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RESUMO - Ogjetivo. Avaliar a presenca de imunocomplexos e a
atividade fagocitaria de polimorfonucleares neutrofilicos em pa-
cientes com Lupus Eritematoso Sistémico (LES) com e sem sinais e
sintomas de atividade da doenca.

Metopos. Analisou-se o sangue periférico de 55 individuos, sendo
10 pacientes com forma ativa da doenca, 15 fora de atividade e 30
individuos sadios. Foi utilizada imunodifusao radial para identificacao
de imunocomplexos e estudada a etapa de ingestao da fagocitose por
neutrdfilos com particulas de zimosan.

ResuLtADos. Observou-se a presenca de crioprecipitado consti-
tuido por IgM, IgG, IgA, componentes C3 e C4 do complemento nos
pacientes com LES. As médias aritméticas da ingestao por neu-
trofilos de particulas de zimosan incubado com soro homédlogo e

zimosan incubado com soro autologo mostraram uma diminuicao
significativa (p<0.05) para os pacientes com LES em atividade
quando comparadas as de pacientes com LES fora atividade e de
individuos sadios.

Conctusao. Concluimos haver presenca de imunocomplexos nos
pacientes com LES em atividade e fora de atividade e uma diminui-
¢do da fagocitose por neutrdfilos no grupo de pacientes com LES em
atividade. As conclusoes do presente estudo sao coerentes com a
patogénese da doenca e com a alta mortalidade por infeccoes
nesses pacientes.

Unitermos: Lapus Eritematoso Sistémico. Fagocitose. Neutrdfilos
imunocomplexos.

INTRODUCAO

Lapus Eritematoso Sistémico (LES) é con-
siderada doenca auto-imune, com inflamagio
em diferentes 6rgaos, apresentando anticor-
pos reativos a antigenos nucleares, citoplas-
maticos e de membrana celular. A auto-imuni-
dade é um fenémeno fisiolégico, em que ha
reacio de anticorpos com auto-antigenos em
individuos sadios. As doencas auto-imunes se
manifestam quando essas reagoes sao excessi-
vas, levando a leséo tecidual.

No LES sao descritos como sinais e sinto-
mas mais freqiientes: fadiga, anemia, febre,
perdaponderal, artralgia, artrite, erupcao tipo
borboleta, fotossensibilidade, alopécia, linfa-
denopatia, pleurite, pericardite, diarréia, ane-
mia, vasculite, sindrome nefritica, doencas do
sistema nervoso central, dist(rbios da perso-
nalidade. Sao considerados critérios de doen-
ca lupica: eritema malar, eritema discéide,
fotossensibilidade, Ulceras orais, artrites,
serosites, distlrbios renais, neurologicos, he-
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matoldgicos, imunolégicos e presenca de
anticorposantinucleares'. No hemogramade
pacientes com doenca lpica podem ser ob-
servados: anemia leve ou moderada, valores
de hematdcrito 30% abaixo do normal,
leucopenia com 4.000 células por milimetro
clbico, neutropenia, linfopenia e plaqueto-
penia'. Entre os exames encontram-se: pre-
sencade crioglobulina; anticorpos antinuclea-
res em 95% dos casos em atividade; anticor-
pos anti-DNA em 50% dos casos em ativida-
de; anticorpos anti-histona ou anti complexo
acido desoxiribonucléico-histonaem 70% dos
pacientes; complemento sérico total, compo-
nentes C2, C3, C4 muitas vezes diminuidos e
exames de atividade inflamatériaalterados nas
fases de atividade da doenca, sendo considera-
dos especificos achados de anticorpos anti-
DNA de dupla hélice.

E considerada doenca lUpica quando o
paciente apresenta quatro ou mais dos crité-
rios referidos pela Associacio Americana de
Reumatologia': eritemamalar, eritema discéi-
de, fotossensibilidade, Ulceras orais, artrites,
serosites, distlrbios renais, neuroldgicos, he-
matoldgicos, imunolégicos e presenca de
anticorpos antinucleares. Na fase ativa da
doencahdalteragoes dos exames de atividade

inflamatria e aumento da pontuacao dos cri-
térios SLEDAL.

