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RESUMO

O Ldpus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune, multissistémica, que acomete
o0 tecido conjuntivo, com amplo espectro de manifestacfes clinicas e de etiologia pouco
conhecida. A perda da tolerancia imunoldgica leva a producdo de autoanticorpos, depdsitos
teciduais de imunocomplexos, ativacdo do sistema complemento e processos inflamatorios
crénicos. O diagnostico atual estabelecido por meio de complexos critérios desenvolvidos pelo
American College of Rheumatology aliado ao curso imprevisivel do LES, com episddios de
atividade e remissdo, evidenciam a caréncia por biomarcadores especificos que auxiliem no
diagndstico e monitoramento desta patologia. Neste contexto, o presente estudo objetivou
identificar, pela metodologia de CBA, os biomarcadores inflamatérios: ICAM-1, IL-8, IFN-a,
IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a, RANTES ¢ VEGF em amostras de soro de pacientes portadores
de LES e em grupos controles (portadores de outras doencas autoimunes e individuos
saudaveis) e que pudessem auxiliar no diagnéstico da doenca. Participaram deste estudo 134
voluntérios, distribuidos no grupo LES, com 46 pacientes (22 pacientes com baixa atividade —
SLEDAI 2k < 4; 24 pacientes com atividade moderada/alta — SLEDAI 2k > 4), 42 pacientes
controles com outras doengas autoimunes (grupo ODA) e 8 voluntérios saudaveis (grupo
CONTROLE). Foram identificados resultados promissores em 5 dos 9 biomarcadores
avaliados. As quimiocinas MIG (p = 0,000), RANTES (p = 0,000) e IP-10 apresentaram
resultados estatisticamente diferentes entre os pacientes com LES e controles saudaveis, sendo
esta Ultima quando avaliado em pacientes com LES diferentes niveis de atividade
(LESBA:CONTROLE; p = 0,009 / LESAMA:CONTROLE; p = 0,023), enquanto as
concentragdes de IL-8 (p = 0,000) e MIP-1a (p = 0,000) foram estatisticamente diferentes entre
0s pacientes com LES e com outras doencas autoimunes. As quimiocinas IL-8 (p = 0,026), IP-
10 (p = 0,002), MIG (p =0,037), MIP-1a. (p = 0,000) e RANTES (p = 0,037) correlacionaram-
se com atividade do LES, apresentando niveis estatisticamente diferentes entre pacientes
portadores de LES com baixa atividade e atividade moderada/alta. Correlacbes foram
evidenciadas entre a idade dos pacientes com LES com os biomarcadores ICAM-1 (p = 0,009),
IFN-a (p = 0,002) e MIG (p = 0,0014) e em relacéo a idade do grupo ODA, correlacionou-se
com a quimiocina IL-8 (p = 0,049). N&o evidenciamos resultados significativos nas analises de
ICAM-1, IFN-0, MCP-1 e VEGF entre os grupos avaliados.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico. ICAM-1. IFN-a. IL-8. IP-10. MCP-1. MIG.
MIP-1la. RANTES. VEGF. Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune, multisystemic disease that affects
connective tissue, with a broad spectrum of clinical manifestations and poorly known etiology.
The loss of immunological tolerance leads to autoantibody production, tissue deposits of
immune complexes, complement system activation and chronic inflammatory processes. The
current diagnosis, established through complex criteria developed by the American College of
Rheumatology, allied to the unpredictable course of SLE, with activity and remission episodes,
evidences the lack of specific biomarkers that aid in the diagnosis and monitoring of this
pathology. In this context, the present study aimed to identify the inflammatory biomarkers
ICAM-1, IL-8, IFN-a, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a, RANTES and VEGF in serum of patients
with SLE and in control groups (carriers of other autoimmune diseases and healthy individuals)
and that could also help in the diagnosis of the disease. A total of 134 volunteers, distributed in
the SLE group with 46 patients (22 patients with low activity - SLEDAI 2k < 4, 24 patients
with moderate / high activity - SLEDAI 2k > 4. Forty-two patients with other autoimmune
diseases) and 44 healthy volunteers (CONTROL group) took part in this study. Promising
results were identified in five out of nine of the evaluated biomarkers. The chemokines MIG
and RANTES showed statistically different results among SLE patients and healthy controls (p
= 0.0 for both groups). IP-10 levels were significantly different in relation to the control group
when evaluated in SLE patients at different levels of activity. The concentrations of 11-8 and
MIP were statistically different between SLE patients and those with other autoimmune
diseases (p = 0.0 for both cytokines in these groups). The chemokines IL-8 (p = 0.026), IP-10
(p =0.002), MIG (p =0.037), MIP-1a (p = 0.0) and RANTES (p = 0.037) correlated with SLE
activity showing statistically different levels among SLE patients with low or moderate/high
activity. Correlations were evidenced in ages of SLE patients to ICAM-1, IFN-a and MIG
biomarkers. On the other hand, concerning the ODA group, the age of individual in this group
correlated only with chemokine 1L-8. We did not observe significant results in ICAM-1, IFN-

a, MCP-1 and VEGF analysis among evaluated groups.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus. ICAM-1. IFN-a. IL-8. IP-10. MCP-1. MIG. MIP-
lo. RANTES. VEGF. Flow-Cytometer.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga autoimune inflamatéria cronica
multissistémica com curso clinico variavel, alternando entre periodos de quiescéncia e atividade
da doenca, de etiologia desconhecida, debilitante e fatal (FORTUNA & BRENNAN, 2013;
MATHIAN et al., 2015; MIRABELLI et al., 2015). E ainda caracterizado pela perda da
tolerancia imunoldgica, producdo de autoanticorpos contra antigenos nucleares e
citoplasmaticos mediados por linfocitos B, reagcdo de hipersensibilidade tipo IlI, devido a
depdsitos teciduais de imunocomplexos circulantes. A deposicdo de tais complexos resulta em
um ambiente altamente suscetivel a inflamacdes, expressando-se clinicamente de forma
heterogénea e afetando diversos 6rgaos e tecidos (GOTTSCHALK et al., 2015).

As manifestacdes clinicas do LES sdo diversificadas, variando desde sintomas gerais
inespecificos como febre, fadiga, artralgia e perda de peso, a sintomas utilizados nos critérios

de diagndstico como nefrite e alteragdes hematoldgicas (BASHAL, 2013).

As manifestacbes musculoesqueléticas sdo frequentes em pacientes com LES, sendo a
artrite, artralgia, miopatias e osteonecrose as patologias mais recorrentes e comuns na
apresentacdo clinica inicial da doenca. Dentre as manifestacGes hematoldgicas, as principais
alteracdes observadas sdo anemia, leucopenia, linfopenia e trombocitopenia, presentes em cerca
de 20 - 80% dos pacientes, além da possibilidade de ocorréncia de patologias associadas como
anemia hemolitica, parpura trombocitopénica trombética e mielofibrose (COJOCARU et al.,
2011; FAYYAZ et al., 2015).

Comprometimento renal é comum no LES, visto que quase todos os pacientes
apresentam um certo grau de envolvimento renal, mas apenas 50% dos pacientes apresentam
alteracdes clinicamente evidentes, sendo a nefrite lupica (NL) uma das principais causas de
morbidade e mortalidade. As manifestacdes cutaneas também s&o recorrentes e de grande
importancia para o0 diagnostico do LES, sendo as mais frequentes rash malar,
fotossensibilidade, lesBes discdides e alopecia (COJOCARU et al., 2011; YAP & LA, 2015).

Outras manifestacbes podem acometer pacientes com LES, como alteracOes
cardiovasculares, pericardite, miocardite, cardiomiopatias, doenga valvar, serosite, vasculite,

alteracbes pulmonares (pleurite, serosite, pneumonite lupica, efusdo pleural). AlteracGes
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neuropsiquidtricas (relatadas em 25 a 75% dos pacientes) e enddcrinas (afetando principalmente
a tireoide), também s&o observadas em pacientes com LES (COJOCARU et al., 2011; MINER
& KIM, 2014).

A resposta imune inata pode contribuir tanto para lesdes teciduais, via liberacdo de
citocinas inflamatdrias, quanto para a ativacdo exacerbada de linfocitos T e B, responsaveis por
mediar processos inflamatorios e producdo de autoanticorpos, além de exercer um papel
importante na patogénese do LES, uma vez que, autoanticorpos especificos participam da
formacdo de imunocomplexos facilitadores das reac6es inflamatorias localizadas (CHOI et al.,
2012).

Entretanto, os conhecimentos sobre a patogénese do LES ainda permanecem
incompletos. As lacunas no entendimento de sua fisiopatologia repercutem diretamente no
tratamento, tornando as terapias atuais limitadas, dependendo unicamente do uso de corticéides
e drogas antiproliferativas toxicas, elevando o risco de intoxicacdo (PERL, 2010).

1.1.1 Etiologia e fatores associados

Assim como a maioria dos distarbios autoimunes, a etiologia do LES ainda permanece
desconhecida devido, em parte, a sua alta complexidade. Entretanto, alguns fatores sdo
apontados por contribuirem para o desenvolvimento da doenca, tais como predisposicdo
genética, fatores ambientais e hormonais (FORTUNA & BRENNAN, 2013; LONG et al.,
2016).

