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Se nunca procurarmos, jamais Seremos capazes de encontrar.

Se ndo tentarmos superar nossas duvidas e medos, de forma

alguma descobriremos quao maravilhoso é viver sem eles.

Se ndo formos além das dificuldades, em nenhum momento

cresceremos fortes.

Se ndo mantivermos vivios nossos sonhos, certamente ndo os

teremos por muito tempo.
Se nunca buscarmos nosso arco-iris, jamais o alcangaremos.

Porém, se nos arriscarmos, se tentarmos e procurarmos, se
descobrirmos e sonharmos, se crescermos e, através de cada
dia tivermos a certeza de que tdo somente poderemos ter o
que dermos de n6s mesmos com certeza conseguiremos de

nossas vidas o tanto que nés mesmos vivermos.
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O envolvimento renal é uma causa importante de morbidade e mortalidade no LES.
Alteracbes morfologicas renais sdo observadas em quase todos os pacientes sendo que 40-
75% deles desenvolvem doenca renal clinica, indicada por niveis aumentados de creatinina
plasmaética, proteindria e/ou hematdria. O presente estudo tem como objetivo avaliar a
excrecdo de proteinas urinarias especificas em pacientes com LES e sua possivel correlacao
com alteracGes hematoldgicas, urinarias ou bioguimicas. Foram selecionados 47 pacientes
com LES, sem evidéncia clinica e laboratorial de doenca renal e divididos em dois Grupos
(Grupo | = 35 pacientes sem histéria de nefrite e Grupo 2 = 12 pacientes com historia de
nefrite). Durante o periodo de um ano e a intervalos regulares de 3 meses, esses pacientes
foram avaliados sendo que de cada individuo, em cada etapa do estudo, amostras
sanglineas e amostras urinarias isoladas e de 24h, foram coletadas e submetidas as
seguintes determinagdes laboratoriais: hemograma, contagem de plaquetas, velocidade de
hemossedimentacdo, pesquisa de anticorpo anti-DNA nativo, perfil lipidico (colesterol
total, HDL-colesterol, triglicerideos, LDL-colesterol, VLDL-colesterol, lipoproteina (a),
apolipoproteina Al e apolipoproteina B), determinacdo do clearance de creatinina,
dosagens urinarias de proteina total, creatinina (para estabelecer a relacdo proteina
urinéria/creatinina), microalbuminudria (indicada pela relacio MALB/CREA), alfa;-
microglobulina (indicada pela relacio A1M/CREA), sedimento urinario e pesquisa de
dismorfismo eritrocitario. Excre¢des alteradas de MALB/CREA (23% no Grupo | e 25% no
Grupo Il) e de ALM/CREA (17% no Grupo | e 8% no Grupo IlI) ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos estudados (p>0,05). O mesmo foi observado em
relacdo aos outros parametros avaliados. Pesquisa positiva para anti-DNA nativo e perfis
lipidicos alterados ndo mostraram associa¢cdo com MALB/CREA (p>0,05). Clearance de
creatinina ndo sofreu alteracéo ao longo do tempo e ndo se mostrou dependente da excrecdo
de albumina observando-se uma fraca correlagdo estes dois parametros (p = 0,0774).
Apesar da variabilidade na excre¢do urinaria de albumina ao longo do tempo, ndo houve
associacdo dessa excrecao com alterac@es lipidicas, lipoproteicas e apolipoproteicas e com
ANTI-DNA nativo (p > 0,05). Concluimos que altera¢des na excre¢do urinéria de albumina
e de alfa-1-microglobulina séo frequentes no LES, embora possam ser decorrentes da

propria variabilidade biologica da excrecdo dessas proteinas.

Resumo
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Renal involvement in systemic lupus erythematosus (SLE) is frequent although the
evolution of renal function abnormalities is not completely elucidated. Morphological renal
changes are present in virtually all patients, as 40% to 75% develop clinical renal disease.
Lupus nephritis is an important cause of mortality and morbidity of the disease.
Consequently, the major topic of investigations focus on the diagnosis, treatment and
prognosis of this condition.This study was performed to evaluate whether the urinary
protein excretion profile in systemic lupus erythematosus (SLE) patients could predict the
development of lupus nephritis and their possible relationship with hematological, urinary
and biochemical abnormalities. Forty seven patients divided into Group | (GI) with 35
patients without history of lupus nephritis and Group Il (GII) with 12 patients with history
of nephritis were studied during a year period. Random urine samples, 24-hour urine
collection and 12-hour fasting blood samples were collected. Laboratory studies included:
hemogram, platelet count, erythrocyte sedimentation rate, anti-dsDNA antibodies, lipid
profiles, creatinine clearance, total urine protein, routine urine analysis (including
dysmorphic erythrocytes), urinary albumin/creatinine (MALB/CREA) and alpha-1-
microglobulin/creatinine (A1M/CREA). Altered excretions of MALB/CREA (23% Gl;
25% GlII) and AIM/CREA (17% GlI; 8% GII) showed no significant differences between
the Groups (p>0.05). The same was observed for the other analyzed parameters. Anti-
dsDNA and altered lipid profiles were not associated with MALB/CREA (p>0.05). There
was a tendency of a correlation between creatinine clearance and MALB/CREA
(p=0.0774). Although altered excretions of MALB/CREA and A1M/CREA were frequent

in SLE it seems to be due to the daily excretion variability of these proteins.

