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Resumo

O lUpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune cronica, que se caracteriza pela producdo de
autoanticorpos direcionados a um grupo amplo e heterogéneo de componentes do préprio individuo, podendo afetar
diversos 6rgaos, resultando em varias manifestac6es clinicas e anormalidades laboratoriais.O diagnostico do LES é
baseado em observacfes clinicas e testes laboratoriais. O presente estudo teve como objetivo desenvolver uma
técnica ELISA simples e rapida para a pesquisa de anticorpos IgG anti-DNA nativo (DNAn). A técnica ELISA para a
pesquisa de anticorpos anti-DNAnN apresentou 6timos resultados em termos de sensibilidade (93,7%) e especificidade

(97,9%), podendo ser de grande utilidade tanto na pesquisa como na rotina diagnostica.
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Introducéo

O llpus eritematoso sistémico (LES) é uma
doenca autoimune crdnica, que se caracteriza pela
producdo de autoanticorpos direcionados a um grupo
amplo e heterogéneo de componentes do proprio
individuo, podendo afetar diversos 6rgaos, resultando
em varias manifestacbes clinicas e anormalidades
laboratoriais. A etiologia do LES ndo é completamente
conhecida, porém acredita-se que a interacdo de fatores
genéticos, ambientais e hormonais estejam envolvidos
no desenvolvimento da doenca.

O diagnéstico do LES ¢€é baseado em
observacgBes clinicas e testes laboratoriais, incluindo a
pesquisa de anticorpos anti-DNA nativo (ou de dupla
hélice, DNAn), utilizando imunofluorescéncia indireta
(Crithidia  luciliae como substrato) e técnicas
imunoenziméticas (ELISA). O presente estudo teve como
objetivo desenvolver uma técnica ELISA simples e rapida
para a pesquisa de anticorpos IgG anti-DNAdSs.

Resultados e Discusséao

Para o desenvolvimento da técnica ELISA foram
utilizadas 32 amostras de soros de pacientes com LES,
24 amostras de soros de pacientes com artrite
reumatoide e 23 amostras de soros de pessoas sadias.

Resumidamente, cavidades de placas de
poliestireno (Maxisorp, Thermo Scientific Nunc, EUA)
foram tratadas com uma solucéo de poli-L-lisina. ApGs
incubacéo por 1 h & temperatura ambiente (TA) e 12 h a
4° C e trés lavagens com solucéo salina tamponada com
fosfatos 0,15 M, pH=7,3 (SST), foram adicionados as
cavidades das placas 100 pl de uma solugdo de DNAnN
de timo de vitelo a 20 pg/mL em SST. Apds incubagéo
por 2 h a TA, as cavidades das placas foram lavadas trés
vezes com SST contendo Tween 20 e soro albumina
bovina (SST-T-SAB). Em seguida, foram adicionados as
cavidades das placas as amostras de soros diluidas a
1:200 em SST-T-SAB, em triplicata. Apos incubacao por
20 min., seguida por trés lavagens com SST-T, foram
adicionados as cavidades das placas 100 pl do
conjugado (anticorpos anti-IgG humana marcados com
peroxidase) diluido em SST. Ap6s incubagcédo por 20

min., seguida por trés lavagens com SST-T, foram
adicionados as cavidades das placas 100 pl do sistema
substrato (tetrametilbenzidina/H,0,). Ap6s incubagao por
5 min.,no escuro, as reacdes foram bloqueadas pela
adicdo de 50 pl de uma solucdo de &cido sulfarico
(H.S0O,4) a 2N em cada cavidade da placa. A leitura das
absorbancias das reacdes foi realizada a 450,630 nm em
leitora de ELISA Multiskan (Labsystems, Helsinki,
Finlandia) e a média das triplicatas considerada como
resultado final. Utilizando o valor de cut-off determinado
pelo indice J (Youden, 1950), a técnica ELISA
apresentou sensibilidade de 93,7% e especificidade de
97,9%.
Conclusdes

A técnica ELISA para a pesquisa de anticorpos
anti-DNAn apresentou étimos resultados em termos de
sensibilidade e especificidade, podendo ser de grande
utilidade tanto na pesquisa como na rotina diagndstica.
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