O LES apresenta um componente genético significativo com mais de 80 locis génicos
de susceptibilidade identificados, sendo que 85-90% destes locis ndo se encontram em uma
regido codificadora, indicando que regides de regulacdo génica alteradas possuem grande

importancia funcional para o desencadeamento da doenca (CHEN et al., 2017).

Mutacbes em genes responsaveis pela expressdio do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC), de componentes da via classica do complemento e que codificam
nucleases estdo fortemente associados ao LES. Outras associa¢Ges observadas incluem o IRF5
(fator regulador de interferon), STAT4 (transdugdo de sinal e ativador de transcrigdo 4),
ITGAM (Integrina alfa M) e polimorfismos de nucleotideo Unico envolvidos na indugdo ou
resposta a interferon (IFN) (O'NEILL & CERVERA, 2010; KAUL et al., 2016).
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As taxas de concordancia entre gémeos monozigéticos (24-58%) e dizigoticos (2%) e o
fator hereditario (28%), indicam um importante papel do componente genético, mas
isoladamente, ndo explica o fendtipo do LES, sugerindo desta forma a participacdo de
mecanismos epigenéticos, como metilacdo, modificacdo de histonas e RNA ndo codificados,
e/ou influéncia de fatores ambientais (DENG & TSAO, 2014; KAUL et al., 2016; CHEN et al.,
2017).

Os fatores ambientais associados ao LES incluem agentes bioldgicos, fisicos e
quimicos. Dentre os agentes biologicos, destacam-se as infeccdes, principalmente por virus (em
especial pelo virus Epstein-Barr), que devido ao mimetismo antigénico, podem levar a
desregulacdo da resposta imune. (JAMES & ROBERTSON, 2012; FORTUNA & BRENNAN,
2013).

A radiacdo ultravioleta estd envolvida no processo patolégico do LES, causando
fotossensibilidade e lesdes cutaneas. Em razdo do seu potencial em causar danos ao DNA,
estimulacdo de linfécitos B e T, e producdo de autoanticorpos e citocinas, a radiacdo ultravioleta
¢ um fator que pode elevar o risco de desenvolvimento do LES (BARBHAIYA &
COSTENBADER, 2014; KAUL et al., 2016). Os agentes quimicos que podem estar associados
ao LES sdo compostos de exposicao ocupacional, como silica, solventes industriais, pesticidas
e metais pesados. Entre os de natureza ndo ocupacional estdo o cigarro, poluicdo do ar e
medicamentos/drogas (por exemplo hidralazina e procainamida, que sdo capazes de induzir
ldpus) ( SARZI-PUTTINI et al., 2005; PARKS et al., 2017).

A hegemonia feminina na incidéncia do LES indica uma forte contribuicdo do fator
hormonal, associado principalmente ao estrogeno, que pode ser agravado por terapia de
reposi¢cdo hormonal ou contraceptivas. O envolvimento hormonal pode favorecer 0s processos
de ativacdo do sistema imune, aumento de producdo de citocinas e atuar como fator ou cofator
de transcricdo e modulacdo da ativacao de linfécitos (NTATSAKI & ISENBERG, 2015; KAUL
etal., 2016).

1.1.2 Epidemiologia

O LES é um disturbio autoimune predominantemente feminino, com proporgdes que
podem variar de 8 a 15:1 em relacdo ao género masculino (MURPHY; ISENBERG, 2013).
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Populacdes hispanicas e de descendéncia africana sdo mais afetadas, quando comparadas a
populacdes de origem europeia (caucasiana)(GONZALEZ et al., 2013).

O LES pode se manifestar em qualquer idade, entretanto, a maioria dos pacientes se
concentram na faixa de 16 a 55 anos, fato explicado por se tratar do periodo reprodutivo
feminino (BERTSIAS et al., 2012).

Conforme Carter et al. (2016), a incidéncia deste disturbio, no mundo, é estimada em
0,3 a 31,5 casos por 100.000 habitantes a cada ano, sendo os menores indices observados em
populagéo do leste europeu e os maiores associados a popula¢bes com descendéncia afro-
caribenha. Ainda segundo Carter et al. (2016), a prevaléncia mundial do LES varia entre 3,2 a
517,5 casos por 100.000 habitantes, tendo altos indices em populac@es americanas, regides do

sul europeu e asiatico e no oriente médio.

Estudos conduzidos no Reino Unido mostraram declinio na taxa média de incidéncia da
doenga em sua populagéo, de 5,10 casos por 100.000 habitantes em 1990 para 4,64/100.000
habitantes em 2012, representando uma queda de 1,8% ao ano. Entretanto, as taxas de
prevaléncia do LES aumentaram ao longo destes anos, partindo de 64,99 casos por 100.000
habitantes (1999) para 97,04/100.000 habitantes em 2012, além de confirmarem o
conhecimento que o lGpus acomete mais mulheres do que homens, bem como o fato da etnia

afro-caribenha ser a mais propensa a desenvolver este disturbio (REES et al., 2016).

Furst et al. (2013) conduziram estudos em diversas regides dos Estados Unidos ao longo
de cinco anos (2003-2008), onde foi estimada uma incidéncia geral de 6,63 casos por 100.000
habitantes de LES no periodo, incidindo em maior escala sobre o género feminino
(11,09/100.000 habitantes) em relacdo ao masculino (1,89/100.000 habitantes). A prevaléncia,
assim como ocorreu nos estudos conduzidos por Rees et al. (2016) no Reino Unido, apresentou
crescimento, sendo, em 2003, estimada em 81,07 casos por 100.000 habitantes elevando-se para
102,94/100.000 habitantes em 2008. Este crescimento da prevaléncia do LES pode estar
associado a maior taxa de deteccao da doenca e ao aumento da sobrevida dos pacientes, devido

as melhorias nas estratégias de diagndstico e tratamento nas Gltimas décadas.

No Brasil, os dados epidemioldgicos acerca do LES sdo escassos, tendo sido realizados
estudos nos estados do Rio Grande do Norte (RN), Minas Gerais (MG) e Parana (PR). A
incidéncia anual para a cidade de Natal/RN foi estimada em 8,7 novos casos por 100.000
habitantes (mulheres 14,1:100.000/ano; homens 2,2:100.000/ano), sendo diagnosticado em
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pacientes com média de idade igual a 31,8 anos, conforme estudos realizados no ano 2000
(VILAR et al., 2003). Para a cidade de Montes Claros, MG, em estudos realizados em 2003
utilizando a abordagem COPCORD (Community Oriented Program for Control of Rheumatic
Diseases), foram observados 3 casos prevalentes, sendo 2 do género feminino (SENNA et al.,
2004). Estudos realizados em Cascavel/PR, por meio de revisdo de prontuarios do servico de
reumatologia local durante os anos de 2007 e 2008, revelaram incidéncia de 4,8 casos por
100.000 habitantes em pacientes com idade média de 41,5 anos (NAKASHIMA et al., 2011).

Dados sobre a mortalidade em decorréncia do LES mostram que, no Canada, em estudo
realizado com 1.000 pacientes, a taxa de mortalidade geral foi de 2,6 dbitos, sendo a maioria
dos pacientes com idades superiores a 50 anos e resultante de infeccdes (LALANI et al, 2010).
No Brasil, em estudo conduzido entre os anos de 2002 a 2011, a taxa de mortalidade foi de 4,76
Obitos por 100.000 habitantes em pacientes com idade média de 40,7 anos (45,61% das mortes
ocorreram entre 20 e 39 anos), sendo a maior incidéncia em mulheres (90,7%) e brancas
(49,2%) (COSTI et al., 2017).

1.1.3 Diagnostico clinico e laboratorial

O diagnostico do LES é estritamente complicado e desafiador, em razdo de seus
inimeros e varidveis sintomas, que podem ser confundidos tanto com doencas
infecciosas/inflamatdrias, quanto com outras doengas autoimunes que apresentem sintomas
constitucionais (artralgia, febre, fadiga) e especificos similares, como a artrite reumatdide
(LEVY & KAMPHUIS, 2012; IGHE et al., 2015).