Abstract
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LUpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatoria crénica do
tecido conjuntivo caracterizada por alteragfes imunoldgicas e grande polimorfismo de
manifestacdes clinicas. Essa patologia pode acometer um ou mais 6rgaos ou sistemas, de
forma concomitante ou consecutiva com evolucdo e prognostico muitas vezes imprevisiveis
(QUAGLIATO, 1989, SATO, 1994, MATOS CARNEIRO, 1997).

Sua incidéncia € maior entre mulheres jovens, particularmente na idade
reprodutiva, na proporcdo de 9:1 em relacdo aos homens, sendo menos freqliente na
infancia e nos idosos (SATO, 1994, WALLACE & METZGER, 1996). Apesar de afetar
individuos em qualquer idade, o pico de inicio dos sintomas varia entre 15 e 45 anos, com
média de idade de 30 anos, a época do diagnostico (SCOTTON, 2000).

O LES é uma doenca de distribuicdo universal, com prevaléncia variavel entre
as diversas regifes do planeta. Nos Estados Unidos da América (EUA) a doenca é trés
vezes mais comum entre mulheres negras do que brancas, tendo uma prevaléncia que varia
de 14,8 a 50,8 cas0s/100.000 habitantes (GLADMAN & UROWITZ, 1994, HOCHBERG,
1993). Na Inglaterra, Japdo e Suécia a prevaléncia dessa patologia tem sido estimada
respectivamente em 12, 2le 39 pacientes por 100.000 habitantes (GLADMAN &
UROWITZ, 1994, HOCHBERG et al, 1995). Na Inglaterra, a prevaléncia foi maior entre
afro-caribenhos com 207casos/100.000 habitantes, seguidos por asiaticos e brancos (48,8 e
20,3 cas0s/100.000 habitantes, respectivamente) (GLADMAN & UROWITZ, 1998).

Estudos epidemioldgicos realizados na ultima década sugerem que o lGpus é
mais comum entre certas populacdes asiaticas (filipinos e chineses em maior proporcao que
malaios e japoneses) e mais prevalente no continente africano do que se imaginava
anteriormente. Nos EUA observa-se uma maior prevaléncia e gravidade entre hispanicos e
indios do que entre os brancos (WALLACE, 1999).

No Brasil, embora ndo existam estudos epidemioldgicos sobre esta
enfermidade, acredita-se que a mesma seja altamente prevalente tanto em adultos quanto
em criancas (CHAHAD et al, 1995, MARINI & COSTALLAT, 1999) sendo que alguns
autores tém relatado uma maior incidéncia de LES em mulheres caucasoides. Esse achado
pode estar refletindo a composicdo do grupo de individuos estudados, embora a alta
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miscigenacdo da nossa populacdo muitas vezes dificulte a caracterizagdo da raca
(QUAGLIATO, 1989, COIMBRA, 1991, SATO et al, 1991, COSTALLAT, 1992,
HILARIO et al, 1992, COIMBRA, 1993.

Relatos na literatura apontam que algumas doengas, e entre elas o LES, ndo
somente afetam com maior freqiiéncia minorias populacionais mas também apresentam um
prognostico menos favoravel entre elas (FESSEL, 1974, WARD & STUDENSKI, 1990,
JOHNSON et al, 1995, KARLSON et al, 1997). Tais caracteristicas tém sido relacionadas a
diferencas bioldgicas geneticamente determinadas e ainda ndo reconhecidas, entre
individuos pertencentes a minorias e a maiorias populacionais. O estudo do progndstico em
geral, e no ldpus em particular, entre grupos raciais, merece cuidado. Segundo 0s
antropologistas, raca implica em individuos geneticamente homogéneos, 0 que somente

seria possivel em grupos humanos totalmente isolados, o que geralmente néo é o caso.

Da mesma forma, a literatura médica tem enfatizado o quédo arbitrarias e
relativas podem ser as designacdes raciais (MCKENZIE & CROWCROFT, 1994, HUTH,
1995, MCKENZIE & CROWCROFT, 1996, BHOPAL, 1997, FUSTINONI & BILLER,
2000). A maioria dos estudos em lUpus e também em outras condigdes, estd mais
relacionada a grupos étnicos que a grupos raciais ou seja, esses estudos sdo realizados entre
individuos que dividem a mesma cultura ancestral, origem geogréafica, linguagem e um
sistema de tradicOes, crencas e comportamentos que lhes confere um importante elo de
ligacdo entre si (ALARCON & LOWE, 2001).

Na etiologia e fisiopatogenia do lGpus, apesar dos avangos ocorridos nas
ultimas décadas, alguns aspectos permanecem obscuros. Assim, admite-se que a interacdo
de fatores genéticos, virais, hormonais e ambientais, de forma ainda ndo totalmente
esclarecida, participem do desencadeamento e desenvolvimento da doenca (COSTALLAT,
1995). Estudos realizados em hispanicos, negros e brancos, concluiram, que além da
origem étnica, fatores sécio-econdmicos, imunoldgicos, imunogenéticos, comportamentais
e psicoldgicos sdo variaveis preditivas do inicio da atividade da doenca (ALARCON et al,
1999).
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Fatores genéticos parecem exercer importante papel no desenvolvimento dessa
patologia. Aparentemente o risco relativo de desenvolvimento do LES entre familiares é
cerca de 6,8 vezes em relagdo a uma populacdo controle (GLADMAN & UROWITZ,
1998). No que diz respeito aos antigenos leucocitarios humanos, uma maior freqiiéncia de
HLA-DR, e DR; tem sido demonstrada em pacientes com lapus (LAHITA, 1997,
FERNANDES et al, 1998, EROGLU & KOHLER, 2002). Estudos realizados em doentes
caucasoides brasileiros, sugerem que o HLA - DR, pode ter importante papel na
suscetibilidade ao LES bem como o HLA- DR; parece estar associado a nefrite
(FERNANDES et al, 1998).