O diagnodstico de Lipus em atividade é
importante, pois esse diagndstico é fundamen-
tal, uma vez que o prognéstico depende do
tratamento precoce da doenca. A falta desse
diagndstico pode levar a conseqiiéncias graves
como insuficiéncia renal e até mesmo 6bito.
Assim, é de fundamental importancia tudo o
que possa contribuir para a deteccdo de LES
ematividade.

OBJETIVO

Nosso objetivo foi estudar a presenca de
imunocomplexos séricos, identificaracompo-
sicdo dos mesmos e avaliar a etapa de ingestio
dafagocitose por polimorfonucleares neutro-
filicos em pacientes com Lipus Eritematoso
Sistémico em atividade e na auséncia de ativi-
dade da doenca, comparando os resultados
aos de individuos sadios.

CAasuisTICA

Os pacientes foram selecionados no Setor
de Reumatologia do Departamento de Clinica
Médica durante um periodo de trés anos. Os
exames foram realizados no Laboratério de
Imunologia.
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Foi analisado o sangue periférico de 55
individuos, sendo 10 pacientes com sinais e
sintomas de atividade de LES, 15 pacientes
com LES sem sinais ou sintomas de atividade
da doenca no momento da coleta e 30 indivi-
duos sadios.

Foram observados os seguintes critérios
de inclusdo para a selecao dos trés grupos:
ambos os sexos; faixa etdria de 2| a 55 anos;
sem desnutricio (excluida por parametros
antropomeétricos); sem terem recebido imu-
nossupressores, imunizagoes ou transfusoes
sangiiineas nos Ultimos trés meses; semcirur-
gias recentes; nao portadores de asma bron-
quica, urticaria, dermatite atopica, alergia ali-
mentar; sem sinais ou sintomas de imunode-
ficiéncias; semsinais clinicos ou hematoldgicos
de infeccao; sem outras doencas sistémicas
associadas.

Para a selecdo dos pacientes com LES foi
constatada a presenca de quatro ou mais dos
critérios de atividade de LES da Associagio
Americana de Reumatologia': eritema malar,
eritema discdide, fotossensibilidade, tlceras
orais, artrites, serosites, disturbios renais, neu-
roldgicos, hematoldgicos, imunoldgicos, além
de presencade anticorpos antinucleares (anti-
DNA de dupla hélice), sem alterages dos
exames daatividade inflamatériano momento
daavaliagao.

Os pacientes em atividade inflamatéria
lipica foram selecionados ao apresentarem
sinais e/ou sintomas de doengaapds um perio-
do de remissao, exames laboratoriais com
aumento dos titulos de anticorpos anti-DNA
de dupla hélice, diminuicao do complemento
total (CH50), diminuicio do componente C3
do complemento, aumento da fragdo de
gamaglobulina na eletroforese de proteinas,
aumento da velocidade de hemossedimenta-
cdo, aumento de mucoproteinas e alteragoes
laboratoriais do 6rgdo comprometido, au-
mentando assim a pontuagao dos critérios de
SLEDAI%, Nos dois grupos de pacientes com
LES foram excluidos aqueles que haviam rece-
bido corticoterapia nos tltimos trés meses. Os
pacientes dos dois grupos apresentavam dois a
quatroanos de inicio de doenca. Os pacientes
foram selecionados durante um periodo de
trésanos.