O diagnostico consiste em achados clinicos mediante anamnese, exame fisico completo,
e testes laboratoriais que incluem hemograma com contagem de plaqueta, contagem de
reticulécitos, velocidade de hemossedimentacdo (VHS), perfil metabdlico completo, teste de
Coombs direto, transaminases hepaticas, fosfatase alcalina, urina rotina, proteindria de 24hs,
ureia e creatinina séricas, eletrolitos, albumina sérica, dosagem de bilirrubina, complemento
(CH50, C3 e C4), proteina C reativa e avaliacdo de autoanticorpos (FAN, anti-DNA, anti-Sm,
anti-cardiolipina, anticoagulante Iupico, anti-La/SSB, anti-Ro/SSA e anti-RNP) por
imunofluorescéncia indireta. Para a individualizacdo da abordagem, sinais e sintomas que
possam afetar diferentemente cada paciente, 0 uso de outros recursos diagnosticos devem ser
levados em consideracdo, como radiografias para avaliacdo do envolvimento articular, ésseo,
torécico e pulmonar ( MAIDHOF & HILAS, 2012; KUHN et al., 2015).
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O hemograma é uma importante ferramenta aplicada na avaliacdo de pacientes com
LES, indicando varias alteracbes hematoldgicas comuns na doenga, como anemias,
evidenciadas em pacientes com baixos niveis de hemoglobina (< 12 g/dL para mulheres e 13.5
g/dL para homens) e hematocrito (< 35%), bem como baixa contagem de eritrécitos no sangue
periféricos (contagem inferior a 3.9x10° para mulheres e 4.3x10° para homens) associadas ou
ndo a reticulocitose. A trombocitopenia (contagem de plaquetas inferior a 100x10%/dL) é
também uma alteracdo frequente no LES, resultante da atividade da doenca, sendo um fator de
risco independente de aumento da mortalidade (BASHAL, 2013).

Outros achados de importancia clinica no hemograma dos pacientes sdo leucopenia
(contagem inferior a 4x10%dL), linfopenia (contagem inferior & 1.5x10%/dL) e neutropenia
(contagem inferior & 1x10%/dL), associados principalmente a atividade do LES e medicamentos,
como micofenolato de mofetil e outros imunossupressores, além da reducdo de mondcitos e
eosinofilos circulantes (ALEEM, et al., 2014; FAYYAZ et al., 2015; SUBEDI et al., 2015).
Entretanto, pacientes podem apresentar quadro inverso, ou seja, leucocitose (contagem superior
a 10x10%dL), principalmente de granuldcitos, em decorréncia de infecgdes e/ou altas doses de
esteroides (BASHAL, 2013).

O diagnostico do LES, atualmente, baseia-se em critérios de classificacdo propostos em
1971, e revisados em 1982 (TAN et al., 1982) e 1997 (HOCHBERG, 1997), pelo American
College of Rheumatology (ACR) (ANEXO 1), que se fundamenta na presenca de, pelo menos,
quatro dos onze critérios estabelecidos. Sdo eles o eritema malar, lesbes discoide,
fotossensibilidade, Ulceras orais/nasofaringeais, serosite (pleurite ou pericardite), artrite (ndo-
erosiva, com duas ou mais articulacBes acometidas caracterizada por dor, inchaco ou efuséo),
comprometimento renal (proteindria persistente [> 0,5g/dia ou > 3+] ou cilindrdria anormal),
alteracBes hematoldgicas (anemia hemolitica, leucopenia — [4.000/mm?® em duas ocasides],
linfopenia [<1.500/mm3 em duas ocasides] e/ou plaquetopenia [<100.000/mm?)), alteracdes
neuroldgicas (convulsdes e psicose), alteracdes imunoldgicas (presenca de anti-dsDNA, anti-
Sm, e anticorpos antifosfolipides) e positividade para anticorpos antinucleares. Este critérios
possuem 83% de sensibilidade e 96% de especificidade (BORBA et al., 2008; CUNHA &
GILEK-SEIBERT, 2016).

Os critérios SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics) (ANEXO I1)
propostos por Petri et al. (2012), com o objetivo de elevar a sensibilidade dos critérios

diagnosticos no LES, consiste na inclusdo nos critérios ACR, revisados em 1997, com o
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acréscimo de sinais, sintomas e dados clinicos, que incluem: acometimento cuténeo (alopecia
néo cicatricial, outras lesfes cutaneas, LES subagudo e vasculite cutanea), articular (rigidez
matinal por mais de 30 minutos), renal ( hematuria), neuronal (mielite, neuropatias cranial ou
periférica, estado confuso agudo), imunoldgico (complemento baixo, teste de Coombs direto e
anti-p2 glicoproteina). O diagnostico passa a ser concluido com a identificagdo de 4 ou mais
critérios, sendo, pelo menos 1 clinico e 1 imunoldgico, ou bidpsia renal com nefrite compativel
com LES e FAN ou Anti-dsDNA positivo. Estes critérios possuem 97% de sensibilidade e 84%
de especificidade (CUNHA & GILEK-SEIBERT, 2016). Os critérios ACR e SLICC podem ser
aplicados em conjunto (KUHN et al., 2015).

1.1.3.1 SLEDAI

A possibilidade de mensurar a atividade do LES é de grande importancia tanto para a
pesquisa clinica, quanto para a tomada de decisdes acerca da conduta terapéutica a ser seguida
(BOMBARDIER et al., 1992; MIKDASHI & NIVED, 2015)

Com a finalidade de avaliar a atividade da doenca no LES, desde o inicio da década de
80, varios indices de atividade, confiaveis e validados, foram propostos, dentre estes 0 SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index), introduzido em 1985, que consiste na
pontuacgéo das alteracOes apresentadas pelos pacientes, sendo que quanto maior a pontuacao
apresentada maior a atividade da doenca com uma janela de no maximo 10 dias (TOUMA et
al., 2010; MIKDASHI & NIVED, 2015).

O SLEDAI é um dos indices mais aplicados para determinacao da atividade do LES em
centros de reumatologia. Este indice consiste em um questionario contendo 24 diferentes
manifestacdes apresentadas por pacientes acometidos, sendo atribuida diferentes pontuacdes
para cada ocorréncia, variando de 1 a 8 pontos. A atividade é medida pela pontuacdo obtida
pelo paciente, em que 0 (zero) assinala que o paciente ndo apresenta nenhuma das
manifestacdes e 105 a pontuacdo maxima. Quanto maior a pontuacdo, maior a atividade da
doenca. As manifestacfes neuropsiquiatricas e vascular apresentam maior peso no SLEDAI (8
pontos para cada alteracdo). Entre essas estdo a convulséo, psicose, sindrome cerebral organica,
distdrbios visuais, distdrbio de nervos cranianos, acidente vascular cerebral, cefaleia lupica e
vasculite. As alteragdes musculoesqueléticas (artrite e miosite) e as renais (hematuria,
proteinuria, pidria e cilindrdria) pontuam 4 pontos cada. Por outro lado, pontuam com 2 pontos

cada, as manifestacbes mucocutaneas (alopecia, Ulceras de mucosa e rash malar), pleurite,
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serosite, complemento baixo (CH50, C3 ou C4) e aumento de anti-dsDNA. Por fim, pontuam
com 1 ponto cada, febre, trombocitopenia e leucopenia (linfopenia) (BOMBARDIER et al.,
1992; LAM & PETRI, 2005).

O SLEDAI-2K (também conhecido como SLEDAI-2000) (ANEXO I11) é uma versédo
modificada do SLEDAI original introduzido em 2002, consistindo no mesmo principio de
pontuagéo, entretanto, permitindo uma janela de avaliagdo maior (30 dias, validado em estudo
comparativo com a janela de 10 dias). O SLEDAI-2K, difere apenas na pontuacgdo de alguns
pardmetros, pontuando a persisténcia de alopecia, Ulcera de mucosa, erupgdes cutaneas e
proteinuria (superior a 0,5g/24 horas), em contrapartida da pontuacdo apenas no inicio dos
sintomas no SLEDAI original (TOUMA et al., 2010).

1.1.4 Novas perspectivas para o diagnostico laboratorial

Eventos genéticos, bioldgicos, bioquimicos ou moleculares que se correlacionam com
processos bioldgicos normais, patoldgicos ou resposta a uma intervengdo terapéutica com
capacidade de serem avaliados qualitativa e quantitativamente em laboratério podem ser
definidos como biomarcadores (STRIMBU & TAVEL, 2011).

Os biomarcadores devem atender, ap0s criteriosos testes laboratoriais, a uma serie de
exigéncias como ser biologicamente e fisiopatologicamente relevantes, simples para a pratica
de rotina e responder com precisdo e sensibilidade as mudancas na atividade da doenca (LIU &
AHEARN, 2009).

A busca por biomarcadores que auxiliem no diagndstico, monitoramento e resposta
individual a terapéutica é de grande importancia para o gerenciamento da doenca em pacientes
com LES, visto que, os atuais marcadores empregados no diagnostico e monitoramento,
possuem sensibilidade e especificidade varidveis, como o FAN (fator antinuclear). O FAN
embora tenha uma sensibilidade alta (100%), possui uma especificidade relativamente baixa
(65%), enquanto que, anticorpos anti-dsDNA e anti-Sm sdo altamente especificos, possuem
baixa sensibilidade devido a sua transitoriedade (LIU et al., 2013; ZENG et al., 2017).