Em relacdo aos fatores hormonais, observa-se um predominio da doenca em
mulheres na fase adulta, durante a gestacdo, no poOs-parto e durante o0 uso de
anticoncepcionais orais, em particular aqueles que contém estrégenos, uma vez que estes
aumentam a producdo de autoanticorpos e sdo capazes de ocasionar depressdo da
imunidade celular (HOCHBERG, 1997, CAMERON, 1999). O exato mecanismo de acao
dos horménios sexuais no desencadeamento ou perpetuacdo da auto-imunidade permanece
controverso. Varios estudos tém sugerido que o estrégeno reduz “in vivo” a apoptose em
modelos animais de IGpus e eleva os niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)
(WALLACE, 1999).

Quanto aos fatores ambientais, 0 antecedente de exposicao solar aparece em
cerca de 36% dos pacientes com lupus em atividade e o numero de novos casos ou de
exacerbacdo da doenca, em paises de clima frio, encontra-se elevado no verdo e nos ultimos
meses da primavera (ROTHFIELD, 1993). O desencadeamento do ldpus pela luz
ultravioleta poderia ser explicado pela inducdo de células supressoras ou pelo aumento da
apoptose dos queratinécitos (WALLACE, 1999). Agentes infecciosos também participam
no desencadeamento da doenca, embora nenhum estudo tenha provado uma etiologia viral
definida para a doenca (CAMERON, 1999, UTHMAN, 1999).

Classificada como o protétipo da doenca autoimune sistémica, suas
manifestacdes polimdrficas e a inexisténcia de exame laboratorial sensivel dificulta o seu

diagnostico (SATO, 1994). As manifestacdes clinicas da doenca sdo classicas e podem ser
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encontradas em 36% a 90% dos pacientes. Embora sejam extremamente variaveis, pois
dependem do 6rgdo ou sistema acometido, as manifestacdes clinicas mais freqiientes da
doenga em atividade sdo: emagrecimento, fadiga, febre, inflamagbes de pleura ou
pericardio, nefrite, anemia, leucopenia, linfopenia plaquetopenia, fotossensibilidade,
erupcOes de pele, artralgias, serosite, vasculite e comprometimento do sistema nervoso
central. No entanto, sinais e sintomas isolados ndo sdo suficientes para estabelecer o
diagnostico da doenca, e ndo existe um teste soroldgico Unico para o diagnostico do LES
(COSTALLAT, 1992, GLADMAN & UROWITZ, 1994, COSTALLAT, 1995,
WALLACE & METZGER, 1996).

Os critérios para a classificacdo do LES, revisados em 1982 pelo Colégio
Americano de Reumatologia sdo: eritema malar, lesdo discdide, fotossensibilidade, ulcera
oral, artrite, serosite (pleurite ou pericardite), doenca renal, envolvimento neuropsiquiatrico,
doenca hematoldgica, alteragdo imunoldgica e pesquisa para anticorpo anti-nuclear positiva
no soro. A presenca de quatro ou mais desses critérios permite estabelecer o diagndstico do
LES (TAN et al, 1982).

UROWITZ et al, 1976, identificaram um padrdo bimodal de mortalidade no
LES sugerindo que mortes precoces fossem decorrentes de doenca ativa e/ou de infeccdo
intercorrente, enquanto que mortes mais tardias, na auséncia da doenca ativa, eram devidas
a doenca cardiovascular aterosclerética ou ao infarto agudo do miocardio (IAM). Na
literatura observa-se um reconhecimento crescente de que a aterosclerose prematura
(incluindo maior risco de IAM) seja uma causa importante de morbidade e mortalidade no
lGpus (RUBIN et al, 1985, GINZLER & BERG, 1987, GLADMAN & UROWITZ, 1987,
PETRI et al, 1992%. A dislipoproteinemia pode ser o principal fator envolvido no
desenvolvimento do processo aterosclerotico no lupus, sendo que hiperlipidemia parece ser
um achado freqiiente, uma vez que tem sido identificada em mais da metade dos pacientes
(PETRI et al, 1992°, LEONG et al, 1994). BORBA & BONFA, 1997, observaram que a
doenca ativa parece agravar a anormalidade do perfil lipidico e que provavelmente isso seja
devido a um defeito no metabolismo das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL-
colesterol).
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O envolvimento renal é uma causa importante de morbidade e mortalidade no
LES. Alterac6es morfoldgicas renais sdo observadas em quase todos 0s pacientes sendo que
40-75% deles desenvolvem doenca renal clinica, indicada por niveis aumentados de
creatinina plasmatica, proteindria ou hematdria (CAVALLO et al, 1977, MAHAJAN et al,
1977, HALL et al, 1994). A biopsia renal também pode mostrar sinais histologicos de
nefropatia precoce, mesmo na auséncia de sinais clinicos (CAVALLO et al, 1977,
MAHAJAN et al, 1977).

