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RESUMO

Objetivo: Pesquisar a presenca de anticorpos linfocitotoxicos no
soro e liquor de pacientes com lipus eritematoso sistémico (LES)
com e sem manifestacdes neuropsiquidtricas. Métodos: Foram avali-
ados 114 pacientes com LES; 54 apresentavam LES com manifesta-
¢des neuropsiquidtricas da doenga (LESNPS) e 50 com LES sem
manifestacdes neuropsiquidtricas (LES nido-NPS). Todos foram sub-
metidos a contagem de linfocitos no sangue periférico, a pesquisa de
anticorpos anticardiolipina no soro e a pesquisa dos anticorpos linfo-
citotdxicos (autocrossmatch — ACM) no soro, no liquor ou em am-
bos. Resultados: No grupo LESNPS, 20 pacientes apresentaram
psicose, 18 convulsdes, 18 doenca cerebrovascular, 8 depressio, 7
distrbio cognitivo, 1 mielopatia e 1 meningite asséptica. A freqiién-
cia do autocrossmatch positivo no grupo LESNPS foi de 53%. Em
relacio ao grupo LES nio-NPS, o ACM positivo foi observado em
somente 6% dos pacientes (p < 0,0001). A linfopenia foi observada
tanto nos pacientes com LESNPS como nos com LES nio-NPS,
independentemente da positividade do ACM. Conclusdes: A pre-
senca do autocrossmatch foi observada em quase todas manifestacdes
neuropsiquiitricas. Analisando o grupo com LESNPS, a negatividade
do ACM nio excluiria a presenca da manifestacdo neuropsiquiatrica,
mas a sua positividade representaria um maior risco para seu desenvol-
vimento. Apesar de o autocrossmatch procurar identificar anticorpos
linfocitotdxicos, a linfopenia ocorreu em uma freqiiéncia semelhante
nos dois grupos. Assim, o nosso trabalho objetivou mostrar a associa-
¢do entre anticorpos linfocitotdxicos e manifestacdes neuropsiquii-

ABSTRACT

Objective: To analyse the presence of lymphocytotoxic
antibodies in the sera and in the liquor of patients with
neuropsychiatric lupus. Methods: We evaluated 114 patients
with systemic lupus erythematosus (SLE); 54 patients
presenting neuropsychiatric lupus (NP-SLE), and 50 patients
only presenting SLE (non-NP-SLE). All patients were
submitted to lymphocyte counting in peripheral blood,
detection of anticardiolipin antibodies in serum and titration
of lymphocytotoxic antibodies (auto-crossmatch — ACM)
in sera, in liquor or both. Results: In NP-SLE group, 20
patients presented psychosis, 18 seizures, 18 cerebrovascular
disease, 8 mood disorders, 7 cognitive dysfunction, 1
myelopathy and 1 aseptic meningitis. Positive auto-
crossmatch frequency was 53% in the NP-SLE group,
contrasting with 6% observed in non-NP-SLE group
(p<0.001). Lymphopenia was observed in both groups,
regarding the presence of ACM. Conclusions: The presence
of auto-crossmatch was observed in almost all
neuropsychiatric manifestations. In NP-SLE group, negative
ACM would not exclude neuropsychiatric manifestations,
but positive ACM would represent an elevated risk to NP-
SLE development. Although ACM has identified
Iymphocytotoxic antibodies, lymphopenia occurred in a
similar frequency in both groups. Notwithstanding, our
report has showed an association between lymphocytotoxic
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tricas no LES por meio de um método simples e de custo reduzido.
Novos estudos serdo realizados na tentativa de validar este método
para a pratica clinica.

Palavras-chave: lipus eritematoso sistémico, neuropsiquiatri-
co, autocrossmatch, linfocitotdxicos.

