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RESUMO

Introducé&o:O lupus eritematoso sistémico (LES) se caracteriza por ser uma doenga
auto imune, de carater inflamatorio e de causa ainda desconhecida, decorrente da
producdo de anticorpos direcionados contra antigenos nucleares e citoplasmaticos,
afetando diferentes 6rgdos com numerosas manifestacdes clinicas. Outra doenca
autoimune de relevancia é a artrite reumatoide (AR) que se caracteriza por ser uma
doenca crénica, inflamatoria e que afeta as articula¢des, causando uma dor articular
cronica e intensa. Ambas as doencas podem apresentar alteracdes hematoldgicas e
hemostaticas e ocorrem predominantemente no sexo feminino. Uma analise da
literatura sobre tais alteragbes como componente do quadro fisiopatoldégico das
doencas autoimunes LES e AR revela inconsisténcia e, portanto, estudos adicionais
sdo necessarios. Objetivo: Nesse contexto, o objetivo geral do presente estudo foi
avaliar o impacto do LES e da AR sobre os perfis hematologico e hemostético e
comparar os resultados entre si e com aqueles obtidos de um grupo de mulheres
higidas (controles). Metodologia: Apos consentimento livre e esclarecido, um total de
40 mulheres participaram do estudo, compreendendo 21 com LES e 10 com AR, além
de 6 mulheres higidas. As alteracdes hematoldgicas foram investigadas por meio do
hemograma, cujos paréametros foram utlizados para calcular vérios indices
relacionados a inflamacdo como a razao de neutrdéfilos/linfécitos (NLR), plaquetas/
linfocitos (PLR), indice de resposta a inflamacéo sistémica (SIRI), indice agregado de
inflamacdo sistémica (AISI), e indice de inflamacdo imunoldgica sistémica (SlI).
Quanto as alteracdes hemostéticas, essas foram investigadas por meio do Teste de
Geracao de Trombina (método de CAT). Resultados: Os parametros do hemograma
e indices derivados ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos
estudados, porém o indice de inflamacdo dRN/L sugere um processo inflamatorio
maior nas pacientes com LES comparadas aquelas com AR. Uma analise conjunta
dos parametros do TGT indicou maior ativacdo do mecanismo hemostatico em
pacientes com LES, em comparagédo a AR, com base nos valores de ETP (Endogen
Thrombin Potential), para ambas as concentragdes de Fator Tissular (p=0,005 para

Low Tissue Factor e p=0,001 para High Tissue Factor).

Conclusao:Tais resultados podem apresentar perspectiva clinica dado que uma
tendéncia a hipercoagulabilidade em mulheres com LES em atividade foi observada

por meio do TGT no presente estudo.



Palavras-chave: lGpus eritematoso sistémico; artrite reumatoide; doencas

autoimunes; hemograma; teste de geracao de trombina; hipercoagulabilidade.



ABSTRACT

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is characterized by being an
autoimmune disease, of inflammatory nature and of unknown cause, resulting from the
production of antibodies directed against nuclear and cytoplasmic antigens, affecting
different organs with numerous clinical manifestations. Another relevant autoimmune
disease is rheumatoid arthritis (RA), which is characterized as a chronic, inflammatory
disease that affects the joints, causing chronic and intense joint pain. Both diseases
can present hematological and hemostatic alterations and occur predominantly in
females. An analysis of the literature on such alterations as a component of the
pathophysiological picture of autoimmune diseases SLE and RA reveals inconsistency
and, therefore, additional studies are needed. Objective: In this context, the general
objective of the present study was to evaluate the impact of SLE and RA on the
hematological and hemostatic profiles and compare the results among themselves and
with those obtained from a group of healthy women (controls). Methodology: After
free and informed consent, a total of 40 women participated in the study, including 21
with SLE and 10 with RA, in addition to 6 healthy women. Hematological alterations
were investigated using whole blood counts, whose parameters were used to calculate
various indices related to inflammation, such as the neutrophil/lymphocyte ratio (NLR),
platelet/lymphocyte ratio (PLR), systemic inflammation response index (SIRI),
aggregate systemic inflammation index (AISI), and systemic immune inflammation
index (Sll). As for hemostatic alterations, these were investigated using the Thrombin
Generation Test (CAT method). Results: The hemogram parameters and derived
indices did not show significant difference between the studied groups, however the
dRN/L inflammation index suggests a greater inflammatory process in patients with
SLE compared to those with RA. A joint analysis of TGT parameters indicated more
hemostatic changes in SLE compared to RA based on ETP (Endogen Thrombin
Potential) values, for both Tissue Factor concentrations (p=0.005 for Low Tissue
Factor and p=0.001 for High Tissue Factor).Conclusion: These results may have a
clinical perspective given that a tendency towards hypercoagulability in women with

active SLE was observed using the TGT in the present study.

Keywords: systemic lupus Erythematosus; rheumatoid arthritis; autoimmune diseases;

whole blood count; thrombin generation test; hypercoagulability
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1 INTRODUCAO

Doencas autoimunes reumaticas, tais como ldpus eritematoso sistémico (LES) e
artrite reumatoéide (AR) séo caracterizadas por envolvimento de multiplos érgéos e
pela producéo de autoanticorpos patogénicos, além de alteracbes hematoldgicas nas

células sanguineas e anormalidades hemostaticas (KLEIN &MOLAD, 2021).

O lupus eritematoso sistémico (LES), se caracteriza por ser uma doencga auto imune
e de causa ainda desconhecida, ou seja, anticorpos direcionados contra antigenos
nucleares e citoplasméticos sdo produzidos, afetando diferentes 6rgdos com
numerosas manifestacdes clinicas. Dentro desse contexto, as formas mais leves do
LES, podem afetar principalmente as articulacées e a pele, enquanto as formas mais
graves afetam diretamente 6rgdos internos, podendo ser fatal para o paciente
(FORTUNA e BRENNAN, 2013; MATHIAN et al. 2015; ALVES et al. 2019).

O LES se caracteriza como uma doenca em que 0 curso € nao linear e como é de
natureza heterogénea, pode variar de paciente para paciente, o que leva a um desafio
tanto para o diagndstico, quanto para o tratamento. Alguns fatores de risco podem
contribuir para a suscetibilidade a doenca, ou até mesmo para a ativacdo do sistema
imunologico tendo como causa a inflamacdo. Alguns fatores ambientais como
radiacdo UV, estresse, medicamentos e infeccdo podem contribuir para o inicio da
doenca. A predisposicado ao LES também pode ser influenciada por fatores genéticos
e, ainda pode estar relacionada a fatores hormonais, 0 que explica a predisposi¢cao
feminina para a doenca (GOTTSCHALK et al. 2015; CUNHA e SEIBERT, 2016).

Outra doenca autoimune de relevancia € a artrite reumatoide (AR). A AR atinge cerca
de 0,5% a 1% da populagdo mundial adulta e ocorre em praticamente todos 0s grupos
étnicos. No entanto, € uma doenca que atinge mais os individuos do sexo feminino de
2 a 3 vezes, em relacdo ao sexo masculino, principalmente aqueles entre a quarta e
sexta década de vida. Outro fator que contribui para o acometimento da doenca, € o
fator genético. A predisposicdo genética para a AR contribui em cerca de 50% para
um maior risco da doenca. Além disso, a liberacdo de citocinas e outras moléculas
pré-inflamatérias, resulta na destruicéo e incapacidade das articulacdes (MOTA et al.
2011; ALUNNO et al. 2017; ANGIOLILLI et al. 2017).
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Conforme revisado por Klein & Molad, 2020, as doencas de carater autoimune séo
frequentemente associadas a manifestacbes hematolégicas que, muitas vezes,
podem servir como um sinal de apresentacdo, como citopenias que acometem
pacientes com LES, trombocitopenia na sindrome antifosfolipide, além da sindrome

de Felty ser uma causa de neutropenia em pacientes com AR.

Uma andlise recente da literatura sobre as alterac6es hemostaticas como componente
do quadro fisiopatolégico das doencas autoimunes LES e AR revela inconsisténcia e,
portanto, estudos adicionais sdo necessarios. Além disso, torna-se relevante a
confirmacédo para a nossa populacédo de achados prévios na literatura, considerando
suas caracteristicas étnicas e outras bem distintas daquelas préprias dos individuos
objeto de estudos internacionais.

Nesse contexto, um melhor entendimento sobre o perfil hemostatico de pacientes com
doencas autoimunes relativamente frequentes, tais como LES e AR podera contribuir,
ao nosso ver, para ampliar o conhecimento atual sobre essas duas graves

enfermidades, além de abrir novas perspectivas em seu manejo clinico.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doencas autoimunes: LUpus eritematoso sistémico (LES) e Artrite
reumatoide (AR)

2.1.1 Lupus Eritematoso sistémico

O LES é uma doenca que foi identificada na ldade Média e, em 1872, Moric Kaposi
reconheceu pela primeira vez a natureza sistémica da doenca. Caracteriza-se por ser
autoimune em que ha inflamacg&o microvascular multissistémica, com a geracéo de
autoanticorpos, afetando o sistema imunoldgico e reduzindo a capacidade do corpo
de prevenir e combater infecgcbes (COJOCARU et al. 2011; ARINGER e JOHNSON,
2020).

Por algum tempo, o ltpus foi considerado uma doenca rara. Porém, nos ultimos anos
tornou-se comum em alguns grupos populacionais, resultado do avanco dos testes

imunoldgicos que permitiram o diagndstico de inUmeros casos atipicos ou benignos



20

gue ndo poderiam ter sido identificados de outra maneira (O'NEILL e CERVERA,
2010).

Trata-se de uma doenca universal, encontrada em todas as etnias e nas mais diversas
regides geograficas, com prevaléncia estimada na América do Norte de 241 casos por
100.000 habitantes e incidéncia de 23,2 casos por 100.000 habitantes/ano (REES et
al., 2017). No Brasil estima-se uma prevaléncia de 98 casos por 100.000 habitantes e
incidéncia de 4,8 a 8,7 casos por 100.000 habitantes/ano (VILAR &SATO, 2002;
SENNA et al., 2004).

O LES pode ocorrer no inicio da infancia ou em pacientes jovens com manifestacdes
clinicas que podem incluir febre, linfadenopatia, anemia hemolitica e até mesmo
trombocitopenia. Nesse caso, o curso da doenca geralmente € mais grave do que em
pacientes menos jovens. JA4 o LES de inicio tardio, ocorre apés os 50 anos e a
presenca de comorbidades que acompanham o envelhecimento pode confundir o
diagndstico, em relacdo a presenca de doenca renal cronica, diabetes mellitus tipo 2

e comprometimento cognitivo, por exemplo (THONG e OLSEN, 2017).

Mesmo o LES ocorrendo na infancia, ou tendo o inicio tardio, a doenca € mais comum
em mulheres e afeta principalmente entre a puberdade e a menopausa. A relagéo
entre mulheres/homens é de 3/1 em criancas, mas entre a puberdade e a menopausa
essa relacdo é ainda maior, cerca de 9/1. Acredita-se que o fato da predominancia
feminina ser menos pronunciada na infancia e inicio tardio, sugere o papel do
estrogénio no desenvolvimento do LES (O'NEILL e CERVERA, 2010; KAUL et al.
2016).

2.1.1.1 Etiologia

Apesar dos avancos, a etiologia do LES é ainda desconhecida, mas alguns fatores de
risco tém contribuido para a suscetibilidade a doenca ou ativar o sistema imunolégico,
causando inflamacdo. O ldpus possui polimorfismos genéticos que por si sO, sédo
insuficientes para o seu desenvolvimento. Influéncias ambientais, hormonais e até
mesmo sexuais estao envolvidos na patologia do LES (JAMES e ROBERTSON, 2012;
CUNHA e SEIBERT, 2016)

Durante exposi¢cdes ambientais em individuos geneticamente predispostos, podem

ocorrer modificagées nos genes de risco do LES resultando em manifestagbes da
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doenca. Tais processos epigenéticos se referem a modificacbes hereditarias que
regulam a expresséo génica e alteram as fungdes celulares, mas sem alteracdes na
sequéncia gendmica (DENG e TSAO, 2015).

Em relacdo aos fatores genéticos, a taxa de concordancia para LES em gémeos
monozigoticos é de 25% - 58% , reforcando ainda mais as modificacdes epigenéticas
desreguladas na etiologia do LES. Modificacbes estas, que incluem metilacdo do
DNA; modificacdo das histonas e RNA nao codificante, que podem afetar a funcéo e
expressédo dos genes que participam dos processos patogénicos do LES (DENG e
TSAO, 2015; KAUL et al. 2016).

Acredita-se também que exposi¢cdes ocupacionais e ambientais estdo implicadas na
patogénese do LES, o que poderia explicar uma ocorréncia da doenca maior que a
esperada em certas comunidades. Porém, a patogénese do LES ainda é um
verdadeiro desafio, uma vez que a natureza multifatorial do LES leva a entender que
nem todas as pessoas expostas necessariamente irdo desenvolver a doenca, e que a
mesma pode se desenvolver em pessoas que nao estdo expostas (O'NEILL e
CERVERA, 2010).

Agentes bioldgicos, fisicos e quimicos podem desencadear o LES. Dentre os agentes
biologicos, algumas infec¢cdes (Epsten -Barr, por exemplo) podem desregular a
resposta (JAMES & ROBERTSON, 2012; FORTUNA & BRENNAN, 2013). A radiacéo
ultravioleta, um agente fisico, pode contribuir para o aumentar o risco de
desenvolvimento do LES (BARBHAIYA & COSTENBADER, 2014; KAUL et al., 2016),
ja que pode causar fotossensibilidade e lesdes cutaneas, além de danos ao DNA,
estimulacdo de linfécitos B e T, e producdo de autoanticorpos e citocinas. Ja os
agentes quimicos envolvem compostos de exposicdo ocupacional, como silica,
solventes industriais, pesticidas e metais pesados. De acordo com Parks et al., 2017,
o cigarro, poluicdo do ar e medicamentos/drogas (por exemplo hidralazina e

procainamida), favorecem o desenvolvimento do LES.

A fim de exemplificar a relagéo da exposi¢cdo ocupacional com o desenvolvimento do
LES, a exposicdo a silica tem sido associada ndo somente ao desenvolvimento do
LES, como também de outras doencas autoimunes (fibrose pulmonar, esclerodermia,
vasculite e artrite reumatoide). Um estudo realizado na Carolina do Norte com 265

pacientes com LES e 355 controles, concluiu que a exposic¢do a silica em niveis médio
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e alto foi observada na maioria dos pacientes com LES, o que reforca a exposicdo a
silica no desenvolvimento de casos de LES (O’'NEILL e CERVERA, 2010).

2.1.1.2 Sinais e sintomas

Os sinais e sintomas relacionados ao lipus sdo humerosos e altamente variaveis, com
alternancia entre periodos de atividade e remissdo da doenca. Desse modo,
manifestacdes cutaneas ocorrem em 75% dos pacientes com LES e geralmente é o
primeiro sinal. O sistema musculo esquelético também esta envolvido em cerca de
90% dos pacientes com LES e, assim, podem ocorrer mialgia e artralgia, além de
artrite que pode acometer pequenas e grandes articulacées. Manifestacdes nos rins,
pele e ossos podem ocorrer também, que sdo facilmente identificaveis, enquanto
sintomas neuroldgicos que sdo mais sutis, podem néao ser reconhecidos. (IGHE et al.
2015; KUHN et al. 2015).

O sistema musculoesquelético no LES é bastante afetado e as consequéncias
ocorrem em decorréncia da doenca ativa, ou podem ser secundarias ao tratamento
e/ou doencga crénica. As manifestacdes incluem artralgias e artrite, necrose vascular,
além de fraturas por fragilidade éssea. Os pacientes ao procurarem atendimento
meédico, queixam de dores nas articulacdes da méo e punho, que geralmente sdo as
mais afetadas (COJOCARU et al. 2011; LEVY e KAMPHUIS, 2012).

O rim e os pulmfes também sdo afetados em pacientes com lupus. A doenca
glomerular geralmente se desenvolve nos primeiros anos apds o inicio do LES e
costuma ser assintomatica. A nefrite aguda pode se manifestar com hipertensédo e
hematuria. As manifestacbes pulmonares em pacientes com lUpus, podem ser na
forma aguda ou indolente, podendo comprometer o sistema vascular pulmonar,
incluindo hemorragia alveolar difusa, doencga tromboembdlica e hipertensao pulmonar
(COJOCARU et al. 2011).

As manifestacdes cutaneas em pacientes com LES, também sdo pronunciadas e
podem ser classificadas em trés tipos, de acordo com sua aparéncia e duragéo. O
exantema malar trata-se de uma lesdo aguda e é marcada por eritema e elevacao,
distribuida na forma de “borboleta”, localizada nos sulcos nasolabiais. A forma

subaguda, ou seja, o lipus eritematoso subagudo, se caracteriza por apresentar uma
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lesdo que se inicia como papulas eritematosas e pode evoluir para lesdes
papuloescamosas, semelhantes a psoriase. Por fim, o lUpus cutaneo cronico, se
apresenta como lesfes discoides (papulas eritematosas), que evoluem para lesdes
espessas e hiperqueratéticas. Vale ressaltar que, no couro cabeludo, essas lesdes
levam a alopecia permanente (LAM e PETRI, 2005). Ainda é valido ressaltar que
criancas e adolescentes com LES, podem desenvolver erupcbes cutaneas de
gualquer morfologia, localizacédo e distribuicdo, na maioria das vezes apresentando
um desafio no diagnostico para o médico (LEVY e KAMPHUIS, 2012).

2.1.1.3  Critérios de classificacédo

O Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) classifica o LES em uma
doenca com base em critérios clinicos e imunoldgicos (nivel de anticorpos
antinucleares — ANA - acima da referéncia laboratorial, anticorpos anti-DNA de fita
dupla). Existem também sistemas de pontuacdo que sao utilizados para a
determinacao da atividade do LES, tais como Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDAI), Systemic Lupus Activity Measure (SLAM), British Isles Lupus
Assessment Group (BILAG) e European Consensus Lupus Activity Measurement
(ECLAM), os quais incluem parametros laboratoriais e permitem uma avaliacédo
padronizada da doenca, para que possam ser tomadas as decisdes em relacdo a
terapéutica. Uma estratégia aplicada para a monitoracdo do LES, consiste na
combinacao de exames fisicos com exames laboratoriais de hematologia, bioquimica
e andlise de anticorpos anti-DNA fita dupla (KUHN et al. 2015; THONG e OLSEN,
2017).

