituigéo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NGmero do Parecer: 1.331.033

Apresentagéo do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado do Estudante Filipe Wanick Sarinho sob a orientagéo do Prolessor
Emanuel Savio Cavalcanti Sarinho. O projeto serd desenvolvido no Hospital das Clinicas, especificamente
no servigo de nefrologia e servigo de reumatologia. A proposta consiste basicamente na validagédo da
hipbtese: Baixa contagem de baséfilos em sangue periférico é um indicativo de atividade de doenga na
nelrite ldpica e se correlaciona com niveis séricos de IgE total e IgE auto-reativas em alguns pacientes, Para
este lim realizar-se-a um estudo observacional, transversal, de cardter clinico exploratdrio, com amostra por
conveniéncia estimada em 60 pacientes com nelrite lipica, comparando-os a 40 pacientes com LES (Lipus
Eritemateso Sistémico) sem nelfrite e 40 controles saudaveis.

Os pacientes com nelrite serdo recrutados no ambulatdrio de nelrite ldpica, do servigo de nelrologia do
Hospital das Clinicas-UFPE, as segundas-feiras, de 07:30 h as 12:30 h, de Janeiro a Junho de 2016.
Os pacientes com LES sem nelrite serdio recrutades no ambulatério de LES, do servigo de reumatologia do
Hospital das Clinicas-UFPE, as quartas-feiras, de 13:30 h as 17:30 h, de Janeiro a Junho de 2016.

Os controles saudaveis serdo convidados por amostra de conveniéncia, a partir de amostras de
acompanhantes dos pacientes, de Janeiro a Junho de 2016.

Enderego: Av. da Enganharia s/n® - 1* andar, sala 4, Précio oo CCS

Balrro: Cigage Universitivia CEP: 50740.600
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (B1)2126-8588 E-mall: cepccs@ulpe br

Figra 01 ce
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Gomie i (1 B8 UNIVERSIDADE FEDERAL DE
“Iiiiils 8 PERNAMBUCO CENTRODE “‘QREram -
& CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Sereg Humanos

Continuaghio do Parecer: 1.331.033

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Verificar a ligagéo do basélilo com a rede de IgE auto-reativa na nefrite ldpica.

Especificos:

- Verificar relagéo entre a contagem de basdfilos, IgE total e IgE auto-reativa entre si e correlacionar a
atividade de doencga (alerida pelo escore de atividade de doenga SLEDAI 2K).

- Verificar relagdo entre a contagem de basdfiles e a atividade laboratonial de nefrite.

- Comparar niveis de 1gG autc-reativas (anti-DNA dupla-hélice e FAN) e IgE auto-reativas (IgE anti-DNA
dupla-hélice e FAN).

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e benelicios estdo explicitamente delineados no projeto de pesquisa e no termo de consentimento
livre e esclarecido. Os riscos incluem principalmente acidentes de pun¢fio na hora da coleta do sangue
(hematoma, pung¢iio arterial, trombose venosa superficial), desconforto cu constrangimento em infermar
alguns dados pessoais e clinicos. Visando minimizar estes riscos intrinsecos aos procedimentos de coleta,
toda equipe da pesquisa é devidamente habilitada e estara a disposi¢ac para orientar e olerecer suporte em
caso de eventuais maleficios ocasionados diretamente pela pesquisa.

Os benelicios diretos censistemn basicamente na revisdio dos dados clinicos do paciente, realizagao de
exames laberateriais ndio disponiveis pelo sistema Unico de sadde (SUS) e eventual sugestic de
tratamentos alternativos nos casos refratarios. Os beneficios indiretos incluem contribuigédo para o
cenhecimento atual da patogénese do lipus eritematoso sistémico.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um tema muito interessante e atual para a populagao e toda comunidade médica, uma vez que
tem aumentade a incidéncia de casos de Lipus Eritematoso Sistémico. Neste contexto qualquer iniciativa
visando ¢ aumento de conhecimento cientifico nesta area é muito relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagiio obrigatéria:

Todas as cartas de anuéncia e curriculos estdo devidamente anexadas. Adicionalmente o termo de
consentimento livre e esclarecido estar em linguagem adequada aos participantes da pesquisa. Os critérios
de inclusdo e exclusiio dos participantes da pesquisa estdo devidamente delineados. A folha de roste esta
devidamente assinada e carimbada.

Recomendagoes:

Nenhuma

Enderego: Av. da Enganharia s/n® - 1° andar, sala 4, Précio co CCS

Balrro: Cigage Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (B1)2126-85689 E-mall: cepccs@ufpe.br

Plgyea 02 ce 02



s e e UNIVERSIDADE FEDERAL DE
"L, 8 PERNAMBUCO CENTRODE “GRGra ~
' CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Seres Humanos

Continuagho do Parccer: 1.331.002

Conclustes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:
Nenhuma

Consideragtes Finals a critério do CEP:

O Protocolo fol avaliade na reunific do CEP e esth APROVADO para iniclar a colota de dadoes. Informamos
que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto 86 serd dada apds o envio do Relatdrio Final da pesquisa, O
pesquisador deverd lazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via *Notificagho”, pela
Platalorma Brasil. Siga as InstrugGes do link *Para enviar Relatdrio Final®, disponivel no site do
CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagho desse relatério, o CEP emitird nove Parecer Consubstanciado delinitivo
pelo sistema Platalorma Brasil,

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, excelo quando perceber risco ou dano nilo previsto ao voluntario participante (tem V.3,
da Roesolugho CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devemn ser solicitadas atravos de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocole a ser modilicada o suas justificativas,