INTRODUGCAO

O envolvimento do sistema nervoso central (SNC) no lapus
eritematoso sistémico (LES) ocorre em até 70% dos pacien-
tes em algum momento da sua enfermidade, com taxas de
mortalidade variando de 7% a 40%"?. As manifestacoes
neuropsiquiatricas no lapus eritematoso sistémico (LES) po-
dem envolver o sistema nervoso central (SNC), o sistema
nervoso periférico, o autondmico e a jun¢io mioneural®.
O paciente com LES pode apresentar sintomas difusos, fo-
cais ou uma combinacio de ambos. As principais manifes-
tagdes sao sintomas de disfuncio global sem nenhuma mani-
festacio focal. A manifestacdes focais podem ser atribuidas
ao envolvimento de uma 4rea cerebral especifica. O quadro
clinico pode variar desde uma disfungio leve e transitoria
até apresentacOes graves, podendo resultar em seqiielas neu-
roldgicas permanentes e morte. Deve-se sempre descartar
se as anormalidades neuropsiquiatricas no LES nio sdo se-
cundadrias a infeccio, distirbios eletroliticos, distarbios me-
tabdlicos, medicamentos, fibromialgia, hipertensio arterial,
doenca cerebral aterosclerdtica e outras doencas neurologi-
cas ou psiquidtricas primdrias®.

Esta heterogeneidade de apresentagdes clinicas torna o
diagnéstico definitivo de LES neuropsiquidtrico extrema-
mente dificil, nio sendo possivel, até hoje, estabelecer um
método que possa ser considerado “padrio-ouro” para tal
investigacdo. Nenhuma das técnicas soroldgicas, eletrofisi-
oldgicas e de neuroimagem ja investigadas é definida na
literatura como marcador especifico da doenga, prevale-
cendo o quadro clinico do paciente®.

Os anticorpos linfocitotéxicos nio sio especificos para o
LES e podem ocorrer em outras patologias, incluindo in-
fec¢des, malignidade, doenca inflamatéria intestinal e es-
clerose maltipla. Entretanto, um subgrupo de anticorpos lin-
focitotdxicos apresenta rea¢io cruzada com neurdnios®.
Febre, sintomas neuropsiquiitricos, lesdes cutaneas e altera-
¢oes hematoldgicas sio as manifestagdes mais comuns em
pacientes com LES e anticorpos linfocitotdxicos séricos®”®).

Nosso estudo tem como objetivo pesquisar a presenca de an-
ticorpos linfocitotéxicos no soro e liquor de pacientes com LES
neuropsiquiitrico e sem manifestacdes neuropsiquiatricas.
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antibodies and neuropsychiatric lupus, using a simple and
not expensive method. In a next step, we intend to perform
validation studies to apply this method in clinical practice.

Keywords: lupus, neuropsychiatric, auto-crossmatch,
Iymphocytotoxic.

MATERIAIS E METODOS

PACIENTES
Foram avaliados, retrospectivamente, 114 pacientes com
LES, definidos pela presenca de pelo menos quatro critérios
de classificacio do American College of Rheumatology
(ACR)"), oriundos dos ambulatérios e da enfermaria da dis-
ciplina de R eumatologia da Divisio de Imunologia Clinica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ri-
beirio Preto da Universidade de Sio Paulo, entre os anos
de 1996 e 2002. Entre estes havia 54 pacientes (grupo 1)
apresentando manifesta¢des neuropsiquiitricas da doenca
(LESNPS), segundo avaliagio clinica baseada nas defini¢cdes
para sindromes neuropsiquidtricas no LES segundo o ACR .
Os pacientes que apresentavam somente cefaléia como ma-
nifestacio clinica, nio foram incluidos neste grupo. O se-
gundo grupo analisado era composto de 50 pacientes com
LES sem manifestacdes neuropsiquiitricas (LES nio-NPS).
Os pacientes dos dois grupos foram submetidos a conta-
gem de linfocitos no sangue periférico, a pesquisa de anti-
corpos anticardiolipina no soro e a pesquisa dos anticorpos
linfocitotdxicos (auto-crossmatch) no soro, no liquor ou em
ambos. A pesquisa dos anticorpos anticardiolipina foi reali-
zada pelo método de ELISA dependente de B2-glicoprote-
ina-1 (Sanofi-Pasteur, Franca). A pesquisa dos anticorpos
linfocitotéxicos foi realizada por intermédio da reagio cru-
zada autéloga, que descreveremos a seguir.