No entanto, a evolugdo das anormalidades da fung&o renal no lGpus ndo esta
completamente elucidada. Muita atencdo é dedicada aos individuos com nefrite lUpica em
atividade sendo que, na maioria dos estudos, o principal foco das investigacbes é
geralmente dirigido ao diagndstico, tratamento e progndstico dessa condi¢cdo enquanto que
poucos trabalhos na literatura referem-se ao diagndstico precoce e acompanhamento da
lesdo renal no lupus (HOLLCRAFT et al, 1976, CAVALLO et al, 1977, MAHAJAN et al,
1977, FRIES et al, 1978, WOOLF et al, 1979, BENNET et al, 1982, LEEHEY et al, 1982,
O’DELL et al, 1985).

A presenca de lesdo glomerular, pode levar a alteracbes morfoldgicas e
funcionais irreversiveis que culminam em predispor o paciente a uma perda acelerada da

funcao renal apds episddios de nefrite clinica (COTTIERO et al, 1995).

Baseando-se nestes fatos, seria possivel supor que pacientes lGpicos que
eventualmente evoluam para insuficiéncia renal, apresentassem lesdo glomerular néo
detectada pelos testes laboratoriais usuais para avaliacdo da funcdo renal? A proteindria,
um classico marcador de comprometimento glomerular, tem sido apontada como uma
alteracdo que determina o ritmo da progressdo da doenca renal (PUTAALA et al, 2000). No
entanto, a aplicagdo rotineira de testes mais sensiveis para a avaliagdo da funcdo renal, seria

de grande utilidade clinica na identificacdo deste grupo particular de pacientes.

Com este objetivo, SHEMESH et al, 1985, analisando pacientes IUpicos com
proteindria observaram que o clearance de substancias marcadas com radiois6topos é um
teste mais sensivel para a deteccdo da taxa de filtracdo glomerular do que a medida dos
niveis de creatinina plasmatica ou do clearance de creatinina. Contudo, por razBes préaticas

e econdmicas, a aplicacédo deste procedimento na préatica clinica € bastante limitada.

Introducéo
41



Por outro lado, trabalhos realizados em pacientes com nefropatia diabética e
outros portadores de patologias com alto risco de evoluir para insuficiéncia renal, tém
mostrado que € possivel detectar-se elevacdo na taxa de excrecdo de albumina (dosagem de
microalbumindria), muito antes de se observar proteindria pelos métodos usuais de
precipitacdo ou colorimétricos (MOGENSEN et al, 1986).

A despeito das diferencas existentes entre o LES e o diabetes mellitus, quanto a
variabilidade das manifestacfes clinicas e a resposta terapéutica da lesdo renal, alguns
autores tém questionado se a dosagem de microalbuminuria ndo forneceria informacéo
progndstica Util para os pacientes com lUpus e sem sinais evidentes de nefrite (GLADMAN
& UROWITZ, 1994, COTTIERO et al, 1995, GUY, 1997). Dessa forma, & possivel
imaginar que o diagnostico das anormalidades renais no IUpus eritematoso sistémico pode
ser melhorado se as lesGes passarem a ser reconhecidas mais precocemente (quando ainda

sdo potencialmente reversiveis) através de métodos nao invasivos.

BATLLE-GUALDA et al, 1997, observaram excrecao aumentada de albumina
urinaria em pacientes com lapus eritematoso sistémico e sem doenca renal clinica, embora
este fato nédo tenha podido garantir qualquer acdo terapéutica especifica. Por outro lado,
estes autores sugeriram que uma maior freqiéncia na dosagem de microalbumindria

poderia mostrar uma elevacao da sua excrecdo, muito antes de a proteinuria tornar-se ébvia.

A excrecdo urinaria normal de albumina é de até 20 ug/min. Excrecdes
urinarias de albumina entre 20 e 200 pg/min sdo definidas como microalbumindria.
Considera-se albuminuria a excrecdo dessa proteina acima de 200 pg/min (VIBERTI et al,
1982, VIBERTI & KEEN, 1984, MOGENSEN et al, 1986, VIBERTI & WISEMAN, 1986,
RAMBAUSEK et al, 1992).

Estudo de COTTIERO et al, 1995, avaliando a taxa de filtracdo glomerular e a
excrecdo de albumina em pacientes lGpicos com e sem historia de nefrite, concluiu que a
maioria dos pacientes com nefrite em remissao apresentavam anormalidades persistentes na
funcdo glomerular enquanto que cerca de 40% dos pacientes sem essa historia, também
possuiam defeitos sutis desta funcdo, embora sem correlacdo com a taxa de excrecao

urinéria de albumina. Por outro lado, GUY et al, 1997 demonstraram aumento na excre¢do
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urinaria de albumina em pacientes lapicos sem evidéncia de doenca renal, 0 que poderia

estar refletindo uma nefropatia subclinica precoce.

Estudos iniciais sobre a relagdo entre aumento de excrecéo urinaria de albumina
e morbidade foram desenvolvidos em pacientes diabéticos insulino-dependentes. Tais
estudos revelaram, que nestes pacientes, albumindria encontra-se associada a um maior
risco de danos renais e cardiacos e morte precoce. A mortalidade relativa em diferentes
grupos etarios de pacientes diabéticos com albumindria é quarenta vezes maior do que em
pacientes diabéticos sem albumindria. Além disso, pacientes diabéticos com albumindria
persistente, nos quais outras doencas renais de origem ndo diabética, infeccdes urinérias e
insuficiéncia cardiaca foram excluidas, mostraram aumento da pressao arterial e diminuicao
da taxa de filtracdo glomerular (FELDT-RASMUSSEN, 1989, ROWE et al, 1990,
DECKERT et al, 1992).

