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RESUMO

Objetivo: Avaliar a frequéncia de manifestacdes clinicas e laboratoriais em pacientes com sindrome antifosfolipide
primaria (SAFP) com anticorpos antinucleares positivos (FAN Hep-2+), comparados aqueles com esses anticorpos
negativos (FAN Hep-2 -). Pacientes e Métodos: Estudo transversal em 58 pacientes (82,8% mulheres) com SAFP.
Foram avaliados os dados demograficos, clinicos, comorbidades, medicacdes e anticorpos antifosfolipides. Resultados:
Dos 58 pacientes incluidos no estudo, vinte (34,5%) apresentaram presenga de FAN Hep-2. Comparando-se o grupo
de pacientes FAN Hep-2+ com aqueles FAN Hep-2 -, verificou-se que ambos os grupos de pacientes com SAFP nio
diferiram estatisticamente em relacdo aos dados demograficos, bem como em relagao ao tempo de doenca. Em relacio
as manifestagdes clinicas e laboratoriais, o grupo com FAN Hep-2 + apresentou maior frequéncia de trombose venosa
profunda (85 versus 52,6%, P=0,04), uma frequéncia estatistica e significativamente maior de anticardiolipina IgG (85
versus 52,6%, P =0,02) e uma tendéncia para anticardiolipina IgM (80% versus 52,6%, P = 0,05), bem como maiores
medianas desses anticorpos [33 (0-128) versus 20 (0-120) GPL, P = 0,008] e [33 (0-120) versus 18,5 (0-120) MPL, P
= 0,009]. Tal diferenca nao foi observada no que se refere a outras manifestagdes da SAF, presenca de comorbidades,
estilo de vida e uso de medicagdes. Conclusio: Pacientes com SAFP que apresentam FAN Hep-2+ tém maior frequéncia
de trombose venosa profunda e anticardiolipinas IgG e IgM.

Palavras-chaves: sindrome antifosfolipide, sindrome antifosfolipide primaria, anticorpos celulares em células Hep-2,
autoanticorpos, anticardiolipina.

INTRODUCAO

A sindrome antifosfolipide (SAF) ¢ uma doenga autoimune
adquirida caracterizada pela ocorréncia de tromboses vascu-
lares (arteriais e/ou venosas) que podem evoluir com eventos
obstétricos em vigéncia da presenca persistente de anticorpos
antifosfolipides (anticardiolipina, anti-beta-2-glicoproteina I,
ou anticoagulante lupico).!

Os autoanticorpos contra antigenos presentes em células
Hep-2 sdo praticamente universais no lapus eritematoso sistémi-
co (LES). Seu encontro favorece a confirmagao diagndstica da

enfermidade, considerando-se que sua presenca ¢ observada em
95% dos pacientes. Contudo, os demais pacientes lupicos, que
integram o percentual restante de 5%, apesar de apresentarem
resultado negativo para a pesquisa de anticorpos contra antige-
nos celulares em Hep-2 por imunofluorescéncia indireta (IFI),
podem demonstrar resultados positivos para antigenos, como por
exemplo o SS-A/Ro de 60 kDa, utilizando-se outras técnicas.*¢

O estudo desse teste de IFI auxilia na deteccao de autoanti-
corpos que sao altamente especificos do LES, como o anti-DNA
nativo, o anti-P ribossomal e o anti-Sm.” Adicionalmente,
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alguns desses anticorpos (anti-DNA nativo e anti-P ribossomal)
podem ser marcadores de atividade de doenga, alternando os
titulos nos momentos de exacerba¢do ¢ remissdo clinica da
enfermidade.”® Um estudo prévio comparou pacientes lapicos
com e sem anticorpos antinucleares quando testados por IFI
em células Hep-2."° Esses autores, avaliando 25 lipicos sem
FAN Hep-2 e 91 pacientes com presenga desses anticorpos,
demonstraram que o acometimento cutaneo foi infrequente
no grupo sem FAN Hep-2 positivo. Além disso, a presenga
de plaquetopenia, tromboses arteriais ¢ venosas, bem como
acidente vascular cerebral, foi mais frequente no grupo sem a
presenga de FAN Hep-2. Esse trabalho demonstrou a existéncia
de um espectro clinico e laboratorial distinto nos pacientes
lupicos com ou sem FAN positivo em Hep-2 e, principalmente,
detectou maior frequéncia de manifestagdes que sdo bastante
comuns na SAF.