CARACTERIZACAO DOS ANTICORPOS ANTILINFOCITARIOS
NOS PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
COM OU SEM MANIFESTACOES NEUROPSIQUIATRICAS —
METODO DO AUTOCROSSMATCH

Foram coletados 10 ml de sangue em tubo heparinizado
(tubo A) para a obtengio das células mononucleares e 5 ml
de sangue sem anticoagulante (tubo B) para a obtencio do
soro de cada paciente.

SEPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES
As células do tubo A foram separadas em gradiente de densi-
dade com Ficoll-Hypaque, densidade 1077. O anel de células
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mononucleares formado apds centrifugagio foi retirado, la-
vado com solugio salina e centrifugado novamente. O pellet
de células mononucleares foi ressuspenso em 1 ml de soro
bovino fetal (SBF) 20%. A concentra¢io de células mononu-
cleares foi ajustada de forma a conter 3 x 10° células/ml.

SEPARACAO DO SORO CONTENDO ANTICORPOS
LINFOCITOTOXICOS

O sangue total foi centrifugado e o soro retirado. Foram
feitas dilui¢des do soro do paciente, com solucido salina,
como exemplificado a seguir: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16; 1:32,
1:64, 1:128, 1:256.

ENSAIO DE MICROLINFOCITOTOXICIDADE

Foram utilizadas placas de Terasaki. Na primeira fileira, apli-
cou-se 1 pl de SBF em cada pocgo (controle negativo). Na se-
gunda fileira, aplicou-se 1 pl de soro controle positivo (soro de
paciente sabidamente positivo, pacientes politransfundidos ou
mulheres multiparas). A partir da terceira fileira, foi colocado
1ul do soro a ser testado, sendo que cada fileira devia conter
uma dilui¢io do soro. A seguir, foi colocado 1 pl da solugiao
contendo células (concentrag¢io = 3 x 10° células/ml) em cada
poco da placa. As placas foram entio incubadas durante uma
hora, a temperatura ambiente. Adicionaram-se 5 pl de com-
plemento (obtido a partir de soro de coelho nio-sensibilizado),
incubando-se durante duas horas. Posteriormente, foi coloca-
do 1 pl de corante vital (azul de tripan ou eosina), na dilui¢io
1:3 com solugio salina, em cada pogo e procedeu-se a leitura
da placa. Se houver ligacio do anticorpo antilinfécito no linfé-
cito, o complemento sera fixado na membrana e ocorrera a lise
da mesma, com entrada do corante vital na célula, corando-a
de azul. O ensaio de microlinfocitotoxicidade foi considerado
positivo quando se observou mais que 20% de lise de células
mononucleares em cada dilui¢io.

O procedimento foi idéntico quando se utilizou liquor.
As células mononucleares do sangue periférico dos pacientes
testados foram incubadas com 1 Wl de liquido cefalorraqui-
diano, em viérias dilui¢des, e os passos seguintes no procedi-
mento foram os mesmos.

A anilise estatistica dos dados obtidos foi feita por teste
exato de Fisher bicaudal e teste nido-paramétrico de
MannWhitney.

RESULTADOS

Na Tabela 1, estdo representadas as manifesta¢des clinicas
neuropsiquiitricas nos pacientes com LES, bem como as
suas relacdes com o autocrossmatch, o anticorpo anticardi-
olipina e o nimero de linfécitos do sangue periférico. No
grupo 1, 20 pacientes apresentaram psicose, 18 convulsdes,
18 doenga cerebrovascular, 8 depressio, 7 distirbio cogni-
tivo, 1 mielopatia e 1 meningite asséptica. Varios pacientes
apresentavam mais que uma manifestagio neuropsiquiatri-
ca. Analisando a média do ntimero de linfécitos do sangue
periférico, observaram-se valores inferiores a 1.500 célu-
las/mm’, independentemente da manifestacio neuropsiqui-
atrica, caracterizando uma tendéncia a linfopenia.

Na Figura 1 estdo representadas as freqiiéncias de positivi-
dade do autocrossmatch em pacientes com LESNPS e LES
nio-NPS. A freqiiéncia do autocrossmatch positivo (ACM
+) no grupo 1 (LESNPS) foi de 53%, totalizando 29 pacien-
tes. Destes individuos com LESNPS e ACM+, 20 (69%) apre-
sentavam positividade tanto no liquor como no soro, 6 (21%)
somente no soro e 2 (10%) apresentaram ACM positivo ape-
nas no liquor. Porém, em rela¢do ao grupo 2 (LES nio-NPS),
a presenca do ACM foi observada em somente 3 pacientes
(6%), indicando um risco relativo (RR) de 2,6 (p < 0,0001).