Assim como 0s autoanticorpos, os demais marcadores utilizados na rotina para o
diagnostico e monitoramento do LES possuem sensibilidade e especificidade limitadas, tais
como a velocidade de hemossedimentacao (VHS), proteina C reativa (PCR) e 0s niveis séricos
de componentes do sistema complemento (C3 e C4) (ADHYA et al., 2011).
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Varios potenciais biomarcadores vem sendo associados com a susceptibilidade e
patogénese do LES. Dentre os principais biomarcadores pesquisados estdo os de origem
genética, como genes de susceptibilidade (polimorfismos e genes relacionados ao sistema HLA
—Human Leukocyte Antigen) e mecanismos epigenéticos (modificacdo de histonas, micro RNA
e metilacdo de DNA), de origem metabolica (marcadores de estresse oxidativo, lipoproteinas
de baixa densidade, lactato e perfis lipidicos) e marcadores imunoldgicos como produtos da
ativacdo do complemento, autoanticorpos, além das citocinas que desempenham um papel
importante na atividade da doenca e na patogénese do LES (LIU et al., 2013; KIM et al., 2015;
ZENG et al., 2017).

A andlise protedmica é uma importante ferramenta envolvida na pesquisa de potenciais
biomarcadores em amostras biol6gicas menos invasivas (como soro e urina), que vem se
destacando nas ultimas décadas devido aos avangos tecnoldgicos, em especial, da
espectrometria de massa (permitindo, de forma simultanea, a identificacdo e quantificacéo de
milhares de proteinas em amostras bioldgicas complexas), e assim possibilitando a busca por
proteinas ou peptideos especificos que correlacionem com o inicio, a manifestacéo, progressdo
de uma doenca ou em resposta a um tratamento (MISCHAK et al., 2010; SHEN et al. 2014).

A protedbmica permite uma analise comparativa de perfis proteicos entre diferentes
grupos de estudos, como entre pacientes portadores de doencas autoimunes, em especial, o LES,
e individuos saudaveis, favorecendo a descoberta de novos biomarcadores proteicos para um
diagndstico precoce, progndstico ou tratamento (NICOLAOU et al., 2017; PINNA et al., 2017).

1.1.4.1 Pesquisa de citocinas

Citocinas sdo pequenas proteinas (5-20 kDa) envolvidas no processo de sinalizacao
celular e regulacdo do sistema imune, recebendo nomenclaturas diferentes conforme a célula
responsavel por sua producdo/secrecdo ou funcdo exercida, como monocinas (citocinas
produzidas por mondcitos), linfocinas (citocinas produzidas por linfocitos), quimiocinas
(citocinas com atividade quimiotaticas) e interleucina (produzida por leucdcitos com acédo sobre
outros leucocitos) (ZHANG & JIANXIONG, 2007; HOLDSWORTH & GAN, 2015).

As citocinas possuem um importante papel mediador no processo inflamatorio, atuando
em respostas inflamatorias locais e sistémicas, proliferacdo celular, reparo tecidual,

envolvendo-se tanto em inflamagdes agudas quanto cronicas por meio de interagdes complexas,
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apresentando, em alguns casos, a¢des contraditorias, devido ao fato de possuirem efeitos pro-
inflamatdrios e/ou anti-inflamatérios (DUQUE & DESCOTEAUX, 2014; TURNER et al.,
2014).

O LES estd associado a processos de desregulacdo da resposta imune adaptativa
(linfocitos B e T), mas evidéncias crescentes indicam a participacdo ativa da resposta imune
inata (neutrdfilos, células dendriticas, mondcitos e macréfagos) na patogénese da doenca, que
junto a resposta adaptativa, sdo responsaveis pela producdo de citocinas que orquestram o
processo inflamatério, sendo que em pacientes com LES, em geral, hd aumento dos niveis
séricos de citocinas pro-inflamatdrias e reducdo daquelas anti-inflamatérias (APOSTOLIDIS
etal, 2011; DAVIS et al., 2011).

Estudos apontam uma forte associacdo entre a desregulacdo da producéo de citocinas e
a fisiopatologia do LES, pois estas assumem um papel critico na diferenciacdo, maturacédo e
ativacdo celular, na perda da tolerancia imunogénica, participando também dos processos
inflamatdrios locais que acarretam as lesdes teciduais caracteristicas da doenca (POSTAL et
al., 2013; YAP & LA, 2013).

O envolvimento das citocinas na patogénese do LES possui grande importancia clinica,
sobretudo na sua utilizacdo como potenciais alvos terapéuticos, como por exemplo terapias com
anti-TNF-a na artrite reumatoide, ou como biomarcadores para diagnostico da atividade e
gravidade da doenca, bem como ferramentas auxiliares no diagnostico da doenca (YAP & LA,
2010)

Dentre as vérias citocinas associadas ao LES, estdo a IL-8 (interleucina 8), IFN-a
(Interferon alfa), IP-10 (proteina induzida por interferon gama), MCP-1 (proteina 1
quimiotética de mondcitos), MIG (monocina induzida por interferon gama), MIP-1a (proteina
inflamatoria de macréfagos 1 alfa), RANTES (regulada sob ativacdo, expressa e secretada por
células T normais) e VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), estando estas envolvidas
na atividade da doenca e dano tecidual, especialmente na evolucédo para nefropatias (ADHYA
etal., 2011; Ll et al., 2013).

1.1.4.1.1 Interleucina 8 (IL-8)

A interleucina 8 (CXCL8) é membro da subfamilia de quimiocinas C-X-C (principais

mediadores da resposta inflamatdria), secretada por varias células sanguineas (macrofagos,
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células epiteliais, linfocitos e neutrdfilos), sendo o neutréfilos o principal alvo de sua agéo
(SHAHZAD et al., 2010).

Estudos sugerem uma correlacdo positiva entre a concentracdo sérica de IL-8 e a
atividade e agravamento do LES, visto que, pacientes com acometimento pulmonar (fibrose
pulmonar), renal (nefrite) e neuropsiquiatrico apresentaram niveis elevados em comparacédo a
controles saudaveis, indicando um importante papel modulador da IL-8 nos danos teciduais
caracteristicas da doenca ( ROVIN et al., 2002; OKAMOTO et al., 2010; NIELEPKOWICZ-
GOZDZINSKA et al., 2014).

1.1.4.1.2 Interferon- o (IFN-a)

O IFN-a € uma glicoproteina, integrante da familia dos interferons tipo 1, produzida por
diversas células, como células dendriticas plasmocitoides, em resposta a patdgenos
(principalmente virus), atuando na regulacdo da resposta imune inata e adaptativa,
especificamente, na inducao de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC)
e na ativagio de células apresentadoras de antigenos (RONNBLOM & ELKON, 2010;
NIEWOLD, 2011).

O IFN-a ¢ associado a varios mecanismos fisiopatologicos do LES, dentre os quais,
estdo a perda da tolerancia periférica por promover a maturacdo de células dendriticas (CDs),
pois CDs imaturas sdo importantes na inducdo de anergia e na delecdo de células T
autorreativas, bem como na indugdo e manutengdo de células T reguladoras ( YAP & LAl,
2010; OHL & TENBROCK, 2011).

Outros mecanismos observados sob influéncia do IFN-a, sdo o aumento da expressao
de autoantigenos (como o0 Ro52) e sua translocacgédo seguida de subsequente apoptose, aumento
da producéo de anticorpos, mudanca de classe isotipica, perda de seletividade de linfécitos B e

capacidade de alterar a expressao génica em pacientes com lupus ativo (YAP & LAI, 2013).

Os niveis sericos de IFN-a estdo aumentados em pacientes com LES, correlacionando
com a atividade e agravamento da doenca e a producéo de autoanticorpos. Uma das explicacoes
deste aumento se deve ao fato de imunocomplexos gerados a partir de autoantigenos e
autoanticorpos ativarem células dendriticas, a principal produtora do IFN-o. ( YAP & LA,
2013; KIM et al., 2015; TAHERNIA et al., 2017).
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Em estudos realizados em pacientes sob tratamento com IFN-a (como em sarcoma de
kaposi e hepatite C) , observou-se o desenvolvimento de uma sindrome similar ao LES, sendo
0s sintomas minorados ao se interromper o tratamento, com alguns pacientes desenvolvendo
autoanticorpos (DAVIS et al., 2011; TAHERNIA et al., 2017). Niveis séricos elevados de IFN-
a sao descritos como fatores de risco hereditérios para o desenvolvimento do LES (NIEWOLD,
2011).

1.1.4.1.3 Proteina-10 induzida por Interferon gama (IP-10)

A IP-10 (CXCL10) é uma citocina pertencente a subfamilia das quimiocinas C-X-C
secretadas por células mononucleares de sangue periférico, células endoteliais fibroblastos,
atuando sobre mondcitos, células T e NK, além da regulacdo de linfécitos T, modulacgéo e
aumento da expressdo de moléculas de adesdo, inibicdo da angiogénese e no amadurecimento
de células progenitoras na medula éssea (KONG et al., 2009). O seu aumento esta associado a
doencas inflamatorias, como distarbios autoimunes, bem como indicador de severidade de
diversas doencas (LIU et al., 2011).

Diversas manifestacfes do LES foram associadas a concentracGes elevadas de IP-10,
dentre estas, destacam-se as manifestacGes cutaneas, devido a maior sintese desta citocina por
macrdfagos e queratindcitos ativos no foco da lesdo, bem como por aumentar o recrutamento
de células dendriticas para o local da manifestacdo cutdnea. Comprometimento pulmonar e
renal também sugerem evidéncias significativas do papel fisiopatologico da IP-10 no Lapus,
em decorréncia, principalmente, de sua acdo quimiotatica, apresentando uma correlacao
positiva com a atividade da doenca (FU et al., 2008; KONG et al., 2009; ODLER et al., 2016).