Todos os pacientes foraminformados que
parte da coleta do sangue periférico seria des-
tinada a pesquisa cientifica, concordando e
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Tabela | - Médias aritméticas e desvios padrao da porcentagem de neutrdfilos que apresentaram trés
ou mais vactiolos fagociticos com particulas de zymosan entre 200 neutrdfilos de pacientes com LES
em atividade, de pacientes com LES fora de atividade e de individuos sadios

LES LES Individuos
em atividade fora de atividade sadios
Fagocitose Média 25,6 31,6 309
controle DesvioPadrao 5,60 7,78 74l
Fagocitose Média 54,7% 65,3 66,8
comSH Desvio Padrdo 871 573 6,46
Fagocitose Média 59,5% 70,2 714
comSA Desvio Padrdo 6,08 5,65 6,45

*diferencas estatisticamente ignificativas do grupo de pacientes ematividade lpicaem relacao ao grupo de pacientes com

LESforade atividade e ao grupo de individuos sadios (p<0,05)

SH:sorohomdlogo
SA:soroautdlogo

autorizando a realizaco desta, apés aprova-
cdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicao.

MEtopos

Os exames foram realizados in vitro no
Laboratorio de Imunologia. Para analise do
imunocomplexo foram colhidas amostras de
sangue a temperatura ambiente, aguardada a
retracdo do coagulo a 37°C. O material foi
centrifugado 2 2000rpm e 3ml de soro foram
armazenadosa 3°C por |0dias. O material foi
entdo centrifugado a -4°C e 5000rpm por |5
minutos e a seguir lavado por 10 vezes com
solucdo salina. A crioglobulina assim formada
foi entao colocadaem placas de imunodifusao
radial simples para IgM, IgG, IgA, componen-
tes C3 e C4 do complemento . As medidas dos
didmetros doanel de precipitacio foram con-
vertidas para concentracdes conforme padro-
nizacao para cada lote de placas utilizadas.

Para avaliacio da ingestao fagocitaria fo-
ram separados neutrdéfilos por sedimentacao
espontanea, a temperatura de 37°C. Foram
contados |0 neutrofilos/ml e realizados trés
ensaios em tubos de Leighton: 1°. neutrdfilos
incubados com 108 particulas de zimosan (Zy)
por ml; 2°. neutréfilos, Zy na mesma concen-
tracdo e 200 I de “pool” de soro homélogo
(SH); 3°. neutrofilos, Zy e 200 pl de soro
autélogo (SA). Apdsincubacio por duas horas
com CO2 a 50% e temperatura de 37°C,
foram contados o nimero de neutrdfilos (co-
rados p6 Leishman) que apresentavam trés ou
mais vactolos fagociticos, entre um niimero

fixo de duzentos neutrdfilos. Os exames paraa
avaliacdo da fagocitose por neutrdfilos foram
realizados em duplicata.

ResuLTADOS

Observou-se formacao de crioprecipita-
dos constituidos por IgM, IgG, IgA, componen-
tes C3 e C4 do complemento nos dez pacien-
tes estudados com LES em atividade (100%) e
em |3 dos pacientes sem atividade da doenca
(86,66%). No presente estudo nao houve
formagao deimunocomplexo em nenhum dos
individuos sadios estudados.

As médias aritméticas da ingestdo por
neutrofilos de particulas de zimosan, zimosan
incubado com soro homélogo e zimosanincu-
bado com soro autdlogo foram, respectiva-
mente, 25.6, 54.7, 59.5 em pacientes com
doenca em atividade, 31.6, 65.3, 70.2 em
pacientes fora de atividade e 30.9, 66.8, 71.4
em individuos sadios, mostrando uma diminui-
cdossignificativa para os pacientes com doenca
em atividade quando comparadas as demais.
Para o teste dessignificanciafoi utilizado o “t de
Student”, sendo considerada significante a
probabilidadade menor que 0,05.

A Tabela | e o Grafico | apresentam os
valores daatividade fagocitaria por polimorfo-
nucleares neutrofilicos nos pacientes com LES
em atividade nos ensaios realizados: neutré-
filosincubados com Zy, neutréfilos incubados
com Zy e soro homdlogo, neutrdfilos incuba-
dos com Zy e soro aut6logo, quando compa-
rados aos resultados observados para os pa-
cientes com LES sem atividade atual (p<0,05)
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Grafico | - Porcentagem de neutrofilos que apresentaram trés ou mais vactolos fagociticos com
particulas de zymosan entre 200 neutrdfilos de pacientes com LES em atividade, de
pacientes com LES fora de atividade e de individuos sadios
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Il Pacientes com LES ematividade: diferencasignificativa para SHe SA (p<0.05) (em relagao aos grupos de pacientes forade
atividade e deindividuos sadios) e sem diferencasignificativa na comparagao dos ensaios com SHe SA dos pacientes ematividade.

