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INTRODUCAO

1. Doenga auto-imune

No sistema imune ha diversos tipos de células e muitos
mediadores que atuam de modo inter-relacionado e orquestrado, com
objetivo de conferir protecdo contra inumeros patdgenos que desafiam
constantemente o organismo. Este sistema é imperfeito e ndo raro volta-se
contra o individuo, agredindo-o e causando doencas. Por ser a auto-agressao
0 mecanismo patogenético destas doencas pelo sistema imune estas sdo
genericamente denominadas de doencas auto-imunes (FLAVELL e col.,

1999).

O sistema imune pode agredir o organismo pelos mesmos
mecanismos empregados na sua defesa, ou seja, tanto a imunidade humoral
quanto celular, isolada ou associadamente, estdo envolvidas na patogénese
das doencas auto-imunes (GORDON e col., 1994). Estes mecanismos sdo
bem conhecidos em uma variedade de doengas humanas e muito estudados
em excelentes modelos animais. Dependendo do antigeno "escolhido", a
auto-agressdao pode acontecer localizadamente em um 6&rgdo (6rgéo-
especifica) como nas tireoidites, ou ser disseminada (Orgdo-inespecifica),
como na doenca lapica. Em 1900, Erlich (apud BIER, 1982) denominou esse
fendmeno de auto-agressdo de horror autotoxicus, reconhecendo-se hoje ser

decorrente da perda da auto-tolerancia.

S8-A/Ro e SS-B/La
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O quadro 1 mostra o espectro das doencgas auto-imunes,

variando desde as orgao-especificas até orgdo-inespecificas (ROITT,1998).

Quadro 1 -  Doengas auto-imunes Orgdo-especificas e Orgdo-
inespecificas

ORGAO-ESPECIFICAS

Tireoidite de Hashimoto
Anemia perniciosa

Doenca de Addison
Diabetes mellitus insulina-dependente

Sindrome de Goodpasture
Miastenia grave
Pénfigo vulgar
Anemia hemolitica auto-imune
Cirrose biliar primaria
Hepatite cronica ativa (HbsAg neg)
Sindrome de Sjogren

Artrite reumatoide

Dermatomiosite

Esclerodermia

Doenca do tecido conjuntivo misto
Ldpus eritematoso discoide

ORGAO-INESPECIFICAS

Adaptado: ROITT e col., 1998.

Os anticorpos circulantes observados nas doengas auto-imunes
se caracterizam por apresentar especificidade para diversos constituintes do
citoplasma e/ou do nucleo das células (CLEGG e col.., 1991, KURIEN e col.,
2000). A Tabela 1 descreve os diferentes antigenos nucleares e
citoplasmaticos, e sua sinonimia, contra os quais sdo freqlientemente

produzidos os auto-anticorpos detectados nas doencas reumaticas.

S8-A/Ro e SS-B/La
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Tabela 1. Auto-anticorpos contra antigenos nucleares e citoplasmaticos,
respectiva sinonimia, localizagdo celular dos antigenos, doencas reumaticas
associadas e frequéncia de aparecimento dos auto-anticorpos nas diferentes
doencas.

Antlco.rpo Antigeno Sinonimia Localizaggo Doenca %
(anti) celular
DNA DNAnN DNA ds nucleo LES 40
] ] ] LES >95
Histona Histona - ndcleo
LID >90
DNA DNA-Histona - ndcleo LES >90
LES 30
RNP Proteina-RNA  U1-RNP niicleo DMTC 95
ESP 10
Sm Proteina-RNA - nucleo LES 30
ndcleo SS 60
Ro Proteina-RNA SS-A ]
citoplasma LES 35
) ) SS 40
La Proteina-RNA SS-B ndcleo
LES 15
DNA- ESP
Scl 70 . Scl 70 nucleo ] 70
Topoisomerase | Difuso
Hist-RNAt ) o
Jol ) - citoplasma  Polimiosite 30
Sintetase
Proteinas-
Centrémero Centroméricas + - nucleo CREST >90
DNA

Adaptado: LESER, 1995

AbreviacGes: DNAn: DNA nativo; ESP: esclerose sistémica progressiva; his: histidil;
LES: Lupus eritematoso sistémico; LID: ldpus induzido por Drogas; RNAt: RNA
transportador; sindrome CREST: Calcinose, fendmeno de Raynaud, dismotilidade
esofageana, esclerodactilia e telangiectasia; SS: Sindrome de Sjogren.

S8-A/Ro e SS-B/La
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Como mostrado na Tabela 1, varios antigenos de localizagéo
nuclear e citoplasmatica foram descritos nas doencas auto-imunes
(MONESTIER, 1996). Os mais frequentes sdo os antigenos nucleares, e
devido ao processo usado para purifica-los, sdéo denominados de "antigenos
nucleares extraiveis”, sinonimia mais comumente representada pela sigla
ENA (Extractable Nuclear Antigens) (MATTIOLI e col., 1974 e NISHIKAI e

col.,1980).

S8-A/Ro e SS-B/La
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2. Antigenos SS-A/Ro e SS-B/La

A Tabela 2 lista os principais trabalhos descrevendo os

diferentes estudos relativos aos antigenos SS-/Ro e SS-B/La.

Um dos primeiros informes sobre a ocorréncia dos antigenos
SS-A/Ro e SS-B/La foi o trabalho JONES, em 1958, que detectou anticorpos
em soros de pacientes com sindrome de Sjogren (SS) contra extrato de
glandulas salivares. Posteriormente, ANDERSON e col., (1961, 1962) e
BECK e col., (1965), ratificaram a presenca destes anticorpos em pacientes
com outras doencas reumaéticas (LES, AR, ES, SSp), os quais foram
denominados SjD e SjT. Observaram que eram bioquimicamente diferentes,
pois, a antigenicidade de SjD néo era afetada por nucleases ou proteases
enquanto a antigenicidade de SjT, embora resistente a DNase e RNase, era

destruida pela tripsina.

CLARCK e col. (1969), utilizando soros de paciente com
LES, observaram que estes antigenos também estavam presentes em varios
tecidos humanos (figado, rim, e bago). Estes autores denominaram os dois

antigenos de Ro e La, iniciais dos nomes dos dois pacientes estudados.

Em 1975, ASPAUGH e TAN descreveram dois antigenos
nucleares extraidos da linhagem de células humanas Wil-2, que precipitavam
na presenca de soro de pacientes com LES e SS, os quais foram denominados

de SS-A e SS-B. O mesmo autor em 1979 demonstraram que 0 antigenos

S8-A/Ro e SS-B/La
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SS-A e 0 Ro e SS-B e o La eram idénticos. Desde entdo, convencionou-se
denominar estes antigenos de SS-A/Ro e SS-B/La ..

Os varios trabalhos da literatura (Tabela 2) mostram que 0s
antigenos SS-A/Ro e SS-B/La apresentam diferentes caracteristicas de
localizacdo, composicdo bioquimica e imunoldgica (KRAUTHAMER e
col.,1996 e WAHREN-HERLENIUS e col., 1999). Estes antigenos estdo
localizados principalmente no nicleo, e com menos freqiiéncia, no
citoplasma (CLARK, 1969; ASPAUGH e col.,, 1975 e 1979), estando
presentes nos tecidos de diversos oOrgdos humanos como: figado, rim,
glandula salivar e lacrimal e baco (CLARK, 1969; MATTIOLI e col., 1974) e
de animais como: baco (céo, porco, boi ), figado (rato e camundongo) e timo
(coelho) (HARMON e col.,1984 e NAKAMURA e col, 1985 e

KAPOGIANNIS, 2000).

S8-A/Ro e SS-B/La
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Quanto a caracterizagdo molecular, LERNER e col. (1979,
1981) demonstraram que o autoantigeno SS-A/Ro é constituido por complexo
protéico e RNA. Em 1984, WOLLIM & STEITZ, utilizando como substrato
celula HelLa, uma linhagem de celulas humanas, observaram que o0
componente protéico da ribonucleoproteina (RNP) SS-A/Ro esta associado a
uma de quatro pequenas moleculas de RNAs, variando de 84 a 112 bases,
designadas hY-RNAs (hY1-2, hY3, hY4 e hY5; h=human, Y= cYtoplasmic).
Estes autores observaram ainda que a atividade antigénica do SS-A/Ro é
aparentemente independente do RNA, visto que o anticorpo se ligava apenas
a porcdo proteica do antigeno, ndo reconhecendo hYRNAs isoladamente. Ao
contrario, BOIRE & CRAFT (1989) descreveram uma subpopulacdo de auto-
anticorpos anti-SS-A/Ro que reconheciam o complexo RNP-hY5-RNA, mas
ndo reconheciam a por¢do protéica ou hY5-RNA isoladamente. Na mesma
linha, VENABLES e col. (1983) purificaram o antigeno SS-A/Ro de baco
humano, utilizando auto-anticorpos anti-SS-A/Ro monoespecificos. O
antigeno purificado  migrou como unico polipeptideo de 55 KDa na
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Usando cromatografia de
imunoafinidade, YAMAGATA e col., 1984, purificaram e caracterizaram 0
antigeno SS-A/Ro e desenvolveram a técnica enzimunoenzimatica (ELISA)
para sua deteccdo. Neste estudo, descreveram o antigeno SS-A/Ro como

proteina com peso molecular de 60 KDa. Posteriormente, outros trabalhos

S8-A/Ro e SS-B/La
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introduziram aperfeicoamentos e novos procedimentos que melhoraram a
extracdo, purificacdo e caracterizacdo do antigeno SS-A/Ro (ELKON e
col.,1984 e KUMAGAI e col.,1991).