1.1.4.1.4 Proteina-1 quimiotatica de mondcitos (MCP-1)

A quimiocina MCP-1 (CCL2) é um potente e importante fator quimiotatico de
monocitos membro da subfamilia C-C (envolvidas no recrutamento celular), sendo produzida
por diversas células como endoteliais, fibroblastos, epiteliais, monociticas, muscular lisa,
astrocitos, células mesangiais e microgliais em resposta ao estresse oxidativo, a fatores de
crescimento ou citocinas, facilitando a migracdo e infiltracdo de mondcitos/macrofagos,
linfécitos T e de células NK no sitio inflamatorio (DESHMANE et al., 2009).
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A MCP-1 estd envolvida em varias doencas autoimunes, devido a sua atuacdo no
recrutamento celular, sendo potencial alvo terapéutico em doencas como artrite reumatoide,
esclerose multipla e diabetes tipo 1 (DESHMANE et al., 2009; YE et al., 2005). No LES,
estudos apontam um aumento desta quimiocina durante a atividade da doenca, principalmente,
em manifestacbes renais e cutneas, em decorréncia de sua agdo quimiotatica sobre
mondcitos/macréfagos que migram para o foco inflamatdrio, levando a injuria tecidual (LIU et
al., 2016; LEE & SONG, 2017). Niveis elevados de MCP-1 também foram encontrados em

pacientes com manifestacGes neuropsiquiatricas (YOSHIO et al., 2016).

1.1.4.1.5 Monocina induzida por Interferon gama (MIG)

MIG (CXCL9) é um fator quimioatratante de linfocitos T, produzido por mondcitos e
macrofagos, durante o processo inflamatorio e no reparo de danos teciduais, atuando também
na inibicdo da angiogénese, em tumores e metastase (BERTHOUD et al., 2009; DUQUE &
DESCOTEAUX, 2014). Infiltrados linfociticos em valvulas e lesdes cardiacas foram

associados a0 MIG em pacientes com doencas reumaticas (FAE et al., 2013).

Estudos indicam niveis elevados de MIG em pacientes com LES, correlacionando-se
significativamente com o score SLEDAI, associando-se, principalmente, a manifestaces
cutaneas, cardiacas e renais (BAUER et al., 2006; LIT et al., 2006; FERREIRA et al., 2010).

1.1.4.1.6 Proteina-1a inflamatoria de macrofagos (MIP-1a)

A MIP-1a (CCL3), ¢ uma citocina pro-inflamatoria da subfamilia C-C envolvida nos
processos de quimiotaxia, fagocitose e desgranulacdo, atuando na coordenagdo de respostas
inflamatdrias agudas e cronicas em locais de infeccdo ou lesdo tecidual, principalmente pelo
recrutamento celular, como mondcitos, neutréfilos, células dendriticas e NK, por regulacéo do
trafego transendotelial (MAURER & VON STEBUT, 2004; DAPUNT et al., 2014). Diversas
células podem produzir MIP-1a, sendo as principais os mondcitos ¢ macrofagos, quando

estimulados por antigenos bacterianos (MENTEN et al., 2002).

Alguns poucos estudos apontam correlacao entre a MIP-1a e o LES, na qual, além das
funcbes desempenhadas pela citocina, evidenciada em sua forte associagdo com lesdes
discoides, demonstrou-se que esta possui efeito inibitorio das acfes de megacariocitos e

aumento do nivel sérico de trombopoietina em pacientes com lUpus, principalmente aqueles
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que apresentavam anemia aplastica (VILA et al., 2007; LU & NOSSENT, 2015). Pacientes
com acometimento renal apresentam niveis séricos elevados de MIP-1a, bem como tendéncias

significantes de alteracdes hematoldgicas (BAUER et al., 2006).

1.1.4.1.7 RANTES

RANTES (CCL5) é uma quimiocina membro da subfamilia C-C com importante papel
imunoregulador, com efeito quimiotatico em linfécitos T e mondcitos fundamental na iniciacéo
e manutencdo do processo inflamatério, sendo expressa por diversos tipos de células,
principalmente por fibroblastos, mondcitos, celulas endoteliais e algumas células epiteliais apo6s
ativagdo (KRENSKY & AHN, 2007; TAHARA et al., 2009).

A quimiocina RANTES desempenha uma ampla importancia clinica em diversas
patologias, compreendendo as infec¢des (especialmente por HIV — virus da imunodeficiéncia
humana), cancer, aterosclerose, asma, transplantes (associado a rejei¢do do 6rgdo), e doencas
autoimunes, como a artrite reumatoide, sendo associado como preditor de susceptibilidade e
atividade da doenca, glomerulonefrites (associado a patogénese da doenca) e esclerodermia.
Em todas essas doencas, demostrou-se um aumento do nivel sérico desta citocina (KRENSKY
& AHN, 2007; ELSAADANY et al., 2011; GAMBICHLER et al., 2011).

Pacientes com LES, segundo alguns estudos, apresentam niveis séricos de RANTES
elevados, sugerindo correlacdo com a atividade da doenca, em especial, atrelado as
manifestacBes renais, como a nefrite lUpica, podendo ser sugerido como indicador de
agravamento clinico, além de manifestacBes cutaneas, por contribuir para a cronicidade de
infiltrados inflamat6rios no tecido ( VILA et al., 2007; TIAN et al., 2007; LU et al., 2012; UVA
etal., 2012).

1.1.4.1.8 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGF é um potente agente angiogénico pertencente a familia dos fatores de
crescimento, capaz de induzir a proliferacdo, migracéo e permeabilidade de células endoteliais
vasculares em resposta a hipdxia e outros diversos estimulos celulares (FERRARA, 2004;
MOREIRA et al., 2007). Esta citocina é secretada por células endoteliais, fibroblastos, células

musculares lisas e macréfagos, estando envolvida em diversas patologias, como eczema e,
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principalmente, tumores sélidos, correlacionando-se com o estagio e progressao da doenca (
SHIBUYA, 2014; SAMOCHOCKI et al., 2016).

O VEGF desempenha um importante papel na patogénese do LES, atuando, em
conjunto com outros fatores, no desencadeamento de diversos disturbios que incluem alteracdes
cardiovasculares, contribuindo para o desenvolvimento de quadros de vasculite, aterosclerose
e doenca arterial coronariana, bem como alteragbes renais, devido a danos ao endotélio
glomerular resultando em nefrite (FELIERS, 2009; FRIERI, 2012; ZUBAIR & FRIERI, 2013;
BARBULESCU et al., 2015). Em pacientes com manifestagdes cutaneas do LES, nota-se
também elevacdo nos niveis séricos de VEGF, principalmente naqueles onde se observa
ulceracdes de mucosa (ATERIDO et al., 2017).

Pacientes com LES apresentam niveis séricos de VEGF superiores a controles saudaveis
e, em alguns estudos, foi reportada uma correlagcdo positiva com a atividade da doenca, sendo
0 VEGF apontado como um promissor biomarcador para diagnostico e prognéstico (ZUBAIR
& FRIERI, 2013; ZHOU et al., 2014).

1.1.4.2 Molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1)

A ICAM-1, também conhecida por CD54 (Cluster of differentiation 54) é uma
glicoproteina de superficie celular induzida por citocinas (como IL-1 e IFN-y), expressada em
varios tipos celulares incluindo células endoteliais e leucocitos. Esta molécula desempenha
papel importante na resposta imune inata e adaptativa, como na transmigracdo endotelial de
leucdcitos para o foco inflamatério e na interacdo entre células apresentadoras de antigenos
(APCs) e linfécitos T (LAWSON & WOLF, 2009; LONG, 2011).

Em pacientes com LES, niveis elevados de ICAM-1 correlacionaram-se com a atividade
da doenca e com a reducdo da sobrevivéncia em comparacdo a individuos com niveis normais,
possuindo potencial como biomarcador de pior prognéstico da doenca (SABRY et al., 2007,
AHEARN et al., 2012). Além disso, 0 aumento dessa molécula de adeséo pode estar associado
a manifestagdes cardiovasculares (aterosclerose, calcificagdes em artérias coronarias e
disfungdes endoteliais), manifestacOes renais, principalmente nefrite, e na manutencdo do
processo inflamatorio (TORRES et al., 2009; MOK, 2010; GUAN et al., 2012).
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1.2 Citometria de fluxo e CBA - Cytometric Bead Array

A citometria de fluxo (CF) € uma importante ferramenta para diagnostico e pesquisa,
aplicada em estudos de avaliagdo quantitativa e qualitativa tanto de parametros celulares
(analisando tamanho, granulosidade entre outras caracteristicas), quanto de estruturas e
produtos celulares, como DNA, RNA, marcadores de superficie, citocinas, dentre outros,
empregando anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos, sendo uma das estratégias
mais eficientes para a identificacdo destas moléculas (IBRAHIM & VAN DEN ENGH, 2007;
PICOT et al., 2012).