. Pacientes com LESfora de atividade
Individuos sadios

eaosdeindividuos sadios (p<0,05). A compa-
racdo entre os valores da fagocitose para paci-
entes com LES sem atividade atual e individuos
sadios nao mostrou diferenca estatisticamente
significativa. Também néo foi observada dife-
renca entre os ensaios com SH e SA do grupo
de pacientes em atividade |upica.

Discussio

Em nossa casuistica, fizemos umaselecio
rigorosados pacientes com LES e dos individu-
os sadios, para que pudéssemos afastar condi-
coes que por sis6 pudessem alterar aresposta
imunoldgica, como presenca de processos in-
fecciosos, intervencoes cirlirgicas, pés-anesté-
sicos, pacientes com sinais ou sintomas de
alergias, imunodeficiéncias ou outras doengas.

Para a seleco de pacientes com LES, se-
guimos os critérios da Associacdo Americana
de Reumatologia, que considera portador de
LES quando o paciente apresenta quatro ou
mais dos onze critérios ja apontados'. Tais
critérios tém sido utilizados por apresentarem
96% de sensibilidade e de especificidade?.

Foram excluidos ainda pacientes com LES

Rev Assoc Med Bras 2003; 49(1): 35-9

que estivessem recebendo corticoterapia nos
ultimos trés meses, tentando-se evitar outra
variavel. Os exames foram colhidos antes de
reiniciar a corticoterapia. Todos esses motivos
fizeram com que levassemos maior tempo
para a selecdo de nossa casuistica, apesar do
grande nimero de pacientes atendidos pela
Instituicao.

A presenga de anticorpos antinucleares,
como um dos nossos critérios de selecdo, é
consideradaimportante pela maioria dos auto-
res, inclusive ja tendo sido descrita uma corre-
lacdo negativa entre anticorpos IgM anti-
dsDNA e nefrite lupica’.

Os pacientes estudados portadores de
LES eram principalmente do sexo feminino,
dado coerente com a literatura. Ativacio
policlonal de auto-anticorpos sao relaciona-
das a algumas situagoes, como metabolismo
anormal estrogénico, fato ja listado entre as
causas da maior prevaléncia de LES no sexo
feminino*.

Nossos resultados mostrarama presenca
de imunocomplexos circulantes em 100%
dos pacientes com LES em atividade da do-

encae em 86,66% dos pacientes com doen-
caforadafase deativa, indicando aimportan-
cia destes complexos no Lupus. Estes acha-
dos sdo coerentes com pesquisas que conclu-
em que imunocomplexos circulantes, duran-
te condicoes patoldgicas, sio formados em
quantidades significativas e se depositam em
rim ou outros locais, levando a danos teci-
duais® e que no LES diferentes genotipos de
receptores Fc paralgG de complexosimunes
circulantes propiciam lesdes em 6rgaos por
deposi¢io dos mesmos®. Em nenhum dos
individuos considerados saudaveis estudados
encontramos imunocomplexos circulantes,
apesar de ser possivel o encontro destes
complexos em individuos sadios.

Acomposicao dosimunocomplexos cons-
tituidos por IgM, IgG, IgA, componentes C3 e
C4 do complemento observada no presente
estudo € coerente com o conhecimento de
que auto-anticorpos sao principalmente de
origem IgM, IgG e IgA, havendo unido a com-
ponentes do complemento. Os imunocom-
plexos formam halos de precipitagio quando
devidamente separados e colocados em placas
de agarose contendo anti-IgM, anti-IgG, anti-
IgA, anti-C3 e anti-C4, fato que ndo ocorre
com precipitados de fibrinogénio.