O desenvolvimento da microalbumindria e consequente proteindria, leva em
consideracdo: alteracdo na filtracdo glomerular de proteinas (NAKAMURA & MYERS,
1988, MYERS, 1990), aumento persistente da pressdo intraglomerular (ANDERSON et al,
1986, ZATZ et al, 1986, ANDERSON et al, 1989) e aumento de certos fatores como
permeabilidade das células endoteliais (DAMSGAARD et al, 1990, BROWN et al, 1992).
A interacdo desses fatores leva a um aumento na passagem de albumina pelas paredes dos
capilares glomerulares e ao aumento de sua concentracdo na urina (KILARU & BAKRIS,
1994). Normalmente, o processo de reabsorcdo tubular opera proximo a sua capacidade
maxima de reabsorcdo e consequentemente, qualquer aumento no nivel de proteinas
filtradas, resulta em maior excrecdo de albumina (VIBERTI & WISERMAN, 1986).

A microalbumindria, além do diabetes mellitus, tem sido associada com
hipertensdo arterial (BIGAZZI & BIANCHI, 1995) e algumas doengas como artrite
reumatdide (PEDERSEN et al, 1995) e esclerose multipla (DAWNAY et al, 1992) sendo
que para o lUpus eritematoso sistémico os dados ainda sdo limitados (VALENTE DE
ALMEIDA et al, 1999).

Disfuncéo tubular renal também tem sido freqiientemente relatada em pacientes
com ldpus eritematoso sistémico. Dentre os distirbios da fungdo tubular observados,

encontram-se incapacidade de concentracdo normal da urina (YU et al, 1983), acidose
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tubular renal distal (CARUANA et al, 1985, KOZENY et al, 1987), insuficiéncia na
excrecdo renal de potassio (de FRONZO et al, 1977) e excesso de excrecdo de beta-2-
microglobulina (YU et al, 1983, ter BORG et al, 1991).

A proteindria tubular é causada pela diminuicdo na reabsorcdo tubular de
proteinas de baixo peso molecular (inferior a 40 - 50.000 daltons) que sdo normalmente
filtradas pelos glomérulos (BUTLER & FLYNN, 1958). Dessa forma, caracteriza-se pela
excrecdo urinaria de proteinas de baixo peso molecular, com excrecdo de albumina em
concentrages normais (HARDWICKE, 1975). Sabe-se que aproximadamente um grama
de albumina € reabsorvido por dia nos tabulos proximais (KUSANO et al, 1985) e o fato de
sua excrecdo estar normal ou apenas discretamente aumentada nos casos de proteinuria
tubular, sugere que o mecanismo de reabsorcdo tubular de albumina e das proteinas de
baixo peso molecular sejam diferentes (BEETHAM & CATTELL, 1993).

Até o momento, foram identificadas cerca de cinqlienta diferentes proteinas na
urina em casos de proteinuria tubular (WALLER et al, 1989). Entre elas destacam-se entre
outras, a beta,-microglobulina, a proteina carreadora do retinol (RBP) e a alfa;-

microglobulina (A1M).

Na literatura, beta,-microglobulina e RBP sdo amplamente aplicadas como
marcadores de proteinuria tubular. De todas as proteinas tubulares, sem ddvida a beta,-
microglobulina é a mais estudada. Entretanto, existem alguns problemas para seu uso como
marcador de lesdo tubular: rapida deterioracdo em urina cida e sua concentracdo sérica
encontra-se aumentada em uma série de outras patologias, tais como doencas linfo-

proliferativas, auto-imunes, hepaticas, virais e alguns tumores.

Estudos realizados por SESSO et al, 1994 e GUY et al, 1997 sugeriram que a
proteina carreadora do retinol (RBP, proteina de baixo peso molecular reabsorvida pelos
tibulos) seria um marcador de atividade de nefrite IUpica o que poderia ser muito Gtil na
pratica clinica. Por outro lado, a RBP apresenta dificuldades metodoldgicas relacionadas a
padronizagdo para seu uso rotineiro, uma vez que encontra-se presente em concentracées
muito baixas (inferior a 1 mg/l) na urina de individuos normais (KARLSSON et al, 1980,
HOEKMAN et al, 1985, GUY & McCMURRAY, 1993).
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A alfa;-microglobulina é uma glicoproteina com carga heterogénea (peso
molecular igual a pouco mais de vinte mil daltons), produzida pelo figado e que ndo se
altera nos processos inflamatorios ndo sendo portanto, considerada como uma proteina de
fase aguda. Circula no plasma sob trés formas: livre, ligada a albumina e ligada a IgA. As
formas complexadas da alfa;-microglobulina ndo aparecem na urina de individuos normais
e apenas raramente em urinas patoldgicas (SVENSSON & RAVNSKOV, 1976, TEJLER &
GRUBB, 1976, EKSTROM & BERGGARD, 1977, SEON & PRESSMAN, 1978,
BERNIER et al, 1980, DEMARS et al, 1989). A forma livre é amplamente filtrada pelos
glomérulos e quase totalmente reabsorvida e catabolizada pelas células dos tubulos
proximais. Seus niveis plasmaticos encontram-se marcadamente elevados naquelas
situacBes em que ocorre diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, parecendo ser um

indicador mais sensivel que a creatinina (MENDEZ et al, 1986).