O peso molecular da RNP SS-A/Ro foi estimado através do
método de gel-filtracdo ser entre 100 e 150 KDa (CLARCK e col., 1969 e
SCOPELITIS e col., 1980). Alguns autores, utilizando immunoblotting (IB) e
imunoprecipitacdo (IP) estimaram que o peso molecular do componente
protéico do antigeno SS-A/Ro variava de 50 a 60 KDa (VENABLES e col.,
1983; WOLIN e col., 1984; e LIEU, 1984), variacdo esta provavelmente
devido as diferentes metodologias empregadas. Posteriormente, ficou
definido por diferentes autores que o SS-A/Ro € composto por um
polipeptideo de 60 KDa.

Em estudos iniciais, verificou-se que anticorpos anti-SS-A/Ro
eram direcionados contra RNP constituida de um U0nico polipeptideo
antigénico de 60 KDa associado a hY-RNAs. Posteriormente, BEN-
CHETRIT e col. (1988), demonstraram que anticorpos anti-SS-A/Ro também
reconheciam outro peptideo de 52 KDa associado aos mesmos hY-RNAs do
polipeptideo de 60 KDa, mostrando, também, que estas duas proteinas estdo
associadas numa estrutura complexa. Assim, utilizando IB com anticorpos
monoespecificos, esses autores demonstraram que a molécula de 52 KDa néo
é produto de degradacdo bem como ndo é modificacdo pos-traducdo da

molécula de 60 KDa ou do antigeno SS-B/La de 48 KDa, e caracterizaram 0s

S8-A/Ro e SS-B/La
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anticorpos anti-SS-A/Ro com especificidades distintas ao reagirem
separadamente com as proteinas de 60 KDa e 52 KDa. Os varios estudos
sugerem que o polipeptideo de 52 KDa & componente do SS-A/Ro, podendo
estar associado, na forma de complexo, com o polipeptideo de 60 KDa
(WAHREN e col., 1992). A proteina de 52 KDa pode interagir diretamente
com a de 60 KDa ou as proteinas de 60 e 52 KDa podem, separadamente, se
associar com as hY-RNAs (CHAN e col., 1991, SLOBBE e col., 1991,

BOZIC e col., 1994.

CHAN e col. (1990) foram os primeiros a clonar e sequenciar
0 DNACc da proteina SS-B/La 52 KDa, e mostraram que esta é diferente da
proteina de 60 KDa. Na proteina de 52 KDa, constituida de 475 aminoéacidos,
foram identificados os seguintes sitios funcionais: um dominio zinc finger, na
extremidade aminoterminal, provavelmente responsavel pelo reconhecimento
de RNA ou DNA, e um dominio leucine zipper, na regido central da proteina,
com potencial para dimerizacédo intermolecular (CHAN e col.,1990; CHAN e

col.,1991).

Quanto ao antigeno SS-B/La ele € composto por duas
proteinas, de 48 e 50 KDa, que se ligam a fator de transcricdo de RNA
Polimerase Il como parte do seu processo de maturacdo (RADER e
col.,1983, NYMAN e col.,1989; RINKE e col.,1982,). A proteina La pode se

ligar transitoriamente a particulas de proteinas SS-A/Ro (GOTTLIEB e col.,

S8-A/Ro e SS-B/La
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1989 (a); GOTTLIEB e col., 1989 (b); BOIRE e col., 1991; SIMONS e
col.,1994).

Anticorpos contra os antigenos ribonucleoprotéicos SS-A/Ro
e SS-B/La sdo geralmente encontrados em diferentes propor¢cdes em
pacientes com doenca reumatica como observado na Tabela 3.

Tabela 3. Freqliéncia de auto-anticorpos anti- SS-A/Ro e SS-B/La
observado no (LES) e Sindrome de Sjogren (SS).

Designacio Identidade Frequéncia (%)
clinica Molecular Referéncia
SS LES
MATTIOLI (1974);
) ASPAUGH (1975);
Proteinas de 52 e 60 YAMAGATA (1984),
SS-A/Ro KDa, complexadas 50-90 30-50  LIEU (1984).
com Y1-Y5 RNAs FRANCO (1981).
D’CRUZ (1992)
Fosfoproteina, 48 e :5:5,5 PEIEE I(ngg%?l)
ss-B/La 20 KDa complexadas — gg o 15 REDDY (1983)
com RNA polimerase BEN-CHERIT (1988)

I trancriptase CHAN (1982)

Adaptado: TAN, 1989

A prevaléncia de anticorpos anti-Ro varia de 50 a 90% em
pacientes com sindrome de Sjogren (SS) (dependendo do método usado para
detecta-los e o critério usado para definir a doenca), de 30 a 50% em
pacientes com lGpus eritematoso sistémico (LES) e de 20 a 30% em pacientes

com artrite reumatéide (AR) (TZIOUFAS e col., 1998 e MADDISON, 1994).

S8-A/Ro e SS-B/La
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Semelhantemente, anticorpos anti-La também sdo encontrados
em pacientes com Sindrome de Sjégren em proporcéo variavel, dependendo
do teste utilizado. Assim, o teste de imunoprecipitacdo detecta 35% dos
pacientes, e o teste de ELISA em 85% dos pacientes. Todavia, anticorpos
anti-La sdo menos frequentes no soro de pacientes com LES (15%)

(TZIOUFAS e col., 1998 e MADDISON, 1994).

Em pacientes com LES os anticorpos anti-Ro estdo
geralmente associados com erupcdes cutdneas fotossensiveis e a
glomerulopatia. Aléem disso, anticorpos anti-Ro e anti-La parecem predispor
pacientes com LES ao desenvolvimento de SS. Os anticorpos atravessam a
placenta e induzem em cerca de 5% dos casos ao IUpus eritematoso neonatal,
0 qual é caracterizado por erupcdes cutaneas transitorias e blogueio cardiaco,
que podem ser permanentes (VIANA e col., 1998, WHAREN-HERLENIUS

e col.,1999 e CIMAZ, e col., 2000, GARCIA e col., 2000).

S8-A/Ro e SS-B/La
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WAHREN e col., 1994 observaram subclasses de IgG e IgM
de autoanticorpos SS-A/Ro e SS-B/La, essas observagdes foram feitas por
WITTE e col., 2000 que estudaram em pacientes com LES, a prevaléncia de
IgM, IgA e IgG e sua provavel associacdo com sindrome sicca,
hipergamaglobulemia, altos titulos de anticorpos, anemia, anticorpos SS-
A/Ro e SS-B/La e HLA-DRS3, concluindo que anti IgG e IgA estédo
intimamente relacionados com o fendmeno auto-imune e a alta atividade do
LES. Além disso, HALSE e col. (2000) mostraram em seus estudos que ha
uma forte correlacdo entre o nivel de anticorpos e inflamacao local em LES e

SS.
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3. Testes sorologicos para detec¢édo de auto-anticorpos

Varios métodos tém sido descritos para a detec¢do de auto-
anticorpos. Em geral, estes métodos sdo utilizados em exames soroldgicos
para deteccdo de anticorpos, quais sejam, imunofluorescéncia indireta (IFI),
imuno-citoquimica, difusdo dupla, dot blot, Western blot (Wb),
Imunoprecipitacéo, ensaio Imunoenzimatico ELISA e a
contraimunoeletroforese (CIE), (DELPECH e col.,1993, COOK,1998;

B1ZZAR0,1998 e EGNER, 2000, BAUERFEIND & HEIDE, 1994).

Nas doencas auto-imunes, o primeiro método utilizado foi
descrito por HARGRAVES em 1948 (HARGRAVES e col., 1948), na
preparacdo do teste de célula LE. Clinicamente, os primeiros métodos de
detecgédo de anticorpos descritos foram os testes de radioimunoensaio (RIA)
para anticorpos anti-DNA dupla hélice (DNAds) (KREDICH e col., 1973) e
0 metodo de difusdo dupla para deteccdo de varios antigenos nucleares
extraiveis (ENAs), como SS-A/Ro, SS-B/La, RNP, Sm, Scl-70, Pm-Scl, e
Jo-1. Anticorpos anti-ENAs e anti-DNAds sdo doenca- especificos, tendo,
portanto valor diagnostico (MATTIOLI e col., 1974 e NISHIKAI e col.,

1980).
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Devido a grande dificuldade na sua padronizacao, a IFI tem
sido utilizada quase que exclusivamente como teste de triagem para detecgéo
de anticorpos anti-nucleares (FAN) (HOLBOROW e col., 1957, FRIOU,
1993 e JASKOWSKI, 1995). Inicialmente, IFI era feita sobre seccbes de
figado de rato ou rim de camundongo, e mais recentemente, tém-se obtido
melhores resultados utilizando como substrato da reacdo células cultivadas de
carcinoma de laringe humano (HEp-2) (KOZEN e col., 1980 e KERN, 2000).
Como observado na Tabela 6, estes substratos contém antigenos diferentes ou
ausentes como para 0 substrato de figado de roedores nos quais,

diferentemente das celulas HEp-2, ndo sdo detectados os antigenos Ro e o La.
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Tabela 4. Comparacdo entre os substratos de figado de roedores e substrato
de células de HEp-2, localizacdo e caracterizacdo dos antigenos e doencas
nas quais sao observados.

o Substrato Substrato .
Padrao figado HEp-2 Antigeno Doenca
Periférico ndcleo ndcleo DNAnN LES
Homogéneo nucleo nucleo histona,DNAn LID,LES,AR
Salpicado/ . . Sm LES
Pontilhado ndcleo ndcleo RNP DMTC,LES,ESP
La SS,LES
Salp!cadol ausente ndcleo Ro, La SS,LES
Pontilhado
Nucleolar nucléolo nucléolo RNA nucleolar ESP,LES,SS
Centromérico ausente ndcleo centrdmero CREST
Rgﬁ‘r LES
Citoplasmatico ausente citoplasma . LES,SS
his-RNAt o
. Polimiosite
sintetase

PCNA ausente ndcleo PCNA LES

Adaptado: LESER, 1995

Abreviagdes: AR: Artrite Reumatdide; DNANn: DNA nativo; ESP: Esclerose Sistémica
Progressiva; his: histidil; LES: Lapus eritematoso sistémico ; LID: Lapus Induzido por
Drogas; PCNA: Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular; RNAr: RNA ribossomal;
RNAt: RNA transportador; sindrome CREST: Calcinose, fendmeno de Raynaud,
dismotilidade esofageana, esclerodactilia e telangiectasia; SS: Sindrome de Sjogren.