Um trabalho recente demonstrou que pacientes com SAF
primaria (SAFP) e presenca de anticorpo antinucleossomal
podem evoluir para lapus.'" Todos esses dados suscitaram a
realizag@o do presente estudo, que tem como objetivo avaliar
em uma popula¢do com SAFP se a presenca de autoanticorpos
contra antigenos das células Hep-2 é capaz de discriminar um
subgrupo de pacientes com manifestagoes clinicas ou labo-
ratoriais distintas daqueles pacientes sem esses anticorpos.

PACIENTES E METODOS

Neste estudo foram incluidos 58 pacientes de ambos os sexos,
com idades entre 18 e 55 anos, com diagnodstico de SAFP
segundo os critérios de Sapporo.'? Os individuos incluidos no
trabalho sdo provenientes do ambulatério de SAF do Servigo
de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo e foram atendidos no
periodo de fevereiro a maio de 2008. O estudo foi aprovado na
Comissio de Etica do mesmo hospital, com processo n°® 1109/08.

Para o desenvolvimento da presente pesquisa, foi realizada
uma avaliagdo clinica complementada com os dados colhi-
dos dos prontuarios médicos. Os eventos clinicos arteriais
e venosos foram todos confirmados por método de imagem,
como ultrassonografia com Doppler, cintilografia pulmonar de
ventilagdo-perfusdo, tomografia computadorizada, ressonancia
nuclear magnética (RNM), arteriografia, angiotomografia e
angio-RNM. A plaquetopenia foi definida como niveis de
plaquetas < 100.000/mm? em pelo menos duas ocasides conse-
cutivas. Foram avaliadas também a presenc¢a de comorbidades,
como hipertensao arterial sistémica (PA > 140 x 90 mmHg ou
uso de medicacdo anti-hipertensiva), presenga de dislipidemia
e medicamentos em uso. Nao foi realizada coleta de amostras
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de sangue para realizacdo de exames laboratoriais, uma vez
que foram utilizadas aquelas previamente realizadas pela rotina
de acompanhamento ambulatorial.

Foram excluidos do estudo pacientes com outras doencas
que levam a SAF secundaria, como o LES, a artrite reumatoi-
de, a esclerose sistémica, a sindrome de Sjogren, bem como
aqueles que fizeram implante de silicone e/ou em uso de
medicagdes que podem induzir a formagao de autoanticorpos,
como a hidralazina, fenitoina e outros. A idade foi limitada até
0s 55 anos, sabendo-se da maior prevaléncia de autoanticorpos
em individuos mais velhos.!?

Deteccao de autoanticorpos

A pesquisa de anticorpos contra antigenos celulares foi realiza-
da pela técnica de IFI tendo células Hep-2 como substrato.'*!
Foram considerados resultados positivos aqueles acima de
1:80. Todos os soros foram testados em metodologia padroniza-
da no laboratorio onde este estudo foi realizado e os resultados
foram confirmados também em kit comercial (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha).

Anticorpos anti-DNA nativo foram pesquisados também
por IFI no hemoflagelado Crithidia luciliae'® e foram consi-
derados resultados positivos aqueles > 1:10. Os anticorpos
dirigidos contra antigenos nucleares extraiveis (anti-ENA),
especificamente o anti-U1RNP e anti-Sm, foram detectados por
imuno-hemaglutinagdo, utilizando como fonte de antigénica
extrato de timo de coelho (Sigma Chem Co., St. Louis, EUA).
Os anticorpos anti-Ro/SS-A e anti-La/SS-B foram detecta-
dos por contraimunoeletroforese em gel de agarose a 1,0%
em tampao barbital, pH 8,2, e o antigeno utilizado para esta
técnica foi extrato de bago de cdo.'”'® Os resultados positivos
foram aqueles que ndo apresentaram aglutinagao das hemacias
visiveis a olho nu para anti-ENA e linha de identidade na pre-
cipitagdo para anti-Ro/SS-A e anti-La/SS-B. Para caracterizar
0s anticorpos precipitantes, foram utilizados soros referéncia
com especificidades antigénicas conhecidas.