TaBELA 1
MANIFESTAGOES NEUROPSIQUIATRICAS EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (N = 54) E SUAS RELACOES COM AUTOCROSSMATCH
(ACM), ANTICORPO ANTICARDIOLIPINA (ACA) E SEUS 1ISOTIPOS IGG E IGM, BEM COMO COM O NUMERO DE LINFOCITOS (LINF) PERIFERICOS*.

Manifestagées clinicas n (%) ACM + ACM - ACA + ACAIgG+  ACAIgM + ACA - Linf (média)
Psicose 20 (37%) 9 11 11 5 7 9 1.124
Convulsdes 18 (33%) 9 9 12 10 8 6 1.023
Doenga cerebrovascular 18 (33%) 12 6 10 5 10 8 866
Depressado 8 (15%) 5 3 6 6 5 2 837
Distarbio cognitivo 7 (13%) 4 3 5 2 — 2 1.037
Mielite transversa 1(2%) 1 0 1 1 0 0 700
Meningite asséptica 1 (2%) 0 1 1 1 1 0 1.000

* Alguns pacientes apresentaram mais que uma manifestagao neuropsiquiatrica.
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Ficura 1 — Representagio das freqiiéncias de autocrossmatch positivo e
negativo em pacientes com lipus eritematoso sistémico neuropsiquiitrico
(n = 54) e lapus eritematoso sistémico nio-neuropsiquiitrico (n = 50).

A presenga de linfopenia (contagem de linfécitos no sangue pe-
riférico igual ou inferior a 1.500 células/mm°) foi observada em
85% dos pacientes com LESNPS versus 68,2% do grupo LES
nio-NPS (p = 0,06; RR = 1,7). No grupo LESNPS, a freqtién-
cia de linfopenia foi de 84% no grupo com ACM positivo (média
linfécitos = 941 cels/mm?, mediana = 760 cels/mm?) semelhante
a0 observado no grupo com ACM negativo (média linfécitos =
1.097 cels/mnr’, mediana = 1.000 cels/mm’). Na Figura 2 repre-
senta a distribuicio do nimero de linfécitos entre os pacientes com
LESNPS, de acordo com a presenga ou nio de ACM positivo.
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Figura 2 — Distribui¢do do nimero de linfécitos no sangue periférico/
mm?® entre pacientes com léipus eritematoso sistémico neuropsiquidtrico
(n = 54) com autocrossmatch positivo e negativo.

DISCUSSAO

A diversidade tanto das manifesta¢des clinicas como da gra-
vidade do lupus neuropsiquiatrico é resultado de diferentes
mecanismos imunopatogénicos envolvidos, que determinam
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disfun¢des anatdmicas e fisioldgicas no SNC. O achado his-
topatologico mais comum consiste em uma vasculopatia,
caracterizada por hialiniza¢do vascular, tortuosidade de va-
sos, proliferacio endotelial e gliose perivascular, acompa-
nhada ou nio de microinfartos. A vasculite no LES neurop-
siquiatrico € pouco freqiiente (10% dos casos). Estas alteraces
histopatoldgicas sio muitas vezes discretas ou inespecificas,
diferindo do amplo espectro de manifestagcdes clinicas do
LES neuropsiquiitrico 2.

Com relagio a patogénese da doenca, as hipdteses cor-
rentes podem ser divididas em quatro categorias:

— Anticorpos linfocitotoxicos: reagio cruzada entre anti-
corpos linfocitotéxicos e células cerebrais ja foi observada.
Este tipo de anticorpo se correlaciona com varias manifes-
tacOes neuropsiquiatricas(5,6,7,8).

— Anticorpos antimembrana neuronal ou anticonstituintes
citoplasmaticos das células neuronais: entre estes estao in-
cluidos os anticorpos anti-P ribossomal, anti-Ro e anti-La.
Os anticorpos anti-P ribossomal sio encontrados em 90%
dos pacientes lapicos com psicose, o que sugere uma alta
especificidade para este tipo de manifestaciao(13).