A CF consiste em trés componentes basicos, a parte fluidica, responsavel por conduzir
a amostra a ser analisada para o interior do equipamento; o componente dptico e detectores
(composto por um feixe luminoso, lasers, com diferentes comprimentos de ondas e detectores
capazes de captar a difracdo da luz em analises de pardmetros celulares, como a intensidade
luminosa de fluorocromos apos excitacdo) e por fim o componente eletrdnico, composto
sobretudo por uma unidade de processamento (computador) responsavel por converter os sinais

luminosos captados em dados mensuréaveis (ADAN et al., 2017).

O Cytometric Bead Array é uma das varias aplicac@es da citometria de fluxo, em que, é
possivel a analise de varias proteinas sollveis em liquidos bioldgicos de forma simultanea em
uma Unica reacdo, utilizando relativamente um pequeno volume de amostra (25 — 50
microlitros) em comparagdo aos imunoensaios tradicionais, bem como requerendo um menor
tempo de execucdo (CASTILLO & MACCALLUM, 2012).

A técnica de CBA permite avaliar de forma precisa e concisa uma grande variedade de
analitos de interesse clinico. Esta técnica é também largamente utilizada na pesquisa, para
avaliar, mesmo em baixas concentracdes, mediadores inflamatdrios, quimiocinas, anticorpos,
moléculas de sinalizacdo celular, mediadores apoptéticos, moléculas de adesdo, isotipo de
imunoglobulinas, dentre outros marcadores, sendo as citocinas, um dos principais alvos
avaliados por esta ferramenta. Dentre os tipos de amostras que podem ser submetidas a esta
técnica estdo soro, plasma, liquido cefalorraquidiano, urina e sobrenadante de cultura celular
(MORGAN et al., 2004).

O CBA consiste no uso de beads de captura (microesferas) com diferentes intensidades
de fluorescéncia revestidas com anticorpos especificos para cada analito a ser mensurado. As

beads podem também ser revestidas com antigenos (como exemplo para a deteccdo de
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anticorpos em amostras clinicas), e como indicadores, sendo posteriormente adicionados
anticorpos de detec¢do marcados com composto fluorescente, formando imunocomplexos do
tipo “sanduiche” com o analito de interesse. A expressao de diferentes intensidades de
fluorescéncia é detectada pelo equipamento de CF. Dessa forma, é possivel a multiplexacéo de

varias beads em uma mesma reacdo (LENG et al., 2008).

A aquisic¢do dos resultados do CBA pode ser feita em quase todos os equipamentos de
CF presentes em laboratorios de diagndstico e pesquisa, sendo esta uma das grandes vantagens
desta ferramenta, visto que ndo demandara na maioria dos casos na aquisi¢do de hardwares
especificos, pois a analise é feita em softwares (como o FCAParray™, fornecido pelo fabricante
Becton Dickinson® - BD Biosciences) (BERTHOUD et al., 2011; ELSHAL & MCCOY,
2006).

O CBA vem sendo empregado amplamente na pesquisa, como na busca de marcadores
auxiliares no diagndstico de varias patologias, bem como para avaliar a resposta de pacientes
ao tratamento e busca por novos marcadores, através da dosagem de diferentes analitos,
avaliando a presenca ¢ sua concentragdo em fluidos biologicos (O’Donnell et al., 2013). Dentre
as patologias que possibilitam a aplicagdo da técnica de CBA estdo o cancer (deteccdo e buscas
por marcadores), cardiopatias (quantificacdo de marcadores cardiacos), infecdes virais e
bacterianas (deteccdo de anticorpos especificos e de estruturas bacterianas), doencas
relacionadas ao metabolismo (dosagem de hormonios), distarbios autoimunes e demais doencas
inflamatorias (quantificacdo de citocinas de fase aguda e deteccdo de autoanticorpos) (ANTAL-
SZALMAS et al., 2013).

Diversos estudos de distdrbios autoimunes vém associando a tecnologia do CBA aos
métodos tradicionais para a avaliacdo dos perfis inflamatérios dos pacientes e resposta a
terapéutica (ANTAL-SZALMAS et al., 2013). Alguns exemplos podem ser observados nos
trabalhos conduzidos por Zhao et al. (2014) e Miao et al. (2014) na avaliacdo da artrite
reumatoide durante a atividade da doenca e na resposta ao tratamento, por perfil inflamatério e

marcadores de superficie celular.

No LES, o CBA tornou-se uma importante ferramenta para a avaliacdo, em pesquisa,
da atividade e progressédo da doencga, devido a sua alta sensibilidade e capacidade de dosar
diversos analitos de forma simultanea. Dessa forma, é possivel a analise de varios parametros
em amostras de diferentes origens como soro, plasma, liquido cefalorraquidiano e urina,

possibilitando, devido ao carater sisttmico da doenca, avaliar o avango do distirbio em
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diferentes 6rgdos ou sistemas atraves da dosagem de marcadores inflamatorios ou de danos
teciduais, bem como associd-los a outros marcadores ja conhecidos (LIU et al., 2006;
FRAGOSO-LOYO et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2015).

Devido a falta de biomarcadores especificos e confidveis para o diagndstico do LES, o
presente estudo tem por objetivo avaliar potenciais biomarcadores inflamatorios utilizando a

técnica de CBA que possam auxiliar no diagnostico e monitoramento da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

O LES é um disturbio autoimune crénico que envolve o tecido conjuntivo, de carater
inflamatdrio e multissistémico, em decorréncia da producdo de diversos autoanticorpos e
depdsitos teciduais de imunocomplexos circulantes em diversos 6rgdos e tecidos como rins,
coragdo, pulmdes e pele, expressando-se clinicamente de forma heterogénea, com elevado risco
de morbidade e mortalidade. Rash malar, lesbes discoides, Ulceras orais, fotossensibilidade,
serosite, nefrite, alteragbes neuroldgicas, hematologicas e imunoldgicas estdo entre as
principais manifestacdes. A busca por novas estratégias que auxiliem no desenvolvimento de
novos métodos para o diagndstico e progndstico faz-se a cada dia mais necessario, devido ao
crescente nimero de pessoas acometidas por este disturbio e a gravidade do mesmo. Nesse
contexto, o desenvolvimento de testes mais especificos, rapidos e, a0 mesmo tempo, menos
invasivos e de custo acessivel em relacdo as ferramentas atualmente disponiveis, constitui alvo

de interesse de numerosos pesquisadores que militam na area.

A falta de biomarcadores especificos e confiaveis no LES afeta diretamente a tomada
de decisfes clinicas, mesmo por profissionais experientes. O diagndstico atual é estabelecido
por meio de complexos critérios desenvolvidos pelo American College of Rheumatology, que
reine uma série de alteracfes associadas a doenca, mas que ndo possuem sensibilidade e
especificidade altas, sendo em alguns casos associados a outras condic@es clinicas, elevando
dessa forma o risco de um diagndstico incorreto e consequentemente um tratamento também
incorreto ou tardio. O LES possui um curso clinico altamente variavel, alternando entre
periodos de atividade e remissdo da doenca. Dessa forma, a falta de um preditor deste estado
pode dificultar o manejo clinico dos pacientes e impede o desenvolvimento de novas terapias.
Uma outra limitacdo consiste no fato de ndo haver um teste Unico que defina se a doenca esta

em atividade ou ndo.

Neste estudo, tendo em vista a crescente demanda por procedimentos diagnoésticos com
melhor especificidade e sensibilidade, pretende-se avaliar niveis séricos de marcadores
inflamatorios por citometria de fluxo, utilizando a técnica de CBA. Uma vez identificados estes
marcadores, vislumbra-se a validacdo futura dos mesmos para o diagnoéstico, definicdo de

atividade da doenca e diferenciacdo do LES de outras condi¢Ges autoimunes.

Cumpre ressaltar que a versatilidade da técnica de CBA permite a analise simultanea de

varios analitos em pequenos volumes de amostras (tipicamente 25-50 L), enquanto que, 0s
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métodos de ELISA, rotineiramente aplicados, permitem apenas um analito por po¢o bem como
demanda maior volume de amostras em varias reagdes. Ainda que as novas placas possibilitem
a analise de multiplos analitos, estes séo limitados a oito por reacdo, ao passo que no CBA este
numero pode chegar a trinta analitos em uma mesma reacdo (CASTILLO & MACCALLUM;
2012).

Os resultados obtidos, apo6s validados, poderdo ajudar no desenvolvimento de novos
testes como o ELISA e/ou outros imunoensaios de maior aplicabilidade na rotina laboratorial e
que sejam importantes ndao apenas para o diagndstico e defini¢do de progndstico, mas também

para o monitoramento da resposta ao tratamento.