Células humanas cultivadas sdo um dos melhores substratos
pois intensificam a deteccdo de antigenos nucleares relacionados ao ciclo
celular humano. O método de IFI apresenta sensibilidade baixa quando se
considera a detec¢cdo de antigenos de baixo peso molecular, como 0 Ro e 0
La. Entretanto, recentemente, linhagens de células humanas, que expressam
antigenos nucleares em baixa concentracdo, tém sido recombinadas com

sequiéncias de DNA capazes de superexpressarem estes antigenos nucleares,
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aumentando, assim, o poder do teste (KEECH e col.,1994, McCAULIFFE e
col., 1997; POLLOCK e col., 1999 e BOSSUYT e col., 2000).

A IFI tambem é utilizada para deteccdo de anticorpos anti-
DNA utilizando como substrato o hemoflagelado Crithidia luciliae. Este teste
¢ considerado positivo quando o cinetoplasto é corado ( Figura 1. A). No
caso das células de Hep-2, a positividade expressa-se sob a forma de padrdes
de fluorescéncia como especificados na Tabela 4 e ilustrados nas Figuras

1B,1C e 1D.
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O método de difusdo dupla foi usado por muitos anos para
deteccdo de anticorpos anti-ENAS, porém estd sendo rapidamente substituido
pelo metodo de ELISA para a maioria dos antigenos rotineiramente testados,
pois estes apresentam maior sensibilidade (WARLOW e col.,, 1984;
SANCHES-GUERREIRO e col., 1996 e ALEM, e col., 1997, JASKOWSKI,
1996). Em alguns estudos, o0 método de ELISA mostrou grande numero de
resultados falso-negativos, indicando que o processo de purificacdo do
antigeno deve ser feito de forma a manter todos os epitopos relevantes
necessarios para detectar a variedade de auto-anticorpos presentes em soros
de pacientesb (WARLOW e col., 1984).

No principio dos anos 90, comegou-se a produzir kits de
ELISA-ENA para diagnéstico. Embora esses testes sejam caros, comecaram
a ser usados, pois seu tempo de execucdo € menor, apresentam maior
precisdo e resultados menos subjetivos. Além disso, o teste pode ser realizado
com pequena quantidade de soro (COOK, 1998; VILLALTA e col., 1999 e
BIZZARO e col., 1999). A maior dificuldade na producdo de kits de ELISA-
ENA foi ultrapassada no principio dos anos 90, quando moléculas ENAs,
contendo todos os epitopos relevantes foram produzidas sinteticamente, o que
aumentou muita a sensibilidade e a especificidade dos testes

(KRAUTHAMER e col.,1996).
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Inimeros estudos foram publicados nos dltimos anos
comparando os diferentes méetodos utilizados para a deteccdo de anticorpos
ENA, como por exemplo, entre ELISA e os métodos de Cape blot,
precipitacdo, RNA, CIE e imunoblot. Da analise destes trabalhos observa-se
que ndo ha consenso sobre o melhor método, pois em trés deles concluiu-se
que o metodo de ELISA foi mais sensivel e especifico, em um que a CIE foi
melhor, e, em outro, que nenhum dos métodos por si s6 foi melhor (CHEN e
col., 1992, MANOUSSAKIS e col.,1993; BRIDGES e col,1997, CHAN e
col., 1999).

Os métodos western blotting (Wb) e ELISA com antigeno
peptidico sintético tém sido considerados relevantes no diagnéstico clinico.
Estes métodos estdo ainda em fase de investigacdo (BARAKAT e col,1992;

RICCHIUTI e col., 1994).
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4. A contraimunoeletroforese.

A contraimunoeletroforese, também conhecida como
eletrocinerese  ou imunoeletromoforese tem sido aplicado para
imunodiagndstico de varias desordens. A técnica é caracterizada pela alta
sensibilidade (até 97%-menos de 1,25 pg de anticorpo por ml pode ser
detectado) e especificidade (até 95%). O risco de reacdo cruzada é
semelhante ao da imunodifusdo dupla (MENDES e col., 1994). A CIE ¢
método amplamente usado para deteccdo de anticorpos em inumeras doencas.

A CIE é uma modalidade de imunoeletroforese, e tem como
principio geral a difusdo do antigeno e anticorpos em meio gel, ao qual é
aplicado uma corrente eletrica. Em resumo a CIE consiste em proceder duas
corridas  eletroforéticas em direcdes perpendiculares (eletroforese
bidimensional ou cruzada). Num primeiro tempo procede-se a separacao dos
componentes antigénicos; num segundo tempo é adicionado o anti-soro. O
resultado € visualizado por linhas de precipitacdo como na imunodifusdo
dupla. A CIE, aléem de propiciar uma resolucdo maior de linhas de
precipitacdo, presta-se admiravelmente aos estudos quantitativos,
concorrendo vantajosamente com a difusdo simples. Esta técnica baseia-se no
arrastamento catédico de moléculas pouco carregadas, como as moléculas de
imunoglobulinas. A passagem da corrente, migrando o antigeno para o

anaodio, encurta-se o caminho que devem percorrer 0S reagentes para se
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encontrarem e formarem uma linha de precipitacdo. Conseqlientemente, 0
aparecimento da linha de precipitacdo pode ocorrer em 20 minutos, ao
contrario das 12-24 horas requeridas pelas técnicas de imunodifusdo dupla
(BIER e col., 1982). Vérios trabalhos foram realizados para aperfeicoar a
técnica de CIE, citando-se, por exemplo, o trabalho de WALRANVES e col.
(1997) que conseguiram aumentar a sensibilidade e especificidade do teste ao
deixar que o soro a ser testado difundisse livremente no gel por 2 horas antes
da corrida eletroforética, embora este processo seja mais demorado.

Nas doencas auto-imunes, a CIE é usada para triagem de soros
de pacientes com auto-anticorpos SS-A/Ro e SS-B/La. Pesquisando estes
auto-anticorpos em soros selecionados, VELDHOVEN e col. (1992)
desenvolveram teste de ELISA quantitativo usando como substrato proteinas
recombinantes purificadas, e obtiveram sensibilidade de 98% e especificidade
de 100% para anti-La, enquanto que para anti-Ro o resultado foi igual a CIE
(100% de sensibilidade e especificidade). BOZIC e col. (1994) usaram a CIE
para selecionar soros de pacientes com doenga reumatica com o objetivo de
investigar diferentes regides de epitopos das proteinas SS-A/Ro 60 KDa e 52
KDa. Estes pesquisadores observaram que dos 70 soros selecionados, 32
(46%) continham anticorpos anti-La e 38 (54%) anticorpos anti-Ro. Nenhum
outro tipo de anticorpo foi encontrado pela CIE. Os anticorpos anti-Ro e anti-
La foram encontrados em 28% dos pacientes com LES e em 72% dos

pacientes com SS.
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Alguns estudos comparativos entre a CIE e outras técnicas
para deteccdo de auto-anticorpos SS-A/Ro e SS-B/La foram realizados.
OWE-YOUNG e col. (1992) compararam a CIE com o teste de ELISA
utilizando antigenos recombinantes e observaram concordancia entre os dois
testes em 97,4% dos casos. BONFA e col. (1993), compararam a CIE com a
IFI, IDD, e Wb. Observaram que pela IFI todos os soros foram positivos,
porém com alto grau de inespecificidade . A CIE foi o melhor método para a
deteccdo do anticorpo anti-Ro. Em contrapartida, o Wb foi 0 método mais
sensivel e especifico para a deteccdo do anticorpo anti-La, seguidos pela CIE
e IDD. GONZALEZ e col. (1997) compararam a especificidade de diferentes
testes comerciais (CIE, ELISA e dois testes de immunoblotting) para auto-
anticorpos anti-nucleares. A IFI foi utilizada para selecdo dos soros que
seriam submetidos aos testes. A CIE e o teste de ELISA foram especificos
para anti-RNP, Scl-70, Sm e La, porém menos especificos para anti-Ro, onde

0s testes de immunoblotting mostraram maior especificidade.

Um dos pontos importantes em todos os testes de deteccdo de
anticorpos € evidentemente a utilizacdo de antigenos adequados. Os
antigenos nucleares extraiveis- ENA sdo geralmente obtidos de baco ou timo.
WHAREN e col. selecionaram soros de pacientes para 0 mapeamento de
epitopos de Ro 60 KDa a partir da técnica de CIE, onde o substrato era obtido

de baco de macaco. Os testes usados para 0 mapeamento destes soros com
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anti-Ro foram o imunoblot e 0 ELISA (WHAREN e col. , 1992; WHAREN e
col. ,1999).

BOZIC e col. (1994) usaram a CIE com dois substratos
diferentes: bagco humano, como substrato para deteccdo de anticorpos anti-
Ro e o timo de coelho para deteccdo de anti-La. Nesse trabalho, foram
selecionados 40 pacientes para a localizacdo de diferentes regides de epitopos
dos anticorpos anti-Ro 60 KDa e 52 KDa. O substrato obtido de baco de
macaco também foi usado na CIE como teste seletivo de soros de pacientes
na pesquisa do mapeamento de anti-Ro 52 KDa, através do teste de
immunoblotting (BLANGE e col. 1994). MANOUSSAKIS e col., 1995,
utilizaram a CIE para detec¢do de anti-SS-B/La em pacientes com artrite
reumatoide, utilizando como substrato timo de coelho e de bezerro.