— Anticorpos antifosfolipides: estes anticorpos sio responsa-
vels por uma vasculopatia ndo-inflamatodria, caracterizada
por espessamento das paredes das pequenas artérias, como
resultado de proliferacio da intima, bem como por trom-
bose de pequenos ou médios vasos. Associacio é conhecida
com as seguintes manifesta¢cdes de LES neuropsiquiatrico:
acidente vascular cerebral, amaurose fugaz, mielite trans-
versa, convulsdes, coréia e deméncia por multiinfartos*'?).
— Vasculite por imunocomplexos: existem poucas evidénci-
as que apontem para esta hipdtese como tendo papel central
na fisiopatogenia do LES neuropsiquiatrico. Entretanto, jul-
ga-se que os imunocomplexos circulantes possam ter um
papel permissivo, facilitando acesso de auto-anticorpos sis-
temicamente produzidos ao sistema nervoso central, por meio
da alteracio da barreira hematoencefalica'?.

Uma avaliagio metddica é fundamental para a caracteri-
zagdo de pacientes com LES e manifestacSes neuropsiquiatri-
cas. Esta inclui histéria, exame fisico detalhado, bem como
avaliagio neurolégica e psiquidtrica completa. Em adigio,
exames laboratoriais, analise do liquor, eletroencefalograma
e estudos neuroradiolégicos sdo essenciais para uma melhor
caracteriza¢io. Anormalidades do liquido cefalorraquidiano
(LCR), como pleocitose discreta e aumento da concentracio
protéica, sio comuns, porém inespecificas. O principal pro-
019, O eletroen-

cefalograma (EEG) apresenta pequeno valor diagndstico no

posito da andlise liquoérica é excluir infec¢a

LES neuropsiquiatrico; sua sensibilidade ¢ altamente variavel
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e seus achados nio se correlacionam bem com a clinica®. A
angiografia cerebral é um método pouco sensivel para o di-
agnoéstico do LES neuropsiquidtrico, nio sendo realizada ro-
tineiramente. Sua baixa sensibilidade pode ser explicada, pois
a vasculopatia no LES neuropsiquiatrico afeta vasos de pe-
queno calibre™®. A ressonancia nuclear magnética (RNM) é
o melhor método para definir alteracdes anatomicas no LES
neuropsiquidtrico, especialmente edema, infarto arterial e
venoso, hemorragia e mielite transversa. Entretanto, apre-
senta resultados normais em até 30% dos pacientes, com do-

220 As técnicas de tomogra-

enca neuropsiquidtrica definida®
fia computadorizada por emissio de fétons (SPECT) e
tomografia por emissao de positrons (PET) parecem apresen-
tar melhor sensibilidade para o envolvimento neuropsiquia-
trico do LES, mas foram pouco estudadas até o momento, ¢ a
sua especificidade é questiondvel®'?>).

Assim sendo, o objetivo desse trabalho é pesquisar a pre-
senca de anticorpos linfocitotdxicos em pacientes com LES
apresentando ou nio manifestagdes neuropsiquidtricas da
doenga, pela aplica¢io de um método de execucio simples e
de custo reduzido. Como evidenciado na Tabela 1, a pre-
senca do autocrossmatch foi observada em todas manifesta-
¢Oes neuropsiquiitricas, com exce¢ao da meningite assépti-
ca. Analisando o grupo com LESNPS, observou-se uma
freqiiéncia de 53% de autocrossmatch positivo (grupo 1,
Figura 1). Apesar de nio ser um valor de freqiiéncia eleva-
da, a sua presenc¢a no grupo 2 (LES nio-NPS) foi de so-
mente 6%, conferindo um risco relativo de 2,6 (p < 0,0001).
Desta feita, a negatividade do exame nio excluiria a pre-
senca da manifesta¢io neuropsiquiitrica, mas a sua positivi-
dade representaria um maior risco (RR = 2,6) no desenvol-
vimento desta manifestacio. Uma outra anélise interessante
¢ que apesar do autocrossmatch procurar identificar anti-
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