A alta sensibilidade do aumento da excrecdo urinaria de alfa;-microglobulina
livre como marcador de todos os tipos de alteracGes de tubulos proximais, aliada a alta
estabilidade na urina, independéncia dos niveis séricos e elevada concentracdo em urinas
normais, tornam a dosagem desta proteina o instrumento ideal para diagnostico e
monitoramento das disfungdes tubulares proximais (GRUBB, 1992, WALLER et al, 1989).

BOTTINI et al, 1999, em estudo comparando a utilizacdo da A1M com a RBP
como marcador de disfuncdo tubular, observaram que, apesar de altamente especifica e do
seu alto valor preditivo positivo, a RBP apresenta baixos indices de sensibilidade, valor
preditivo negativo e eficiéncia diagndstica. Estes dados refletem um menor poder
discriminatorio da RBP, possivelmente devido a pequena concentracdo urindria desta

proteina. Esta constatacdo levou-nos a optar pelo uso da A1M como marcador tubular.

O diagndstico de uma patologia renal pode ser bastante simplificado pela
correlagdo do quadro clinico com o padrdo, composicao e quantidade da proteinuria, sendo
que a diferenciacdo entre proteinaria glomerular e tubular pode ser feita, através da
determinacdo das diferentes proteinas presentes na urina, em cada uma destas situacfes
(MORGAN, 1982). Tal fato reveste-se de grande importancia, uma vez que pode-se evitar a
realizagdo de procedimentos mais invasivos, bem como definir mais rapidamente a conduta

terapéutica, que difere na dependéncia da origem da proteina.
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Tradicionalmente, tiras reagentes para urinalises e dosagens bioguimicas tém
sido utilizadas para analise da proteindria. Entretanto, tais métodos ndo possuem
sensibilidade para detectar pequenas concentragcdes de proteinas na urina ou alteracdes
qualitativas que permitiriam estabelecer um diagndstico precoce e preciso da doenca renal.
Métodos laboratoriais que utilizam anticorpos monoclonais contra proteinas especificas
podem oferecer sensibilidade e especificidade adequadas. Dentre estes métodos, destacam-
se a imunodifusdo radial, enzimaimunoensaio (ELISA), radioimunoensaio e nefelometria,
sendo que apenas este Ultimo é automatizado, oferecendo ao lado de uma grande
sensibilidade, rapidez e facilidade de execucéo.
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O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a excrecdo de proteinas
urinarias especificas em pacientes com LES e sua possivel correlacdo com aspectos

hematoldgicos, bioquimicos e urinarios.
De uma maneira especifica, os objetivos foram:

e avaliar, durante o periodo de um ano e a intervalos regulares de 3 meses, 0
perfil da excre¢do urinaria de proteinas (de origem glomerular e tubular), em
pacientes com ldpus eritematoso sistémico, com e sem historia de nefrite

IUpica e sem evidéncia clinica e laboratorial de doenca renal.

e avaliar, durante o periodo de um ano e a intervalos regulares de 3 meses,
parametros hematoldgicos e o perfil bioguimico, incluindo funcéo renal, em
pacientes com ldpus eritematoso sistémico, com e sem historia de nefrite

lupica e sem evidéncia clinica e laboratorial de doenga renal.
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3. MATERIAL E METODOS
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Casuistica

No periodo de fevereiro 2000 a janeiro de 2001 foram selecionados 53
pacientes com lupus eritematoso sistémico (LES), voluntarios de ambos 0s sexos, sendo 50
mulheres e 3 homens, com idades variando de 10 a 58 anos (média de 32,3anos e mediana
de 39anos). O tempo de seguimento desses individuos foi de 12 meses, com exames fisicos
e andlises laboratoriais realizados a intervalos regulares de 03 meses. Ao final do estudo, 47
pacientes haviam completado 3 etapas do estudo e 44 completaram as 4 etapas propostas no
inicio da pesquisa. Cumpre ressaltar que 6 pacientes sairam do estudo por razdes de ordem
estritamente pessoal, 0 mesmo acontecendo com outros 3 individuos que ndo completaram

a ultima etapa da pesquisa.

O diagnostico de LES foi previamente estabelecido pelo Ambulatério de
Reumatologia, de acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR)
(TAN et al, 1982) (ANEXO 1).

Os individuos foram selecionados de acordo com os critérios definidos no
protocolo de pesquisa (ANEXO I1) elaborado em conjunto com os docentes da Disciplina
de Reumatologia/FCM/ UNICAMP. Inicialmente, esses pacientes eram submetidos a
avaliacdo clinica e a seguir encaminhados para entrevista e orientacdo sobre a participacao

no estudo.

Foram considerados critérios de exclusdo para o inicio do estudo: febre,
hipertensdo arterial, uso de anti-inflamatorios ndo-hormonais nos ultimos 3 meses que
precederam o inicio do estudo, gestacdo, infec¢des, diabetes mellitus, além de historia e/ou

evidéncia clinica de doenca renal proveniente de outras patologias.