Em varias situacdes auto-anticorpos uni-
dos a antigenos podem levar ao acionamento
do sistema complemento, podendo dar ori-
gemaimunocomplexos; auto-anticorpos anti-
dsDNA, anti-proteinas P ribossomais sao es-
pecificos em LES e podem apresentar variabi-
lidade com aatividade dadoenca’. Foi descrita
anteriormente uma correlacio entre niveis de
auto-anticorpos anti-DNA e DNA de imuno-
complexos especificos °. Tais complexos fa-
zem parte de reacdo de hipersensibilidade tipo
[1l, que é um dos componentes da patogénese
do LES. Sendo assim, é provavel que imuno-
complexos estejam mais presentes nafase ati-
va da doenca.

Para a andlise da etapa de ingestdo da
fagocitose por neutrofilos empregamos as
técnicas descritas e ja utilizadas anteriormen-
te®!°. A fagocitose de particulas de zimosan
utilizadaem nossa metodologia avaliaa etapa
daingestdo por neutrdfilos e é semelhante a
usadaanteriormente paramondcitos™'°, pois
mondcitos e neutrofilos apresentam recep-
tores analogos para fagocitose. Aincubacao
de neutroéfilos com soro faz com que o com-
plemento seja ativado pelo zimosan, resul-
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tando na ativacdo dos componentes C3b e
C5b que se unem a essas particulas, tendo
como conseqiéncia a ingestio.

O primeiro ensaio (controle) verifica a
migracio espontanea das células, sem estimu-
los fagocitarios, verificando apenas a ingestao
espontdnea das células e a viabilidade do mé-
todo. O fato de ndo haver diferencasignificati-
va neste primeiro ensaio é esperado e indica
que o método esta sendo realizado de forma
correta.

Adiferencasignificativa observada parao
segundo ensaio (células incubadas com Zy e
“pool” de soro humano normal) e para o
terceiro ensaio (células, Zy e soro do proprio
paciente) indicauma diminuicdo da fagocitose
nos pacientes em atividade lipica quando
comparados aos pacientes fora de atividade e
aos individuos sadios. O fato de nao ter sido
observada diminuicao significativa entre o se-
gundo eterceiro ensaio do grupo de pacientes
em atividade lUpica afasta a possibilidade de
diminuigdo da fagocitose por um problema
devido asoro homdlogo ou autélogo, indican-
do que a diminuicao seja devida a problema
intrinseco do neutréfilo®°, ou seja, mostrando
uma diminui¢o da atividade neutrofilica nes-
ses pacientes.

Na primeira etapa da fagocitose ha
ingestao da particulaaser fagocitada através
de receptores para C3b, presentes nos
polimorfonucleares neutrofilicos, comafor-
magao do vacuolo fagocitico. Em seqiiéncia,
ha a etapa da digestdo no fagolisossoma,
formado pela liberagao de granulos cito-
plasmaticos neutrofilicos no vactolo fago-
citico. O principal mecanismo da digestao é
o aumento do metabolismo oxidativo atra-
vés da mieloperoxidase e citocromo b558,
com formagao de anion perdxido, acido
hipocloroso, perdxido de hidrogénio e con-
seqliente digestao do material ingerido.

No presente estudo observamos uma di-
minuicao significativa na etapa de ingestao da
fagocitose por neutrofilos nos pacientes com
LES ematividade. Polimorfonucleares neutro-
filicos sao de grande importancia na eliminagao
deimunocomplexos circulantes.

Niveis elevados de moléculas de ade-
sao, como selectina, ICAM-| e VCAM-I,
foram observadas em varias doencas infla-
matérias, sugerindo uma participacio des-
tas moléculas no Lupus Eritematoso Dis-
cdide'?. Ha descricao de aumento da L
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selectina em LES’. Estes fatos poderiam
indicar a importancia do afluxo de neu-
tréfilos para determinados locais no Lupus,
uma vez que estas moléculas de adesdo sao
necessarias paraa migracao transendotelial
de polimorfonucleares neutrofilicos.