O SLEDAI possui 24 caracteristicas atribuidas ao lapus e tem sido utilizado como uma
medida global da atividade do LES. Cada caracteristica recebe uma pontuacéo, sendo
105 a pontuacdo maxima. Este indice constitui uma ferramenta que mostrou ser
sensivel a mudancas na atividade da doenca ao longo do tempo. Em 2002, o SLEDAI
foi revisado e passou a ser denominado “SLEDAI — 2K”, sendo util como um preditor
de mortalidade e para descrever a atividade da doenca em varios niveis (LAM e
PETRI, 2005; TOUMA et al. 2010).

O SLAM registra 10 aspectos da doenga, em um total de 31 caracteristicas. A cada

aspecto é atribuido um peso numérico, avaliado por graus de atividade e a soma total
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indica a atividade geral da doenca, ou seja, quanto maior o numero, mais ativa € a
doenca (TOUMA et al. 2010).

Outro sistema de pontuacao utilizado é o BILAG. Tal sistema é mais abrangente que
o SLEDAI, com um total de 86 itens, sendo que cada item € medido qualitativamente
através da observacéo clinica, ou quantitativamente através da medicao de valores

laboratoriais hematoldgicos e renais (TOUMA et al. 2010).

Por fim, o ECLAM teve seu desenvolvimento em 1992 valendo-se da analise de
sintomas e parametros laboratoriais, apresentados por uma coorte europeia
envolvendo 704 pacientes com LES. O indice possui 15 variaveis ponderadas com

base em seus respectivos coeficientes de regressao (TOUMA et al. 2010).
2.1.1.4 Diagnoéstico e tratamento

Uma anamnese rigorosa e muitas analises laboratoriais devem ser realizadas, ja que
0os testes sorolégicos convencionais atualmente utilizados, como anticorpos
antinucleares (ANA) ou fator antintcleo (FAN), anticorpos anti-DNA de fita dupla (anti-
dsDNA) e niveis de complemento tém sensibilidade e/ou especificidade limitadas. Tais
exames incluem hemograma com contagem de plaqueta, contagem de reticul6citos,
velocidade de hemossedimentacdo (VHS), perfil metabdlico completo, teste de
Coombs direto, transaminases hepaticas, fosfatase alcalina, urina rotina, proteindria
de 24hs, ureia e creatinina séricas, eletrélitos, albumina sérica, dosagem de
bilirrubina, complemento (CH50, C3 e C4), proteina C reativa e avaliagdo de
autoanticorpos (FAN, anti-DNA, anti-Sm, anti-cardiolipina, anticoagulante lupico, anti-
La/SSB, anti-Ro/SSA e anti-RNP) por imunofluorescéncia indireta ( MAIDHOF &
HILAS, 2012; KUHN et al., 2015).

Algumas caracteristicas tais como achados clinicos em articulagfes, rins, sistema
nervoso central (SNC) e parametros sorolégicos como ANA, além do histérico dos
orgaos afetados, constituem a base para o diagnéstico da doenca. Atualmente, 0s
critérios de diagndstico para o LES exigem que o paciente apresente alguns sintomas
como erupcdes cutaneas, inflamacgéao das articulacdes, disturbios renais, alteracdes
hematolégicas e distarbios imunolégicos (GOTTSCHALK et al. 2015; KUHN et al.
2015; THONG e OLSEN, 2017; CANIZARES et al. 2018; ALVES et al. 2019).
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O tratamento para o LES deve ser especifico para cada paciente, dependendo do
sistema ou 6rgdo acometido. Por esse motivo, os pacientes com LES devem obter
orientacdes a respeito da doenca e sua evolucdo. Os pacientes que apresentam
artrite, artralgias e serosite, sdo tratados com anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINE’s). Para pacientes com manifestagbes mais graves sao prescritos os
antimalaricos, como a hidroxicloroquina (diminui a atividade da doenca, reduz o risco
de trombose e melhora o quadro articular) e os glicocorticoides, como a prednisona.
Os farmacos imunossupressores, como ciclofosfamida, metotrexato e azatioprina sdo
utilizados em pacientes com quadro grave, principalmente aqueles que apresentam
complicagdes renais, atuando por meio da inibicdo da replicacédo de células efetoras
do sistema imune (COSTA e COIMBRA, 2014).

Mesmo com a melhora no progndstico dos pacientes com LES decorrente da
introducdo de potentes terapias imunossupressoras, além de um melhor manejo
meédico em relacdo as manifestacdes agudas da doenca, o paciente com diagndstico
do LES ainda apresenta um periodo de vida consideravelmente reduzido. Tal fato
também pode ser associado a susceptibilidade que esses pacientes tém a infecc¢des,
uma vez que a maioria dos medicamentos utilizados no tratamento de lupus sdo
imunossupressores, o que confere um maior risco de infec¢des por organismos tipicos
e atipicos (PUTTERMAN et al. 2012).

2.1.2 Artrite reumatoide

A AR se caracteriza por ser uma doenca cronica, inflamatéria e que afeta as
articulagdes, mais precisamente inflamagao da membrana sinovial levando ao edema
e sensibilidade articular, podendo levar a incapacidade grave e\ou mortalidade
prematura. Sabe-se que na AR ha uma hiper reatividade imunolégica causada por
células T, principalmente CD4 que tém importancia na fisiopatologia dessa doenca,
além da elevacdo de células B patogénicas, macréfagos, citocinas inflamatorias,
guimiocinas e autoanticorpos (NIU e CHEN, 2014; MOTA et al. 2015; SMOLEN et al.
2016; ALUNNO et al. 2017; JANG et al., 2022). Conforme revisado por Jang et al.
(2022), nos estados Unidos da América a prevaléncia de AR é em torno de 0,5-1,0%
e, em geral, as mulheres sdo 2 a 3 vezes mais propensas a desenvolver AR do que

0s homens.
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Por algum tempo, a AR foi considerada uma doenca de carater benigno, mas este
conceito vem mudando. Estudos apontam que, devido aos seus efeitos deletérios
sobre a mobilidade fisica e capacidade funcional, além da persisténcia do processo
inflamatorio, os pacientes com AR tem uma diminuicdo na expectativa de vida,

comparando com a populacédo em geral (GOELDNER et al. 2011; JANG et al., 2022).

A AR é uma doenca que apresenta prevaléncia em cerca de 1% na populacéo
brasileira e predominancia no sexo feminino, com tendéncia a surgir apés a quarta
década de vida e pico de incidéncia na quinta década. Ainda, o risco estimado de
familiares de pacientes com AR desenvolverem a doenca, é de 4% para irmaos, 4,7%
para pais e filhos e 1,9% para familiares de segundo grau. Em contrapartida, familiares
de primeiro grau de pacientes que apresentam a doenca na forma erosiva, podem ter
mais de 15% de chance de desenvolver a doenca (BRENOL et al. 2007; GOELDNER
et al. 2011).

E importante ressaltar que a evolugdo da AR n&o tratada gera consequéncias como
deformidades nas areas atingidas, afetando a qualidade de vida do paciente. Por essa
razao, ansiedade e depressao sdo queixas frequentes entre os pacientes. Desse
modo, o tratamento dos pacientes deve envolver medicacéo, educacdo dos mesmos

e seus familiares, além de um suporte psicossocial (FALEIRO et al. 2011).
2.1.2.1 Etiologia

A causa exata da AR ainda nao foi elucidada, mas sabe-se que fatores de risco
genéticos e ambientais (tabagismo, exposicdo a silica e doenca periodontal)
contribuem para a AR (JANG et al., 2022). Estudos apontam que citocinas pro-
inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (IL) IL -1, IL-6, IL-
17 e os mediadores produzidos através de vias a jusante nas articulacdes artriticas,
constituem o meio que conduz a destruigdo da cartilagem 6ssea (ALUNNO et al. 2017;
JANG et al., 2022).

Para desencadear a AR, 0 mecanismo acima ocorre da seguinte forma: a IL-6 em
combinacdo com a IL-23, IL-1B e o TNF-a sao responsaveis pela diferenciagéo das
células T naive em Th17.Tal diferenciacéo resulta na producéo de IL-17, que por sua
vez promove a sinovite. Apos a apresentacdo de auto antigenos pelo Thl7 para as
células B, inicia-se a resposta humoral, ocorrendo dano progressivo da membrana

sinovial, o que favorece o influxo de mais linfocitos para o local da leséo e a liberagéo
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de enzimas provenientes de células lisadas, que degradam a membrana sinovial e as
cartilagens (COSTA et al. 2019).

O Fator Reumatoide (FR) é utilizado com frequéncia para diferenciar AR de outras
artrites crbnica, em que sua sensibilidade é aproximadamente 80% e sua
especificidade € cerca de 70%. Um estimulo antigénico pode levar ao aparecimento
de 1gG anormal na sindvia, resultando na producdo de FR e no posterior
desenvolvimento da doenca reumatica. Dessa maneira, 0 FR ndo da inicio ao
processo inflamatério na AR, mas atua na amplificacdo do processo (GOELDNER et
al. 2011).

Como o principal alvo da doenca € a sindvia, caracterizada como uma camada de
células que envolvem as articulacdes e bainha de alguns tenddes, o acometimento da
membrana sinovial pode levar a destruicdo osteoarticular. O comprometimento
articular decorre de uma intensa inflamacéo da membrana sinovial, a qual determina
a invasao da cartilagem e erosédo do 0sso subcondral por um processo de infiltracdo

e destruicdo local, denominado pannus reumatoide (FALEIRO et al. 2011).
2.1.2.2 Sinais e sintomas

Os pacientes com AR inicialmente apresentam uma dor articular crénica e intensa. A
dor geralmente ocorre nas pequenas articulacbes de maos, pulsos e pés e pode
acometer também, mas com menos frequéncia cotovelos, ombros, joelhos, pescoco
e\ou quadris. A intensidade e carater da dor depende de uma combinac¢ao da ativacao
direta dos nociceptores periféricos e modulacdo da sensibilidade dos neurbnios ao
longo da via nociceptiva central e periférica. Outra caracteristica das manifestacdes
clinicas da AR é que podem ser divididas em articulares e extra articulares e como é
uma doenca sistémica, alguns sintomas gerais como febre, astenia, fadiga, mialgia,
podem preceder ou acompanhar o inicio das manifestacdes articulares (MOTA et al.
2011; ZHANG e LEE, 2019).

A doenca afeta as articulagBes sinoviais periféricas como metacarpo e metatarso
falangianas, tornozelos e punhos. Porém, pode ocorrer comprometimento de joelhos,
ombro, cotovelo e quadris. Além dos sintomas articulares, podem ocorrer
manifestacdes extra articulares como a sindrome de Sjogren, nodulos reumatoides
gue resultam da vasculite de pequenos vasos, além de necrose com proliferacdo de
fibroblastos. Vale ressaltar que o nédulo reumatoide € a manifestacéo extra articular
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mais frequente, principalmente em pacientes com FR positivo, associado ao estagio
mais agressivo da doenca e acomete tenddes, olecrano, dorso das méos e dos pés
(FALEIRO et al. 2011; GOELDNER et al. 2011).

Os resultados de AR né&o controlada resultam em dor e deformidades articulares
resultantes do processo inflamatorio crénico, o que pode levar a uma incapacidade
funcional. Ainda, existe o aumento da mortalidade, ja que pacientes com AR tem
expectativa de vida inferior comparado a populacdo em geral, principalmente em

relacédo a alteracfes cardiovasculares (FALEIRO et al. 2011).

O risco de morte por doenca cardiovascular em pacientes com AR é duas vezes maior
comparado a controles da mesma faixa etaria. Sabe-se que a AR é um fator de risco
para aumento da espessura das camadas intima e média das artérias carotidas
comuns e femorais, o que correlaciona com a gravidade e cronicidade da doenca
reumatolégica. O desenvolvimento de doenca cardiovascular em pacientes com AR,
leva a um aumento no risco desses pacientes desenvolverem infarto do miocardio
silencioso. Tal fato pode estar relacionado a baixa mobilidade devido ao acometimento
das articulacdes, o que nao permite que o paciente faca esforco que desencadeie a
angina (BRENOL et al. 2007).

2.1.2.3 Diagnéstico e tratamento

Atualmente, estratégias em relacdo a AR tem se voltado para o encaminhamento do
diagnéstico e inicio precoce de uma terapia que seja eficaz, com o objetivo de
remissao ou baixa atividade da doenca. Quando se fala em diagndstico clinico de AR,
0 mesmo € baseado em critérios como sintomas fisicos, radiografias das articulacées
e testes soroldgicos. Ainda, existem etapas em que a lacuna entre o reconhecimento
dos sintomas, diagnaostico e tratamento dependem do paciente: no inicio dos sintomas
como atencédo primaria, encaminhamento para avaliagdo por um reumatologista e o
inicio da terapia com medicamentos antirreumaticos modificadores da doenca
(DMARD). Vale ressaltar que, nenhum teste isolado, seja laboratorial, de imagem ou
histopatoldgico confirma o diagndstico de AR (NIU e CHEN, 2014; MOTA et al. 2015;
SMOLEN et al. 2016).

Conforme revisado por Radu & Bungau (2021), o diagndstico de AR deve ser feito
com base nos critérios American College of Rheumatology (ACR) e da European

League Against Rheumatism (EULAR), publicados em 2010, que avaliam um conjunto
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de variaveis, como fatores de risco, numero e tipo de articulacbes envolvidas e a
duracdo dos sintomas. O sistema de classificacdo expde condicdes a que uma
determinada pontuacao corresponde e deve ser reexaminada ao longo do tempo. Tais

condicdes e respectivas pontuacbes séo apresentadas abaixo:

2-10 juntas grandes correspondendo a 1;

1-3 juntas pequenas (grandes juntas) correspondendo a 2; 4—

10 juntas pequenas (grandes juntas) correspondendo a 3;

>10 articulacdes (= 1 pequena articulagao + quaisquer outras) correspondendo a 5;
Fator reumatoide negativo e anticorpos anticitrulina negativo correspondendo a 0;

Fator reumatoide fracamente positivo e/ou anticorpos anticitrulina <3 x o limite

superior do normal correspondendo a 2;

Fator reumatoide positivo alto e/ou anticorpos anticitrulina >3 x o limite superior do

normal correspondendo a 3;

Velocidade de hemossedimentacdo (VHS) anormal e/ou proteina C-reativa (PCR)

anormal correspondendo a 1;

PCR normal e VHS normal correspondendo a 0O;

Paciente relatou dor, inchago e sensibilidade = 6 semanas correspondendo a 1
Pacientes com pontuagao = 6 sao classificados como portadores de AR.

Outros critérios para diagnéstico, também séo propostos pelo ACR, tais como: a)
rigidez matinal: rigidez articular com duracao de pelo menos 1 hora; b) artrite de trés
ou mais areas; c) artrite de articulagbes das maos; d) artrite simétrica; e) nédulos
reumatoides; f) fator reumatoide sérico; g) alteracbes radiograficas: erosbes ou
descalcificacdes localizadas em radiografias de maos e punhos. Quatro dos sete
critérios sdo necessarios para classificar um paciente com AR (LAURINDO et al.
2004).

O tratamento é um processo dindmico e deve ser reavaliado com frequéncia. O
objetivo é minimizar os sinais e sintomas da doenca, além de intervir no mecanismo
fisiopatoldgico, para que possa alcancar a remissdo do quadro ou a menor atividade

inflamatoria. Fisioterapia e terapia ocupacional sdo essenciais para que 0 paciente
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continue exercendo suas atividades diarias. No ambito farmacologico séo utilizados
medicamentos que atuam no controle da dor e inflamacao, como analgésicos, AINE’S
e os corticosteroides. Vale ressaltar que os AINE’S constituem a terapia de primeira
escolha para tratamento de pacientes com AR (LAURINDO et al. 2004; FALEIRO et
al. 2011).

2.2 Aspectos inflamatérios relacionados ao Lupus eritematoso sistémico e

Artrite reumatoide: citocinas e Proteina C Reativa

Quando ha ocorréncia de inflamacéo, deve-se pensar nos aspectos envolvidos em tal
evento. As citocinas, por exemplo, se caracterizam como peguenas proteinas
secretadas e liberadas pelas células como mediadoras dos processos inflamatorios.
Além de atuarem como mediadoras da diferenciacéo celular, inflamacéo e regulacéo
da resposta imunoldgica, as citocinas podem ter atividades redundantes, ou seja,
funcBes semelhantes podem ser estimuladas por diferentes citocinas, além de serem
produzidas em cascata, ja que uma citocina estimula suas células alvo a produzirem
citocinas adicionais. Outro elemento envolvido diretamente na inflamacao é a Proteina
C Reativa (PCR). A PCR é um biomarcador inflamatério sintetizado no figado em fase
de reacdo aguda, em resposta a regulacdo da interleucina 6 (IL-6). Dessa forma, a
PCR aumenta de forma rapida em resposta a infec¢éo, inflamacao ou lesao tecidual
(ZHANG e AN, 2007; ALUNNO et al. 2017; WANG et al. 2019; GERARDINO et
al.2019).

Em relacdo a PCR no LES, muitos pacientes que apresentam a doenca demonstram
niveis normais ou reduzidos de PCR. Porém, Gerardino et al. 2019, relataram uma
associacdo entre niveis séricos altos de PCR e risco de desenvolver doenga
cardiovascular em pacientes com LES. Além disso, os niveis séricos de PCR tém sido
associados a fatores de risco para hipertensdo e aumento de peso corporal. No caso
da AR, a PCR pode variar de acordo com a idade e o sexo. Foi observado que o
aumento da PCR pode ocorrer antes do inicio da AR e indica atividade da doenca
durante o curso da mesma (MOTA et al. 2011; NIU e CHEN, 2014;GOTTSHALK et al.
2015; GERARDINO et al. 2019).

Na patologia do LES, anormalidades das citocinas foram implicadas, como parte do
processo fisiopatoldgico envolvendo o IUpus ou como marcadores secundarios que

indicam um processo de desregulacdo imunoldgica. Prova disso consiste em estudos
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gue apontam que a desregulacéo de citocinas se relacionam com a fisiopatologia do
LES, uma vez que as citocinas tem papel na diferenciagcdo, maturacdo e ativacao das
células imunoldgicas e perda da tolerancia imunogénica (APOSTOLIDIS et al. 2011,
ALVES et al. 2019).

