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RESUMO

Objetivo:O trabalho descreve o perfil de auto-
anticorpos utilizando-se o substrato rim-estdbmago de
rato em um centro de satide tercidrio no periodo de
um ano.

Material e métodos: O estudo foi de série de ca-
sos, com dados obtidos do banco de dados do Setor
de Imunologia do Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital Sao Lucas da PUCRS.

Resultados: Em 262 pacientes (68% do sexo femi-
nino) previamente selecionados por triagem clinica,
avaliou-se o perfil de auto-anticorpos em substrato
rim-estdmago de rato através de imunofluorescéncia
indireta. Anticorpos antimusculo liso prevaleceram
(31%), seguidos por anticorpos anti-reticulina (27%),
anticorpos antimitocondriais (24%), anticélulas parie-
tais gastricas (21%), anticorpos anti-"brush border”
(4%) e antiLKM (liver-kidney microsome) (0,4%). A
maioria dos pacientes com teste positivo para anti-
corpos antimusculo liso cursou com titulacdes infe-
riores a 1/80 (ponto de corte para hepatite auto-imu-
ne). Anticorpos anti-ribossomais nao foram detecta-
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ABSTRACT

Objective: This article describes the autoantibody
profile using rat kidney-stomach substrate in a tertiary
center in a year period.

Material and methods: The design was a case
series, being results obtained from the data bank of the
Immunology Section of the Clinical Pathology Laboratory
of Saint Lucas Hospital of PUCRS.

Results: In 262 patients (68% females) previosly
selected by clinical trial, we evaluated the antibody
profile in rat kidney-stomach substrate by indirect
immunofluorescence. Anti-smooth muscle antibodies
predominated (31%), followed by anti-reticulin antibodies
(27%), antimitochondrial antibodies (24%), anti-gastric
parietal cells antibodies (21%), anti-"brush border”
antibodies (4%) and liver-kidney microsome antibodies
(0.4%). The majority of patients with a positive test for
anti-smooth muscle antibodies had titers below 1/80 (cutoff
for autoimmune hepatitis). Anti-ribosome antibodies
were not detected in any patient. Apart from the liver-
kidney microsome antibody (seen in one male), a female
predominance was observed for the other autoantibodies
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dos em quaisquer pacientes. A excecdo do anticorpo
antiLKM (presente apenas em um caso, sexo masculi-
no), observou-se predominancia do sexo feminino nos
auto-anticorpos analisados; tal predominio, entretan-
to, s6 alcancou significancia estatistica para anticorpos
antimitocondriais (P = 0,04).

Conclusdo: O achado corrobora a possivel relagao
entre fatores genéticos e hormonais na auto-imuni-
dade.

UNITERMOS: SUBSTRATOS; RIM; ESTOMAGO; RATOS;
AUTO-ANTICORPOS; ANTICORPOS; MUSCULO LISO;
MITOCONDRIA  MUSCULAR; RETICULINA/ imunologia;
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described; this predominance, nevertheless, was statistically
significant only for antimitochondrial antibodies (P = 0.04).

Conclusion: This finding corroborates a possible
relationship of genetic and hormonal factors in auto-
immunity.
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INTRODUCAO

O substrato rim-estdmago de rato ¢ uma com-
binacdo de tecidos, consistindo de um tecido
renal de rato envolto por tecido de estomago
também de rato; de modo alternativo, os dois
tecidos podem estar lado a lado. Esse tipo de
substrato é utilizado em imunofluorescéncia in-
direta (IFI) para deteccdo de auto-anticorpos, sen-
do estes: anticorpos antimitocondriais (AMA,
sigla em inglés para “antimitochondrial auto-
antibodies”), anticorpos antimusculo liso (ASMA
em inglés para “anti-smooth muscle auto-
antibodies”), anticorpos anticélulas parietais gas-
tricas, anticorpos antipor¢do microssomal de fi-
gado e rim de rato (antiLKM, sigla em inglés para
“antiliver/kidney microsome”), anticorpos anti-
reticulina (ARA em inglés para “anti-reticulin
autoantibodies”), anticorpos anti-ribossomais e
anticorpos anti-“brush border” (“borda em esco-
va”). Ver prancha de auto-anticorpos, p. 12.