Deteccao dos anticorpos antifosfolipides

Os anticorpos anticardiolipina (aCL) foram detectados por
ELISA." Resumidamente, orificios de placas de poliestireno fo-
ram sensibilizados com a cardiolipina (Sigma Chem. Co., EUA)
na concentracdo de 50 ug/mL em etanol gelado (50 uL/orificio)
por 16 horas a 4° C. Apos lavagem, a placa foi bloqueada por 2
horas com soro fetal bovino inativado (56° C por 30 minutos) a
30% em PBS. Os orificios foram sequencialmente incubados,
em duplicata, com os soros diluidos 1:50 e IgG de cabra anti-IgG
ou anti-IgM humanas, marcadas com peroxidase (Sigma Chem.
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Co., EUA). Os resultados foram expressos em unidades GPL
e MPL, determinadas por meio de curva construida a partir
dos valores de densidade optica obtidos de amostras de soros
referéncia definidos internacionalmente. Para o diagnostico da
sindrome, os valores acima de 20 U foram considerados positivos
segundo os critérios de Sapporo.'?

O anticoagulante lupico (LAC) foi realizado por meio de
testes hematologicos funcionais inicialmente pelo teste de
rastreamento com o tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa) e, em seguida, o teste do veneno da vibora de Russel
(dRVVT), nos casos em que o TTPa foi negativo. Em caso
de uma razao entre o TTPa do paciente e do controle normal,
maior que 1,2, foi realizada a prova de mistura de 50% de
plasma normal com 50% do plasma-teste. Caso houvesse
corre¢do do TTPa ou dRVVT, era diagnosticada deficiéncia
de fator de coagulacdo. Caso contrario, se ndo houvesse cor-
recdo e essa fosse obtida com a mistura com plasma rico em
fosfolipides (plaquetas), era diagnosticado o LAC. Esse teste
foi realizado tendo-se o cuidado de verificar se o INR do tempo
de protrombina era menor que 3,5; caso fosse maior que esse
valor, uma pré-mistura com plasma normal era realizada antes
de se proceder ao TTPa.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados em médias e desvios-padrao.
A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad InStat
versao 2.00 e utilizados os testes ¢ de Student para comparagao
das médias e Mann-Whitney para comparagdo das medianas e
teste exato de Fisher para as frequéncias. Os resultados foram
considerados significativos quando P < 0,05.

RESULTADOS

A média de idade de todos os 58 pacientes com SAF na época
da avaliagdo era de 39,0 + 10,0 anos, sendo 48 (82,8%) mu-
lheres e 79,3% da cor branca. O tempo médio de duragao da
doenga foi de 71,8 + 58,5 meses. Em relagdo aos eventos vascu-
lares, 53,4% dos pacientes tiveram tromboses arteriais; 51,7%,
tromboses venosas; ¢ 31% apresentaram eventos obstétricos.

Vinte (34,5%) dos 58 pacientes apresentaram FAN Hep-2
positivo. O padrao predominante foi o nuclear homogéneo
(n=9), seguido pelo nuclear pontilhado (n = 7) e, por ultimo,
o padrao misto do tipo nuclear homogéneo ¢ nuclear pontilhado
(n = 4). A maioria deles apresentou titulos > 1/320 (n = 10),
seguidos por valores iguais a 1/160 (n=7) e iguais a 1:80 (n =
3) (Tabela 1).
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A caracterizacdo da especificidade dos padrdes demonstrou
que seis (30%) dos vinte pacientes com FAN Hep-2 positivo
apresentaram anticorpos especificos. Um deles apresentou
anti-DNA nativo, entretanto em um titulo baixo (1:20), ¢ a
analise de outras amostras de soro do mesmo paciente nao de-
tectaram esse anticorpo. Dois pacientes apresentaram anticorpo
anti-ENA, sendo que um deles tinha anti-Sm positivo e o outro
anti-U1RNP. Dois pacientes tiveram anti-Ro/SS-A positivo. As
pesquisas de olhos e boca seca nesses dois individuos resul-
taram negativas. Um ultimo paciente apresentou positividade
em titulo baixo de fator reumatoide ao latex; entretanto, esse
anticorpo foi negativo ao teste de Waaler-Rose. Anticorpos
anti-P ¢ anti-La/SS-B nao foram encontrados (Tabela 1). Atual-