NAKAMURA e col. usaram uma linhagem de células-B
humana para o teste de IDD na deteccdo de auto-anticorpos SS-A/Ro e SS-
B/La. Neste trabalho, estes autores verificaram que este substrato néo
detectava somente anti-Ro e anti-La, mas também anti-Sm, RNP, Scl-70 e
outros. Analises posteriores indicaram que 0s anticorpos anti-Ro e anti-La
poderiam ser detectados com maior especificidade em células extraiveis
como as encontradas em baco humano, de cdo, de bezerro e de cobaia

(NAKAMURA e col. 1985 e KAPOGIANNIS, 2000).
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Da presente exposi¢cdo conclui-se que a obtencdo de testes
mais sensiveis, especificos e de menor custo para o diagnéstico das doencas
auto-imunes é objetivo ainda a ser conseguido, sendo constantes descri¢des
na literatura de novos métodos buscando satisfazer estes objetivos (TAN e
col., 1999). No presente trabalho, avaliamos o teste de
contraimunoeletroforese para deteccdo de anticorpos anti-Ro e anti-La
comparando-0 com outros testes rotineiramente utilizados no diagnostico de
doenca auto-imunes. Para tanto, o teste de CIE foi padronizado utilizando-se

como substrato da reacdo antigenos extraidos de baco de céo.
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OBJETIVOS

1. Padronizagdo do antigeno de baco de cdo a ser usado como

substrato nos testes de contraimunoeletroforese.

2. Detectar anticorpos anti-Ro e anti-La através da técnica de
contraimunoeletroforese em soro de pacientes com doenga

reumatica sistémica.
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CASUISTICA E METODOS

1-Casuistica

Para este trabalho foram estudados 40 soros de pacientes com
diagnostico por bidpsia de doenca reumatica, enviados ao Laboratorio de
Imunopatologia do Departamento de Patologia / Faculdade de Medicina—
UNESP, Botucatu. Todos os pacientes estudados estavam sob tratamento
corticoterapico. Os dados dos pacientes e os resultados dos testes estdo
expressos na Tabela 1 do Apéndice.

Como controle foram utilizados 10 soros de individuos
normais, provenientes de doadores de sangue do Hemocentro da FMB-
UNESP. Estes soros passaram por uma bateria de exames soroldgicos, 0s
quais apresentaram-se todos negativos.

Todos os soros foram submetidos aos seguintes testes: IFI-
FAN, IFI-DNA, ENA (Sm e RNP), ELISA-Ro, ELISA-La e CIE. Os dados
referentes aos testes de ELISA e CIE foram realizados para execucdo deste

trabalho. Os demais dados foram obtidos de nossos arquivos.
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2-METODOS

2.1. Contraimunoeletroforese

Para execucdo deste trabalho foi padronizado o antigeno
extraido de baco de cdo. A escolha deste substrato e sua padronizacéo
foram baseadas em testes prévios para pesquisa de auto-anticorpos
realizados no laboratério de Imunopatologia, utilizando o antigeno padréo
fornecido pelo Laboratorio de Reumatologia-USP/SP. Diante de
dificuldades em consegui-lo, optamos por padroniza-lo. Nossa preparacéo
foi utilizada apo6s ser comparada com aquela fornecida pela USP e com
soros padrdes positivos que acompanhavam o antigeno padrdo-USP. Uma
vez testada a qualidade de nossa preparacdo antigénica, a CIE foi

comparada também com o kit de ELISA especifico anti-Ro e anti-La.

2.1.1. EXTRACAO DO ANTIGENO

Os bacos foram obtidos de cées sadios utilizados para prética
cirdrgica no Laboratorio de Cirurgia Experimental-UNESP- Botucatu. Os
bacos foram retirados imediatamente ap0s inducdo anestésica com
pentobarbital sédico® (30mg/kg peso) e conservados em PBS gelado, pH-
7,2. Posteriormente, o érgdo foi pesado (peso médio 60 g) e macerado em
120 ml de PBS pH-7,2 gelado. A suspenséo foi centrifugada em ndmero

de vezes suficiente de modo a se obter um sobrenadante limpido, assim

S8-A/Ro e SS-B/La



Siqueira, RCA CASUISTICA E METODOS 29

considerado quando ndo fosse mais visualizado precipitado ap6s a ultima

centrifugacao.

2.1.2. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A coluna de cromatografia foi preenchida lentamente com
DEAE (vide preparo em Apéndice 1.b), e a seguir lavada por uma semana.
Imediatamente apds sua obtencdo, o extrato de baco (item 2.1.1.) foi
lentamente introduzido na coluna, e, em sequéncia, a coluna foi novamente
lavada com tampdo inicial por 24 horas. Posteriormente a essa lavagem, foi
feita a troca de tampéo para um tampao de PBS a 0.5M (Apéndice 1.9.) e
coletados os tubos com os devidos picos de proteinas. Finalizando, os

tubos selecionados com antigenos foram dializados e liofilizados.

2.1.3. LAMINA AGAROSE -1% CAMADA

Uma aliquota de solucdo agarose 1% em agua destilada
(Apéndice 1.e.) foi fundida e 6 ml foi pipetado sobre o lamina. As laminas
foram conservadas em estufa a 37° C, até secarem por completo,
envolvidas em papel sulfite e guardadas em temperatura ambiente até o

momento de uso.
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2.1.4. LAMINA AGAROSE PARA CONTRAIMUNOELETROFORESE (CIE)

A superficie de cada lamina preparada como descrito no item
2.1.3. foi adicionado 8 ml de solucdo agarose tampao barbital (Apéndice
1.f.). Em seqiiéncia as laminas foram colocadas em cadmara Umida e em
geladeira por 30 min. Posteriormente, foram feitos orificios no 4gar com
auxilio de um gabarito, e em seguida 20 ul de soro de paciente, ou
controle, foi introduzido no lado catodico da lamina e submetida a
eletroforese por 30 minutos em camara contendo solucdo barbital diluido
1:5 (Apéndice 1.d.) sob uma corrente de intensidade constante de 12 mA.
Logo apos, a ldamina foi retirada e os orificios do lado anddio preenchidos
com 20 ul do antigeno liofilizado (item 2.a.1.) (diluicdo a 20% em PBS pH
7.2) e novamente submetida a eletroforese com a mesma intensidade por
15 min. Posteriormente, a lamina foi colocada em camara Umida por uma
noite e realizada uma leitura. Apos, foi submersa em solucdo de PBS,
trocando-se o tampao de duas em duas horas por trés vezes. Em sequéncia,
a lamina foi lavada com agua destilada, envolvida em papel filtro e deixada
em estufa 37°C, por uma noite. Finalizando, o papel filtro foi retirado em
agua corrente e imediatamente a lamina foi introduzida em um recipiente
com solucdo corante (Comassie Blue- 0,2%), (vide Apéndice 1.h) por 15

min e a seguir, em solucdo descorante, (vide Apéndice 1.i) por trés secdes
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de cinco minutos, realizando-se uma segunda leitura. As laminas foram

lidas por dois observadores independentes.

2.2. Imunofluorescéncia Indireta para Fator Anti-Nucleo (FAN).

A técnica seguiu as recomendac6es do fabricante (IMMCO).
As laminas e os reagentes foram retirados do refrigerador 15 minutos antes
do inicio da técnica, e rotuladas de acordo com gabarito pré-estabelecido.
As amostras de soro de pacientes foram diluidas com PBS (1:20- para
analise qualitativa ou em diluigbes subsequentes para analise quantitativa).
Cada poco da lamina foi coberto com amostras de soro diluido ou
controles (20 ul do conjugado e novamente incubadas por 30 minutos em
camara Umida, protegidas da luz. Finalizando, as laminas foram
enxaguadas, acrescentando-se na ultima lavagem 20 ul de azul de Evans e
em seguida secas. Em cada poco foi aplicado glicerina, e a lamina coberta

com laminula. A leitura foi realizada em aumento de 200-500X.
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2.3. Imunofluorescéncia Indireta para anti-DNA.

A técnica seguiu as recomendacbes do fabricante
(HEMAGEN).

Os procedimentos foram semelhantes aos descritos no

item 2.2, exceto que o conjugado anti-lgG+fluoresceina ja se

encontrava presente.

2.4. ELISA para anti-RNP e anti-Sm.

A técnica seguiu as recomendacBes do fabricante
(HEMAGEN).

As placas para o teste foram retiradas do refrigerador e as
microcavidades preenchidas com 100 ul de soro-teste, controles em
diluicdes apropriadas, ou apenas com o diluente. As placas foram
levemente agitadas para melhor distribuicdo das amostras, e
incubadas por 45 min em temperatura ambiente. As amostras foram
desprezadas e as placas lavadas 4 vezes. A seguir 100 pl de conjugado
HRP foi adicionado nas cavidades e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apds, o substrato foi desprezado e a placa
novamente lavada por 4 vezes, seguindo adi¢cdo de 100 ul de TMB nas
cavidades e incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente.

Finalizando, foi adicionado 50 ul de &cido sulfirico a 1 N em cada
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orificio para interrupcdo da reacdo enzimatica, e a leitura feita com

filtro de densidade 6ptica de 450 nm.

2.5. ELISA para anti-Ro e anti-La.

A técnica seguiu as recomendacBes do fabricante

(HEMAGEN).

O procedimento foi semelhante ao descrito no item 2.4.
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RESULTADOS

1. CASUISTICA

A Tabela 1 mostra a freqiiéncia de pacientes em relacdo ao
sexo, raca e diagnostico. Dos 40 pacientes estudados, 34 eram do sexo
feminino e 6 do sexo masculino, com idade variando de 8 a 80 anos, com
média de 27 anos. A distribuicdo racial mostrou 33 brancos (28 do sexo
feminino e 5 do sexo masculino) e 7 ndo-brancos (6 do sexo feminino e 1

do sexo masculino).