Finalmente, pela primeira vez em estudos que objetivam a busca por novos
biomarcadores para o0 LES, esta sendo proposta a quantificacdo simultanea das citocinas INF-
o, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a, RANTES, VEGF e da molécula de adesio ICAM-1,
tendo em vista que a literatura, até 0 momento, revela resultados obtidos somente com a analise
isolada destes analitos. Dessa forma poderemos comparar de forma homogénea e integrada a

eficiéncia destes marcadores para a diferenciacdo entre os grupos definidos neste trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar potenciais biomarcadores inflamatérios para o LES utilizando o

ensaio Cytometric Bead Array (CBA), automatizado por citometria de fluxo.

3.2 Objetivos Especificos

o ldentificar, pela metodologia de CBA, em soro de pacientes portadores de LES e em
grupos controles (portadores de outras doencas autoimunes e individuos saudaveis) 0s
biomarcadores inflamatorios: ICAM-1, IL-8, IFN-a, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a,
RANTES e VEGF.

e Comparar os niveis séricos dos biomarcadores inflamatorios entre os grupos avaliados;

e Correlacionar os niveis séricos dos biomarcadores com os dados demograficos e indice
de atividade do LES (SLEDAI 2k modificado).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Normas éticas

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 D) e pela geréncia de ensino e pesquisa do Hospital das
Clinicas da UFMG (HC-UFMG) sob o numero 061/16 (ANEXO E).

Os participantes selecionados para o estudo foram esclarecidos sobre os objetivos da
pesquisa, e 0s que estavam de acordo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO V1), autorizando a coleta de sangue e o uso de informagdes constantes do prontuario

médico.

4.2 Selecdo de pacientes e de voluntarios (controles)

Os pacientes deste estudo foram selecionados no servigo de reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) — Ambulatorio Bias Fortes
sob supervisdo médica e na Faculdade de Farmacia da UFMG (FAFAR-UFMG).

Os grupos de pacientes sdo compostos por mulheres com diagnostico de LES conforme
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. Pacientes com outras doencas autoimunes
sistémicas (ODA), diagnosticadas conforme critérios de cada doenca, com caracteristicas
clinicas e laboratoriais semelhantes ao LES, foram também selecionadas. As pacientes foram
recrutadas no servico de reumatologia do HC-UFMG (Ambulatério Bias Fortes).

O grupo de participantes controles € composto por voluntarias saudaveis de mesma faixa
etaria recrutadas no HC-UFMG e na FAFAR-UFMG.

A selecdo de participantes ocorreu de agosto de 2016 a abril de 2017. Os grupos foram

distribuidos da seguinte forma:
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Grupo 1 — LES (n = 46):
o LES baixa atividade (LESBA): pacientes com SLEDAI 2k modificado <4, n =
22.
o LES atividade moderada/alta (LESAMA): pacientes com SLEDAI 2k
modificado >4, n = 24,
Grupo 2 — ODA (n = 42):
o Aurtrite Reumatoide: n=11.

o Esclerodermia: n = 10.

o

Espondilite Anquilosante: n = 10.
o Sindrome de Sjogren primario: n = 11.
Grupo 3 - CONTROLE (n = 8).

4.2.1 Critérios de incluséo

42.1.1LES

Individuos do sexo feminino, com idade superior a 18 anos;
Diagnostico de LES conforme ACR,;

Assinatura do TCLE pelo paciente ou responsavel legal.

4.2.1.2 ODA

Individuos do sexo feminino, com idade superior a 18 anos;
Diagnostico de doenca autoimune diferente de LES, conforme critérios de cada doenca.

Assinatura do TCLE pelo paciente ou responsavel legal.

4.2.1.3 Controle

Individuos do sexo feminino, com idade superior a 18 anos;
Auséncia de doencas infecciosas, inflamatorias ou autoimunes em evidéncia no
momento da coleta ou com sintomas nos 30 dias precedentes (autorrelato);

Assinatura do TCLE pelo paciente ou responsavel legal.
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4.2.2 Critérios de exclusao

4.2.2.1 LES e ODA

e Soropositividade para HIV;

e (Gestantes;

e Presenca de alguma outra condic¢do patologica infecciosa ou inflamatéria no momento
da coleta ou nos 30 dias precedentes;

e Recusa em assinar o TCLE.

4.2.2.2 CONTROLE

e Soropositividade para HIV;

e Gestantes;

e Presenca de algum quadro patoldgico de carater infeccioso, infamatdrio ou autoimune
no momento da coleta ou nos 30 dias precedentes (autorrelato);

e Individuos portadores de alguma condicao autoimune;

e Recusa em assinar o TCLE.

4.2.3 Tamanho da amostra

O calculo do n amostral foi feito considerando-se o objetivo principal do experimento
que foi detectar possiveis diferencas entre os grupos de pacientes e entre estes com 0 grupo
controle, para a avaliacdo preliminar de potenciais biomarcadores para o LES. Para a
determinacdo, visto que ndo se detém o conhecimento sobre a frequéncia populacional da

variavel em andlise, fixou-se o n minimo de 40 individuos por grupos (MIOT, 2011).

O total de individuos participantes deste estudo submetidos ao experimento foi de 94

individuos.

4.3 Andalises laboratoriais

A parte experimental deste estudo foi realizada no Laboratério de Imunologia Clinica
da Faculdade de Farméacia/lUFMG e no Centro de Pesquisa René Rachou/CPgRR no
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Laboratdrio de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoragdo (LBDM) em colaboragdo com
Dr. Olindo Assis Martins Filho, Dra. Andréa Teixeira de Carvalho e Dra. Fernanda Freire

Campos Nunes.

4.3.1 Obtencédo dos dados clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos e laboratoriais foram extraidos das fichas de acompanhamento clinico
de cada paciente, arquivadas no ambulatorio Bias Fortes (HC-UFMG), contendo informacGes
quanto ao diagnostico, medicamentos, atual condicédo clinica do paciente, exames laboratoriais

recentes e conduta médica adotada.

4.3.2 Obtencéo das amostras

Foram coletas amostras de 10 mL de sangue por puncdo venosa em fossa antecubital
em tubos estéreis sem anticoagulante e 5 mL em tubo com citrato de sodio utilizando o sistema
Vacutainer® (Becton-Dickinson Bioscience). As amostras foram rapidamente centrifugadas a
3000 g, por 10 minutos, em centrifuga ndo refrigerada, para a separacdo de soro ou plasma,
sendo logo apos, transferidos para microtubos estéreis e devidamente identificados em aliquotas
(500 pL), as quais foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.

4.3.3 Dosagem dos biomarcadores inflamatérios por Citometria de Fluxo - CBA

Os biomarcadores foram quantificados nos soros de pacientes e controles, utilizando
kit CBA-Flex de proteinas soltveis (Human soluble protein Master Buffer kit: ICAM-1 —
catdlogo n°.: 560269, INF-a — catadlogo n°.: 560379, IL-8 — catalogo n°.: 558277, IP-10 —
catdlogo n°.: 558280, MCP-1 — catalogo n°.: 558287, MIG — catalogo n°.: 558286, MIP-1a —
catadlogo n°.: 558325, RANTES - catalogo n°.: 558324, VEGF — catalogo n°.: 558336, Becton
Dickinson Biosciences Pharmingen, BD, San Diego, CA, EUA). A metodologia utilizada foi

adaptada do protocolo original proposto pelo fabricante.
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4.3.3.1 Preparo das amostras

As amostras de soro aliquotadas foram descongeladas em banho-maria a 37° C, sendo
posteriormente centrifugadas, em microcentrifuga, a 21.000 g durante 10 minutos e recolhido

0 sobrenadante.
4.3.3.2 Preparo da curva padrao

Para a curva padrdo, adicionou-se os padrdes liofilizados de cada analito em um tubo
Falcon de 15 mL reconstituindo-os com 4mL de diluente de ensaio (Top Standard — TS). Ap6s
15 minutos em temperatura ambiente, foram feitas diluicGes seriadas até 1:512 em tubos de
polipropileno de 5 mL, contendo 500 pL de diluente de ensaio, com a finalidade de aumentar
o limiar de deteccdo para pequenas concentracdes dos biomarcadores na amostra.

4.3.3.3 Preparo dos reagentes

Para o preparo dos reagentes utilizados na técnica de citometria de fluxo / CBA, seguiu-

se rigorosamente as orientacdes do fabricante, resumidas na tabela 1.

Tabela 1. Reagentes utilizados na técnica de CBA.

Volume Volume utilizado

Reagentes Definigao total no experimento
S@o microesferas de poliestireno
marcadas com diferentes

Beads fluorocromos, recobertas com 0,25 mL* 0,0584 mL*

anticorpos especificos de cada
analito a ser testado.

Solucdo fornecida pelo fabricante
Diluente de com a finalidade de diluir as beads 5 mL 28616 mL
captura de beads ~ de cada analito.

Anticorpos detectores especifico
para o0 analito de interesse,

PE (ficoeritrina) ~ conjugados  com  ficoeritrina o5 mL*  0,0584 mL*
(fluorocromo).
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Solucdo fornecida pelo fabricante
com a finalidade de diluir o

Diluente de PE anticorpo  detector para cada 5mL 25696 mL

analito.

Solucdo de lavagem fornecida pelo

Wash buffer fabricante. Com a finalidade de 130 mL 100 mL

lavar componentes nao reativos.