Uma das citocinas de extrema importancia na patogénese do LES € o interferon (INF).
Esta foi identificada em 1957 e, a partir dessa data, foi descoberto o INF tipo | que
engloba o interferon alfa (INF a) e o interferon beta (INF B). A ativagdo do INF tipo |
tem importancia no inicio da doenca e manutencdo das manifestacfes clinicas
relacionadas ao LES. Estudos indicaram que o tratamento de pacientes com cancer
ou doencas infecciosas com INF a, poderia levar ao desenvolvimento de auto
anticorpos antinucleares e LES, sugerindo uma ligagado causal entre INFa e lupus.
Ainda, outros estudos mostraram que os niveis de INF a estavam aumentados no soro
e associados ao agravamento da doenca em alguns pacientes. Tais fatores podem
ser explicados pelo fato de que no LES, a producédo de INF a se d& a partir de células
dendriticas plasmocitoides (pDC’s), estimuladas por complexos imunoldgicos
interferénicos que promovem a secrecdo de INF a através de pDC’s (APOSTOLIDIS
et al. 2011; GOTTSHALK et al. 2015; MATHIAN et al. 2015).

A interleucina 2 (IL-2) também se faz presente no LES e se caracteriza por ser um
produto das células T, sendo importante em fungdes celulares como expansao,
contracdo e homeostase. Em pacientes com lUpus, ocorre uma diminuicdo da
producédo de IL-2, a partir de células T, o que contribui para uma reducédo do nimero
de células T reguladoras e diminui¢cdo da morte celular induzida por ativacédo, que &
claramente observada no LES (APOSTOLIDIS et al. 2011).

Outra citocina que esta presente no LES é a interleucina 8 (IL-8), a qual faz parte da
subfamilia das quimiocinas CXC. A IL-8 € produzida por células sanguineas e possui
os neutrofilos como alvo especifico para sua acao, podendo ocasionar degranulagéo
dos neutrofilos e, consequentemente, causar lesao e fibrose intersticial. Nos pacientes
com LES e que apresentam um quadro de fibrose pulmonar e nefrite, pode-se dizer
gue as concentracbes de IL-8 estdo relacionadas com a atividade da doenca
(SHAHZAD et al. 2010; ALVES et al. 2019).

Apesar de todas as contribuicdes das citocinas para os aspectos inflamatorios do LES,

vale ressaltar que existem limitacées para a medicdo das citocinas como estratégia
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de monitoramento do LES. Isso porque o0s niveis podem alterar apos a puncéo
sanguinea. Assim, as analises das amostras devem ser realizadas prontamente ou
em até 2 horas. Por outro lado, caso as amostras sejam processadas e congeladas
para serem analisadas em lotes, podem ocorrer falsos niveis de elevacao ou reducéo
de citocinas (ADHYA et al. 2011).

Em relacdo a AR, a liberacao de citocinas e outras moléculas pro inflamatérias, resulta
na destruicdo e incapacidade das articulacdes. Ainda, varios estudos apontam que as
citocinas pro6 inflamatérias incluindo TNF a, IL-1, IL-6, IL-17, constituem o0 meio que
conduzem a destruicdo 0ssea, da cartilagem e alteracdo as respostas nociceptivas
dos neurénios (ALUNNO et al. 2017; ZHANG e LEE, 2019). Ao longo do curso da AR,
a expressao exacerbada de citocinas como as mencionadas acima, além de IL-8, IL-
21 e fator estimulador de col6nia de granuldcito-macrofago (GM-CSF), pode promover
a inflamacdo da membrana sinovial e a reabsor¢cao 6sseo-cartilaginosa, por meio da
estimulacdo de osteoclastos (NIU e CHEN, 2014).

2.3 Manifestacdes hematoldgicas, hemostaticas e marcadores laboratoriais no

LUpus eritematoso sistémico e Artrite reumatoide

Na clinica prética, a inflamacao sistémica pode ser indicada diretamente por alteracédo
nas contagens de células de imunidade e inflamacéo do sangue periférico (células de
rotina como neutréfilos, linfécitos e mondcitos, além das plaguetas) e proteinas de
fase aguda, como a proteina C reativa. Novos indices de inflama¢@o baseados na
integracdo desses parametros inflamatdrios convencionais, como a razdo de
neutrofilos/linfocitos (NLR), plaguetas/ linfécitos (PLR), indice de resposta a
inflamacao sistémica (SIRI), indice agregado de inflamacéo sistémica (AlSI), e indice
de inflamacgéo imunoldgica sistémica (Sll), mostraram valores prognosticos potenciais
em varios estudos (PALIOGIANNIS et al., 2018; FOIS et al., 2020; HAMAD et al.,
2021). Esses indices combinam os tipos de células acima e refletem a interacdo
complexa entre células imunes e inflamatérias. Como no LES e a AR ha envolvimento
do sistema imune e inflamacao, pode ser interessante investigar a capacidade de tais
indices em revelar aspectos clinicos de relevancia, como por exemplo, a atividade ou

gravidade da doenca.

A maioria dos pacientes com LES, desenvolve alguma manifestagcdo hematoldgica em

algum momento no decorrer da doenca, sendo a anemia a manifestacdo hematoldgica
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mais frequente. Esta é definida a partir de niveis de hemoglobina menor que 12 g/dL
em mulheres e menor que 13,5 g/dL em homens e com valores do hematdcrito cerca
de 30% abaixo do valor normal, sendo a anemia classificada de leve a moderada.
Além disso, a anemia € uma condicdo comum entre pacientes com ldpus e é
encontrada entre 57 a 78% dos casos. Um estudo realizado por Aleem et al. 2014,
verificou que as causas mais comuns de anemia em pacientes com LES incluem
doenca crbnica, deficiéncia de ferro e hemolise autoimune. Em relacdo a anemia por
doenca crbnica, € o tipo de anemia mais comum em pacientes com LES e sua etiologia
parece estar relacionada com a resposta ou atividade inadequada da eritropoetina ou
eritropoiese prejudicada. J& a anemia ferropriva em pacientes com lipus, decorre de
uma hemorragia gastrointestinal secundaria a medicamentos. No caso da anemia
hemolitica autoimune (AHAI), a mesma pode ser considerada como a primeira
manifestacdo do LES e pode aparecer alguns anos antes do diagndstico de LES
(BASHAL, 2013; ALEEM et al. 2014; GARCIA et al. 2016; MATOS et al. 2016).

A trombocitopenia também esta presente em pacientes com LES e tem uma
prevaléncia variando entre 7 e 30%. De acordo com a classificagdo SLICC, a
contagem de plaquetas deve ser menor que 100 000/mm3 sem nenhuma outra causa
gue possa ser identificada. A patogenia da trombocitopenia em pacientes com lUpus,
pode ser provocada por destruicdo dessas células quando revestidas de anticorpos,
por drogas, infeccdo e supress@o da medula 6ssea. E ainda, pode estar associada a
anemia hemolitica autoimune, sendo conhecida como sindrome de Evans. Alguns
estudos sugerem gue a trombocitopenia pode ser um fator relacionado a mortalidade
de pacientes com LES. Desse modo, tal parametro deve ser avaliado pela equipe
profissional que acompanha os pacientes portadores de lupus (BASHAL, 2013;
ALEEM et al. 2014; FAYYAZ et al. 2015; MATOS et al. 2016).

A leucopenia € uma alteracéo tipica do LES e pode ser resultado de linfopenia,
neutropenia ou uma combinagdo dessas duas alteragfes. Ainda, ha uma reducéo de
linfocitos T e B e, aumento de células natural killer (BASHAL, 2013; FAYYAZ et al.
2015). Entre varios critérios clinicos para LES, o American College of Rheumatology
(ACR) inclui leucopenia (contagem de leucécitos <4.000,00/mm3) ou linfopenia
(contagem de linfécitos <1.500/mm?) ocorrendo, no minimo, em duas ocasides (TAN
et al., 1982). Todavia, o Systemic Lupus Collaborating Clinics (SLICC) também inclui

leucopenia (contagem de leucécitos <4.000,00/mm? ) ou linfopenia (contagem de
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linfécitos <1.000/mm3), no minimo em uma vez ( PETRI et al., 2012). Apesar das duas
linhagens granulocitica e linfocitica poderem estar alteradas, a linfopenia € o achado
mais comum e parece correlacionar com a atividade da doenca (RIVERO et al., 1978;
SCHULZE- KOOPS, 2004; LEVINE & ERKAN, 2011). Conforme revisado por Klein &
Molad (2021), embora seja debatido se a linfopenia seja causa ou consequéncia de
autoimunidade envolvendo a medula 6ssea, na presenca de trombocitopenia e
alteracdo em outras linhagens, pode-se assumir que a reducdo do numero de
linfocitos seja resultado de um processo de autoimunidade. Segundo Fayyaz et al.
(2015), este processo de autoimunidade levando a linfopenia ocorre pela presenca de
anticorpos antilinfécitos, anticorpos linfotdxicos circulantes como IGM reativo ao frio,
anti-Ro/SS-A e acelerada apoptose de linfécitos. Ainda de acordo com os autores
mencionados anteriormente, a neutropenia também observada no LES pode estar
relacionada a supressdo da medula 6ssea por linfécitos T, destruicdo periférica por
anticorpos antineutréfilos e autoanticorpos 1gG anti-neutrofilos ativadores de
complemento, além de anticorpos anti-Ro/SS-A. Ainda com relacdo a neutropenia,
Meyer et al. (2020) relatou uma prevaléncia de 21% de neutropenia em pacientes com
LES caucasianos significativamente associada com trombocitopenia, linfopenia,
baixos niveis de complemento (C3 e C4) e teste de Coombs positivo). Além da
atividade da doenca, leucopenia em pacientes com lUpus precisa ser devidamente
investigada, pois pode ser induzida por drogas, bem como por outras causas como
infeccdo e doencas malignas (KLEIN &MOLAD, 2021). As manifestacoes
hematolégicas, na maioria das vezes, podem ser causadas pela fisiopatologia do LES,
como também podem ser encontradas em pacientes que apresentam a doenca, mas

gue ainda nao tiveram manifestacfes da doenca.

Quanto as manifestagbes hemostéaticas em doencas reumaticas, a inflamacé&o cronica
gue faz parte de seu processo fisiopatoldgico, constitui por si s6 um estado de
hipercoagulabilidade (KLEIN & MOLAD, 2021).SLE, AR, sindrome de Sjogren,
sindrome de Behcete vasculites, sdo alguns exemplos de doencas autoimunes, de
carater inflamatério que cursam com risco aumentado de trombose ( EMMI et al.,
2015). No LES, tais manifestacoes podem ser decorrentes de precipitagcdo de
complexos imunes, que causam distarbios endoteliais vasculares (direta ou
indiretamente), resultando em alguma anormalidade fibrinolitica da coagulacdo (INOH
et al. 1996; FORTUNA e BRENNAN, 2013; ALEEM et al. 2014; FAYYAZ et al. 2015).
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Geralmente os pacientes que tém alguma doenca autoimune, como € o caso do LES
e AR, sao propensos a desenvolver aterosclerose e doengas cardiovasculares cerca
de 5 vezes mais do que a populacdo em geral. Esse aumento na frequéncia pode ser
em decorréncia de aumento no dano endotelial macro vascular (ATEHORTUA et al.
2017). O tromboembolismo venoso (TEV) também é uma das complica¢cfes presentes
em pacientes com LES. Pode resultar de uma manifestagdo da sindrome
antifosfolipide e presenca de alguns fatores de risco como a presenca de
anticoagulante lapico, trombofilia hereditaria, idade avancada e tabagismo. Todos
esses fatores contribuem para o desenvolvimento do TEV em pacientes com LES
(ALEEM et al. 2014).

Alguns parametros laboratoriais como complexo trombina-anti trombina (TAT), D-Di e
complexo inibidor da plasmina (PIC), podem ser capazes de detectar alteracbes
préprias na coagulagéo, ao contrario de parametros como tempo de protrombina (TP),
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e produtos de degradacao de fibrina
(PDF). Nesse sentido, um estudo realizado por Inoh et al. 2016, que mediu tais
parametros laboratoriais em pacientes com LES, constatou que os niveis de TAT e D-
Di estavam mais elevados em pacientes com LES do que em pacientes saudaveis.
Dessa forma, os autores concluiram que os sistemas da coagulacéo e da fibrinélise

estavam ativados no LES.

Conforme jA mencionado acima, os pacientes com AR possuem alto risco de
desenvolver aterosclerose e doenca cardiovascular. Cerca de 30 a 50% dos pacientes
com AR vao a 6bito devido ao acometimento do sistema hemostatico. Tal fato se deve
a diferentes alteracfes endoteliais incluindo sua ativagéo persistente, propriedades
pré tromboticas e reducdo da resposta vasodilatadora do endotélio. Alem de tais
fatores, a disfuncéo endotelial pode fazer parte da patogénese da AR, uma vez que a
inflamacéo acomete também os vasos de pequeno e grande calibre, podendo causar
vasculite reumatoide (ATEHORTUA et al. 2017).

No caso da AR, os marcadores laboratoriais mais utilizados sao as provas de atividade
inflamatoria tais como Fator Reumatoide (FR), PCR e velocidade de
hemossedimentagcédo (VHS), sendo essa aferida pelo método de Westergren. Tanto
PCR guanto VHS podem variar de acordo com a idade e sexo. O VHS pode sofrer
influéncia de alguns fatores como niveis de hemoglobina, hipoalbuminemia, gravidez
dentre outros (INOH et al. 1996; MOTA et al. 2011).
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2.4 Hemostasia

Embora as grandes descobertas relacionadas a hemostasia datam do século XX,
registros deste processo datam de dois milénios quando o filésofo grego Platédo
descreveu que o sangue € capaz de formar “fibras” uma vez fora do corpo, conforme
revisado por Versteeg et al. 2013. Porém, de acordo com estes autores, outra grande
descoberta que contribuiu para o entendimento da hemostasia, remonta ao século
XIX, quando as plaquetas foram descobertas bem como sua relacdo com este

complexo processo denominado hemostasia.

A hemostasia, a capacidade do sangue fluir livremente dentro dos vasos, envolve
fatores pr6 e anticoagulantes que devem se manter em equilibrio, garantindo a
manutencdo do fluxo sanguineo normal, prevenindo assim, a ocorréncia de
hemorragia ou trombos (BONAR et al. 2017).

Fatores de coagulacao, plaquetas, os anticoagulantes naturais e o endotélio vascular,
estdo envolvidos no processo da coagulacdo sanguinea. Desse modo, quando ocorre
uma ruptura do endotélio vascular, tanto as plaguetas, quanto os fatores de

coagulacado passam a ser ativados (LORENZI, 2006).

O processo hemostéatico ocorre em 3 fases, conforme mostrado na Figura 1. A
primeira delas € chamada “hemostasia primaria” e € decorrente da lesdo do endotélio
vascular. Desse modo, a partir do vaso lesado, ocorre uma vasoconstricdo deste (a
fim de evitar o extravasamento sanguineo), seguida da adesdo das plaquetas ao
endotélio lesado, ativacdo e agregacdo destas, com consequente formacédo do
tampao plaquetario (LORENZI, 2006; BONAR et al. 2017).

A segunda fase ou “hemostasia secundaria”, por sua vez, & caracterizada pela
formacao de um coégulo que tem a funcéo de estancar o extravasamento sanguineo,
a partir da formacéo de uma rede de fibrina (formada a partir da ativagao dos fatores
de coagulacédo sanguinea) entre as plaguetas ali aderidas e consolidando o tampéao
plaquetéario (LORENZI, 2006).

Apoés a ocorréncia das duas etapas descritas acima, ocorre a dissolucao da rede de
fibrina formada, constituindo a fibrindlise ou “hemostasia terciaria”, processo que
ocorre por meio de enzimas que sao produzidas pelo proprio endotélio. Logo, um

exemplo de enzima é a plasmina, proveniente da ativacdo do plasminogénio, a qual
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tem a funcéo de dissolver o coagulo formado no local lesado. Tal fase é caracterizada
como a terceira etapa do processo de hemostasia, a qual reestabelece a normalidade
do fluxo sanguineo (LORENZI, 2006).

Resumidamente, a hemostasia capacita 0 organismo a regenerar 0S VvasoS
sanguineos no local da lesdo, manter o sangue no estado fluido e ainda remover

coagulos apos o restabelecimento da integridade vascular (VERSTEEG et al. 2013).

Hemostasis

Platelet plug

Vessel injury

Vascular spasm Platelet plug formation Blood clotting

Figura 1 — Fases da hemostasia: hemostasia primaria (adesédo, ativacdo e agregacao plaquetaria) e
secundéaria (formacdo do coagulo de fibrina. Hemostasis: hemostasia; endothelial cells: células
endoteliais; platelet: plaqueta; vessel injury: injaria vascular; vascular spasm: contracdo vascular;
collagen fibers: fibras colagenas; platelet plug: tampédo plaguetéario; platelet plug formation: formacédo
do tampdo plaquetario; fibrin: fibrina; blood clotting: coagulo sanguineo. Adaptado de:

https://docplayer.com.br/49048332-Hemostasia-e-coagulacao-sanguinea-nea.html.
2.5 Cascata de coagulacéo

O modelo da cascata de coagulacao foi primeiramente proposto por Macfarlane, Davie
e Ratnoff (1964) e culmina na formacdo de trombina que, por sua vez, converte o
fibrinogénio em fibrina. Esse modelo foi proposto em 1964 e de acordo com 0 mesmo,

a cascata de coagulacdo pode ser dividida em duas vias; a intrinseca, com
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participacdo de fatores da coagulacdo que estdo presentes no sangue e a via
extrinseca, iniciada pela exposi¢éo do fator tissular (tecidual) a partir do tecido lesado.
Ambas as vias irdo convergir em uma terceira, que é denominada via comum e resulta
na formacao de trombina e consequente fibrina (DAVIE e RATNOFF, 1964; FRANCO,
2001; LORENZI, 2006; FERREIRA et al. 2010).