Tabela 1. Distribuicao do diagnodstico em bidpsia em relacdo ao sexo e raga dos pacientes.

CARACTERISTICAS ESCL LES LED SS Total
Feminino 2 (5%) 26 (64,5%) 2 (5%) 4 (10%) 34 (85%)
Sexo Masculino 1(2,5%) 3 (7,5%) 2 (5%) - 6 (15%)
Branca 3 (7,5%) 23 (57,5%) 3 (7,5%) 4 (10%) 33 (82,5%)
Raga N&o-branca - 6 (15%) 1 (2,5%) - 7 (17,5%)
TOTAL 3 (7,5%) 29 (72%) 4 (10%) 4 (10%) 40 (100%)

ESCL.: esclerodermia; LES: ; LED: lUpus eritematoso discéide; SS: sindrome de Sjogren.

Os soros normais, (quatro doadores do sexo feminino e seis
do sexo masculino), foram negativos para os testes IFI- FAN e anti-DNA,

ELISA- RNP/Sm e Ro/La e paraa CIE.
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Quanto ao diagndstico, observou-se a seguinte distribuicéo:
ESCL= 3 casos (7,5%), LES =29 casos (72%), LED = 4 casos (10%) e

SS =4 casos (10%).

2. TESTES SOROLOGICOS:

Os resultados individuais de cada teste realizado nas

diferentes doencas estdo expressos nas Tabelas 1 do Apéndice.

A Tabela 2 mostra resumidamente a freqiéncia dos
resultados positivos dos testes realizados em cada doenca. A maior
positividade foi observada com a IFI-FAN (87,5%) e a menor com o teste
anti-DNA (20%). A CIE apresentou a segunda maior frequéncia de
positividade, com 75% dos casos. Em todos os testes, o LES foi a doenca

que apresentou maior positividade.
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Tabela 2- Frequéncia dos resultados positivos dos diferentes testes por
doenca e porcentagem de positividade de cada teste em
relacé@o ao total de casos.

Diagnostico ESCL LES LED SS Total
CIE 3 19 3 3 28 (70%)
ELsARO 1 3 > 1 17 (42,5%)
ELsALa 1 0 > 1 14 (35%)
FIFAN s % s s 35 (87.5%)
IFI anti-DNA - ____________________ 7 ___________________ 1 - ________________ 8 (20%) ______
ELISA-RNP ___________________ 16 ___________________ 11 _______________ 18(45%) _____
ELIsAsm - T T 16 (40%)
c;(s)gél(_n) 8 29 4 4 40 (100%)

ESCL.: esclerodermia; LES: ; LED: lupus eritematoso discoide; SS: sindrome de
Sjogren; IFI-FAN: imunofluorescéncia indireta para fator anti-nacleo, CIE:
contraimunoeletroforese;

Pela técnica de CIE, todos os pacientes com ESCL foram
positivos, dos 29 pacientes com LES 19 apresentaram positividade. Dos
quatro pacientes com LED e com SS, trés foram positivos pela CIE.

Os resultados pela CIE com titulacdo dos soros sao
mostrados na Tabela 3 do Apéndice. Na primeira leitura, em geral as
linhas de precipitacdo foram melhor observadas com o auxilio de lupa.
As linhas de precipitacdo puderam ser verificadas de forma evidente
apds coloracdo das laminas. Podemos observar na Fig. 2A, uma
lamina com sorologia positiva, com duas linhas de precipitacdo e na

Fig. 2B sorologia positiva, com apenas uma linha de precipitagao.
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Somente dois pacientes apresentaram duas linhas de precipitacéo.
Nesta tabela encontramos treze pacientes com titulacdo até 1:16,
observando-se a maior freqiiéncia esta nos pacientes com LES, LED e
SS. Notamos também nove soros com positividade para soro néo
diluido.

O teste de sensibilidade e especificidade foi realizado
segundo mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Tabela 2x2 “padréo-ouro” para determinacao de sensibilidade
e especificidade.

Positivo Negativo
Resultado Positivo VP FP (VP+FP)
do teste Negativo FN VN (FN+VN)
(VP+FN) (FP+VN) n=VP+FP+FN+VN

Adaptado: EINSTEIN e col., 1997
Abreviagdes: VP indica verdadeiro positivo; FP falso positivo; FN falso negativo e VN
verdadeiro negativo

A Sensibilidade foi calculada utilizando-se a formula;

S=VP/VP+FN e a especificidade a formula: E= VN/VN+FP.
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A Tabela 4 mostra os valores obtidos no presente trabalho

para o calculo da sensibilidade e especificidade.
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Tabela 4. Calculo da sensibilidade e especificidade para o teste de CIE.

Positivo Negativo
Resultado  Positivo 28 0 (28+0)
do teste negativo 12 10 (12+10)
(28+12) (10+0) n=50

Deste modo, para a CIE obtém-se sensibilidade de 70% e
especificidade de 100% para uma amostra representativa de 40 pacientes e

10 bdoadores normais (Tabela 4).

Para os testes ELISA Ro e La a sensibilidade foi de 42,5% e

35% respectivamente e a especificidade foi 100% para ambos os testes.

A Tabela 5 mostra os valores da estatistica de comparacao
entre as diferentes técnicas utilizadas para deteccdo de auto-anticorpos e a
CIE. Observa-se que a CIE ndo foi concordante com nenhuma das técnicas

(ELISA/Ro, ELISA/La, ELISA/RNP, ELISA/Sm, IFI/FAN, IFl/anti-DNA).

Tabela 5- Tabela de concordancia entre as diferentes técnicas

utilizadas para detecgéo de auto-anticorpos:

TESTES ELISA/Ro ELISA/La  ELISA/RNP  ELISA/Sm IFI/FAN  IFl/anti-DNA
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CIE P=0,010* p=0,006*  p=0,009* p=0,006* p=0,027* p=<0,001*

Teste McNemar:* diferenca significativa entre os testes;

Na analise de concordancia com todas as técnicas entre
si (Tabela 17 do Apéndice) observou-se que, semelhante a CIE, a

técnica de IFI-FAN nao foi concordante com nenhuma técnica.
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DISCUSSAO

Anticorpos anti-nucleares tém sido utilizados por decadas para o
diagndstico e monitoramento das doencas auto-imunes (PASSALEVA e col.,
1986, SHERO e col., 1986; TAN e col., 1989; CRAFT e col., 1992; DENG e
col., 2000). Vaérios testes tém sido descritos na literatura para detectar estes
anticorpos, e, constantemente sdo descritos novos procedimentos procurando

aumentar a especificidade e sensibilidades dos testes.

Em nosso laboratério, na rotina diagnostica das doencas
reumaticas, utilizavamos o teste de IFI para fator anti-ndcleo (FAN) e anti-
DNA, e a IDD para ENA anti-RNP e anti-Sm. Na IFI- FAN, os substratos
utilizados eram "imprints" de figado de camundongo e corte de congelacdo de

rim e figado de rato. Na IDD era utilizado timo de coelho.

Atualmente sabe-se que os anticorpos anti-nucleares (AANS),
apesar de serem denominados como fator anti-nicleo (FAN), nédo séo
produzidos somente contra antigenos nucleares, mas também contra estruturas
existentes no citoplasma das células. A pesquisa destes fatores ndo esta mais
restrita a IFI, pois essa técnica pode ndo detectar alguns anticorpos, levando

assim a resultados falso-negativos. Estes anticorpos podem ser detectados por
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outras técnicas mais especificas como IDD, CIE e ELISA (MANOUSSAKIS e

col., 1988, KRAUTHAMER e col., 1995, REICHLIN, 2000).

A IFl é o teste de triagem usado rotineiramente em nosso
laboratdrio, utilizando como substrato as células de carcinoma de laringe
humano (HEp-2), em substitui¢do aos “imprints” e as sec¢Oes de congelacdo de
figado e rim de roedores. Esta substituicdo foi necessaria, pois alguns antigenos
nédo estdo presentes em células desses roedores, e, ao contrario, as células HEp-
2, por estarem em constante divisdo celular, apresentam estes antigenos,
aumentando deste modo a sensibilidade do teste (vide Tabela 4 na

INTRODUCAO) (BLOMBERG, 2000 e POURMAND e col., 2000).

O teste de IFI com células de HEp-2 apresentou positividade de
87 a 90% e mostrou alta sensibilidade, proporcionando padrbes fluorescentes
relacionados com as diferentes doencgas auto-imunes, como padrdo salpicado,
homogéneo, nucleolar, centroméricos, PCNA (vide pg 18 e na Fig. 1B, 1C, 1D).
Muitas vezes encontramos esses padrdes associados, como por exemplo,
salpicado e homogéneo, homogéneo e periférico ou ainda, homogéneo,
periférico e salpicado. Os mais detectados em nossos testes foram os padrdes
salpicado e homogéneo, presentes na maioria (32,5 e 12,5 % - Tabela 7 do

apéndice) dos soros de pacientes com LES.

SS-A/Ro e SS-B/La



Siqueira,RCA DISCUSSAO 43

Os anticorpos anti-DNA, descritos por HOLBOROW e col.
(1957) e ROBBINS e col., (1957), sdéo marcadores de LES e detectados
através da IFI, utilizando-se como substrato o hemoflagelado Crithidia
luciliae. Entretanto, com este substrato a positividade foi de apenas 20%.
Esta baixa positividade do teste se deveu ao fato de a C. luciliae muitas
vezes aparecer toda corada, e ndo apenas o cinetoplasto como desejado,
tornando o resultado muito subjetivo. Este fato, aliado a grande
dificuldade em se cultivar este flagelado, levou a maioria dos laboratorios
a substituir este teste com grande vantagem pelo ELISA (SILVA e col.,

1995, HAHN, 1998, WONG e col., 1998).