Tabela 1

Vinte pacientes com sindrome antifosfolipide primaria
com FAN Hep-2 positivo, titulos desses anticorpos

e correspondentes autoanticorpos especificos

Padrao do FAN Titulo do FAN  Autoanticorpos
Paciente Hep-2 positivo Hep-2 positivo  especificos
1 Nuclear homogéneo 1/160 -
2 Nuclear homogéneo 1/160 Anti-Ro/SS-A
Misto do tipo nuclear
3 homogéneo + nuclear >1/320 -
pontilhado
4 Nuclear homogéneo > 1/320 -
Nuclear homogéneo >1/320 -
6 Nuclear homogéneo > 1/320 Anti-UTRNP
Misto do tipo nuclear
7 homogéneo + nuclear >1/320 -
pontilhado
8 Nuclear homogéneo > 1/320 -
9 Nuclear homogéneo 1/160 -
Misto do tipo nuclear
10 homogéneo + nuclear 1/160 Anti-Sm
pontilhado
11 Nuclear pontilhado 1/80 -
12 Nuclear pontilhado 1/160 -
13 Nuclear pontilhado 1/160 -
Fator
reumatoide
14 Nuclear pontilhado 1/80 (latex) positivo,
com Waaler-
Rose negativo
15 Nuclear homogéneo >1/320 -
16 Nuclear pontilhado >1/320 -
17 Nuclear pontilhado 1/80 -
A Anti-DNA
18 Nuclear homogéneo >1/320 nativo 1/20
Misto do tipo nuclear
19 homogéneo + nuclear >1/320 Anti-Ro/SS-A
pontilhado
20 Nuclear pontilhado 1/160 -

Rev Bras Reumatol 2010;50(3):262-72



mente, cerca de dois anos, todos os pacientes com anticorpos
positivos encontram-se assintomaticos e sem evidéncia de
LES ou outra doenga do tecido conjuntivo. Ao compararmos
os pacientes com FAN Hep-2 positivo com aqueles negativos,
ndo se observaram diferengas significativas em relagdo a idade
(37,1 £ 9,5 versus 40,0 £ 10,9 anos, P = 0,30), bem como as
frequéncias do género feminino (95 versus 78,9%, P = 0,14),
a cor branca (85 versus 78,9%, P = 0,73), as médias de peso
(68,3 16,8 versus 77,0+ 20,5 kg, P=0,10), a altura (158,7+ 8,8
versus 162,3+7,6 cm, P=0,11) e ao indice de massa corporal
(26,8 + 5,7 versus 29,2 = 7,3 kg/m?, P = 0,19). O tempo de
duragdo de doenca (77,7 £ 52,5 versus 68,4 + 61,3 meses, P =
0,28) foi similar em ambos os grupos (Tabela 2).

Em relacdo as manifestagdes clinicas da doenga, o grupo
com FAN Hep-2 positivo apresentou maior frequéncia de
trombose venosa profunda (85 versus 57,9%, P =0,04) que o
grupo negativo. Ambos os grupos de pacientes foram similares
em relagdo as outras manifestagdes clinicas ¢ comorbidades
relacionadas doenca, como eventos arteriais, venosos € obs-
tétricos, tromboembolismo pulmonar, plaquetopenia, acidente
vascular cerebral, sindrome de Sneddon, isquemia de extremi-
dades, infarto agudo do miocardio, angina, hipertensao arterial
sistémica, dislipidemia e osteonecrose. Da mesma forma, o
estilo de vida, a frequéncia de pratica de atividade fisica e
tabagismo pregresso e atual também ndo diferiram em ambos
os grupos (Tabela 3).