A partir do momento em que a via extrinseca € ativada (Figura 2) reacfes sequenciais
resultam na geracao de trombina. De uma forma mais detalhada, a via extrinseca &
ativada quando o fator denominado VII (FVII) torna-se ativado (FVIla) por meio do
fator tecidual (FT) e, desse modo, ocorre a formacdo de um complexo denominado
FVila + FT, o qual é responsavel pela ativacdo do fator X (FX) (FRANCO, 2001,
LORENZI, 2006; FERREIRA et al. 2010). Por outro lado, a via intrinseca, se inicia
mediante a ativagao do fator XII (FXII), que ocorre por meio da ativacdo por contato
entre o sangue e uma superficie negativamente carregada. O FXlla é responsavel
pela ativacdo do fator XI (FXla) que ativa o fator IX (FIXa). Assim o FIXa se combina
com o fator Vllla (FVIlla), previamente ativado por tracos de trombina, que juntamente
com o célcio e fosfolipides de carga negativa, forma o complexo tenase e,
consequentemente, ativa o FX (FXa). A partir do momento em que a via extrinseca
e/ou a via intrinseca ativam o FX, inicia-se a via comum, a qual por sua vez, culmina
na formacao de trombina e, consequentemente, fibrina, cuja polimerizacdo depende
do fator XllI ativado (FXIlla), conforme mostrado na Figura 2. De uma forma mais
detalhada, apés ativagcédo do FX (FXa), esse combina com o FVa (previamente ativado
por tracos de trombina), célcio e fosfolipides de carga negativa, formando o complexo
protrombinase. Esse complexo atua sobre a protrombina transformando-a em
trombina (Flla) e, finalmente, essa converte o fibrinogénio em fibrina (FRANCO, 2001;
FERREIRA et al. 2010).
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VIA INTRINSECA

Ativacao
por contato

XII Xlla
& D VIA EXTRINSECA
X1 Xla
I T X Vlila
a . i
VIlla @ Fator tecidual
Xa
Va
II Ila

Fibrinogénio  Fibrina

Figura 2 - Cascata de coagulagdo em que séo explicitadas as duas vias (intrinseca e extrinseca),
juntamente com os fatores de coagulacéo. Nota-se que ambas as vias convergem para a via comum.
Adaptado de Franco, 2001.

Deve-se atentar que tal modelo apresenta ainda um bom entendimento no que diz
respeito aos processos envolvidos na coagulacdo in vitro. Todavia, apresenta
limitacdes. Por exemplo, observa-se que o modelo em questdo, ndo explica o0 motivo
pelo qual a ativagcdo do FX pela via extrinseca ndo consegue compensar 0
comprometimento da via intrinseca, quando ocorre uma deficiéncia de fatores VIII ou
IX (HOFFMAN, 2003).

O modelo da cascata de coagulacao tradicional deixa evidente que os pacientes que
apresentam hemofilia possuem a via extrinseca dentro da normalidade, o que pode
ser certificado pelo achado de um tempo de protrombina (TP) normal, a0 mesmo
tempo em que o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) esta prolongado, com
chance de extravasamento sanguineo pelo paciente. Assim, ha especulacdo em torno
do motivo pelo qual a via extrinseca ndo compensa falhas que ocorrem na via
intrinseca. Tal fato levantou esse importante questionamento e pesquisas em torno
da questdo, que culminaram em evidéncias que as vias extrinseca e intrinseca néo
agem de forma independente (FERREIRA et al. 2010).
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Devido as diversas falhas apresentadas pelo modelo tradicional da cascata de
coagulacao, incluindo as questdes que envolvem pacientes que apresentam algum
disturbio hemostético, desenvolveu-se um novo modelo para a hemostasia embasado
em superficies celulares. Este faz a interacdo entre fatores da coagulagcdo com
superficies celulares especificas, permitindo a explicacdo de questbes levantadas e
inexplicadas com base no entendimento apenas do classico modelo da cascata de
coagulacdo (FERREIRA et al. 2010).

2.5.1 Modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares

A partir dos avancgos nos estudos e pesquisas que ocorreram mais recentemente no
gue tange a hemostasia, consolidou-se o entendimento de que a coagulacdo tem
inicio em células que apresentam o FT como componente de sua superficie
(FERREIRA et al. 2010).

O modelo da coagulacédo baseado em superficies celulares, apresentado na Figura
3, foi criado para um melhor entendimento de distarbios da coagulacdo que né&o
podiam ser explicados pela cascata convencional. Neste modelo, é destacado o papel
de superficies celulares especificas no controle e direcionamento dos processos
hemostaticos (HOFFMAN, 2003; FERREIRA et al. 2010).

O novo modelo da cascata de coagulacdo foi apresentado em fases (iniciacéo,
amplificagéo, propagacéo e finalizacao), que serdo detalhadas a seguir, com o intuito
de esclarecer o processo hemostatico in vivo (HOFFMAN, 2003; VINE 2009;
FERREIRA et al. 2010).

2.5.1.1 Fase de iniciacdo

Para o entendimento do novo modelo da cascata de coagulacéo, a fase de iniciacéo
€ compreendida a partir do momento em que as células que expressam o FT entram
em contato com 0s componentes sanguineos no local lesionado, desencadeando uma
série de eventos. Desse modo, o FT expresso pela célula endotelial, ou em outro tipo
celular, se liga ao FVII e este torna-se ativado. A partir dai, ha formacdo de um
complexo envolvendo o FVila e o FT (FT-FVIla), o qual ir4 ativar tanto o FIX quanto o
FX. O FX na sua forma ativada (FXa) ird se combinar com um cofator, o Fator V
ativado (FVa) e € formado um complexo denominado protrombinase. Tal complexo

tem a funcdo de transformar a protrombina, denominada como fator Il (FIl), em
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trombina (Flla), o que nos leva a entender que a fase em questao, ainda ndo permite

a formacado de um coéagulo.
2.5.1.2 Fase de amplificacao

A partir do momento em que ocorre uma leséo vascular, imediatamente as plaquetas
seguem um rumo extra vascular e aderem no local lesionado. Nesse ponto, ha
producdo de pequenas quantidades de trombina, que ativam as plaquetas e alteram
sua permeabilidade, permitindo a entrada de célcio e saida de substancias
guimiotaticas que atraem os fatores de coagulacdo para sua superficie. Logo, a
trombina gerada juntamente com o calcio, amplifica o processo de coagulacao, a partir

da ativacao dos fatores Xl, IX, Vil e V.
2.5.1.3 Fase de propagacao

Durante a fase de propagacao, o FIXa ira interagir com o FVllla (na superficie das
plaquetas ativadas) e resulta na formacao do complexo tenase. Tal complexo tem a
funcdo de produzir maior quantidade de FXa, uma vez que 0 mesmo hao se move
das células que expressam o FT em direcdo as plaquetas ativadas. Devido a essa
explicacdo, o FXa associa-se ao FVa e, consequentemente, é formado o complexo

protrombinase, que é responsavel pela conversdo de protrombina em trombina.
2.5.1.4 Finalizacéo

Uma das caracteristicas desta fase € limitar o processo de coagulacdo. Como ha
formacdo do coagulo de fibrina, este deve ser controlado para que nédo ocorra total
ocluséo do vaso, pela formacédo de um trombo. Para que esse controle ocorra, quatro
anticoagulantes naturais participam do processo. Sao eles: inibidor da via do fator
tecidual (TFPI), proteina C (PC), proteina S (PS) e antitrombina (AT).

Primeiramente o TFPI ira formar um complexo quaternéario, caracterizado por FT-
FVila-FXa-TFPI e, dessa maneira, ocorre uma inativacdo dos fatores que
teoricamente estavam ativados, controlando a coagulagédo. Em seguida, tem-se a
acao de outros dois anticoagulantes naturais, as proteinas C e S, as quais em
conjunto, tem a funcéo de inativar os cofatores pré coagulantes FVa e FVllla. Além do
mais, a antitrombina (AT), outro anticoagulante natural, inibird o excesso de trombina
formada, também contribuindo para limitar o processo de coagulacdo (FERREIRA et
al. 2010).
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Modelo da coagulagdo baseado em superficies celulares

lla (Trombina)
IXa X /

v A B A

Villa Vil + FvW Va Xla X

; |nICIa§280 Célula expressando
(nas células que o fator tecidual
expressam o FT)

Amplificagéo
(na superficie das
plaquetas ativadas)

Propagacgéo (Complexo
(na superficie das protrombinase)
plaquetas ativadas) 12 (Trombina)
Xa+Villa | —
(Complexo
tenase) X

Fibrinogénio —— Fibrina

Figura 3 — Modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares, em que ocorrem as seguntes
fases: iniciacdo (nas células que expressam o Fator Tissular), amplificac@o (na superficie das plaquetas
ativadas), propagacdo (na superficie das plaquetas ativadas), que culminam na fase de finalizacéo,
em que é formado o coagulo de fibrina. Fonte: FERREIRA et al. 2010.

E preciso ressaltar que a producéo de trombina € oriunda das fases de amplificacéo
e propagacao. Portanto, durante a fase de amplificacdo, as plaguetas migram para o
endotélio lesado e se ativam por meio da trombina e ocorre formacao de complexos
gue sao responsaveis por uma maior e rapida producdo de trombina. Ja na fase de
propagacédo, o complexo protrombinase, leva a producdo de grande quantidade de
trombina a partir do instante em que esta enzima €& responsavel por converter a
protrombina em trombina, gerando entdo um “boom” de trombina, que por sua vez
culmina na producédo de um coagulo de fibrina, através da converséo do fibrinogénio.
Desse modo, as plaguetas tém a funcao de regular o processo de geracao de trombina
(ROBERTS et al. 2006; BONAR et al. 2017; REDDEL et al. 2019).
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2.6 Teste de geracgéo de trombina

Descrito na década de 50 como um ensaio manual e trabalhoso, muitos esfor¢os tém
sido feitos ao longo dos anos para padronizar o teste de geracdo de trombina (TGT),
bem como para torna-lo mais accessivel aos pesquisadores e laboratorios clinicos.
Conforme revisto por Depasse et al., 2021, o TGT permite uma avaliacdo global da
hemostasia, ao contrario dos testes convencionais, como tempo de protrombina,
tempo de tromboplastina parcial, dosagem de fatores da coagulacdo ou da
anticoagulacdo, os quais avaliam apenas parte deste processo. Deve-se ressaltar
ainda que o TGT apresenta muitas aplicagdes clinicas e néo clinicas, sendo uma
ferramenta bastante versatil, cuja técnica pode ser modificada mediante acréscimo de

diferentes substancias de acordo com o propésito do estudo.

O TGT (método de CAT- Calibrated Automated thrombogram) (HEMKER et al., 2003),
se baseia na adicdo de fator tissular ao plasma para dar inicio a ativacdo da
coagulacdo que leva a formacdo de trombina. Essa cliva proteoliticamente um
substrato sintético, o qual libera um cromégeno ou fluoréforo, cuja intensidade é
medida continuamente, sendo proporcional a quantidade de trombina gerada, a qual
€ expressa em um trombograma (HEMKER e KREMERS , 2013; TRIPODI, 2016;
DUARTE et al. 2017; DEPASSE et al., 2021). A cinética de reacdo compreende trés
estagios: iniciacdo, amplificacdo e fase de resolucdo. O trombograma apresenta
varios parametros que servem para melhor interpretar a condicdo hemostética de uma
dada amostra de plasma, usualmente pobre em plaguetas, de um individuo. Usando
um calibrador de concentracdo conhecida, é possivel quantificar a geracdo de
trombina em nanomolares. Os parametros e sua respectiva interpretacdo seguem
abaixo (LECUT et al., 2015; DEPASSE et al., 2021):

* Tempo de laténcia (lagtime): descreve o tempo desde o inicio da reacao até que a
primeira trombina seja gerada; corresponde ao momento em que o coagulo de fibrina

é formado (= tempo de coagulag¢do convencionais). E expresso em minutos.

» Tempo até o pico (time to peak): corresponde ao tempo até que a quantidade maxima

de trombina seja formada. E expresso em minutos.

* Inicio da cauda (start tail): corresponde ao tempo em que a geracdo de trombina

chegou ao fim. E expresso em minutos.
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« Altura do pico (peak height): corresponde a geracdo maxima de trombina. Quando
calibrado, é expresso em nanomolares.

« Indice de velocidade (velocity index): corresponde & inclinacdo de geracido de
trombina entre o lagtime e o time to peak.

* Potencial de trombina enddgena (ETP — endogen thrombin potential): corresponde
a area sob a curva (trombograma) e representa a trombina formada resultante do

equilibrio entre forcas procoagulantes e anticoagulantes.

Lag time Time to peak
Peak height
— - — Veilocity index
S s
=
E Area under the curve (ETP)
E
e
= Start tail
(|
e ]
Time (min) i

Figura 4- Parametros do Trombograma expressando a geracdo de trombina em nM em funcéo do
tempo em minutos. Lagtime = periodo de laténcia; Time to peak = tempo para alcangar o pico; Velocity
index = indice de velocidade; Area under the Curve = &rea sob a curva; ETP (endogen thrombin

potential) = potencial de trombina end6geno; Start tail= inicio da cauda. Fonte: Depasse et al., 2021.

O TGT permite avaliar a formacéo de trombina a partir da utilizacéo de fator tissular e
de fosfolipides, como ativadores da coagulacao, utilizando plasma rico (PRP) ou pobre
(PPP) em plaguetas para a avaliacdo tanto da hipocoagulabilidade, quanto
hipercoagulabilidade, ou seja, pode ser empregado na avaliagéo do risco de trombose
ou hemorragia (DUARTE et al. 2017, DUARTE et al., 2019; DEPASSE et al., 2021,
BINDER et al., 2021).
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Uma das vantagens do TGT é que o mesmo pode ser utilizado em situacdes de hipo
e hipercoagulabilidade. Assim, dentre as possiveis aplicac6es do TGT, pode-se citar
a utilizacdo do mesmo para monitorar pacientes com hemofilia A em uso de FVIII
recombinante. A determinacdo da dose de FVIII recombinante que deve ser
administrada é baseada nas caracteristicas clinicas do paciente (tipo de sangramento)
el/ou risco de hemorragia ap0s cirurgia ou outro procedimento invasivo. Os niveis de
FVIII devem ser medidos antes e apods a infusdo desse fator, através de testes
coagulométricos (TTPa modificado) ou cromogénico. Entretanto, esses testes séo
pouco sensiveis para a deteccao de baixas concentracdes de fator (0-2 Ul/dL). O TGT
€ considerado um teste sensivel para a deteccdo do estado de hipocoagulabilidade
relacionado a diferentes concentracfes de FVIII. Pacientes com hemofilia A grave
(FVIII <1 Ul/dL) podem apresentar diferentes fenotipos, uns sangram mais que outros
e essa diferenca ndo € detectada pelos testes coagulométricos tradicionais. Utilizando
o TGT, pode ser possivel a distincao entre esses diferentes riscos de sangramento
(TRIPODI, 2016).

Pacientes com tromboembolismo venoso (TEV) e que sofrem de episddios agudos,
devem receber tratamento imediato, utilizando heparina ndo fracionada, que possui
acao muito rapida para inibir a formacéo de trombos. Os pacientes também podem
utilizar antagonista de vitamina K ou anticoagulante oral de acdo direta para a
prevencdo do TEV recorrente. Levando em consideracgéo tais fatores, o TGT é uma
ferramenta promissora visando a investigacdo de pacientes com risco de TEV e a

tomada de decisbes sobre a terapia com anticoagulantes (TRIPODI, 2016).

Outra vantagem, é que o TGT pode ser utilizado para a avaliacdo de estados de
hipercoagulabilidade. No estudo realizado por Macchia et al. 2012, o TGT foi utilizado
para comparar o efeito do acido acetilsalicilico (AAS) e da atorvastatina na prevengao
primaria de eventos tromboembolicos em pacientes com diabetes mellitus. Foi
observada uma inibicdo da GT nos pacientes em uso de atorvastatina, comparados
ao grupo controle. Nao foram observadas diferengas nos niveis de pico de trombina
entre os pacientes em uso de AAS e o0 grupo controle. A partir desses resultados, foi
possivel demonstrar o efeito antitrombotico da estatina. Em contrapartida, foi
observado que o AAS néao foi capaz de diminuir o pico e a quantidade total de GT.
Logo, o AAS pode ser uma estratégia ineficiente no que diz respeito a sua eficacia
para reduzir eventos de trombos em pacientes diabéticos (MACCHIA et al. 2012).
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Conforme revisado por Binder et al., 2021, personalizacdo do tratamento pode ser
possivel valendo-se do TGT, uma vez que o resultado final deste teste expressa o
equilibrio entre forcas procoagulantes e anticoagulantes. Dessa forma, o TGT pode
ser uma util ferramenta para identificar pacientes hemofilicos com tendéncia a
sangramentos graves que requerem profilaxia prévia com FVIIl e, ainda, para otimizar
e monitorar eficacia do tratamento. A predicdo de risco de sangramento em cirurgia
cardiaca também pode ser estimada pelo TGT (BOSH et al., 2013 e 2014). Ainda de
acordo com Binder et al., 2021, TGT é também um poderoso método para diagnéstico
de disturbios trombdéticos e coagulopatia relacionada a infeccédo. Assim, o TGT pode
ser util também para predicdo de risco de TVP, bem como de sua recorréncia. Com
relacdo a aterotrombose e doencas arteriais coronarianas, o TGT reflete um estado
de hipercoagulabilidade, podendo ser util na escolha de agentes antitrombéticos e
anticoagulantes mais potentes para prevenir geracdo de trombina em tais pacientes.
Em suma, o TGT permite uma avaliagdo do status hemostatico de dado individuo em
funcdo de um numero de doencas e /ou condi¢des que afetam o sistema hemostatico,
0 que tem possibilitado a ampliacdo do entendimento da fisiopatologia das mesmas e

0 Seu manejo.
3 JUSTIFICATIVA

Conforme jA mencionado anteriormente, 0s pacientes que apresentam alguma doenca
autoimune, como é o caso do LES, AR, sindrome de Sjogren, sindrome de Behcet e
vasculites, além de outras, apresentam uma inflamacgéo cronica como parte de seu
processo fisiopatolégico, constituindo por si s6 um estado de hipercoagulabilidade
(KLEIN &MOLAD, 2021). Tais pacientes, particularmente aqueles com LES e AR, s&o
propensos a desenvolver aterosclerose e doengas cardiovasculares cerca de 5 vezes
mais do que a populagéo em geral. O dano endotelial macro vascular pode justificar
parcialmente este aumento na frequéncia de tais ocorréncias. Sabe-se que a maioria
dos pacientes com LES, durante o decorrer da doenca, desenvolve alguma alteracao
hematolégica, além de muitas outras como precipitacdo de complexos imunes,
causando distarbios endoteliais direta e indiretamente, o que pode resultar em
anormalidades da coagulacdo e da fibrindlise. Por outro lado, pacientes com AR
apresentam elevado risco de desenvolvimento de aterosclerose, uma vez que a
disfuncdo endotelial pode fazer parte de sua patogénese, ocorrendo reducdo da
resposta vasodilatadora e tendéncia pro-trombotica (INOH et al. 1996; ATEHORTUA
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et al. 2017). Adicionalmente, a inflamacé&o acomete também os vasos de pequeno e

grande calibre, podendo causar vasculite reumatoide (ATEHORTUA et al. 2017).