No presente trabalho, os testes de ELISA para RNP/Sm e
Ro/La apresentaram resultados semelhantes, observando-se a seguinte
positividade: 45% para o0 RNP e 42,5% para o Sm; 42,5% para Ro e 35%
para La. Segundo a literatura, podem ser detectados isoladamente
anticorpos anti-RNP sem o anti-Sm, e anti-Ro sem o anti-La, ndo sendo
relatado em ambos os casos, o inverso (CRAFT & HARDIN, 1987 e TAN,

1989).

SS-A/Ro e SS-B/La



Siqueira,RCA DISCUSSAO 44

Ao se considerar um teste para se detectar anticorpos sdo
relevantes a técnica propriamente dita e a qualidade do substrato (antigeno)
utilizados (UTIYAMA e col., 1995). No presente trabalho utilizamos a CIE por
ser método sensivel e como antigenos o SS-A/Ro e o SS-B/La, por serem
marcadores importantes em doencas reumaticas (WALRANGES e col, 1997,

TZIOUFAS e col., 1999).

Os antigenos SS-A/Ro e SS-B/La sdo particularmente
Importantes nas doencas auto-imunes como LES e SS (vide Tabela 3 -
INTRODUCAO) (TAN, 1989; PARODI, 1998 e POLLOCK, 1999). Estes
antigenos foram isolados primariamente a partir de baco humano e identificados
por imunodifusdo com anticorpos de pacientes com LES e SS (CLARK e col.,
1969 e MATTIOLI e col.,1974). Ambos sdo nucleares e o0 antigeno Ro €

também encontrado no citoplasma.

Ao utilizarmos os antigenos Ro e La nos deparamos com a
dificuldade em obté-los. Inicialmente, utilizamos antigenos extraidos de baco
humano, fornecido pela Laboratério de Reumatologia da USP-SP. Dificuldades
posteriores, levou-nos a padronizar sua extragcdo a partir de baco de cdo. O baco
de cdo foi escolhido considerando informacgbes pessoais e de literatura

(NAKAMURA e col, 1985; KAPOGIANNIS, 2000) mostrando ser boa fonte
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destes antigenos, e, tambem, pela facilidade em obté-lo no laboratério de

Cirurgia Experimental de nosso Campus.

A extracdo de antigenos teciduais € tarefa complexa, mormente
se considerarmos 6rgdos como o figado, timo e baco, constituidos por varios
tecidos. Nestes casos, 0 extrato fornece inumeros antigenos, provenientes dos
inimeros constituintes celulares e subcelulares. Além disso, o procedimento
utilizado para sua extracdo pode alterar as propriedades antigénicas, dificultando
ainda mais sua deteccdo. Isto pode ocorrer mais facilmente com antigenos
complexos, como é o caso do Ro e La. (vide pg. 8 a 11 - INTRODUCAO). No
presente trabalho, a presenca e a antigenicidade dos antigenos Ro e La foram
avaliados utilizando-se soros e antigenos padrdes e, também, pelo teste de
ELISA-kit. O procedimento de extracdo para obtencdo dos antigenos foi
considerado padronizado quando foi obtido 100% de concordancia com o0s

testes-padréo.

O teste de CIE mostrou-se um teste especifico e sensivel
para deteccdo de AANSs. Apresentou positividade que variou de 45% a
75%. A sensibilidade do teste foi de 70 % e a especificidade de 100%.

A CIE apresentou maior positividade em relacdo a técnica de ELISA
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Ro e La, detectando 70% a mais de soros positivos; também, foi maior
do que o teste de ELISA para anti-RNP e anti-Sm, detectando
respectivamente 45% e 42,5% a mais de soros positivos; da mesma
forma ao anti-DNA, contra o qual apresentou positividade 75% maior.
Resultados semelhantes foi relatado por BIZZARO e col. (1998), que
compararam a CIE com os testes de IFI, Wb, 1B, e observaram grande
concordancia entre os mesmos: 86,9% na deteccdo de anti-DNA
93,5% para anti-nucleo e de 86,9% para anti-ENA. Para detec¢édo de
anticorpo anti-ENA, houve grande concordancia entre os testes: de
100% para SS-B/La e de 93% para SS-A/Ro. PARODI e col,
1998, utilizaram 29 pacientes com LUpus Eritematoso Cutaneo
Subagudo (LECS) para comparar testes laboratoriais para deteccdo de
anti-Ro e anti-La. Verificaram que a CIE detectou anticorpos em 76%
dos casos, ao contrario do obtido com dois testes de ELISA (59% e
62% ) e a IB, que foi positivo em 38 % dos casos. Entretanto, ao
analisar nossos resultados e os de PARODI e col., (1998), devemos

considerar que em ambos os trabalhos a amostragem foi pequena, o

SS-A/Ro e SS-B/La



Siqueira,RCA DISCUSSAO 47

que pode Ilevar a valores de especificidade e sensibilidade

superestimados.

Outra vantagem da CIE é a quantificacdo dos AANs através de
titulacdes. No presente trabalho obtivemos 13 soros com dilui¢cdes de 1:16 e 9
pacientes com positividade para o soro sem diluicdo (puro). Talvez a titulacao

esteja relacionada com a gravidade da patologia.

A maior dificuldade apresentada pela CIE, foi a
caracterizacdo especifica de Ro e La. Apenas dois soros apresentaram duas
linhas de precipitacdo. Esse fato indica a presenca dos dois anticorpos, pois
guando aparece apenas uma linha ndo podemos dizer se € a presenca de
um ou outro anticorpo. Seria importante a caracterizacdo e a separacdo
desses antigenos, pois isto possibilitaria a deteccdo cada um destes
antigenos e assim poder correlaciona-los individualmente com cada doenca

auto-imune.
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A auséncia dos antigenos Ro e La pode ser explicado por
alguns fatos:

a)  Auséncia dos antigenos Ro e La no extrato de baco de cdo. Esta pode
ser descartada pelo fato s6 utilizarmos o extrato de baco apos
certificarmos da presenca destes antigenos comparando como
salientado, na preparacédo obtida pela USP-SP e ELISA-Kit;

b)  Baixa concentragcdo desses antigenos no proprio extrato;

c) Baixa concentracdo de anticorpos anti-Ro e anti-La no soro dos
pacientes.

O nosso laboratdrio possui uma rotina aproximada de 200 soros
ao més, assim como a IFl é usada como teste rotineiro para triagem de auto-
anticorpos, a contraimunoeletroforese pode ser introduzida na nossa rotina de
triagem para pesquisa especifica de auto-anticorpos como SS-A/Ro e SS-B/La.
A contraimunoeletroforese apresentou-se sensivel e especifica na deteccdo
destes auto-anticorpos, e esses resultados nos estimulam a introduzir esta

técnica em nossa rotina diagnostica.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principal padronizar
0 teste de contraimunoeletroforese (CIE) para deteccdo dos autoanticorpos
contra os antigenos SS-A/Ro e SS-B/La. Como complementacéo, realizou-
se a padronizacdo da obtencdo dos antigenos Ro e La a partir de baco de
cao.

Para consecucdo dos objetivos, foram realizadas as
seguintes etapas:
1. Extracdo dos antigenos Ro e La a partir de baco de cédo

2. Padronizacédo da CIE com os antigenos obtidos:

2.1 Padronizacgdo da técnica CIE propriamente dita;

2.2 Teste qualitativo dos antigenos Ro e La obtidos com padrdo USP-SP
e ELISA-kit comercial para esses antigenos.

3. Escolha dos casos de doenga reumatica (diagnosticados por bidpsia - 40
pacientes) e controles (soro de doadores de sangue - 10 doadores). As
doencas selecionadas tiveram a seguinte distribuicao:

3.1 Lupus Eritematoso Sistémico = 29 casos

3.2 Lupus Eritematoso Discoide = 4 casos
3.3 Esclerodermia = 3 casos

3.4 Sindrome de Sjégren = 4 casos
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4.

5.

Realizacdo dos testes CIE e ELISA-kit.

Obtencdo dos resultados dos testes de imunofluorescéncia indireta (IFI)
para fator anti-nicleo (FAN) e anti-DNA, ELISA- RNP e ELISA- Sm,
realizados na rotina diagnostica de doencgas autoimunes no Laboratério
de Imunopatologia do Departamento de Patologia- FMB-UNESP.
Comparacao e estatistica dos resultados obtidos pela CIE com os demais
testes.

Os resultados e as conclusdes obtidas foram as seguintes:

1. Na padronizacéo e nos testes dos soros dos pacientes reumaticos, a CIE

apresentou, em geral, apenas uma linha de precipitacdo bem definida.
Somente em dois casos ocorreram duas linhas de precipitacdo. A
presenca de uma linha de precipitacdo impossibilitou a caracterizacao
da presenca de anticorpos anti-Ro e anti-La. A deteccdo de apenas uma
linha de precipitacdo pode ter sido devida: a) aos baixos niveis de
anticorpos presentes no soro do paciente; b) a baixa concentracdo de
um dos antigenos (Ro ou La) no extrato de baco; ¢) as possibilidades a
e b; d) presenca de antigenos Ro e La complexados em uma Unica

molécula; e) auséncia de um dos antigenos, Ro ou La, no substrato.
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2. Na quantificagdo dos soros pela CIE, 13 soros apresentaram diluigdes

de 1:16 e 9 soros apresentaram positividade com o antigeno sem
diluicdo. N&o estudamos a relacdo entre titulacdo e a gravidade das

doencas.