Os AMA sao dirigidos diretamente contra
a subunidade E2 do complexo da piruvato
desidrogenase. Quando encontrados em titulos
iguais ou maiores a 1/40, se correlacionam dire-
tamente com cirrose biliar primaria (CBP), doen-
ca colestética cronica de causa desconhecida que
pode culminar com cirrose(2345678),

Os ASMA sao dirigidos contra proteinas do
citoesqueleto, incluindo anticorpos contra actina,
tubulina e filamentos intermediérios. Sao usados
basicamente para auxiliar no diagnoéstico de he-
patite auto-imune do tipo I (HAI 1), ndo se asso-
ciando com severidade da doenca ou origem da
mesma®. Sdo considerados marcadores sensi-
veis, mas nado especificos para HAI 1. Titulos
iguais ou superiores a 1/80 (ponto de corte para
HAI) também podem ser vistos em casos de

colangite esclerosante primaria, CBP e doencas
hepaticas relacionadas ao alcool. Titulos inferio-
res a 1/80 podem estar relacionados a doengas
infecciosas (como hepatites virais, sarampo
e mononucleose) e hepatite auto-imune ini-
Cia1(2,8,9,10).

Os anticorpos anticélulas parietais gastricas
sao dirigidos contra antigenos como bomba de
proétons e fator intrinseco, esse tltimo responsa-
vel pela absorcao de vitamina B12 no organismo.
A indisponibilidade de fator intrinseco leva a
anemia perniciosa. Esse auto-anticorpo também
se encontra relacionado a atrofia gastrica®12.

Os anticorpos antiLKM podem ser classifica-
dos em trés tipos: antiLKM1 (relacionado a
doenca hepatica auto-imune do tipo Il e doenca
hepatica induzida por drogas), antiLKM2 (rela-
cionado a hepatite induzida por 4cido tienilico)
e antiLKM3 (correlacionado a hepatite cronica
delta)?®.

Os ARA (da classe IgA) podem ser detecta-
dos em pacientes com doenga celiaca, doencga de
Crohn e outras doengas gastrointestinais(3141516),
Sua atividade pode aumentar na DC devido a
uma resposta imune a transglutaminase tecidual
(Lock et al. 1999), o auto-antigeno predominante
nessa doenga®”).

A identificacdo de auto-anticorpos antitrans-
glutaminase tecidual IgA por ensaio imunoen-
zimatico é hoje considerada patognomonica
de DC®19),

Os anticorpos anti-ribossomais se correla-
cionam clinicamente ao lupus neuropsiquia-
trico®20), Entretanto, seu valor preditivo é maté-
ria de polémica. Seus titulos podem aumentar
no lupus eritematoso ativo®??. Os anticorpos
anti-“brush border”, também detectaveis nesse
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substrato, ndo possuem correlacdo clinica conhe-
cida até o momento®*2,

O objetivo deste estudo é descrever o perfil
de auto-anticorpos pesquisados em substrato
rim-estdbmago de rato em um centro de sadde
tercidrio (Hospital Sdo Lucas da PUCRS) no
periodo de um ano.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi de série de casos, fundamenta-
do em laudos de resultados de pesquisa de auto-
anticorpos em substrato rim-estobmago de rato. A
temporalidade do estudo foi de 01 de janeiro de
2003 a 31 de dezembro de 2003. Nesse periodo,
foram analisadas amostras de soro de 262 pa-
cientes. A pesquisa de auto-anticorpos foi proce-
dida através de IFI, utilizando-se laminas com
substrato rim-estdmago de rato comerciais (INO-
VA Diagnostics, San Diego, EUA), lidos pelo
mesmo observador em microscépio Olympus
BX60.

Convencionou-se que quaisquer titulos de
auto-anticorpos encontrados seriam categori-
zados como reagentes; amostras ndo-reagentes
seriam aquelas em que nao se detectou nenhum
tipo de auto-anticorpo direcionado contra nenhu-
ma estrutura tecidual do substrato.