Neste contexto, o presente estudo visa avaliar os perfis hematologico e hemostatico
de mulheres com LES ou AR, em comparacdo com um grupo de mulheres higidas
como controles, tendo sido o perfil hemostatico determinado pelo teste de geracao de
trombina (TGT). Torna-se oportuno ressaltar aqui que, em relacdo aos marcadores
laboratoriais que investigam possiveis alteracfes hemostaticas, o TGT como um teste
gue avalia globalmente a hemostasia, € bastante promissor. Apesar de apresentar
limitagbes no que diz respeito ao seu uso em laboratorio clinico, pode-se antever a
superioridade do TGT sobre os testes convencionais, uma vez que 0 mesmo € capaz
de avaliar situagcfes tanto de hipo quanto hipercoagulabilidade. Constitui um dos
poucos testes laboratoriais capaz de detectar alteracdo no plasma referente a
hipercoagulabilidade.(LECUT et al., 2015; TRIPODI et al. 2016; DUARTE et al. 2017,
ITO et al. 2019; JOHNSON et al. 2019; DEPASSE et al., 2021; BINDER et al., 2021).

O presente estudo foi motivado pelos constantes achados na literatura de eventos
trombaoticos em pacientes com doencas autoimunes, conforme revisado por Klein &
Molad (2021), cujos resultados podem agregar algum valor ao conhecimento da
fisiopatologia de tais doencas e, consequentemente, possiveis melhorias no
diagnéstico e tratamento. Ressalta-se que, atualmente, o diagnéstico do LES é
realizado por meio de complexos critérios desenvolvidos pelo American College of
Rheumatology , que relne uma série de alteracdes associadas a doenca, porém tais
critérios reunidos ainda apresentam limitagbes quanto a sensibilidade e
especificidade. Dessa forma, pode ocorrer erros no diagnostico mesmo realizado por
profissionais experientes e, consequentemente, comprometer o tratamento adequado.
Diante das dificuldades no diagnostico de doencas autoimunes que podem afetar a
tomada de decisdes certeiras, ha necessidade de mais entendimento sobre a sua
fisiopatologia e busca por mais biomarcadores que possam contribuir para a melhoria

deste diagndstico, como também do tratamento e seu manejo.

Diante do exposto acima, este estudo teve como hipotese a existéncia de importantes
alteragbes hemostaticas tanto no LES como na AR, objetivando tragar um perfil
acerca de tais alteracdes em cada doenga em nosso meio, em um numero limitado de
amostras de pacientes. I1sso posto, o0 presente estudo abordou as seguintes questdes,

dentre outras:



a)

b)

d)
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Os parametros do hemograma e seus indices derivados podem distinguir entre

casos de LES em atividade ou ndo?

Com base na amostra de pacientes utilizada, as doencas autoimunes avaliadas
(LES e AR) foram capazes de perturbar o equilibrio hemostético deixando os

pacientes mais hipercoagulaveis?

A geracdo de trombina que é fundamental para a formacédo de fibrina
correlacionou com a gravidade do processo inflamatério? Com base no
desempenho do TGT, esse apresentou potencial para ser utilizado na clinica
para a avaliacdo do status hemostatico/gravidade dos pacientes com LES e
AR?

Houve correlacdo entre marcadores hemostaticos relacionados a ativacdo da
coagulacao e marcadores inflamatérios (PCR e indices hematoldgicos) e indice
de atividade do LES como o SLEDAI?

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os perfis hematologico e hemostatico de mulheres com LES ou AR, em

comparacao com um grupo de mulheres higidas como controles, em nosso meio.

4.2 Objetivos especificos

Determinar os parametros hematolégicos em mulheres com LES ou AR, por
meio do hemograma convencional, e calcular os indices inflamatorios com base
nos dados extraidos do hemograma;

Determinar o potencial de geragcéao de trombina em mulheres com LES ou AR,
juntamente com o grupo controle, por meio do TGT, utilizando o método de
CAT (Calibrated Authomated Thrombogram);

Correlacionar os valores dos indices inflamatdrios com aqueles obtidos das

andlises de TGT em mulheres com LES ou AR;
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e Correlacionar os valores dos indices inflamatérios e aqueles obtidos das
analises de TGT em mulheres com LES com a atividade da doenca medida

pelos valores de SLEDAI.

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Casuistica e aspectos éticos

As pacientes deste estudo foram recrutadas no Servico de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), enquanto as
mulheres voluntarias que compuseram o grupo controle, de mesma faixa etéria, foram
selecionadas na Faculdade de Farmacia da UFMG.

A selecéo de participantes ocorreu de agosto de 2016 a abril de 2017.

As amostras de plasma que foram utilizadas no presente projeto integraram uma
dissertacdo de mestrado defendida por Luan Carlos Vieira Alves, orientado pelo Prof.
Dr. Vicente de Paulo Coelho Peixoto Toledo, os quais gentilmente nos cederam tais
amostras para alguns estudos hematolégicos e hemostaticos. Dessa forma, o

tamanho da amostra utilizada no presente estudo foi determinada por conveniéncia.

As participantes do presente estudo foram distribuidas em trés grupos distintos, a

saber:
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a) Mulheres com LES (n=21), diagnosticadas pela equipe de reumatologistas do
HC/UFMG, de acordo com os critérios do American College of Rheumatology (ACR),
em acompanhamento clinico sob tratamento ou ndo, e sem outra condi¢do autoimune,
tendo o score SLEDAI-2k modificado calculado pelo médico no momento da consulta.
De acordo com os valores de SLEDAI 2K, escore utilizado no HC/UFMG, as pacientes
foram distribuidas em dois subgrupos: LES com baixa atividade (SLEDAI 2K <4, n=13)
e LES com atividade moderada/alta (SLEDAI 2K >4, n = 12).

b) Mulheres com AR (n=10), diagnosticadas pela equipe de reumatologistas do
HC/UFMG, de acordo com os critérios do American College of Rheumatology (ACR),
e da Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR), em acompanhamento clinico sob

tratamento ou nao;

c) mulheres autoreferidas como saudaveis e sem qualquer manifestacéo clinica ou

uso de medicamento, as quais constituiram o grupo controle (n=6).

Os dados clinicos e laboratoriais de cada paciente foram obtidos através de consulta
aos respectivos prontuarios médicos devidamente arquivados no ambulatorio do HC-
UFMG.

5.2 Critérios de inclusao e exclusédo para LES

Foram incluidas mulheres com idade superior a 18 anos com diagnostico de LES
conforme critérios da ACR em tratamento ou nédo, as quais concordaram em participar
do estudo tendo assinado o TCLE. Como critérios de excluséo, foram eliminadas as
mulheres com soropositividade para HIV, as gestantes e aquelas com outras
condi¢cBes patoldgicas, seja infecciosa ou inflamatéria no momento da coleta ou nos

30 dias precedentes e ainda aquelas que se recusaram a assinar o TCLE.

5.3 Critérios de incluséo e exclusao para AR

Foram incluidas mulheres com idade superior a 18 anos com diagndstico de AR
conforme os critérios citados acima, em tratamento ou ndo, as quais concordaram em
participar do estudo tendo assinado o TCLE. Como critérios de exclusdo, foram
eliminadas as mulheres com soropositividade para HIV, as gestantes e aquelas com
outras condi¢des patologicas, seja infecciosa ou inflamatéria no momento da coleta

ou nos 30 dias precedentes e ainda aquelas que se recusaram a assinar o TCLE;
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5.4 Critérios de inclusao e excluséo para Controles

Foram incluidas mulheres saudaveis, ndo gestantes, com idade superior a 18 anos e
similar as mulheres com LES e AR, ndo portadoras de doencas infecciosas,
inflamatdrias ou autoimunes em evidéncia no momento da coleta ou com sintomas
nos 30 dias precedentes, como também ndo usuaria de qualquer medicamento ou
droga (autorrelato), as quais concordaram em assinar o TCLE (ANEXO E) . Como
critérios de excluséo, foram eliminadas as mulheres com soropositividade para HIV,
as gestantes e aquelas em uso de qualquer medicamento e/ou com condi¢des
patoldgicas, seja infecciosa ou inflamatdria, ou outras, no momento da coleta ou nos

30 dias precedentes e ainda aquelas que se recusaram a assinar o TCLE.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) sob numero de protocolo CAAE -
01928412.8.0000.5149 (ANEXO C) e pela geréncia de ensino e pesquisa do Hospital
das Clinicas da UFMG (HC-UFMG), sob o0 numero 061/16 (ANEXO D).

As participantes selecionadas para o estudo foram esclarecidos sobre os objetivos da
pesquisa, e as que estavam de acordo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO E), autorizando a coleta de sangue e o uso de informacoes

constantes do prontuario médico.

5.5 Amostras biolégicas

Foram coletados 15 mL de sangue venoso de cada paciente e controles pelo sistema
Vacutainer® (Becton-Dickinson Bioscience), na seguinte sequéncia: 5 mL sem aditivo
para a obtencéo de soro; 5 mL em EDTA para obtencéo de sangue total e 5 mL em
citrato de sodio para obtencdo de plasma para uso nas analises de geracao de
trombina. As amostras sem aditivo e com citrato de sodio foram processadas em
centrifuga nao refrigerada para separacéo do soro e plasma, respectivamente e, em
seguida, transferidas para micro tubos estéreis e identificados, os quais foram
armazenados a uma temperatura de — 80°C até o momento do uso. As amostras em
EDTA foram utilizadas logo apdés a coleta do sangue para a determinacdo dos

parametros hematoldgicos (Hemograma automatizado).
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5.6 Métodos

A parte experimental deste estudo foi realizada no Laboratorio de Hematologia Clinica
da Faculdade de Farmacia/lUFMG

5.6.1 Hemograma e indices derivados

O hemograma de cada participante foi realizado em analisador de células
automatizado, cujos parametros sdo a contagem de hemacias, dosagem de
hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos (MCV, MCH, MCHC, RDW),
contagem global de leucdcitos, diferencial de leucdcitos (relativa e absoluta) e
contagem de plaquetas. A partir dos parametros celulares acima foram calculados os

indices inflamatoérios abaixo:

NLR = Neutrofilos/ Linfocitos

PLR = Plaquetas/Linfocitos

LMR = Linfécitos/Monadcitos

dNLR (derived NLR) = Neutrdfilos / Global leucdcitos — Neutroéfilos

SIRI (systemic inflammation response index ou indice de resposta a inflamacéo

sistémica) = Neutrofilos x Mondcitos / Linfécitos

AISI (aggregate index of systemic inflammation ou indice agregado de inflamacéo
sistémica) = Neutrofilos x Mondcitos x Plaquetas / Linfécitos

Sl (systemic immune-inflammation index ou indice de inflamacdo imunoldgica

sistémica) = Plaquetas x Neutrdfilos / Linfécitos
5.6.2 Teste de Geracdo de Trombina: principio e procedimento

O Teste de Geracado de Trombina (TGT) pelo método de CAT (Calibrated Automated
Thrombogram) foi realizado de acordo com Hemker et al. 2003, utilizando amostra de
plasma pobre em plaquetas (PPP). Para a analise, foram utilizadas amostras de
plasma citratado na presenca de fator tissular (FT) tanto em baixa quanto em alta
concentragdo, a fim de ajustar a técnica para melhor avaliagdo das vias intrinseca,

extrinseca e comum da coagulacao, respectivamente.

O TGT tem como base a adicédo de fator FT (em baixa ou em alta concentragao) +
fosfolipides a fim de desencadear o mecanismo hemostatico em plasma pobre (PPP)
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ou rico (PRP) em plaquetas. Em seguida, € adicionado o substrato fluorogénico (Z-
Gly-Gly-Arg-AMC) de baixa afinidade pela trombina, o qual contém calcio, elemento

essencial as reacdes da coagulacéo.

Resumidamente, o TGT foi realizado em uma placa de 96 wells, onde foram
adicionados 80 pL de PPP de cada amostra a ser testada, juntamente com 5 pL do
tampdo HNBSA (Hepes + albumina bovina). Para cada amostra, foi adicionado um
well para o calibrador, constituido de PPP, HNBSA e o reagente Thrombin Calibrator
(Diagnostica Stago, France),que consiste em uma trombina ligada a a2-
macroglobulina, de concentracdo conhecida. Apds a placa ser preenchida com as
amostras de plasma a serem testadas e seus respectivos calibradores, esta foi
colocada em um fluorimetro (Fluoroskan Ascent, Thermo Laboratories) para a
incubacado a 37°C por um periodo de 10 minutos. Decorrido o tempo de incubacéo,
foram adicionados aos wells ja com as amostras de PPP a serem testadas, 20 pL de
fator tissular em alta (PPP Reagent High) ou em baixa (PPP-Reagent Low)
concentracdo, ambos da Diagnostica Stago, France. Em seguida, um volume de 20
ML do substrato fluorescente (Fluca-Kit — Diagnostica Stago, France) foi dispensado
em todos os wells, para imediatamente ser realizada a leitura da placa durante 60
minutos utilizando um fluorimetro (Fluoroscan Ascent®). O software Thrombinoscope
foi utilizado para a construcédo da curva de GT, dada em tempo (minutos) versus
concentracdo de trombina (nM) e para o célculo dos parametros de GT. Tais
parametros incluem lagtime (ou o tempo de laténcia, que corresponde a fase de
iniciacdo da coagulacéo); time to peak (ttPeak) e peak (refletem a cinética de geracao
de trombina e quantidade de trombina formada); e Endogen Thrombin Potential -ETP
(quantidade total de trombina formada, refletindo o equilibrio entre as forcas pro
coagulantes e anticoagulantes). Quando altas concentracdes de FT sao utilizadas
como gatilho, as rea¢des sao muito rapidas e, portanto, ndo sao sensiveis o suficiente
para capturar as mudancas na via intrinseca, uma vez que essa via requer mais tempo
para ser ativada. Assim, quando uma alta concentracdo de FT é utilizada, apenas
fatores da via extrinseca da coagulacao influenciam os resultados do TGT. Em suma,
o TGT avalia o equilibrio entre as forcas pré-coagulantes e anticoagulantes.
Parametros ETP e Peak aumentados e Lagtime e ttPeak diminuidos indicam ativacédo

exacerbada da coagulagéo (tendéncia protrombdética), enquanto os parametros ETP
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e Peak diminuidos e Lagtime e ttPeak aumentados sdo compativeis com capacidade

de coagulacao reduzida (tendéncia hemorragica) (LECUT et al. 2015).
6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for the Social
Sciences® (versao 19.0), e a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo, se normais, ou
em mediana e intervalo interquartil (Q1-Q3), se n&o normais. Para comparagao entre
dois grupos, os dados normais foram analisados pelos testes “t” de Student, enquanto
0s ndo normais por Mann Whitney. Para comparacao entre trés grupos, os dados
normais foram analisados por ANOVA e Hochberg’s GT2 pés teste, enquanto os nédo
normais por Kruskal-Wallis com Dunn-Bonferroni pés teste. Para comparar as
variaveis discretas foi utilizado o teste de X?. As correlagGes entre as variaveis foram
calculadas por meio do teste de correlacdo de Spearman. Valores de p <0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

7 RESULTADOS

Esta secdo sera apresentada abaixo na forma de um artigo elaborado com os dados

experimentais do presente estudo.
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RESUMO

Introducdo:O lapus eritematoso sistémico (LES) se caracteriza por ser uma doenca
auto imune, de caréater inflamatorio e de causa ainda desconhecida, decorrente da
producdo de anticorpos direcionados contra antigenos nucleares e citoplasmaticos,
afetando diferentes 6rgdos com numerosas manifestacdes clinicas. Outra doenca
autoimune de relevancia € a artrite reumatoide (AR) que se caracteriza por ser uma
doenca crbnica, inflamatoria e que afeta as articulacdes, causando uma dor articular
cronica e intensa. Ambas as doencas podem apresentar alteracdes hematologicas e
hemostaticas e ocorrem predominantemente no sexo feminino. Uma analise da
literatura sobre tais alteragcbes como componente do quadro fisiopatologico das
doencas autoimunes LES e AR revela inconsisténcia e, portanto, estudos adicionais
sdo necessarios. Objetivo: Nesse contexto, o objetivo geral do presente estudo foi
avaliar o impacto do LES e da AR sobre os perfis hematologico e hemostético e
comparar os resultados entre si e com aqueles obtidos de um grupo de mulheres
higidas (controles). Metodologia: Apés consentimento livre e esclarecido, um total de
40 mulheres participaram do estudo, compreendendo 21 com LES e 10 com AR, além
de 6 mulheres higidas. As alteracdes hematoldgicas foram investigadas por meio do
hemograma, cujos paréametros foram utlizados para calcular vérios indices
relacionados a inflamacédo como a razdo de neutrdéfilos/linfocitos (NLR), plaquetas/
linfocitos (PLR), indice de resposta a inflamacéo sistémica (SIRI), indice agregado de
inflamacdo sistémica (AISI), e indice de inflamacdo imunoldgica sistémica (SlI).
Quanto as alteracdes hemostéticas, essas foram investigadas por meio do Teste de
Geracao de Trombina (método de CAT). Resultados: Os parametros do hemograma
e indices derivados ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos
estudados, porém o indice de inflamacdo dRN/L sugere um processo inflamatoério
maior nas pacientes com LES comparadas aquelas com AR. Uma analise conjunta
dos parametros do TGT indicou maior ativacdo do mecanismo hemostatico em
pacientes com LES, em comparagédo a AR, com base nos valores de ETP (Endogen
Thrombin Potential), para ambas as concentragdes de Fator Tissular (p=0,005 para

Low Tissue Factor e p=0,001 para High Tissue Factor).
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Conclusao:Tais resultados podem apresentar perspectiva clinica dado que uma
tendéncia a hipercoagulabilidade em mulheres com LES em atividade foi observada

por meio do TGT no presente estudo.

Palavras-chave: Lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide, doencas

autoimunes, hemograma, teste de geracao de trombina, hipercoagulabilidade.