Para projetos com mais de um ano de execuglo, ¢ obrigatdrio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comitd de Etica relatérios parcials das atividades desenvolvidas no
periedo de 12 meses a contar da data do sua aprovaglo (item X.1.3.b., da Resolugic CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de 1odos o8 efeitos adversos ou lalos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (tem V.5., da Resoluglio CNS/MS N° 466/12). £ papel do/a pesquisador/a assogurar
todas as medidas imediatas ¢ adequadas lrente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
om outro centro) @ ainda, enviar notificagdio & ANVISA -~ Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, jJunto com
Sou posicionamento,

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagom Autor Situagho
Informagoos Basicas| PB_INFOAMAGOES BASICAS DO P | 26/10/2015 Acelto
doProjeto ___LBOJETO 616110 dl L 173627 |\
Outros CLAUDIA pdf 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
- - 123830 {SABINHO
Outros LUCILA.pdf 26/10/2015 |FILIPE WANICK Acelto
17.33:24 __ISARINHO

Endarogo:  Av, da Enganharia &/n® - 1° andae, sala 4, Préaio co CCS

Balrro:  Cioage Univorsitivia CEP: 50 740600
UE: PE Munleiplo: HECIFE
Telofone: (B1)2120.8584 E-mall: copccs@ulpo br

Pl 03 0w 0
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E UNIVERSIDADE FEDERAL DE

Continuagho do Parecer: 1.331.033
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R ™

Qutros ESARINHO.pd! 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
17:24:12_|SARINHO

Qutros FWS.pdt 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
17,1422 1SARINHO

Orgamento orcam.pdf 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
17.00; [SARINHO

Projeto Detalnado / | PROJETO.pdl 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito

Brochura 17:09:12 | SARINHO

lnvestigador

Qutros AnuenciaassNEFROreal. JPG 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
16:58:50 ISARINHO

TCLE /Termos de | TCLE.pd! 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito

Assentimento / 16:52:38 | SARINHO

Justificativa de

LAusfngia

Folha de Rosto FROSTOcarimbada.pd! 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
16:48:51 ISABINHO

QOutros anuenciaassreumato.jpeq 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
11.05:44 1SARINHO

Cronograma cronograma.pdf 26/10/2015 |FILIPE WANICK Aceito
10:59:48 | SARINHO

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:

Néo

Enderego: Av, da Enganharia s/n* - 1* andar, sala 4, Précio co CCS
Balrro: Cigage Universitivia
Municiplo: HRECIFE

UF: PE

RECIFE, 20 de Novembro de 2015

Assinado por:

Gisele Cristina Sena da Silva Pinho

(Coordenador)

Telefone: (B1)2126-8568

CEP: 50740600

E-mall; copccs@ulpe.br

Flgra 04 cu 0
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ANEXO II

ESCORE SLEDAI 2000 (SLEDAI 2K)



SLEDAI 2000 (SLEDAI 2K)

Table 2. SLEDAI- 2K data collection foem.

(GLADMAN, 2002)
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Study No.:

Paticnt Name:

Visit Date:

(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 . S€1ZUME Recent onset, exclude metabolic, mfectious or drug causes.

8 o Psychosis Altered ability to function in normal activity due to severe disturbance in the perception
of reality. Inchade hallucinations, incoberence, marked Joose associations,
impavenshed thought content, marked ilogical thinking. buzarre, disorganized, or
catatonic behavior, Fxclude uremia and drug causes.

B Organic brain Altered menta! function with impeired orientation, memory, or other mteliectual

syndrome function, with rapid onset and fluctuating climical features, inadility 10 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. Exchude metabolic, mfectious, or drug causes.

8 Visual disturbance Retinal changes of SLE. Include cytond bodies, retinal hemorrhages, serous exudate or
hemorrhages in the chorod, o optic mearitis. Exclude hypericnsion, mfection, or drug
causes.

8 Cranial nerve disorder  New onset of sensory or motor ncuropathy nvolving cranial nerves.

8 Lupus headache Severe, persistent hcadache; may be migrainous, but must be norresponsive 10 Darcotic

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

8 Vasculitis Ulceration, gangrene, tender finger nodules, periungual mfarction, splinter
hemorrhages, or biopsy or angiogram proof of vasculitis.

4 Arthritis 2 2 joints with pain and sigas of mflammation (i.¢., tendemess, swelling or effusion).

4 Myositis Proximal muscle aching/'weakness, associated with elevated creatine
phosphokinase/aldolasc or clectromyogram changes or a biopsy showing myositis.

4 . Urinary casts Heme-granular or red blood cell casts,

4 Hematuria >5 red blood cellshigh power field. Exclude stone, infection or other cause.

4 — Proteinuria 0.8 gram/24 hours

4 Pyuria =8 white blood cellshigh power fiekd. Exclude infection.

2 . Rash Inflammatory type rash

2 —. Alopecia Abnormal, patchy or diffuse loss of hawr

2 Mucosal ulcers Oral or nasal ukcerations.

2 Pleurisy Pleuritic chest pasn with plewral rub or effusion, or plewral thickening.

2 Pericarditis Pericardial pain with at least | of the following: rub, effiusion, or electrocardiogram o
echocardsogram 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 assey above normal range for testing laboratocy.

| — Fever >38°C. Exclude infectious cavsc.

l — Thrombocytopenia <100,000 plasebets / x10%L, exclude drug causes.

| Leukopenia < 3,000 white blood cells / x10"L, exclude drug causes.

TOTAL
SLEDAI

SCORE