Acredita-se que células LE (lGpus eri-
tematosas) representem fagocitose por
granuldcitos de ntcleos celulares em que
tenha ocorrido despolimerizagao no DNA
e opsonizacio deste por fatores séricos,
como por anticorpos antinucleares e com-
ponente C3b do complemento". Certos
anticorpos antinucleares sao capazes de
induzir apoptose apds sua penetragao na
célula; os corpos apoptoticos sdo entao
ingeridos por fagécitos". Estes dados tam-
bém sugerem aimportancia de neutroéfilos
em LES. Sabe-se ainda que anomalidades
naproducio de fatores de crescimento de
macrofagos e de citocinas estimuladoras
das fun¢des macrofagicas estao de alguma
forma relacionados a lesao renal lipica'?,
também sugerindo a importancia destes
fagdcitos.

Pesquisas sobre polimorfismo genético
parareceptores Fc deimunocomplexos mos-
tram correlacdo entre certos genétipos destes
receptores e presencade doenca lupicae que
tais receptores teriam importanciano clearan-
ce deimunocomplexos por fagdcitos".

Plasmaferese, ou seja, remocao de com-
ponentes deletérios do plasma, temsido utili-
zada em infecgdes, septicemias, hiperlipide-
mia, remocao de toxinas e também para re-
moc¢ao deimunocomplexos'®, sugerindo mais
uma vez aimportancia da eliminagao de imu-
nocomplexos na doenca.

Nao encontramos estudos daatividade de
ingestao da fagocitose por neutrofilos no LES
em humanos. Pesquisas em camundongos
mostram invitro que ainducao com TGF( para
uma menor atividade de polimorfonucleares
neutrofilicos aceleraaauto-imunidade e maior
suscetibilidade a infecgoes bacterianas como
Staphyliccocus aureus''.

CONCLUSOES

O presente trabalho mostra presenca
de imunocomplexos em pacientes com LES
em atividade e fora de atividade, constitui-
dos por IgG, IgM, IgA, componentes C3 e
C4 do complemento. Mostra ainda uma

diminuicio da fagocitose por neutrofilos de
pacientes somente na forma ativa de LES.
Este achado é compativel com a etiopa-
togeniado LES, umavez que seria esperada
uma perfeita atividade fagocitaria de poli-
morfonucleares neutrofilicos, o que poderia
evitar a deposicdo de imunocomplexos e
conseqiientes danos teciduais. A disfuncao
neutrofilica é ainda compativel com a alta
mortalidade e morbidade no LES por pro-
cessos infecciosos bacterianos.

SUMMARY

THE PHAGOCYTOSIS BY POLYMORPHO-
NUCLEAR NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS

Osjective. To evaluate the presence of
immune complexes and the phagocytes by
polymorphonuclear neutrophils in patients with
systemic lupus erythematosus, with and without
disease activity.

MeTHops. The peripheral blood of 55
subjects was analyzed. Ten of those subjects
had disease activity, |5 had not disease
activity, and 30 were healthy. We used radial
immune diffusion to detect immune
complexes. The phagocytic function was esti-
mated by the ingestion of zymosan by polymor-
phonuclear neutrophils.

ResuLTs. In this study we found the presence
ofimmune complexes formatted of IgM, IgG, IgA,
and complement component C3 and C4 in LES
patients. The arithmetic average of zymosan
particles ingested by the neutrophils incubated
with homologous human serum and autologous
human serum was significantly decreased
(p<0.05) in the LES activity patients when we
compare with the group without activity, and the
control group.

ConcLusion. We conclude that there are
immune complexes in the LES patients with and
without disease activity, and there is a
reduction in the digestive step of the pha-
gocytes by polymorphonuclear neutrophils in
patients with disease activity. The conclusions
of the present study are according with the
pathogenesis of the disease and with the high
mortality in these patients. [Rev Assoc Med
Bras 2003; 49(1): 35-9]

Kevworbs: Systemic lupus erythematosus.
Phagocytes. Polymorphonuclear neutrophils

and immune complexes.
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