ABSTRACT

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is characterized by being an
autoimmune disease, of inflammatory nature and of unknown cause, resulting from the
production of antibodies directed against nuclear and cytoplasmic antigens, affecting
different organs with numerous clinical manifestations. Another relevant autoimmune
disease is rheumatoid arthritis (RA), which is characterized as a chronic, inflammatory
disease that affects the joints, causing chronic and intense joint pain. Both diseases
can present hematological and hemostatic alterations and occur predominantly in
females. An analysis of the literature on such alterations as a component of the
pathophysiological picture of autoimmune diseases SLE and RA reveals inconsistency
and, therefore, additional studies are needed. Objective: In this context, the general
objective of the present study was to evaluate the impact of SLE and RA on the
hematological and hemostatic profiles and compare the results among themselves and
with those obtained from a group of healthy women (controls). Methodology: After
free and informed consent, a total of 40 women patrticipated in the study, including 21
with SLE and 10 with RA, in addition to 6 healthy women. Hematological alterations
were investigated using whole blood counts, whose parameters were used to calculate
various indices related to inflammation, such as the neutrophil/lymphocyte ratio (NLR),
platelet/lymphocyte ratio (PLR), systemic inflammation response index (SIRI),
aggregate systemic inflammation index (AISI), and systemic immune inflammation
index (SlI). As for hemostatic alterations, these were investigated using the Thrombin
Generation Test (CAT method). Results: The hemogram parameters and derived
indices did not show significant difference between the studied groups, however the
dRN/L inflammation index suggests a greater inflammatory process in patients with
SLE compared to those with RA. A joint analysis of TGT parameters indicated more

hemostatic changes in SLE compared to RA based on ETP (Endogen Thrombin
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Potential) values, for both Tissue Factor concentrations (p=0.005 for Low Tissue
Factor and p=0.001 for High Tissue Factor).Conclusion: These results may have a
clinical perspective given that a tendency towards hypercoagulability in women with

active SLE was observed using the TGT in the present study.

Keywords: Systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, autoimmune
diseases, whole blood count, thrombin generation test, hypercoagulability.

INTRODUCAO

O ltpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune inflamatoria crénica
gue pode afetar qualquer parte do corpo, incluindo pele, figado, rins e sangue. A
trombose é uma manifestagéo frequente no LES, contribuindo significativamente para
a morbimortalidade do paciente (DHILLON &ADAMS, 2013 (DHILLON &ADAMS,
2013). Outra doenca autoimune de relevancia € a artrite reumatoide (AR) que se
caracteriza por ser uma doenca crbnica, inflamatéria e que afeta as articulacdes,
causando uma dor articular cronica e intensa. Ambas as doencas podem apresentar
alteracdes hematoldgicas e hemostaticas (EMMI et al, 2015; KLEIN &MOLAD, 2021)
e ocorrem predominantemente no sexo feminino. Na clinica prética, a inflamacéo
sistémica pode ser indicada diretamente por alteracdo nas contagens de células de
imunidade e inflamagcdo do sangue periférico (células de rotina como neutrofilos,
linfécitos e mondcitos, além das plaquetas) e proteinas de fase aguda, como a
proteina C reativa. Novos indices de inflamacdo baseados na integracdo desses
parametros inflamatorios convencionais, como a razao de neutrofilos/linfécitos (NLR),
plaquetas/ linfocitos (PLR), indice de resposta a inflamacéo sistémica (SIRI), indice
agregado de inflamacdo sistémica (AISI), e indice de inflamacdo imunoldgica
sistémica (SlI), mostraram valores progndsticos potenciais em varios estudos. Esses
indices combinam os tipos de células acima e refletem a interagdo complexa entre
células imunes e inflamatdrias. Como no LES e a AR ha envolvimento do sistema
imune e inflamagéo, pode ser interessante investigar a capacidade de tais indices em
revelar aspectos clinicos de relevancia, como por exemplo, a atividade ou gravidade

da doenca, além de alteragbes hemostaticas. E amplamente sabido que a inflamagcéo
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afeta varios mecanismos hemostaticos (ESMON, 2008), incluindo células do sangue,
favorecendo o estado de hipercoagulabilidade ((IBA & LEVY, 2018). Isso posto, o teste
de geracao de trombina (TGT), um ensaio global que explora o sistema da hemostasia
de forma continua, pode ser uma ferramenta potencialmente Gtil e mais representativa
do status hemostatico do paciente do que os testes convencionais que avaliam a
coagulacado. Os resultados de TGT refletem o equilibrio entre os procoagulantes e
anticoagulantes naturais e, dessa forma, sdo capazes de revelar alteracdes

hemostaticas predisponentes a eventos hemorragicos ou trombaoticos.

Uma andlise da literatura sobre alteracdes hemostaticas como componente do quadro
fisiopatolégico das doencas autoimunes LES e AR ainda revela inconsisténcia e,
portanto, estudos adicionais sdo necessarios. Diante disso, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os perfis hematologico e hemostatico de mulheres com LES ou
AR entre si e em comparacao com um grupo de mulheres higidas como controles, em

NOsSsoO meio.
MATERIAL E METODOS
Casuistica e aspectos éticos

As pacientes deste estudo foram recrutadas no Servico de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), enquanto as
mulheres voluntarias que compuseram o grupo controle, de mesma faixa etaria, foram
selecionadas na Faculdade de Farmacia da UFMG, Brasil.

As participantes do presente estudo foram distribuidas em trés grupos distintos, a

saber:
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a) Mulheres com LES (n=21), diagnosticadas de acordo com os critérios do
American College of Rheumatology (ACR), em acompanhamento clinico
sob tratamento ou ndo, e sem outra condicdo autoimune, tendo o score
SLEDAI-2k modificado calculado no momento da consulta para avaliagao
da atividade da doenca . De acordo com os valores de SLEDAI 2K, score
utilizado no HC/UFMG, as pacientes foram distribuidas em dois subgrupos:
LES com baixa atividade (SLEDAI 2K <4) e LES com atividade
moderada/alta (SLEDAI 2K >4); b) Mulheres com AR (n=10),
diagnosticadas de acordo com os critérios do American College of
Rheumatology (ACR) e da Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR),
em acompanhamento clinico sob tratamento ou ndo; e c) mulheres
autoreferidas como saudaveis e sem qualquer manifestacéo clinica ou uso

de medicamento, as quais constituiram o grupo controle (n=6).

Os dados clinicos e laboratoriais de cada paciente foram obtidos através de consulta
aos respectivos prontuarios médicos. As mulheres com LES e AR apresentavam
idade superior a 18 anos e concordaram em participar do estudo tendo assinado o
TCLE (ANEXO E). Como critérios de excluséo, foram eliminadas as mulheres com
soropositividade para HIV, as gestantes e aquelas com outras condi¢des patoldgicas,
seja infecciosa ou inflamatdria no momento da coleta ou nos 30 dias precedentes e
ainda aquelas que se recusaram a assinar o TCLE. Como controles, foram incluidas
mulheres saudaveis, ndo gestantes, com idade superior a 18 anos e similar as
mulheres com LES e AR, ndo portadoras de doencas infecciosas, inflamatdrias,
autoimunes ou outras em evidéncia no momento da coleta ou com sintomas nos 30
dias precedentes, como também nao usuarias de qualguer medicamento ou droga
(autorrelato), as quais concordaram em assinar o TCLE. O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(COEP-UFMG) sob numero de protocolo CAAE - 01928412.8.0000.5149 (ANEXO C)
e pela geréncia de ensino e pesquisa do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG),
sob o numero 061/16 (ANEXO D), Brasil.

Amostras bioldgicas

Foram coletados 15 mL de sangue venoso de cada paciente e controles pelo sistema

Vacutainer® (Becton-Dickinson Bioscience), na seguinte sequéncia: 5 mL sem aditivo
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para a obtencéo de soro; 5 mL em EDTA para obtencdo de sangue total e 5 mL em
citrato de sodio para obtencdo de plasma para uso nas analises de geracdo de
trombina. As amostras sem aditivo e com citrato de sodio foram processadas em
centrifuga nao refrigerada para separacao do soro e plasma, respectivamente, e em
seguida, transferidas para micro tubos estéreis e identificados, os quais foram
armazenados a uma temperatura de — 80°C até o momento do uso. As amostras em
EDTA foram utilizadas logo apdés a coleta do sangue para a determinacdo dos

parametros hematologicos (Hemograma automatizado).
Métodos
Hemograma e indices derivados

O hemograma de cada participante foi realizado em analisador de células
automatizado. A partir dos parametros celulares foram calculados os indices
inflamatérios abaixo: NLR = Neutréfilos/ Linfécitos; PLR = Plaquetas/Linfdcitos; LMR
= Linfocitos/Mondcitos; dNLR (derived NLR) = Neutrofilos / Global leucocitos —
Neutrdéfilos; SIRI (systemic inflammation response index ou indice de resposta a
inflamacdao sistémica) = Neutrofilos x Mondcitos / Linfécitos; AlSI (aggregate index of
systemic inflammation ou indice agregado de inflamacéo sistémica) = Neutrofilos x
Mondcitos x Plaquetas / Linfécitos e Sl (systemic immune-inflammation index ou

indice de inflamacé&o imunoldgica sistémica) = Plaquetas x Neutrofilos / Linfocitos.
Teste de Geracédo de Trombina: principio e procedimento

O Teste de Geracédo de Trombina (TGT) foi realizado pelo método de CAT (Calibrated
Automated Thrombogram), segundo Hemker et al. 2003, utilizando amostra de plasma
pobre em plaquetas (PP, em placa de 96 wells. Para a analise, foram utilizadas
amostras de plasma citratado na presenca de fator tissular (FT) tanto em baixa quanto
em alta concentracdo (PPP reagent low and PPP reagente high, Diagnostica Stago,
France), a fim de ajustar a técnica para melhor avaliacdo das vias intrinseca,
extrinseca e comum da coagulacdo, respectivamente. O TGT tem como base a
adicdo de fator FT (em baixa ou em alta concentracdo) + fosfolipides a fim de
desencadear o mecanismo hemostatico em plasma pobre (PPP) ou rico (PRP) em
plaquetas. Em seguida, € adicionado o substrato fluorogénico (Z-Gly-Gly-Arg-AMC)
de baixa afinidade pela trombina (Fluca, Diagnostica Stago, France), o qual contém
célcio, elemento essencial as reacdes da coagulacdo. Para cada amostra foi feito
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também um well contendo um calibrador de concentracdo conhecida (Calibrator,
Diagnostica Stago, France).Em seguida, procede-se a leitura da placa durante 60
minutos utilizando um fluorimetro (Fluoroscan Ascent®), enquanto o software
Thrombinoscope, acoplado ao equipamento, € utilizado para a construcdo da curva
de GT (trombograma), dada em tempo (minutos) versus concentragdo de trombina
(nM) e para o célculo dos parametros do TGT. Tais parametros incluem lagtime time;
time to peak (ttPeak); peak; Endogen Thrombin Potential (ETP);velocity index e start
tail. Parametros ETP e Peak aumentados e Lagtime e ttPeak diminuidos indicam
ativacdo exacerbada da coagulacdo (tendéncia protrombdtica), enquanto o0s
parametros ETP e Peak diminuidos e Lagtime e ttPeak aumentados sdo compativeis
com capacidade de coagulacdo reduzida (tendéncia hemorragica) (LECUT et al.
2015).

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for the Social
Sciences® (versdo 19.0), e a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram expressos em média e desvio padréo, se normais, ou
em mediana e intervalo interquartil (Q1-Q3), se ndo normais. Para comparacao entre
dois grupos, os dados normais foram analisados pelos testes “t” de Student, enquanto
0s ndo normais por Mann Whitney. Para comparacdo entre trés grupos, os dados
normais foram analisados por ANOVA e Hochberg’'s GT2 pés teste, enquanto 0s ndo
normais por Kruskal-Wallis com Dunn-Bonferroni pds teste. Para comparar as
variaveis discretas foi utilizado o teste de X2. As correlacdes entre as variaveis foram
calculadas por meio do teste de correlacdo de Spearman. Valores de p <0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Algumas caracteristicas demograéficas, clinicas e laboratoriais das pacientes com LES
e AR do estudo estdo apresentadas na Tabela 1. Todas as participantes foram
mulheres com médias de idades diferentes entre LES e AR (<0,001), sendo que as

mulheres com LES forem bem mais jovens em relacdo aquelas com AR, conforme
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esperado. As mulheres com LES foram classificadas segundo o score (SLEDAI-2K)
em dois subgrupos: <4 e >4. As manifesta¢@es clinicas observadas foram hipertensao
arterial sistémica (8), nefrite (2), dislipidemia (2), nefrite (2), vasculite (2), dislipidemia
(1) e fibromialgia (1) nas mulheres com LES; enquanto naquelas com AR, foram
observados casos de hipertensdo arterial sistémica (6), dislipidemia (3), doenca
pulmonar intersticial (1) e fibromialgia (1). Os medicamentos mais utilizados nos casos
de LES foram Hidroxicloroquina (19), Prednisona (21), Metotrexato (3), Azatioprina (2)
e Pulsoterapia com ciclofosfamida (5), enquanto o Metotrexato (5), Prednisona (3),
Hidroxicloroquina (1), além dos imunobiol6gicos [Tocilizumabe (2), Rituximabe (1) e
Golimumabe (2)], foram os observados nas mulheres com AR. Adicionalmente,
aquelas pacientes com hipertensao arterial e dislipidemia estavam sendo tratadas
com anti-hipertensivos e antilipémicos, respectivamente. Conforme mostrado na
Tabela 1, apesar do n limitado, pacientes com AR apresentaram um valor de PCR
significativamente mais alto em relacdo aquelas com LES (P=0,020). O grupo com
LES apresentou mais casos de HAS comparado ao grupo com AR (P=0,050), porém

este Ultimo grupo apresentou mais casos de dislipidemia (p=0,049).

Tabela 1: Algumas caracteristicas clinicas e demogréficas dos grupos LES, AR e
controle.

Caracteristica* LES (n=21) AR (n=10) Controle Valor-p
(n=6)
Idade (anos)
39+11 65+9 44 £ 7 <0,001*
Hipertenséao:
. 08 06 0 0,057**
sim
Dislipidemia:
. 01 03 0 0,077**
sim
Antiplaquetario:
02 01 0 0,728**

sim
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PCR
5,00 (2,50-

6,00)

22,09 (6,05- -
35,48)

0,010%**

* Dados normais expressos em média e desvio padrao. Anova. **Qui quadrado*** Dados ndo normais

expressos em mediana e Q1 e Q3. Teste de Mann-Whitney

A tabela 2 mostra a comparacdo entre os parametros do hemograma e indices
inflamatérios derivados de tais parametros para os grupos LES, AR e Controle.
Nenhuma das comparacdes apresentou diferenca significativa. Todos os parametros
celulares estdo dentro dos valores de referéncia, o que refletiu nos indices, exceto o

dNLR que se mostrou com tendéncia ao aumento nos casos de LES (p=0,064).

Tabela 2: Parametros do hemograma e indices derivados dos grupos LES, AR e
controle.

Parametros LES AR Controle Valor-p
Hemoglobina 12,85+1,17 13,17+1,10 13,52 +0,29 0,481*
(g/dL) n=21 n= 10 n=4
Hematdocrito 39,58+3,06 40,55+298 41,82+1,18 0,333*
0) n=20 n= 10 n=4
HCM (pg) 29,03+£192 2995+151 2995%+151 0,525*

n=18 n=>7 n=4
VCM () 88,71+564 91,40+289 90,02 +2,36 0,353*
n=19 n= 10 n=4
Leucaocitos 5,90 £ 2,70 5,06 £ 2,16 512 +1,44 0,680*
(x 103/mm?) n= 20 n= 10 n=4
Neutrofilos 3,07 (2,14- 3,44 (2,00- - 0,769***
(x 103/mm3) 4,85) 4,52)
n=19 n= 10
Linfocitos 1,56 + 0,63 2,07 £1,02 - 0,257**
(x 103/mm3) n= 20 n=7
Mondcitos 0,39 (0,00- 0,52 (0,24- - 0,393***
(x 103//mm?) 0,58) 0,60)




n=21 n=10

Plaquetas 213 £ 64,64 216,90 + 264 + 33,59 0,214*

(x 103/mm3) n= 19 88,36 n=4

n=10

RN/L 2,68 +1,28 2,05+1,33 - 0,294**
n=19 n=7

RP/L 163 +£73 152 £ 82 - 0,780**
n=18 n=6

RM/L 0,38 £ 0,20 0,27 £ 0,19 - 0,228**
n=14 n=7

dNLR 1,72 £ 0,66 1,23 £0,63 - 0,064**
n=19 n=10

SIRI 1,29 (0,63- 0,82 (0,29- - 0,443***
2,31) 2,00)
n=14 n=7

AlSI 274 (122- 241,50 (41- - 0,910***
469) 673)
n=15 n=6

sl 470 (371- 468 (130- - 0,770***
778) 1018)
n=18 n=6
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HCM= Hemoglobina corpuscular média; VCM=Volume corpuscular médio; NLR = Neutréfilos/

Linfocitos; PLR = Plaquetas/Linfocitos; LMR = Linfocitos/Monécitos; dNLR (derived NLR) = Neutréfilos
/ Global leucécitos — Neutrdfilos; SIRI (systemic inflammation response index ou indice de resposta a
inflamacédo sistémica) = Neutréfilos x Mondcitos / Linfécitos; AISI (aggregate index of systemic
inflammation ou indice agregado de inflamacao sistémica) = Neutréfilos x Mondcitos x Plaquetas /
Linfécitos e Sll (systemic immune-inflammation index ou indice de inflamagao imunolégica sistémica)

= Plaquetas x Neutrdfilos / Linfécitos; *Dados normais expressos em média e desvio padrdo. Anova e
Hochberg's GT2 pds teste ** Dados normais expressos em média e desvio padrdo. Teste t de Student

***Dados ndo normais expressos em mediana e Q1 e Q3. Teste de Mann-Whitney

A tabela 3 mostra a comparacéo entre os parametros do teste de geracao de trombina
com baixa concentracdo de fator tissular entre os grupos de LES, AR e grupo controle,
€ possivel observar que ao analisar o Lagtime, o grupo controle apresentou diferenca

significativa com o grupo de LES, e o grupo de LES apresentou diferenca significativa
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com o grupo de AR. Ao analisar ttPeak, ETP e Start tail, o grupo LES apresentou

diferenca significativa com o grupo AR.