Os dados foram obtidos por consulta a base
de dados do setor de Imunologia do Laboratério
de Patologia Clinica do Hospital Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul (HSL/PUCRS).

A andlise dos dados foi realizada com o
software SPSS versao 11.0 para Windows 98 para:

Florez PB et al.

teste qui-quadrado (associacdo de varidveis ca-
tegoricas), e teste ANOVA para verificar diferen-
¢a de média de idade entre as categorias. Dife-
rencas com um valor P < 0,05 foram considera-
das significativas.

RESULTADOS

Dos 262 pacientes estudados, 68% eram do
sexo feminino. Nenhum paciente com idade
de até 12 anos incompletos®) cursou com teste
positivo para auto-anticorpos do tipo ASMA e
AMA. Apenas uma crianca com 9 anos de idade
apresentou auto-anticorpos, no caso do tipo
ARA.

A Tabela 1 lista a frequiéncia de auto-
anticorpos em ambos os sexos. Entre os auto-
anticorpos, a maior prevaléncia proporcional foi
para ASMA (31%). Como um todo, houve pre-
dominancia do sexo feminino nos casos positi-
vos para auto-anticorpos. Este predominio, en-
tretanto, ndo atingiu significancia estatistica, a
nao ser para AMA (P = 0,04).

A Tabela 2 mostra a distribuicdo de titulos
de AMA em pacientes do sexo feminino con-
siderando-se a variavel média de idade. Nao hou-
ve associacdo entre titulacdes de AMA meno-
res ou maiores de 1/40 com média de idade
(P =0,137).

A Tabela 3 lista os niveis de ASMA (ponto de
corte 1/80 para HAI) no sexo feminino, conside-
rando-se a faixa etaria pré e pos 45 anos de ida-
de. Nao houve associacdo significativa entre
titulacOes positivas para ASMA e faixas etarias
(P =0,322).

TABELA 1 - Distribuicao percentual dos auto-anticorpos em substrato rim-estdmago de rato em ambos os sexos.

Mulheres Homens

Anticorpos Total (n) Nao-r(izﬁentes Re?%ﬁ;ltes rea(%zl)ltes rea(g‘)::;tes ent:/ea:)(;rsl;xos
ASMA 252 69 31 21 10 1,00
ARA 562 74 26 18 8 0,56
AMA 226 76 24 19 5 0,04
ACPG* 262 79 21 14 7 0,87
ABB* 262 96 4 3 1 0,75
AntiLKM 262 99,06 0,4 0 0,4 0,33
Anti-ribossomal 262 100 0 0 0

ASMA: anticorpos antimusculo liso;
ARA: anticorpos anti-reticulina;
AMA: anticorpos antimitocondriais;

ACPG: anticorpos anticélulas parietais géstricas;
ABB (anticorpos anti-“brush border”, ou anti-“borda de escova”;
AntiLKM: anticorpos anti-“liver/kidney microsome”
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TABELA 2 - Titulos de AMA de pacientes do sexo feminino e média de idade.

Titulos n média de idade desvio padrio (anos)
Nao-reagente 110 43 16
Reagente < 1/40 23 45 15
Reagente a partir de 1/40 20 44 13

TABELA 3 - Distribuigdo dos niveis de ASMA (ponto de corte 1/80 para HAI),

sexo feminino e variavel faixa etaria.

A partir de 45 anos

Titulos Até 44 anos de idade de idade Total
Nao-reagente 60 57 117
Reagente < 1/80 23 16 39
Reagente > 1/80 5 9 14
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Figura 1 - A figura I ilustra a distribui¢do das titula¢des positivas de ASMA nos dois
sexos. Titulagdes de 1/80 (ponto de corte para HAI) e acima de 1/80 foram mais
prevalentes no sexo feminino (P = 0,322, ndo-significativo). Titulacdes abaixo de
1/80, predominantes, foram mais freqiientes em homens (P = 0,726, ndo-significativo).