O tempo médio do inicio das manifestac@es clinicas da doenca era de 7 anos e 2
meses (variacdo de 12 a 21,6 meses). Noventa e trés por cento dos pacientes (n=44) faziam
uso de corticosterdides (prednisolona e prednisona), com dosagens variando de 5 a 30
mg/kg/dia. Azatioprina, difosfato de cloroquina, ranitidina, warfarina sdédica, dapsona,
carbonato de calcio, vitamina Ds, cloridrato de diltiazen entre outros, também foram
utilizados (ANEXO I11).
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Os pacientes foram divididos em dois grupos:

GRUPO I : Trinta e cinco pacientes, com idades variando de 10 a 58 anos (33
mulheres e 2 homens), sem historia de nefrite e sem evidéncia clinica e laboratorial de

doenga renal.

GRUPO 11 : Doze pacientes (11 mulheres e 1 homem), com idades variando de
19 a 43 anos, com histdria de nefrite, porém sem evidéncia de atividade renal (indicada por
sedimento urinario, proteindria de 24 horas, pesquisa de anticorpos anti-DNA nativo e

creatinina sérica) ha pelo menos trés meses antes do estudo.

O protocolo de seguimento dos pacientes durante todo o estudo, consistiu de

avaliacdes clinicas e laboratoriais abaixo descritas.

Avaliacdo Clinica

Realizada pelos docentes e residentes do Ambulatério de Reumatologia da
Clinica Médica do Hospital das Clinicas da Unicamp. Em cada paciente foram realizados
exame fisico, avaliacdo da atividade da doenca, informacdo sobre a medicacdo em uso,
medida da pressdo arterial, anotagdo de peso e altura e avaliacdo dos critérios de exclusdo
do paciente do estudo (ANEXO IV).

Avaliacéo laboratorial

De cada paciente, em cada fase do estudo, foram coletados amostras de urina de
24 horas e isolada (segunda urina da manhd) e amostras de sangue (com e sem
anticoagulante/EDTA) apds jejum de 12h. O material coletado foi processado na Diviséo
de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da Unicamp e submetido a seguinte rotina

laboratorial:
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Urina de 24 horas

Apdbs homogeneizacdo e medida do volume total enviado, retiraram-se duas

aliquotas para:

e Dosagem da creatinina urinaria e posterior calculo do clearance de creatinina

(reacdo de Jaffé modificada automatizada — Cobas Mira Plus ® - Roche).

e Determinacdo da proteindria (método enzimatico-colorimétrico automatizado

com vermelho de pirogallol - Cobas Mira Plus ® - Roche).

Amostras isoladas de Urina

Em um prazo de até 2 horas apds a coleta, realizou-se o exame fisico-quimico e
triagem para presenca de proteinuria. A seguir, 10 ml de urina foram centrifugados a 1500
rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi entdo separado para dosagens de proteina e
creatinina (0,5 ml), sendo o restante congelado em freezer a - 20°C para posterior dosagem
de proteinas especificas. Com o sedimento obtido procedeu-se a realizacdo do sedimento

urinério e pesquisa de dismorfismo eritrocitario.

O exame fisico quimico, incluindo a triagem para presenca de proteinas, foi
realizado através de tiras reagentes para urinalises (Combur 10 ® - Roche) com leitura
automatizada (Supertron ® - Roche). As determinacdes de proteindria total (método
enzimatico-colorimétrico automatizado com vermelho de pirogallol) e de creatinina
(Reagdo de Jaffé modificada automatizada) foram realizadas em analisador bioquimico
automatizado (Cobas Mira Plus® - Roche). As dosagens de creatinina foram posteriormente

utilizadas para o estabelecimento das relacdes proteinas especificas/creatinina.

A andlise do sedimento urinario foi realizada sob microscopia de campo claro,
colocando-se 50ul (cinquenta microlitros) do sedimento entre lamina e laminula, com os
resultados obtidos expressos em numero de células por campo (aumento de quatrocentas
vezes). A pesquisa de dismorfismo eritrocitario foi realizada analisando-se a mesma

preparacdo sob microscopia de contraste de fase.
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Dentro de um periodo maximo de quinze dias, as amostras de urina mantidas a
-20°C  foram descongeladas e apds atingirem a temperatura ambiente, foram
homogeneizadas em vortex e novamente centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos. A
seguir procederam-se as dosagens de microalbuminuria (avaliagdo de proteindria
glomerular), alfa;-microglobulina (avaliacdo da proteinuria tubular), através de técnicas de

nefelometria com anticorpos monoclonais (Array System® - Beckman).

Uroculturas foram realizadas quando da necessidade de confirmacdo de

sedimentoscopia alterada e de acordo com a indicacdo médica.

Amostras de Sangue
Soro

As amostras foram processadas no mesmo dia da coleta, sendo realizadas

dosagens de:

e Colesterol total, HDL-colesterol (HDL - High Density Lipoprotein ou
Lipoproteina de alta densidade), triglicérides e creatinina séricos (reacfes
colorimétrico-enzimaticas automatizadas — Hitachi 917 - Roche).

e As fracBes LDL-colesterol (LDL= Low Density Lipoprotein ou Lipoproteina
de baixa densidade) e VLDL-colesterol (Very Low Density Lipoprotein ou
Lipoproteina de densidade muito baixa) foram calculadas a partir dos valores
obtidos para colesterol total e triglicerideos, obedecendo a formula

preconizada por Friedwald et al, 1972 :
VLDL = triglicérides /5

Colesterol total = HDL + LDL + VLDL
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e Apolipoproteina Al, Apolipoproteina B e Lipoproteina (a) (nefelometria

com anticorpos monoclonais - Array System® - Beckman).

e Pesquisa de Anticorpo anti-DNA nativo realizada através do método de

imunofluorescéncia indireta, utilizando como substrato a Crithidia luciliae.