Tabela 3: Parametros do Teste de Geracdo de Trombina (TGT), com baixa
concentracao de fator tissular (Low TF) dos grupos LES, AR e Controle

Parametros LES (n=21) AR (n=10) Controle (n=6) Valor-p
Lagtime (min)
6,67 (5,33- 4,83 (4,33- 4,18 (4,18- <0,001**ab
8,50) 5,63) 5,01)
n=21 n=10 n= 05
tt Peak (min)
9,33 (7,67- 7,00 (6,58- 7,18 (6,51- 0,004**p
11,16) 8,05) 9,35)
n=21 n=10 n= 05
Peak (nM)
462,21 +81 458,94 + 75 370,46 £ 144 0,127*
n=21 n=10 n= 05
ETP (nM)
2419 + 329 1991 + 378 2039 + 340 0,005*b
n=21 n=10 n= 05
Vindex (min)
194,17 + 59 205,93 £ 52 148,71 + 98 0,255*
n=21 n=10 n= 05
Start tail
(min) 26,67 (25,00- 22,50 (20,83- 23,22 (22,88- 0,001**b
28,16) 24,58) 29,56)
n=21 n=10 n= 05

ETP= Endogen Thrombin Potential; * Dados normais paramétrices expressos em média e desvio
padrdo, Anova e Hochberg's GT2 p0s teste; ** Dados ndo normais parameétrices expressos em
mediana e Q1 e Q3, Kruskal-Wallis com Dunn-Bonferroni pos teste; a= grupo controle diferente de LES;
b= LES diferente de AR- * Dados normais expressos em média e desvio padrdo. Anova e Hochberg's
GT2 pbs teste ** Dados ndo normais expressos em mediana e Q1 e Q3. Kruskal-Wallis com Dunn-

Bonferroni pés teste a= grupo controle diferente de LES, b= LES diferente de AR.
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Ao analisar os parametros do teste de geracéo de trombina com alta concentracao de
fator tissular entre os grupos de LES, AR e grupo controle, é possivel perceber que o
grupo LES apresentou diferenca significativa nos parametros Lagtime, ttPeak, ETP e

Start tail com o grupo controle e AR (tabela 4).

Tabela 4: Parametros do Teste de Geracdo de Trombina (TGT), com alta
concentracao de fator tissular (High TF) dos grupos LES, AR e Controle

Parametros LES (n=21) AR (n=10) Controle Valor-p
(n=6)
Lagtime (min) 3,16 (2,75- 2,33 (2,00- 2,17 (1,84- 0,001**ab
4,33) 2,67) 13,70)
n= 20 n= 09 n= 06
tt Peak (min) 5,50 (5,00- 4,33 (4,00- 4,18 (4,09- 0,002**ab
7,00) 5,00) 15,86)
n= 20 n= 09 n= 06
Peak (nM) 448,73 + 79 44444 +79 374,30 £152 0,240*
n= 20 n= 09 n= 06
ETP (nM) 2475 + 407 1928 + 345 1646 + 868 0,001*ab
n= 20 n= 09 n= 06
Vindex (min) 190,68 + 56 209,73 +48 176,48 £ 61 0,498*
n= 20 n= 09 n= 06
Start tail (min) 23,67 (22,08- 20,67 (19,33- 20,71 (14,91- <0,001**ab
25,00) 21,27) 21,55)
n= 20 n= 09 n= 06

* Dados normais expressos em média e desvio padrao. Anova e Hochberg's GT2 pos teste ** Dados
ndo normais expressos em mediana e Q1 e Q3. Kruskal-Wallis com Dunn-Bonferroni pés teste a= grupo
controle diferente de LES, b= LES diferente de AR.

Ao comparar os parametros do Teste de Geracdo de Trombina com baixa
concentracao de fator tissular do grupo LES de acordo com o SLEDAI-2K, nenhuma

das comparagdes apresentou diferenga significativa (tabela 5).
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Tabela 5: Parametros do Teste de Geracdo de Trombina (TGT), com baixa

concentracgao de fator tissular (Low TF) do grupo LES de acordo com o indice SLEDAI
-2K (24 e >4)

Parametros LES (SLEDAI=4) LES (SLEDAI>4) Valor-p

Lagtime (min) 7,17 (5,83-8,67) 6,33 (5,33-8,00) 0,468**
n=10 n=11
tt Peak (min) 10,33 (8,16- 8,67 (7,67-10,67) 0,387**
11
,33) n=11
n=10
Peak (nM) 442 50 + 108 480,13 +44 0,325*
n=10 n=11
ETP (nM) 245955 + 420 2381,90 + 232 0,602*
n=10 n=11
Vindex (min) 174 £71 212 +40 0,166*
n=10 n=11
Start tail (min) 27,50 (26,58- 25,33 (24,00-28,33) 0,085**
28,41
8.41) n=11
n=10

* Dados normais expressos em média e desvio padrdo. Teste t de Student

**Dados ndo normais expressos em mediana e Q1 e Q3. Teste de Mann-Whitney

A tabela 6 mostra a comparacao dos parametros do Teste de Geracdo de Trombina
com alta concentracdo de fator tissular do grupo LES de acordo com SLEDAI,

nenhuma das comparacdes apresentou diferencga significativa.
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Tabela 6: Parametros do Teste de Geragdao de Trombina (TGT), com alta
concentracdo de fator tissular (High TF) do grupo LES de acordo com o indice
SLEDAI-2K (<4 e >4)

LES (SLEDAIS4) LES (SLEDAI>4) Valor-p

Parametros
Lagtime (min) 3,33 (2,83-6,66) 3,00 (2,67-3,33) 0,370**
n= 09 n=11
tt Peak (min) 5,67 (5,00-9,83) 5,33 (5,00-6,00) 0,603**
n= 09 n=11
Peak (nM) 424,89 + 98 468,24 + 58 0,234*
n= 09 n=11
ETP (nM) 2447 + 458 2497,36 + 382 0,794*
n= 09 n=11
Vindex (min) 180,59 + 71 198,93 +40 0,478*
n= 09 n=11
Start tail (min) 24,00 (22,50- 23,67 (20,67-23,67) 0,131**
26,16) n= 11
n= 09

* Dados normais expressos em média e desvio padréo. Teste t de Student
**Dados ndo normais expressos em mediana e Q1 e Q3. Teste de Mann-Whitney

Ao analisar os indices inflamatérios derivados do hemograma do grupo LES, de

acordo com SLEDAI, nenhuma das comparacdes apresentou diferenca significativa
(tabela 7).
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Tabela 7: Parametros inflamatérios derivados do hemograma do grupo LES de acordo
com o indice SLEDAI-2K (4 e >4)

Parametros LES (SLEDAI=4) LES (SLEDAI >4) Valor-p

RN/L 2,20+1,18 3,19+ 1,25 0,093*
n=10 n= 09

RP/L 140 + 39 185 + 93 0,199*
n=09 n=09

RM/L 0,36 £0,12 0,42 £ 0,29 0,580*
n= 08 n= 06

dNLR 1,50 £ 0,59 1,97 +£0,68 0,122*
n=10 n= 09

SIRI 1,29 (0,67-1,75) 1,45 (0,61-2,97) 1,000**
n= 08 n= 06

AIS 275 (170-453) 217 (37-469) 0,536**
n= 08 n= 07

464 (338-656) 477 (393-892) 0,605**

Sl

n= 08

n= 09

* Dados normais expressos em média e desvio padrédo. Teste t de Student

**Dados ndo normais expressos em mediana e Q1 e Q3. Teste de Mann-Whitney

Além dos dados apresentados acima nas Tabelas, buscou-se investigar se havia correlagéo

entre 0s parametros do TGT e os valores de SLEDAI-2K, indice que mede a atividade

do LES. Nenhuma correlagéo significativa foi observada. O mesmo resultado ocorreu
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guando se investigou se havia correlacéo entre os valores de SLEDAI-2K e os indices
inflamatérios RN/L, RP/L, RM/L, dRN/L, SIRI, AISI e SlI. Porém, quando se investigou
se havia correlacdo entre os parametros do TGT (Low TF) e os valores dos indices
inflamatérios RN/L, RP/L, RM/L , dRN/L, SIRI, AISI e SlI, verificou-se uma tendéncia
a obtencao de correlagdes significativas tanto para o Peak como também para o ETP,

conforme mostrado abaixo:

Correlacdes entre parametros do TGT versus Sll em pacientes com LES

Peak (NM) 0,394 0,077+

ETP (nM) 0,424 0,056*

TGT=teste de geracdo de trombina; Sll= systemic immune-inflammation index ou indice de inflamacéo
imunoldgica sistémica; ETP= Endogen Thrombin Potential ou potencial endégeno de trombina;

*Spearman

Todas as correlagBes investigadas acima para LES foram feitas também com o grupo

de AR, mas nenhuma correlagéo significativa ou com tendéncia foi observada.

DISCUSSAO

O presente estudo comparou os perfis hematoldgico e hemostatico de um reduzido
numero de mulheres com LES ou AR sob tratamento, além de mulheres higidas como

controles, em nosso meio.

Conforme mostrado na Tabela 1, apesar do n bastante limitado, o grupo com LES
apresentou uma tendéncia a ter mais casos de HAS comparado ao grupo com AR
(p=0,057), enquanto este Ultimo grupo apresentou tendéncia para ter mais
dislipidemia (p=0,077). Com relagédo ao uso de anticoagulantes e antiagregantes,
medicamentos com maior potencialidade de afetar o TGT, ndo houve diferenca
significativa entre ambos o0s grupos, o que sugere que diferencas encontradas entre
LES e AR para os parametros hemostaticos, aparentemente ndo devem ter sido

afetadas pelo uso de tais medicamentos.

Apd6s uma analise do perfil hematolégico de tais mulheres, todos as médias e

medianas dos grupos estudados apresentaram valores dentro dos intervalos de
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referéncia (Tabela 2). Porém, quando os dados foram analisados individualmente,
verificou-se que algumas pacientes do grupo com LES e outras do grupo AR se
mostraram anémicas, leucopénicas e/ou trombocitopénicas, o0 que se justifica pela
prépria doenca ou uso de medicamentos que podem interferir na producéo de células
do sangue (KLEIN & MOLAD, 2021). Exames de sangue de rotina para a avaliagao
de processos inflamatdérios sdo frequentemente Uteis e, em particular, 0 hemograma
gue fornece parametros quantitativos e morfolégicos. A combinacéo de diversos tipos
celulares tem fornecido indices de inflamacgédo, com potencial utilidade para auxiliar
no diagnostico, progresso e estratificacdo de risco de doencas inflamatorias
(POLIOGIANNIS et al., 2018; ZINELLU et al., 2020). Mais recentemente, as razdes
neutrofilo/linfécito  (RN/L), dRN/L  derivado, plaqueta/ linfocito (RP/L),
monacito/linfocito (RM/L) e resposta inflamatoria sistémica (SIl) demonstraram ser
Uteis para o diagndstico e avaliacao da gravidade da COVID-19, assim como o indice
de resposta inflamatdria sistémica (SIRI) e indice agregado de inflamacédo sistémica
(AIS]) (PENG et al., 2020; YANG et al., 2020; FOIS et al, 2020). Ndo é do nosso
conhecimento a avaliacdo da capacidade progndstica dos indices SIRI, AlISI e Sll em
doencas autoimunes como LES e AR. No entanto, varios estudos tém reportado que
a relacao neutréfilo/linfocito (RN/L) e plaqueta/linfécito (RP/L) estdo associados com
a atividade da doenca em algumas doencas reumatologicas (MERCAN et al., 2016;
HAMMAD et al., 2018; PARK et al., 2018), como também com pior progndéstico apds
cirurgia de revascularizacdo (URBANOWICZ et al.,, 2021 e 2022).Novos indices
inflamatérios tais como o SIRI, AISI e Sll tem sido associados com predicao de
mortalidade/gravidade em diferentes doencas cardiovasculares ou nao (
PALIOGIANNIS et al.,2018; FOIS et al., 2020; Peng et al., 2020; EISSA et al., 2021),
0s quais envolvem marcadores inflamatorios celulares tais como neutrofilos,
monacitos, linfécitos e plaquetas.

Os indices inflamatorios RN/L, RP/L, RL/M, dRN/L, AISI SIRI, Sll obtidos de nosso
estudo ndo apresentaram diferenca significativa entre o grupo com LES e aquele com
AR, porém, cabe ressaltar que o indice dRN/L apresentou tendéncia a ser mais alto
naquelas mulheres com LES (p=0,064). Nos casos de LES, ha sabida reducéao do
numero de linfocitos (RIVIERO et al., 1978; SCHULZE-KOOPS, 2004), o que contribui
para reduzir a contagem global de leucécitos, favorecendo o aumento desta relacao

em funcao da linfopenia. Dessa forma, este indice nos pareceu promissor se aplicado
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a um numero muito maior de pacientes com LES, para a investigacao de atividade da

doenca e/ou gravidade.

Quanto ao perfil hemostatico, observado nas Tabelas 3 e 4, ressalta-se que 0s
parametros do TGT Lagtime, ttPeak, ETP e Start tail foram bastante semelhantes nas
duas concentracdes de TF utlizadas (Low e High TF). Tais parametros foram
significativamente mais altos nas pacientes com LES em comparagdo aquelas com
AR (p<0,001; 0,004; 0,005 e 0,001, respectivamente para LTF e p=0,001; 0,002; 0,001
e <0,001 respectivamente para HTF). Apesar do Lagtime e ttPeak no LES indicarem
menos ativagcdo da coagulacdo por estarem prolongados, é possivel que este
resultado seja compativel com niveis mais altos de TFPI nas pacientes com LES em
relacdo aquelas com AR. Conforme reportado por Winckers et al., 2011, mulheres
jovens com infarto do miocardio apresentaram aumento nos niveis de TFPI quando
comparadas aos controles, o que guarda alguma similaridade com o grupo de LES aqui
estudado, ou seja, também mulheres jovens sdo predispostas a desenvolverem
doencas cardiovasculares. Niveis mais elevados de TFPI em funcdo do processo
inflamatorio mais pronunciado no LES em comparacdo a AR, poderia justificar este
achado ja que este anticoagulante age inibindo o complexo TF-FVII, fundamental para
a producéo inicial de trombina (fase de iniciagdo da coagulacao). Apesar do n limitado
e conforme j& reportado acima, verificou-se um aumento do ETP no LES em relacéo
a AR, utilizando baixa e alta concentracdo de FT. Com baixa concentracdo de FT,
pode-se avaliar melhor os componentes da via intrinseca, enquanto o teste com alta
concentracdo de FT, é a condicdo ideal para a avaliagdo dos componentes da via
comum e para verificar a influéncia da anticoagulacédo natural mediada principalmente
pela antitrombina, e proteinas C e S sobre a trombina formada. Vale lembrar que as
proteinas C (PCa) e S agem em conjunto e inibem FVa (parte do complexo
protrombinase que age na via comum), sendo que estas proteinas inibem também o
FVilla (parte do complexo tenase que age na via intrinseca) (ESMON, 2006). Os
resultados aqui reportados indicam tendéncia a maior geracdo de trombina nas
pacientes com LES em relacdo aos casos de AR, possivelmente por deficiéncia da
anticoagulagdo natural, resultando em menos inibicdo do FVa, ou seja, favorecendo
estado de hipercoagulabilidade. Corroborando com nossos resultados, Pereira et al.,
2006, realizou um estudo com microparticulas plaguetarias (MPPs) extraidas de

pacientes com LES, cujo nidmero se mostrou significativamente aumentado em
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relacdo aos controles. Conforme salientado pelos autores mencionados
anteriormente, plaquetas ativadas podem participar do processo de coagulacéo ja que
as mesmas liberam microparticulas que séo fonte de fosfolipides de carga negativa e
fator tissular, o que favorece o estado procoagulante. Esses autores avaliaram
também o TGT (ETP) sem adi¢cdo de FT+fosfolipides exdgeno e observaram valores
também significativamente mais altos para o ETP dos pacientes em relacdo aos
controles. Este achado significa que a geracéo de trombina dependeu diretamente do
numero de MPs do plasma dos pacientes com LES, o que sugere que o nimero destas
MPs pode ter um papel importante na patogénese do estado protrombdtico no LES
(PEREIRA et al., 2006).

E amplamente sabido que a AR trata-se de uma grave doenca inflamatoria conforme
revisado por Klein & Molad (2021), porém no presente estudo pacientes com LES
apresentaram tendéncia a maiores altera¢cdes quando comparadas aquelas com AR.
Kern et al., 2016, reportou um estudo também utilizando o método de CAT para avaliar
a funcionalidade do sistema de coagulacdo em pacientes com AR comparado a um
grupo controle higido. Os autores ndo observaram maior capacidade de geracao de
trombina nos pacientes com AR, 0 que esta em concordancia com nossos achados.
Uma clara explicacdo nos falta para justificar este achado, talvez uso de diferentes
medicamentos ou tempo de doenca, ou mesmo caracteristicas fisiopatologicas
inerentes a cada uma dessas doencas que possam justificar em parte os dados
obtidos.

Apesar de nao ter havido diferencas significativas em relacdo aos outros grupos, 0s
parametros do TGT referentes ao grupo controle, foram consistentes com o esperado,
ou seja, o ETP se mostrou “menor”, por exemplo, sinalizando para menos geracao de
trombina. Com relacdo ao parametro Start tail, esse se mostrou significativamente
alargado nas pacientes com LES comparando-as as com AR. Tal parametro é muito
pouco explorado nos estudos, todavia, pode-se sugerir que o maior tempo para se
atingir o fim da reacao é resultante de mais trombina na amostra, a qual foi menos

inibida consequente a possivel redugdo dos componentes da anticoagulacéo natural.

Quando as pacientes com LES foram estratificadas em SLEDAI < 4 e >4, nas
condi¢cGes de Low e High TF (Tabelas 5 e 6), ndo se observou diferenca significativa

para nenhum parametro entre aquelas com maior atividade (SLEDAI>4) e menor
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atividade da doenga (SLEDAI < 4). Diante deste achado, acredita-se que seria
necessario um numero muito maior de pacientes com LES para a investigacdo de
atividade da doenca e/ou gravidade. Em 1993, Ginsberg et al, reportaram aumento da
geracao de trombina utilizando os marcadores de hipercoagulabilidade fragmento 1+2
da protrombina (F1+2) e fibrinopeptideo A (FPA), em pacientes com LES e anticorpos
anticardiolipina (ACA) em funcao da atividade da doenca. Os resultados deste estudo
suportaram a hipotese de que a presenca de tais anticorpos em pacientes com LES
estd associada a um estado protrombdtico. Mais recentemente, CICARINI et al.,
2020, explorou a relacao entre possiveis alteracbes hemostaticas e manifestacées
clinicas do LES em funcdo de uma maior ou menor atividade da doenca de acordo
com os critérios do SLEDAI-2K, os quais concluiram que as medidas de
trombomodulina, dimero D e geracéo de trombina se mostraram potencialmente Uteis
para discriminar entre maior e menor atividade do LES. Estes mesmos autores
sugeriram que uma maior atividade da doenca pode causar injuria endotelial
resultando em maior geracdo de trombina e, consequentemente, um estado de
hipercoagulabilidade que contribui para o desenvolvimento de eventos tromboticos,
frequentes em doencas inflamatorias.