3. Todos os testes apresentaram especificidade de 100%. A CIE e 0 teste

de IFI-FAN foram os testes que apresentaram maior sensibilidade,
observando-se valores de 70% e 87,5% respectivamente. Em contraste,
0 ELISA Ro e La apresentaram sensibilidade de 42,5% e de 35%
respectivamente. O teste com menor sensibilidade foi o IFI-DNA, com

valor de 20%.

4. Em conclusdo, a alta sensibilidade e especificidade
apresentada pela CIE na deteccdo de auto-anticorpos contra
0s antigenos Ro e La obtidos de baco de cdo, possibilita,
nesta fase, a introducdo deste teste em nossa rotina
laboratorial para a triagem desses auto-anticorpos .

Estudos posteriores devem ser realizados para determinar se
h&d relacédo entre os titulos de anticorpos anti-Ro e anti-La
obtidos pela CIE e a gravidade das doengas reumaticas.
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ABSTRACT

The main objective of the present work was to standardize the
counterimmunoelectrophoresis assay for the detection of autoantibodies to the
SS-A/Ro and SS-B/La autoantigens. As a complementary objective, the

extraction of both antigens from dog's spleen was also standardized.

To accomplish these objectives, the following steps was
performed:

1. Extraction of the Ro e La antigens from dog's spleen.

2. CIE standardization with the extracted antigens:

2.1 Standardization of CIE test;

2.2 Qualitative and quantitative analysis of the Ro e La antigens present in
the extract of the spleens with a gold-standard (positive serum against
Ro and La antigens + Ro and La antigens obtained from spleen dog)
obtained from the University of Sdo Paulo-SP and with a commercial

ELISA-Kit for detection of autoantibodies against these antigens.
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3. Selection of the cases with rheumatic disease (diagnosed by biopsys - 40
patients) and normal individual for control serum (blood donors - 10 donors).
The diseases and the number of each one in the forty selected cases was
distributed as follow:

3.1 Systemic erithematous lupus = 29 cases
3.2 Discoid erithematous lupus = 4 cases
3.3 Scleroderma = 3 cases

3.4 Sjogren syndrome = 4 cases

4. Performance of the CIE e the ELISA-Kit tests.

5. Obtaining the results of the following tests: IFI , AAN anti-DNA, ELISA-
RNP and ELISA- Sm, registered in the files of the service of autoimmune
diseases of the Laboratory of Immunopathology, Department of Pathology
- UNESP University - Botucatu Medical School.

6. Statistical analysis and comparison of the results of CIE and other tests.
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The results and conclusions were the following:

1. In the standardization for the Ro and La antigens in the extract of the spleens

and in the tests performed in the serum of rheumatic patients, the CIE in
general expressed only one well-defined line of precipitation. Only in two
cases it was observed two lines of precipitation. The presence of only one
line of precipitation make impossible to know if the autoantibodies present in
the sera were against Ro or La antigens.

The detection of only one line of precipitation can be accounted for: a)
Presence of low levels of antibodies in the patients sera; b) Low
concentration of one of the antigens (Ro or La) in the extract of the spleens;
c) To both , a e b possibilities; d) To the presence of a proteic complex
composed with both Ro e La antigens in the extracted preparation; e)

Absence of one of the antigens, Ro or La, in the substrate.

2. The guantitative analysis of the sera by the CIE showed 13 sera with 1:16

dilution, and 9 sera were positive with undiluted antigen . With did not

correlated the serum titration and the severity of each disease.
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3. All the tests were 100% specific. The CIE and the IFI-FAN were the only

two tests to present the highest sensibility, with values of 70% and 87,5%
respectively. In contrast, the sensibility for ELISA-Ro and ELISA-La was
42,5% and 35% respectively. The lowest sensibility was observed with the

IFI-DNA test, with a value of 20%.

4. In conclusion, the high sensibility and specificity observed with the CIE

assay to detect autoantibodies against the antigens Ro and La obtained
from dog's spleen, permit, in this phase, to introduce this procedure in our
laboratorial routine for these antibodies screening .

Further studies should be done to address the correlation between Ro and

La antibodies titration and the severity of each rheumatic disease.
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APENDICE

1. Solucdes e Reagentes
a. SOLUCAO PBS ( pH-7,2)

Cloreto de Sédio [(NaCl)- Merck] 8,19 g
Fosfato Monossodico 1-hidrato [ ( NaH,PO,4.H,0)- Merck] 0,36 g
Sodio Fosfato Dibasico [( Na,HPO,) —Merck] 2,65¢
Agua Destilada 100 ml
b. SOLUCAO DEAE- COLUNA DE CROMATOGRAFIA
DEAE ( diethyl amino ethycellulose) 8¢
Agua Destilada 100 ml
. SOLUGCAO BARBITAL BUFFER (ESTOQUE)
Barbital Buffer (Sigma Chemical C.O.) 12,0 ¢
Azida Sodica [( NaN3) -Merck] 1,0 g
Tris[hidroxymethyllaminomethane-[(C4H;;NO3)-Sigma] 44,3 g
Agua Destilada 1000 ml
d. SOLUCAO BARBITAL BUFFER (Diluig&o 1:5)
Solugéo Barbital Buffer (estoque) 400 ml
Agua Destilada 100 ml
e. SOLUCAO AGAROSE: ( 1* CAMADA)
Agarose ( Pharmacia AB Molecular Biology Uppsala, Sweden) 109
Agua Destilada 100 ml
f. SOLUCAO AGAROSE: ( 2* CAMADA)
Agarose N.A ( Pharmacia AB Molecular Biology Uppsala, Sweden) 109
Solucdo Barbital Buffer ( diluigdo 1:5) 100 ml
g. SOLUCAO TROCA IONICA-PBS (0,5M)
Cloreto de Sédio [(NaCl)- Merck] 29 g
Agua Destilada 1000 ml
h. SOLUCAO CORANTE
Azul Comassie Brilhante ( Nuclear) 2,009
Alcool Metilico (Metanol) [(CH3;OH)-Merck] 450 ml
Acido Acético Glacial [ (CH;COOH)- Merck] 450 ml
Agua Destilada 100 ml
i. SOLUCAO DESCORANTE:
Alcool Metilico (Metanol) [(CH3;OH)-Merck] 450 ml
Acido Acético Glacial [ (CH;COOH)- Merck] 450 ml
Agua Destilada 100 ml
2. Tabelas de resultados.
1. Tabela com dados de pacientes e resultados individuais de todos os testes soroldgicos.
DADOS DE PACIENTES IFI ELISA CIE
A B C D E F G H I J L M N o) P Q

1 F B 19 - 19 © ESCL PELE 640 S NEG

NEG ' NEG : NEG ' NEG + PURO
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2 F B 32 32 ESCL PELE - 10240 N - NEG NEG NEG NEG NEG: @ +  PURO
3 M B 6162 ESCL @ PELE 80 H ° NEG NEG ' NEG @ + + + 1/2

4 F B i24i24: LES | PELE | 2560 S I NEG  NEG i NEG | + + + 1/16
5 F B 35 39 LES . PELE 640 S 80 + + + + + 1/8

6 F B 25 25 LES - PELE 320 HP - 160 + + - NEG + + 1/16
7 F B 80 80 LES PELE 40 H NEG + =+ NEG NEG +  PURO
8 F B 34:40 : LES PELE 320 S NEG NEG NEG . + _NEG: + - 1/8

9 F NB i24{29 ! LES ! PELE 160 HP | NEG | + + + + + 1/16
10 F B 23:25: LES PELE 80 S 80 + + + + + 1/16
11 F B 14 16 . LES PELE | 5120 S NEG + + + NEG + 1/16
12 F B 12 13 LES PELE 5120 H 160 + + -NEG  + - NEG  NEG
13 F NB 23:33 i LES PELE 160 S INEG: + iNEGi + iNEG: + | 1/16
14 F B 35:37: LES @ PELE 320 S :NEG NEG : NEG : NEG : NEG : NEG - NEG
15 F B 1926 | LES @ PELE 320 N ° NEG NEG ' NEG : NEG ' NEG : NEG ' NEG
16 F B 13238 LES ! PELE 20 H  NEG NEG NEG | NEG A NEG | NEG | NEG
17 F B 20 20 LES PELE 320 SP NEG  + + - NEG + + PURO
18 F B 42 42 LES  PELE = 160 S NEG + .+ -+ NEG  + 1/8

19 F NB :25:28 : LES @ PELE 80 S :NEG @ + + + I NEG ©@ + 1/16
20 F B 2635 LES PELE 640 SP i NEG & + + + INEG! + PURO
21 F B 28 30  LES RIM 1280 S NEG NEG  NEG - + + + 1/16
22 F NB 08 09 - LES RIM 80 S - NEG NEG NEG - NEG NEG - NEG = NEG
23 F B 11 17 LES RIM ~ NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
24 F B 23 23 LES RIM 160 H 80 + + NEG NEG: +  PURO
25 F B |17 {17 | LES RIM 640 | SHP i 320 + + + + + PURO
26 F B 42 - 43 : LES RIM 320 HP 80 NEG  NEG : NEG: + : NEG : NEG
27 F B 3941 . LES RIM NEG  NEG i NEG NEG NEG | NEG A NEG | + PURO
28 F NB 23 23 LES RIM NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
29 M NB 12 : 14 i LES RIM 160 S i NEG & + + + I NEGi + i 1/16
30 M B 11 - 14 @ LES RIM 320 S NEG + + NEG : NEG + 1/8

31 F B 3535 LES RIM 80 H : NEG  NEG ' NEG @ + + :NEG : NEG
32 M B 22 32 LES RIM 640 HP | NEG NEG A NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
33 F B 26 37 LED - PELE - NEG NEG - NEG NEG NEG  NEG NEG =+ PURO
34 F NB 33 40 LED  PELE . 80 S 80 NEG NEG. +  +  NEG NEG
35 M B 24:25°: LED @ PELE @ 10240 S :NEG @ + + NEG ' NEG @ + 1/16
36 M B | 28:29 | LED ! PELE ! 1280 S | NEG | NEG | NEG | + + + 1/16
37 F B 10 - 10 SS GS 320 S  NEG + + :NEG - NEG : + 1/2

38 F B 52 61 SS GS 320 S - NEG NEG NEG - NEG - NEG - NEG = NEG
3  F B 4 :51. SS - GS : NEG  NEG : NEG NEG NEG : NEG : NEG - +  1/16
40 | F | B |15/20] ss | s | 160 | s NEG|NEG |NEG| + | + | + | 116

A=pacientes; B=sexo; C=raca; D=idade de realizagdo da bi6psia; E=idade de realizacdo da sorologia; F=diagndstico de
bidpsia; G=fragmento usado na biépsia; H=FAN-titulado; I=FAN-padrdo; J= DNA; L=RNP; M= Sm; N=Ro ; O=La; P=
CIE-positivo e negativo; Q=CIE -titulag&o.