DISCUSSAO

Este trabalho visa descrever o perfil de auto-
anticorpos detectados utlizando-se o substrato
rim-estdbmago de rato em um centro de sadade
tercidrio (Hospital Sdo Lucas da PUCRS) no pe-
riodo de um ano; ao mesmo tempo, correlaciona
a freqiiéncia destes anticorpos com dados de li-
teratura. Nao foi objetivo do estudo detalhar as
relacdes clinicas destes auto-anticorpos.

Nenhum paciente cursou com teste positivo
para o anticorpo anti-ribossomal. Ndo foram en-
contrados dados populacionais referentes a ocor-
réncia destes anticorpos em substrato rim-esto-
mago de rato. O fato pode se dever a pesquisa
rotineira deste auto-anticorpo através de outros
ensaios (teste imunoenzimatico e immunoblot),
mais sensiveis e especificos®?2).

Apenas um paciente do sexo masculino apre-
sentou resultado reagente para o anticorpo
antiLKM. Os aspectos clinicos do paciente eram
desconhecidos, o que impossibilita a confirma-
¢do de alguma das afecgdes associdveis a presen-
¢a deste auto-anticorpo. Além disso, ndo foi pos-
sivel distinguir adequadamente os 3 tipos de
antiLKM pelo substrato rim-estdmago de rato
(para isso sdo necessarios exames mais sensiveis
como ELISA e Immunoblot®).

Foram encontrados 4% de resultados rea-
gentes para o anticorpo anti-“brush border”. O
referido anticorpo ndo se associa a qualquer
condi¢do clinica conhecida até o momento.
Anticorpos heterdfilos (presentes em 3% dos in-
dividuos normais) poderiam afetar os achados na
fluorescéncia quando da pesquisa de anticor-
pos anti-“brush border”. Em outras palavras,
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anticorpos heterofilos se ligariam as “bordas em
escova” das células tubulares proximais renais
(“brush borders”) e também as células parietais gas-
tricas do substrato rim-estdmago de rato®. Dessa
forma, deve-se levar em conta a possivel presenca
dos anticorpos heterdéfilos nos resultados finais
para anticorpos anti- “brush border” em IFL

Os anticorpos anti-células parietais géstricas
somaram 21% do total de resultados reagentes.
O estudo nao teve por objetivo investigar causas
especificas para padrdes de positividade (como
reatividade em relagdo aos anticorpos heterdfilos,
por exemplo, ou anticorpos especificos que reco-
nhecam antigenos nas células parietais géstricas).
Sabe-se que a presenga de tais auto-anticorpos
é associada a anemia perniciosa e a atrofia gés-
trica12),

Os anticorpos anti-reticulina aparecem em
segundo lugar no namero de resultados rea-
gentes (Tabela 1). Sdo considerados inespecificos
para o diagndstico de doenga celiaca, pois podem
ser dirigidos tanto contra a transglutaminase
tecidual (antigeno alvo nessa doenca) como con-
tra outros componentes do tecido conjuntivo, que
nao o colageno tipo III e a fibronectina@17.29). A
luz dos dados atuais, considera-se os anticorpos
antitransglutaminase tecidual patognomonicos
para doenga celiaca’19).

Os ASMA foram mais prevalentes no sexo
feminino (Tabela 1), embora o dado nao tenha
sido estatisticamente significativo. Consideran-
do ambos os sexos, a predominancia foi de titu-
los inferiores a 1/80, representando uma possi-
vel relacdo com fatores como sarampo, hepatites
virais, mononucleose, ou mesmo hepatite auto-
imune em fase inicial. As titulacGes inferiores a
1/80 predominaram levemente no sexo masculi-
no. Titulagdes a partir de 1/80, diferentemente,
foram mais observadas em mulheres (Figura 1).
Nestas duas situagdes as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas, entretanto.

Segundo a literatura corrente, ASMA sao
detectados em menos de 5% da populacdo de
individuos saudaveis®. A positividade de 31%
em nossa casuistica reflete uma populacdo triada
previamente, isto é, com suspeita de doenca re-
lacionada a este auto-anticorpo. Titulacdes de
ASMA a partir de 1/80 sdo de auxilio diagnosti-
co para HAI 1, doenca que acomete principal-
mente mulheres em torno dos 40 anos de ida-
de@9. Nossos dados, entretanto, evidenciaram
auséncia de associacdo de titulagdes > 1/80 de
ASMA com mulheres abaixo de 45 anos de ida-
de (P =0,322). De interesse, niveis baixos do auto-

Florez PB et al.

anticorpo, pouco preditivos para HAI 1, predo-
minaram em ambas as faixas etarias (Tabela 3).
Nao houve caso de criangas com teste positivo
para ASMA (nesta circunstancia, o ponto de cor-
te para HAI 1 seria 1/20).