Quanto aos indices inflamatérios derivados do hemograma de pacientes com LES
(tabela 7), nenhuma diferenca significativa foi observada entre as pacientes com
SLEDAI < 4 e SLEDAI >4. Esta falta de significancia pode ter ocorrido provavelmente
por causa do n bastante limitado utilizado, o que foi indubitavelmente uma grande
limitacdo de nosso estudo. O advento da pandemia da COVID-19 prejudicou bastante
a obtencao das amostras , portanto, o0 andamento da presente investigacao.
Finalmente, algumas correlagdes “quase” significativas entre paradmetros do TGT
(Peak e ETP) e o indice inflamatdrio Sll foram observadas, as quais reforcam a relagcéo
entre inflamacdo e ativagcdo do sistema hemostatico (ESMON, 2008), incluindo
doencas autoimunes (SOLFIETTI et al., 2016; KLEIN & MOLAD, 2021).

Cumpre ressaltar também varias limitacfes deste estudo. O tamanho amostral de
cada grupo foi muito limitado, particularmente o grupo controle, o que dificultou muito
as analises, precludindo o achado de diferengas significativas entre os diversos
parametros avaliados. Outra importante limitacdo consistiu no uso de terapia
imunossupressora pelas pacientes, o que pode ter influenciado nos perfis
hematoldgico e hemostatico (KLEIN & MOLAD, 2021). No entanto, a utilizagcdo do TGT
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pode ser um ponto forte deste estudo, pois trata-se de um método global de avaliacédo
da hemostasia, cujos resultados refletem o equilibrio entre as for¢cas procoagulantes
e anticoagulantes, enquanto os métodos convencionais sdo capazes de avaliar
apenas partes da cascata de coagulacdo (LECUT, 2015; DEPASSE et al., 2021,
BINDER et al., 2021). Apesar do n limitado para os grupos e do uso de medicacao
especifica para doengcas autoimunes, deve-se ressaltar a tendéncia a
hipercoagulabilidade provocada pelas doencas aqui estudadas, o que em parte
favorece o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Como mensagem final,
baseado nos resultados obtidos no presente estudo, recomenda-se especial atengéo
a avaliacdo do sistema hemostético de pacientes com doencgas autoimunes, visando

investigar anormalidades que podem ser Uteis no manejo de tais pacientes.
8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo investigou os perfis hematologico e hemostatico em uma pequena
amostra de pacientes com doencas autoimunes, particularmente LES e AR. Com base
nas médias e medianas das pacientes analisadas, observou-se uma tendéncia a
reducdo dos elementos celulares do sangue, porém ainda dentro dos valores de
referéncia, embora algumas pacientes individualmente apresentaram anemia,
leucopenia e trombocitopenia, em consonéancia com achados anteriores (BOWMAN,
2002; NEWMAN et al., 2013; CARLI et al., 2015;KADO et al., 2019; KLEIN &MOLAD,
2021). Bastante interessante também foi a aplicacdo dos indices inflamatdrios
derivados de parametros do hemograma, com destaque para o dN/LR (Neutréfilos /
Global leucocitos — Neutréfilos); bem como do indice Sl (systemic immune-
inflammation index ou indice de inflamacdo imunoldgica sistémica) = Plaquetas x
Neutrofilos / Linfécitos), que se mostraram mais promissores para avaliacdo das
pacientes com LES. Os nossos achados para o perfil hemostéatico também sugerem
gue o processo inflamatoério conduz a maior geracdo de trombina, evento crucial no
processo de coagulacdo. Em condi¢cbes fisiologicas, o sistema de coagulacéo
encontra-se balanceado, com diminuicdo simultanea de fatores pré- e
anticoagulantes. Porém, quanto mais trombina, mais predisposicdo a eventos
trombdticos, quanto menos trombina, mais predisposi¢cdo a eventos hemorragicos.
Neste contexto, a avaliagdo da hemostasia pelo TGT se enquadra perfeitamente, ja
gue os testes convencionais ndo se prestam a avaliacdo da hemostasia de forma

global e, portanto, ndo correlacionam com a Clinica, particularmente nos casos de
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hipercoagulabilidade. Entdo, testes que avaliam globalmente o processo da
coagulacdo sao capazes de refletir melhor o risco hemorragico ou trombético
(Hemker et al., 2003; Lecut et al., 2015). Essa técnica € versatil, reflete as trés fases
da coagulacao (iniciacdo, propagacao, finalizacdo) e seus resultados sao mais fiéis a
realidade da coagulacéo in vivo (KEMKER et al., 2003; LECUT et al. , 2015, BINDER
et al, 2021; DEPASE et al., 2021). Trata-se de um teste de bastante potencial e que
precisa ser mais estudado e validado em termos clinicos, incluindo valores de cutoff
para risco de trombose e sangramento (Ay et al., 2011; ten Cate, 2012 ; Hemker,
2015). Segundo LAAT-KREMERS et al., 2023, os avang¢os no campo dos testes de
geracgdo de trombina permitirdo seu uso na Clinica como um preditor para estratégias
terapéuticas personalizadas, além de avaliacdo das alteracbes hemostaticas em
pacientes com COVID-19 e da validacdo do MIdCAT para uso em estudos com

pequenos volumes de plasma.

Apesar de todo o esforco despendido na realizacdo do presente estudo, este foi
bastante prejudicado pela pandemia e outros inconvenientes, o que dificultou em
muito o aumento do n amostral e o andamento deste estudo. No entanto, esforgos
foram envidados para a sua conclusdo. Apesar das limitac6es citadas no manuscrito,
as ferramentas utilizadas no estudo em pauta contribuiram em muito para a nossa
formacao pds-graduada, o que certamente tera reflexos altamente positivos na vida

profissional, nos posicionando em patamares superiores.

9 CONCLUSOES

A analise conjunta dos dados obtidos no presente estudo ndo revelou alteracées
significativas no perfil hematolégico entre os grupos LES e AR, porém o indice de
inflamac@o dRN/L sugere um processo inflamatorio maior nas pacientes com LES.
Quanto a geracdo de trombina, apesar da limitacdo do n amostral e do uso de
medicamentos, uma maior ativacao da coagulacéo foi observada nas pacientes com
LES, o que reflete uma relacdo entre a inflamacéo propria da doenca e alteragbes
hemostéticas, conforme esperado. A forte tendéncia a obtencdo de correlacdes
significativas observadas entre alguns parametros do TGT e o indice inflamatério Sll
nas pacientes com LES corroboram a afirmativa acima. Dessa forma, tais resultados

extraidos do TGT apresentam potencial para utilizacdo na Clinica para a avaliacao
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do status hemostatico de pacientes com LES, o mesmo ndo sendo valido a principio

para a AR, conforme sugerido no presente estudo.
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ANEXOS

ANEXO A - Critérios do American College of Reumatology (ACR) para

diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico

Critérios
1. Erupcéo malar

2. Erupcéo discoide

3. Fotossensibilidade

4. Ulcera oral

5. Artrite

6. Serosite

7. Disturbio renal

8. Disturbio neurologico

Definicdo

Eritema constante, plano ou elevado, sobre as
eminéncias malares, tendendo para os sulcos
nasolabiais.

Aumento de manchas eritematosas com
descamagcéo queratoide e tamponamento
folicular; cicatrizes atroficas podem ocorrer
em lesdes mais antigas.

Erupcdo cutanea por reacdo anormal a
exposicao a luz solar, seja por relato do
paciente ou observagdo médica.

Ulceracéo oral ou nasofaringeal, geralmente
indolor, observada por médico.

Artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais
articulaces periféricas, associada a
hipersensibilidade, tumefacédo e derrame.

a) Pleurite—convincente histérico de dor
pleuritica, ou atrito ouvido pelo médico ou
evidéncia de derrame pleural.

ou
b) Pericardite — documentada por ECG, ou
atrito ou evidéncia de derrame pericérdico.

a) Proteindria persistente maior que 0,5g por
dia ou maior que 3+ se néo for realizada
quantificacéo.

ou
b) Cilindros celulares — podendo ser
hematico, granular, tubular ou misto.

a) Convulsdes — na auséncia de drogas toxicas
ou disturbios metabdlicos conhecidos; ex.
uremia, cetoacidose ou desbalanco
eletrolitico.

ou

b) Psicose—na auséncia de drogas toxicas ou
disturbios metabdlicos conhecidos; ex.
uremia, cetoacidose ou desbalanco
eletrolitico.



9. Disturbio hematoldgico

10. Distarbios imunolégicos

11. Anticorpo antinuclear
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a) Anemia hemolitica—com reticulocitose.

Ou
b) Leucopenia— total menor que
4.000/mm3 em duas ou mais ocasioes.

Ou
¢) Linfopenia— menor que 1.500/mm3 em
duas ou mais ocasiodes.

ou

d) Trombocitopenia—menor que
100.000/mma3 na auséncia de drogas
toxicas.

a) Presenca de anticorpos anti-fosfolipides.

ou
b) Anti-DNA: anticorpo anti-DNA nativo
em titulos anormais.

ou
c) Anti-Sm: presenca de anticorpos anti-Sm.

ou

d) Testes sorolégicos falso-positivos para
sifilis por pelo menos 6 meses e confirmado
por FTA-abs negativo.

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia ou teste equivalente em
qualquer momento na auséncia de drogas
que sabidamente estdo associadas com o
LGpus induzido.
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ANEXO B - Indice de atividade utilizado no LES, SLEDAI (Systemic Lupus

Erythematosus Disease Activity Index)

Pts

8

Presenca

O

Manifestacoes
clinicas

Convulsao

Psicose

Sindrome cerebral
organica

Disturbios visuais

Descricdo

Inicio recente,
excluidas causas
metabolicas
infecciosas e
secundarias ao uso de
drogas.

Distlrbio severo da
percepcao da
realidade, excluidas
causas metabdlicas e
drogas. Incluem
alucinacoes,
incoeréncia, perda
marcada das
associacgdes de ideias,
pensamento pobre,
ilogico;
comportamento
bizarro,
desorganizado ou
catatdnico.

Alteracédo abrupta e
flutuante das fungdes
mentais, atingindo a
orientacdo, a atencao,
a mem©ria e outras
fungdes intelectuais.
Inclui a reducéo da
vigilia, com
diminuicdo da
atencdo, acompanhada
de pelo menos dois
sintomas descritos a
seguir — perturbacgéo
da percepcéo,
discurso incoerente,
insdnia ou hipersonia
diurna, aumento ou
reducdo da atividade
psicomotora. Exclui
causas metabdlicas,
infecciosas ou
secundarias ao uso de
drogas.

Alteracdo daretina
caracterizada por
corpos cistoides,



Comprometimento de
pares cranianos

Cefaléia lupica

AVC

Vasculite

Artrites

Miosites

Cilindros urinarios

Hematuria

hemorragias
retinianas, exsudatos
Serosos ou
hemorragias do plexo
coroide ou neurite
Optica. Excluir
hipertenséo, infecgdes
e drogas.

Neuropatia sensorial
ou motora, de inicio
ou reinicio recente.
Severa e persistente,
do tipo enxaqueca que
nédo responde a
analgésicos
convencionais.
Presenca de AVC.
Excluir causa
aterosclerotica.
Ulceracdes,
gangrenas, infartos
periungueais, nddulos
digitais dolorosos,
areas hemorréagicas
subungueais, biopsia
ou angiografia de
qualquer area do
corpo apresentando
vasculite.
Envolvimento de duas
ou mais articulacdes
com sinais e sintomas
de inflamacéo
(palpacdo dolorosa,
tumefacdo ou derrame
articular). Inflamacéo
(palpacdo dolorosa,
tumefagéo ou derrame
articular.

Dor ou fraqueza
muscular proximal
acompanhada de
aumento de
CPK/aldolase,
eletromiografia
alterada, biopsia
compativel com
miosite.

Hematicos,
granulosos ou
eritrocitarios.

Mais de 5
eritrocitos/campo.
Excluir outras causas
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Proteindria

Pilrria

Rash cutaneo

Alopecia

Ulcera de mucosa

Pleurite

Pericardite

Complemento baixo

Anti-DNA

Febre

Trombocitopenia

Leucopenia

tais como litiase renal
ou infeccoes.
Concentracdo >a 0,5
0/24 horas.

Mais de 5
leucécitos/campo na
auséncia de infecgdo.
Inicio recente ou
recorrente, carater
inflamatorio.

Inicio recente ou
recorrente, xcessiva,
difusa ou localizada
de perda de cabelo.
Inicio recente ou
recorrente de Ulceras
nasais ou orais.

Dor pleuritica com
atrito, derrame ou

espessamento. pleural.

Dor no peito, com
atrito ou derrame
pericardico,
confirmado por
eletrocardiograma.
CH50; C3ou C4
abaixo dos valores de
referéncia.

Acima dos valores de
referéncia do
laboratério.
Temperatura axilar
>38°, naauséncia de
processo infeccioso.
Concentracéo de
plaquetas inferior a
100 000/mm3
(excluidas causas
farmacoldgicas).
Concentracéo de
leucdcitos inferior a 3
000/mms (excluidas
causas
farmacologicas).
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ANEXO C - Folha de aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG - COEP

Ced

( UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
| | COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
-’M‘,o

Projeto: CAAE - 01928412.8.0000.5149

Interessado(a): Profa. Maria das Gragas Carvalho

Depto. de Anélises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em.Pesquisa da UFMG - COEP
aprovou, no dia 27 de junho de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Lapus eritematoso sistémico: aspectos hematolégicos e
imunolégicos” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amarﬁ

Coordenadora do COEP-UFMG
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ANEXO D - Folha de aprovacao do projeto de pesquisa pela Geréncia de Ensino
e Pesquisa do Hospital das Clinicas - UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas
Geréncia de Ensino e Pesquisa

Belo Horizonte, 04 de julho de 2016.

PROJETO DE PESQUISA n° 061/16: “Lupus eritematoso sistémico: aspectos
hematolégicos e imunolégicos.”

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua concordancia
com o parecer da Comissdo de Avaliagdo Econdmico-financeira de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas e a aprovagéo pelo COEP/UFMG em 27/06/12, esta Geréncia aprova

. seu desenvolvimento no ambito institucional. Solicitamos enviar & GEP relatério parcial ou
final apés um ano.

Atenciosamente,
Prof. Alexandre Rodri

mmm:w%"ﬁmm
Fillal EBSERH
/ :Z ti Insc. 18119 - PT: 937 de 17/11/14

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira

Gerente de Ensino e Pesquisa do HC-UFMG

Sr?

Prof® Maria das Gragas Carvalho

Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

Av. Prof, Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia - Cep: 30130-100 ~ Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409.9379 -
E-mail: depehcufmg@gmail.com
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ANEXO E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta de
amostras bioldgicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O
ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

BANCO DE DADOS E DE AMOSTRAS BIOLOGICAS DESTINADO AO ESTUDO
DE PARAMETROS GENETICOS, BIOQUIMICOS, HEMATOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS RELACIONADOS A DOENCAS AUTOIMUNES.

Projeto de pesquisa:

“Lupus eritematoso sistémico: aspectos hematoldgicos e imunoldgicos”

Prezado(a) Senhor(a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais esta realizando um estudo em amostras de
sangue de pacientes com “Lupus Eritematoso Sistémico”. Este estudo tem como
objetivo a obtencdo de conhecimentos importantes sobre esta doenca, podendo
facilitar, no futuro, o tratamento. Os dados clinicos e laboratoriais que serédo obtidos
nesta pesquisa poderdo ajudar o médico a entender melhor esta doenca.

As informac0@es obtidas nesta pesquisa poderdo nao lhe trazer beneficios imediatos,
mas poderao trazer beneficios para outros individuos com a mesma doenca no futuro.
Se vocé quiser participar desta pesquisa, podera fazé-lo doando uma amostra de
15mL de sangue para realizarmos exames laboratoriais. A retirada da pequena
amostra de sangue podera Ihe causar um leve desconforto proveniente da picada da
agulha e o local onde se coletou o0 sangue pode ficar roxo.

Caso vocé nao queira participar desta pesquisa nao havera qualquer prejuizo no seu
tratamento. Toda informacgéo obtida nessa pesquisa sera mantida em segredo. Sua
amostra de sangue devera fazer parte de um banco de dados e de amostras biolégicas
gue poderao ser utilizadas no futuro para novas pesquisas. Todas as informacoes e
amostras receberdo um cédigo de modo que ninguém sabera que esta amostra é sua,
com excecao dos pesquisadores deste projeto. No entanto, qualquer pesquisa futura
com o seu sangue devera ser aprovada por um comité de ética, sem necessidade de

contactar vocé.
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Qualquer outra informacé&o sobre esta pesquisa podera ser obtida com a pesquisadora
principal Professora Maria das Gragas Carvalho (31-34096881) ou com o médico
reumatologista responsavel Dra. Gilda Aparecida Ferreira (31- 32489300).

Desde ja, agradecemos a sua colaboracao!
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Termo de consentimento
Declaro que, apds convenientemente esclarecido(a) pelo pesquisador e ter entendido
0 que me foi explicado, autorizo a coleta de 15mL de sangue para ser utilizado na

pesquisa acima.

Nome completo /
/

Assinatura Data

Para contato:

COEP - Comité de Etica em Pesquisa Av. Antonio Carlos, 6627

Unidade Administrativa Il - 2° andar

Sala 2005

Campus Pampulha

Belo Horizonte, MG - Brasil

31270-901
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Termo de consentimento
Declaro que, apds convenientemente esclarecido(a) pelo pesquisador e ter entendido

0 que me foi explicado, autorizo a coleta de 15mL de sangue para ser utilizado na

pesquisa acima.

Nome completo /
/

Assinatura Data

Para contato:

COEP - Comité de Etica em Pesquisa Av. Antonio Carlos, 6627

Unidade Administrativa Il - 2° andar

Sala 2005

Campus Pampulha

Belo Horizonte, MG - Brasil

31270-901