AbreviagBes: IFI-  Imunofluorescéncia Indireta; FAN-fator anti-nicleo; ELISA- enzimaimunoensaio; CIE-
contraimunoeletroforese; ESCL-esclerodermia; LES- lUpus eritematoso sistémico; LED- lGpus eritematoso discoide; SS-
sindrome de Sjégren; M- masculino; F-feminino; B-branco;NB-n&o-branco; + -positivo; NEG- negativo; Puro- antigeno total
sem diluicdo; S- salpicado; H-homogéneo; P-periférico; N- nucleolar.

Tabela 2. Teste de CIE: nimero de casos positivos e negativos nas diferentes doencas.

CONTRAIMUNOELETROFORESE

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

ESCL - 3 3

SS-A/Ro e SS-B/La

Diagnéstico (n)
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LES 10 19 29

LED 1 3 4

SS 1 3 4
TOTAL 12 28 40

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 3- Teste de CIE: nimero de casos positivos em cada titulacdo nas diferentes doencas.

CONTRAIMUNOELETROFORESE (titulado/ n)

Negativo PURO 1/2 1/8 1/16 TOTAL
3
= ESCL - 2 1 - - 3
2 LES 10 6 - 4 9 29
& LED 1 1 - 2 4
& SS 1 1 - 2 4
TOTAL 12 9 2 4 13 40

ESCL- esclerodermia; LES- lpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discoide e SS- sindrome de
Sjogren. Observacao: a titulacdo 1/ 4 ndo apresentou nenhum caso.

Tabela 4. Comparacdo (positivo e negativo) entre o teste CIE e ELISA/Ro

CONTRAIMUNOELETROFORESE (n)

(@]

@ NEGATIVO POSITIVO TOTAL

<

‘f NEGATIVO 10 13 23

m POSITIVO 2 15 17
TOTAL 12 28 40

Tabela 5. Comparacéo (positivo e negativo) entre o teste CIE e ELISA/La

CONTRAIMUNOELETROFORESE (n)

S NEGATIVO POSITIVO TOTAL

<

2 NEGATIVO 8 18 26

0 POSITIVO 4 10 14
TOTAL 12 28 40

Tabela 6. Teste de IFI-FAN: porcentagem de casos positivos em cada titulacdo nas diferentes

doencas.
Imunofluorescéncia Indireta — titulagdo (%)

N 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640  1/1280  1/2560 1/5120  1/10240

SS-A/Ro e SS-B/La

Diagnostico



Siqueira, RCA APENDICE 73

ESCL 2,5 2,5 2,5
LES 75 25 25 10 12,5 17,5 10 2,5 2,5 5

LED 2,5 2,5 2,5 2,5
SS 2,5 2,5 5

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 7.Teste IFI-FAN: porcentagem de casos positivos em cada padréo de fluorescéncia nas
diferentes doencas.
Imunofluorescéncia Indireta — padrdes de fluorescéncia (%)

o NE S NU H SP HP SHP
[&)
2 ESCL 2,5 2,5 2,5
5 LES 75 32,5 2,5 12,5 5,0 10,0 25
2 LED 25 75

Ss 25 75

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: ldpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.S- salpicado, H-homogéneo, NU-nucleolar, P- periférico.

Tabela 8. Teste de IFI-ANTI-DNA: freqliéncia (%/n) de positividade em cada diluicdo nas
diferentes doencas.
Imunofluorescéncia Indireta anti-DNA (%/n)

o N 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320
(&)
S 75 (3) _
= 55 (22) _ 10 (4) 5 (2) 2,5 (1)
o) 7,5 (3) _ 25 (1)

10 (4)

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 9. Teste de ELISA-RNP: nimero de casos positivos e negativos em cada doenca.

ELISA-RNP

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

SS-A/Ro e SS-B/La

Diagnéstico (n)
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ESCL 3 - 3
LES 13 16 29
LED 3 1 4
SS 3 1 4

TOTAL 22 18 40

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 10. Teste de ELISA-Sm: nimero de casos positivos e negativos em cada doenca.

ELISA-Sm
= NEGATIVO POSITIVO TOTAL
8 ESCL 3 - 3
Nz LES 14 15 29
=4 LED 3 1 4
-‘DE SS 3 1 4
TOTAL 23 17 40

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: lUpus eritematoso discoide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 11. Teste de ELISA-Ro: nimero de casos positivos e negativos em cada doenca.

ELISA-Ro
= NEGATIVO POSITIVO TOTAL
3 ESCL 2 1 3
2 LES 16 13 29
=4 LED 2 2 4
-‘DE SS 3 1 4
TOTAL 26 14 40

ESCL- esclerodermia; LES- lUpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 12. Teste de ELISA-La: nimero de casos positivos e negativos em cada doenca.

ELISA-La

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

ESCL 2 1 3

SS-A/Ro e SS-B/La

Diagnéstico (n)
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LES 19 10 29
LED 2 2 4
SS 3 1 4

TOTAL 26 14 40

ESCL- esclerodermia; LES- lGpus eritematoso sistémico , LED: lGpus eritematoso discéide e SS- sindrome de
Sjogren.

Tabela 13. Teste de ELISA-Ro e ELISA-RNP: Comparagéo entre positividade e negatividade.

ELISA-Ro
o
Z
g NEGATIVO POSITIVO TOTAL
(%2}
3 NEGATIVO 15 8 23
e POSITIVO 7 10 17
TOTAL 22 18 40

Tabela 14. Teste de ELISA-Ro e ELISA-Sm: Comparacéo entre positividade e negatividade.

ELISA-Ro
£ NEGATIVO POSITIVO TOTAL
w
o NEGATIVO 15 8 23
- POSITIVO 8 9 17
TOTAL 23 17 40

Tabela 15. Teste de ELISA-La e ELISA-RNP: Comparagéo entre positividade e negatividade.

ELISA-La
o
Z NEGATIVO POSITIVO TOTAL
<
2 NEGATIVO 15 11 26
i POSITIVO 7 7 14
TOTAL 22 18 40

Tabela 16. Teste de ELISA-La e ELISA-Sm: Comparacéo entre positividade e negatividade

ELISA-La

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

SS-A/Ro e SS-B/La

ELISA/Sm
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NEGATIVO 16 10 26
POSITIVO 7 7 14
TOTAL 23 17 40

Tabela 17. Tabela de concordancia entre as diferentes técnicas utilizadas para deteccdo de

auto-anticorpos:

CIE ELISA/Ro  ELISA/La  ELISA/RNP  ELISA/Sm  IFI/FAN  IFl/anti-DNA
CIE - p=0,010* p=0,006* p=0,009* p=0,006*  p=0,027*  p=<0,001*
ELISA-Ro P=0,010* - p=0,546 X p=0,803  p=<0,001* p=0,052
ELISA-La p=0.006* p=0,546 - p=0,480 p=0,628  p=<0,001* p=0,077
ELISA-RNP  P=0,009* X p=0,480 - p=1,000  p=<0,001*  p=0,016*
ELISA-Sm P=0,006* p=0,803 P=0,628 p=1,000 - p=<0,001*  p=0,027*
IFI-FAN p=0,027*  p=<0,001*  p=<0,001*  p=<0,001*  p=<0,001* - p=<0,001*
IFl anti-DNA  p=<0,001*  p=0,052 p=0,077 p=0,016* p=0,027*  p=<0,001* -

Teste Mc Nemar:
*existe diferenca significativa entre os testes;
X: sem dados estatisticos

2. Abreviacoes

AR: artrite reumatéide

CIE: contraimunoeletroforese

CREST: calcinose, fenbmeno de Raynaud, dismotilidade esofageana, esclerodactilia

e telangiectasia;
Db: dot blot

SS-A/Ro e SS-B/La
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DEAE: diethyl amino ethycellulose

DMTC: doenca mista do tecido conjuntivo
DNAds: DNA dupla hélice
DNAnN: DNA nativo

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay): ensaio imunoenzimatico
ENA (Extractable Nuclear Antigens): antigenos nucleares extraiveis
ES: esclerodermia sistémica

ESP: esclerose sistémica progressiva

His: histidil;

IB: immunoblotting

IDD: difuséo dupla,

IFI: imunofluorescéncia indireta

IP: imunoprecipitacao

LES: lpus eritematoso sistémico

LID: lapus induzido por drogas

PCNA: antigeno nuclear de proliferacao celular
RIA: radioimunoensaio

RNAr: RNA ribossomal

RNAt: RNA transportador

SS: sindrome de Sjogren.

SSp: Sindrome de Sjogren primaria.
SSs: sindrome de Sjogren secundaria.
Tris: Tris[hidroxymethyllJaminomethane
Whb: Western blotting

SS-A/Ro e SS-B/La
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