Sangue Total

e Hemograma - automatizado. A metodologia empregada, utiliza-se dos

seguintes principios:

Impedéancia, Radiofreqliéncia, Citoquimica e Fotometria (SE 9500 Sysmex® —
Roche).

Impedancia, Laser e Citoquimica (Pentra 120 - ABX).

e VHS - automagcdo (SEDI System® — Becton Dickinson) através do Método de

Westergreen automatizado.

O processamento e conservacdo das amostras para cada uma das reacoes
realizadas, seguiu as normas constantes dos Procedimentos Operacionais Padrdo, da
Divisdo de Patologia Clinica /[HC/UNICAMP.

O controle de qualidade para tiras reagentes, dosagens bioquimicas, avaliagdes
hematoldgicas e pesquisa para anti-DNA nativo, foi realizado utilizando-se controles

comerciais e amostras controle confeccionadas pelo proprio laboratorio.

Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos em Média + DP. A anélise descritiva foi feita
através de freqliéncia para variaveis categoricas e medidas de posicdo e dispersdo para

variaveis continuas.
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Para comparar propor¢des entre grupos foram utilizados o teste do Qui-
quadrado ou teste Exato de Fisher, quando necessario. Na comparacdo de medidas
continuas entre 2 grupos independentes foi utilizado o teste Mann-Whitney. A andlise de

regressédo linear foi utilizada para verificar a concordancia entre 2 medidas continuas.

Na avaliacdo da influéncia das variaveis nas medidas de proteina, dosadas em 4
coletas, foi utilizado o método das equacBes de Estimacdo Generalizadas (EEG), por ser
este 0 mais adequado para tratar dados de medidas repetidas ao longo do tempo. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. (ANEXO V).

ASPECTO ETICO: O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (n° 33/2000) e desenvolvido no
Hospital das Clinicas da UNICAMP, junto ao Servico de Liquidos Bioldgicos da Divisdo
de Patologia Clinica e ao Ambulatério de Reumatologia da Disciplina de Reumatologia /
Departamento de Clinica Médica/FCM/UNICAMP.

A participacdo nesta pesquisa ocorreu ap0s 0s pacientes tomarem ciéncia de
seus objetivos e assinarem o termo de consentimento pos-informacdo (ANEXO VI),
segundo as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Saude (Resolucdo 196/96)

para pesquisa envolvendo seres humanos.
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4. RESULTADOS
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As caracteristicas individuais de cada paciente (sexo, idade, presenca ou
auséncia de nefrite), o relatdrio estatistico, os resultados relativos as analises no sangue e na
urina obtidos nas quatro coletas realizadas e os valores de referéncia sdo mostrados nos

Anexos IV, V, VII, VIII, e IX respectivamente.
= Analises de sangue
Pesquisa de anticorpo anti-DNA nativo (AADNA)

Durante o estudo, cinco pacientes (14,3%) do Grupo | (pacientes sem histéria
de nefrite) apresentaram pesquisa positiva para anticorpo anti-DNA nativo, em uma ou
mais etapas da coleta, enquanto somente um paciente do Grupo Il (pacientes com histéria
de nefrite) apresentou essa alteracdo. A analise estatistica (Teste Exato de Fisher), mostrou
ndo haver diferenca significativa entre os grupos estudados (p = 1,000). A Tabela | mostra
as frequéncias das alteragdes de anti-DNA nativo em pacientes lUpicos com e sem histéria
de nefrite, em um periodo de 12 meses.

Hemograma e Velocidade de Hemossedimentacéo (VHS)

Em relacdo as andlises hematoldgicas, os pacientes do Grupo | apresentaram
uma freqiiéncia mais elevada de alteracBes para a contagem de leucdcitos e hemaécias;
dosagem de hemoglobina, determinacdo do hematocrito, contagem diferencial de leucécitos
e velocidade de hemossedimentacdo. Ja entre os pacientes do Grupo Il observou-se uma
maior frequéncia de plaquetopenia. A analise estatistica revelou ndo haver diferenca
significativa quando comparamos as alteracdes observadas em ambos os grupos estudados
(p>0,05).

As Tabelas Il e Ill mostram as freqléncias das alteracdes hematoldgicas
observadas nos pacientes lupicos com e sem historia de nefrite, em um periodo de 12

meses.
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TABELA | - Frequéncias das alteracdes de Anti-DNA nativo em pacientes lupicos com e

sem historia de nefrite, em um periodo de 12 meses.

1°COLETA 2°COLETA 32COLETA 43COLETA

GRUPO | I | I | I | I

AADNA (%) 143 83(1/12) 143 0 (0/12) 147 0 (0/12) 9,1(3/33) 0 (0/11)
(5/35) (5/35) (5/34)

*Grupo I- sem histéria de nefrite; Grupo Il - com histéria de nefrite

TABELA Il — Freqiiéncias das alteracbes de VHS em paciente IGpicos com e sem historia

de nefrite, em um per