Os dois grupos de pacientes foram também similares em
relagdo ao uso das seguintes medicagdes: corticoides (uso
atual e pregresso), cloroquina, warfarina, estatinas e acido

Tabela 2

Comparagdo entre os dados demograficos,
antropométricos e duragdo de doenga nos pacientes
com sindrome antifosfolipide primaria (SAFP) com
FAN Hep-2 positivo e FAN Hep-2 negativo

SAFP SAFP

FAN Hep-2 + FAN Hep-2 -
Dados n=20 n=238 P
Idade (anos) 37,1+9,5 40,0 £ 10,9 0,30
Género
e, 19 (95) 29 (76,3) 0,14
Cor branca, n(%) 17 (85) 29 (76,3) 0,73
Peso (kg) 68,3 + 16,8 77,0 = 20,5 0,10
Altura (cm) 158,7 + 8,8 162,3 + 7,6 0,11
indice de massa
corporal (kg/m) 26,8 +5,7 292+7,3 0,19
Duragdo da 777 £525  684=613 0,28

doencga (meses)

0Os dados sdo apresentados em médias + desvios-padrao ou porcentagem.
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acetilsalicilico. O uso de corticoide em pacientes com SAFP
se deveu a manifestagdes de plaquetopenia, e, em dois deles,
por mielite tranversa (Tabela 4).

As medianas de anticorpos aCL IgG [33 (0-128) versus
20 (0-120) GPL, P=0,008] e IgM [33 (0-120) versus 18,5 (0-
120) MPL, P=0,009] foram significativamente mais elevadas
nos pacientes com FAN Hep-2 positivo do que nos individuos
negativos. Os valores de aCL ndo apresentaram distribuicao
gaussiana, sendo utilizado Mann-Whitney. Da mesma forma,
maior frequéncia de aCL IgG (85 versus 52,6%, P =0,02) e
uma tendéncia para anticardiolipina IgM (80% versus 68,4%,
P=0,05) foram observadas nos pacientes FAN Hep-2 positivo

Tabela 3

Comparagao entre os dados clinicos, eventos
cardiovasculares, comorbidades ¢ estilo de vida dos
pacientes com sindrome antifosfolipide primaria
(SAFP) FAN Hep-2 positivo e FAN Hep-2 negativo

SAFP SAFP

FAN Hep-2 + FAN Hep-2 -
Dados n=20 n=38 P
Ev(:ento arterial, 9 45) 23 (60,5) 0,25
n( /0)
Evoento Venoso, 11 55) 19 50) 075
n( /o)
Evoento obstétrico, 420) 14 36,8) 0,24
n( /0)
Acidente vascular
cerebral, n(%) 6(30) 17 (44,7) 0,40
Sindrome de
Sneddon, n(%) 3015 4(10,5) 0,68
Isquemia de
extremidades, n(%) 2(10) 6 (15,8) 0,70
Infarto agudo do
miocérdio, n(%) 0 3(7,9 0,54
Angina, n(%) 0 37,9 0,54
Trombose venosa
profunda, n(%) 17 (85) 22 (57,9) 0/04
Tromboembolismo
pulmonar, n(%) 5(25) 9(23,7) 1,00
P[squetopenla, 40) 37,9 0,22
n(%)
Osteonecrose, n(%) 1(5) 2 (5,3) 1,00
Hipertensao arterial
sistémica, n(%) 630 17 (44,7) 0,40
Dislipidemia, n(%) 4 (20) 11 (28,9) 0,54
Atividade
fisica, n(%) 4(20) 12(31,6) 0,54
Tabagismo
atual, n(%) 4(20) 2(53) 0,17
Tabagismo 6 (30) 16 ((42,1) 041

pregresso, n(%)
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Tabela 4

Comparagao entre as frequéncias de medicagdes dos
pacientes com sindrome antifosfolipide primaria (SAFP)
com FAN Hep-2 positivo e FAN Hep-2 negativo

SAFP SAFP

FAN Hep-2 +  FAN Hep-2 -
Dados n=20 n=38 p
Uso atual de
corticoide, n(%) 3015 2(5,3) 0,73
Uso prévio de
corticoide, n(%) 9(23,7) 14 (36,8) 0,58
Uio de warfarina, 16 (42,1) 30 (78.9) 100
n(%)
Uio de cloroquina, 6 30) 65,8 .
n(%)
Uso de estatina,
n(%) 5013,2) 10 (26,3) 1,00
Uso atual de acido
acetilsalicilico, 4(10,5) 13 (34,2) 0,37

n(%)

do que no grupo negativo, respectivamente. A presenga do an-
ticoagulante lipico foi comparavel nos dois grupos (Tabela 5).

DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou um padrao distinto de mani-
festagdes clinicas ¢ laboratoriais em pacientes com SAFP que
apresentam FAN Hep-2 positivo, comparado aqueles sem
esses autoanticorpos.

Diversas condigdes clinicas podem apresentar presenca de
FAN Hep-2, sendo principalmente representadas pelas doengas
difusas do tecido conjuntivo e pessoas que fizeram implante de
silicone. Assim, esses individuos foram excluidos do presente
trabalho para garantir a relevancia clinica dos resultados.?** Da
mesma forma, a literatura apresenta trabalhos que demonstram
a associagdo da presenca dos anticorpos antinucleares com o
aumento da idade do individuo, incluindo pessoas saudaveis.'?
Dessa maneira, neste estudo foram incluidos pacientes com
idade limite até os 55 anos.

Nao existem estudos com desenho semelhante ao do presente
trabalho. Ha trabalhos demonstrando que a presenga do FAN
em SAFP pode estar associada ao desenvolvimento posterior de
LES, como observado no estudo de Blanco ef al.>* Na mesma
linha de raciocinio, Carbone ef al. demonstraram que a presenga
do FAN em 33 mulheres com SAFP representou um maior risco
de evolucdo da SAF para o LES em seis pacientes.?

A associagdo aqui encontrada entre FAN Hep-2 positivo
e maior frequencia de anticorpos aCL pode sugerir uma ati-
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Tabela 5

Comparagao entre as frequéncias de anticorpos
antifosfolipides dos pacientes com sindrome
antifosfolipide primaria (SAFP) com FAN
Hep-2 positivo e FAN Hep-2 negativo

SAFP SAFP
FAN Hep-2 + FAN Hep-2 -

Dados n=20 n=38 P
Anticoagulante

Gpico, n(%) 19.(95) 31(81,2) 0,24
aCL IgG, GPL* 33 (0-128) 20 (0-120) 0,008
aCL IgM, MPL* 33 (0-120) 18,5 (0-120) 0,009
Positividade de

aCL IgG, n(%) 17.(85) 20 (52,6) 0,02
Positividade de

aCL IgM, n(%) 16 (80) 20 (52,6) 0,05
Positividade de

aClL IgG ou IgM 17.(85) 26 (68,4) 0,22

Os dados sdo apresentados em médias + desvios-padrao,
mediana* ou percentagem. aCL = anticardiolipina.

vagao policlonal de linfocitos em SAF. Essa ativagao ja foi
previamente demonstrada pela presenca de, pelo menos, trinta
diferentes autoanticorpos relacionados com a SAF.?’

A maior frequéncia de trombose venosa profunda em in-
dividuos com FAN Hep-2 positivo ja tinha sido anteriormente
demonstrada em pacientes com LES,** entretanto, ndo havia
estudos demonstrando esses achados em pacientes com SAFP.
E sabido que individuos com LES apresentam maior risco de
desenvolver episodios tromboembdlicos e esse risco € maior
quando da presenca de anticorpos antifosfolipides.?**" E, ainda,
parecem existir clusters de autoanticorpos: por exemplo, a
combinacdo de aCL, anti-DNA nativo e LAC parece discri-
minar uma populacao de pacientes com LES com maior risco
de eventos tromboembolicos.?

O presente trabalho demonstrou que cerca de 1/3 dos
pacientes com SAFP podem apresentar FAN Hep-2 positivo,
sendo que a maioria desses individuos apresentava um titulo
maior que 1/320. O encontro de seis pacientes com anticorpos
especificos, a excecdo do fator reumatoide, em baixo titulo ¢
ndo confirmado em teste mais especifico, traz a possibilidade de
que tais individuos talvez possam evoluir para outras doengas
do tecido conjuntivo. O trabalho de Arbuckle et al. demonstrou
a presenca de anticorpos especificos nos soro de individuos
normais que, apos cerca de cinco anos, evoluiram para LES.?!

Assim, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez,
que pacientes com SAFP com FAN Hep-2 positivo apresentam
maior frequéncia de trombose venosa profunda e de anticorpos
aCL, bem como maiores titulos desses anticorpos.
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