Os AMA compreenderam 24% de resultados
reagentes (Tabela 1) em nossa casuistica. Pre-
dominaram significativamente em mulheres
(P =0,04). A presenca de AMA em titulos a par-
tir de 1:40 é critério diagnodstico para CBP. A CBP
acomete usualmente mulheres na faixa dos
50 anos®. Ao se avaliar a relacdo entre titulos
de AMA no sexo feminino e média de idade (Ta-
bela 2), ndo detectamos associagdo significativa
(P =0,137).

A prevaléncia dos AMA em populacdes ge-
rais randomizadas é de 0,1 a 0,6%, na Australia,
Estonia e Irlanda do Norte, utilizando-se o mes-
mo método (IFI com substrato de roedor) empre-
gada neste estudo®. A freqiiéncia (alta) de 24%
de AMA positivos em nossa casuistica se explica
pelo inclusdo de pacientes previamente selecio-
nados pelos clinicos na suspeita de CBP.

Embora prevalentes no estudo, ASMA devem
ser analisados com cautela, pois titulos inferio-
res a 1/80 podem ndao estar necessariamente re-
lacionados a HAI 1. Novos estudos abordando a
presenca dos auto-anticorpos detectados pelo
substrato rim-estémago de rato, em especial 0s
AMA e ASMA, seriam interessantes no sentido
de se avaliar uma possivel necessidade de alte-
ragdes no ponto de corte para CBP e HAI 1, utili-
zando-se dados de prevaléncia regionais e carac-
teristicos da nossa populagéo.

As amostras analisadas nesse estudo nao
apresentaram monitoramento seriado dos auto-
anticorpos detectados. Além disso, nao foi obje-
tivo do estudo a investigagdo dos critérios de
solicitacdo dos referidos testes.

Esse trabalho partiu de uma abordagem
alternativa. No lugar da analise de resultados
sorolégicos obtidos pelo substrato rim-estdmago
de rato a partir de diagnodsticos pré-definidos,
optamos pela abordagem inversa. Assim, averi-
guamos os resultados obtidos com o referido
substrato sem disponibilizar dos critérios clini-
cos que levaram a solicitacdo dos exames. A
amostra, ndo-controlada, se fundamentou na tri-
agem prévia dos pacientes pelos clinicos, visan-
do uma confirmagao ou exclusao de diagndstico.
Dai parte a dificuldade de encontrar estudos
semelhantes na literatura, a excecio dos AMA
e ASMA, cujas fontes foram citadas anterior-
mente.
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A casuisitica global de nosso estudo compre-
endeu 262 pacientes clinicamente triados para a
testagem dos auto-anticorpos. Dois tercos desta
casuistica foi composta de mulheres. Igual-
mente, o perfil de positividade para os auto-
anticorpos estudados se caracterizou por uma
predominéncia feminina em todos os anticorpos,

Florez PB et al.

embora significAncia estatistica tenha sido
alcancada somente para AMA. A presenca
isolada de antiLKM em um paciente masculino
constitui excecdo. Os achados nos remetem a
possivel associacdo entre fatores genéticos e
hormonais na deflagracdo de fendmenos auto-
imunes®29.

PRANCHA DE AUTO-ANTICORPOS DETECTADOS PELO SUBSTRATO RIM-ESTOMAGO DE RATO

Imagem 1: Imagem 2:
antimitocondriais antimusculo liso
Imagem 3: Imagem 4:
anti-reticulina anticélulas
parietais
gastricas
Imagem 5: Imagem 6:
antiLKM anti-”Brush
Border”
Imagem 7: Imagem 8:
anti-ribossomais substrato
rim-estdmago

de rato
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