Solugdo produzida durante o
experimento contendo beads de

Mistura de beads ~ c€ada analito e diluente de captura . 2.920 pL
de beads.
Solucdo produzida durante o

Reagente PE experimento contendo PE de cada 2.628 pL

diluido. analito e diluente de PE.

* Volume correspondente a um marcador.

4.3.3.4 Preparo das placas

Foram utilizadas duas placas de poliestireno com fundo em “U” de 96 pogos (BD Falcon

U-Bottom Tissue Culture Plates, Sterile, BD Biosciences, San Diego, CA, USA).

1-

Foram pipetados 20 pL dos padrdes diluidos e dois controles negativos (solugdo de
lavagem), nas colunas Al a Al2 da placa e posteriormente 0 mesmo volume do
sobrenadante das amostras a serem testadas nos pogos restantes;

Ap6s homogeneizar em vortex por 5 minutos, foram adicionados 20 pL de mistura de
beads em todos 0s pocos;

Incubou-se as placas, abrigadas da luz, por 1 hora e 30 minutos em temperatura
ambiente;

Apos incubacdo, foram adicionados 18 pL de reagente PE diluido;

Incubou-se as placas, por 2 horas, em agitador orbital — temperatura ambiente;

Apos incubacdo, adicionou-se 500 pL de solucdo de lavagem (Wash Buffer) em cada
poco de reacao.

As placas foram centrifugadas a 1400 rpm por 7 minutos.

O sobrenadante foi desprezado, e posteriormente, adicionou-se 200 pL de solucdo de
lavagem para ressuspensao das beads, e entdo procedeu-se a aquisi¢cdo e andlises dos

dados.
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4.3.3.5 Aquisicéo e andlise dos dados

A leitura das placas foi realizada utilizando o equipamento de citometria de fluxo BD
FACSVerse™ (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) adquirindo 300 eventos por poco.

Para a analise dos resultados obtidos na aquisi¢do, por intensidade média de
fluorescéncia (IMF), foi utilizado o software FCAParray™ (versao 3.0) fornecido pela BD

Biosciences. Os resultados foram expressos em pg/mL (picograma por mililitro).

4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas e elaboracgéo dos graficos (Box Plot) foram realizados utilizando-
se os softwares R (versdo 3.4.3) e MiniTab (versdo 17) sob orientacdo da professora Dra. Edna
Afonso Reis do departamento de estatistica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade
Federal de Minas Gerais (ICEx-UFMG). A comparacdo das médias de idade dos individuos de
cada grupo foi realizada pelo Teste de Tukey. As variaveis ndo-paramétricas foram analisadas
por meio do teste de Mann-Whitney, para identificacdo da diferenca de medianas entre grupos.
Além disso, foi realizado o teste de correlacdo de R6 de Spearman entre os parametros avaliados
e dados demograficos e laboratoriais dos pacientes. Os dados obtidos foram considerados
estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor do que 0,05 (p<0,05).

4.5 Delineamento experimental

Com a finalidade de facilitar o entendimento das etapas do estudo, a figura 1 apresenta

o fluxograma com o delineamento experimental.
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Projeto aprovado pelo Comité de Etica da UFMG
(COEP-UFMG): CAAE - 01928412.8.0000.5149

CRITERIOS DE INCLUSAQ
Projeto aprovado pela Geréncia de ensino e pesquisa do HC-UFMG (GEP-HC-UFMG): 061/16 { Individuos do sexo feminino, com idade b
superior a 18 anos;
T * Auséncia de doengas infecciosas,
CRITERIOS DE EXCLUSAO Rocrutados no HOU'F:MG ¢ Grupo CONTROLE: ‘-} inflamatorias ou autoimunes em evidéncia
= ~ ¢ FAFAR-UFMG ‘\\ n=_8 J no momento da coleta ou com sintomas nos
vy Grupo CONTROLE N ——— 30 dias precedentes (autorrelato);
| . * Assinatura do TCLE pelo paciente ou
» Soropositividade para HIV; 7 Artrite Reumatéide: \,‘ \_ responsivel legal. 4
o Gestantes; *{\ =11 I
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cardter infeccioso, inflamatorio ou e E ~ { \
autoimune no momento da coleta ou nos 30 IS ﬁ‘/ Esclerodermia: \ s Individuos do sexo feminino, com idade
dias precedentes (autorrelato); = \ n=10 / superior a 18 anos;
! SELECAO DE / :
s Individuos portadores de alguma condigao 2 ¢ = — . — s Diagnostico de doenga autoimune diferente
; PACIENTES 7 Y e
autoimune; | L o Grupo ODA: ‘ = -. de LES, conforme critérios de cada doenga.
\'\Recuga em assinar o TCLE. ,,/’ e ‘\\ n=42 /" 4{-’ Espondilite Anquilosante: N * Assinatura do TCLE pelo paciente ou
- - B ’ | =10 / responsavel legal.
HC-UFMG NN " L \ Y g )
& 7//
y " -
[ Grupos LES e ODA \\ 4 Sindrome de Sjogren: \\
— —11 —
4 n= /
\ S
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¢ Presenga de alguma outra condi¢do B N y Grupo LESBA (SLEDAIL < 4): — o Individuos do sexo feminino, com idade
patolégica infecciosa ou inflamatéria no # PE— ™~ N n=22 / superior a 18 anos;
momento da coleta ou nos 30 dias { | np— 4;) - — ’ + Diagnéstico de LES conforme ACR;
precedentes; | | e e 4 / Assinatura do TCLE pelo paciente ou
‘\ Recusa em assinar o TCLE. / 7/ Anélise dos N Grupo LESAMA (SLEDAL > 4) responsavel legal
i | 4 DADOS » - ¢ | \ o ) | respons : )
(pacientes) \___ prontuirios N 7/ - . 4
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(todas as amostras) “\ (CBA) /' ‘\ BD FACSVERSE™ /‘ \BD FCAParray™ (VERSAO 3. ﬂ),
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5. RESULTADOS

5.1 Populacéo do estudo

O presente estudo incluiu 94 participantes que atenderam aos critérios descritos
nos itens 4.2.1 e 4.2.2. Os pacientes com LES (LUpus Eritematoso Sistémico) e ODA
(Outras Doencas Autoimunes) foram recrutados no servico de reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) — Ambulatério Bias
Fortes.

O grupo LES, foi formado por 46 pacientes com idade média de 39,64 + 9,61
anos. Quanto ao tempo de doenga, 0s pacientes com LES apresentaram média de 10,81 +
7,34 anos, sendo que pacientes com baixa atividade apresentaram média de 8,64 + 7,04
anos e pacientes com atividade moderada/alta 12,80 + 7,18 anos, situacdo essa que pode
estar associada a resisténcia ao tratamento por pacientes com maior grau de atividade da
doenca. O grupo LES foi subdividido em LESBA (Lupus Eritematoso Sistémico Baixa
Atividade), pacientes com atividade da doenga menor ou igual a 4 (SLEDAI 2k
modificado), composto por 22 pacientes com idade média de 36,55 + 9,51 anos, e
LESAMA (Lupus Eritematoso Sistémico Atividade Moderada/Alta), pacientes com
atividade da doenca maior que 4 (segundo SLEDAI 2k modificado), composto por 24
pacientes com idade média de 42,29 + 11,09 anos. O grupo ODA é composto por 42
pacientes, com idade média de 51,93 13,48 anos, diagnosticados com doencas
autoimunes sistémicas diferentes de LES (artrite reumatdide, esclerodermia, espondilite
anquilosante e sindrome de Sjogren), com tempo médio de doenca entre os pacientes de
11,93 £ 9,15 anos.

O grupo controle incluiu 8 participantes saudaveis com idade media de 42,50
111,50 anos, recrutados no HC-UFMG e na Faculdade de Farmacia — UFMG.

O valor p das idades (teste de Tukey) foi maior que 0,05 entre os controles
saudaveis e pacientes LES, mesmo em diferentes graus de atividade, e pacientes com
outras doencgas autoimunes. Porém este foi menor que 0,05 quando comparados 0s grupos
de pacientes com LES e ODA, devido ao fato do grupo de pacientes com lUpus ser

composto principalmente por mulheres jovens, enquanto que o grupo ODA possui maior
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média etaria em razdo da presenca de pacientes com artrite reumatoide que séo geralmente

idosos.

Os dados demogréaficos dos grupos estdo apresentados na tabela 2. Na tabela 3,
foram resumidos os critérios ACR apresentados pelas pacientes do estudo no momento

do diagnostico.

Tabela 2. Dados demograficos dos participantes do estudo.

Grupos
LES LESBA  LESAMA ODA CONTROLE Associagao Valor p
— comparativa (idades)
n=46 n= 22 n= 24 n=42 n=8
Caracteristicas Média + DP
demograficas CONTROLE x LES 0,786
CONTROLE x ODA 0,152
Idade (anos) 39,64+961 3655+951 4229+11,09 51,93+1348 4250+1150 CONTROLE x LESBA 0,597
CONTROLE x LESAMA 1,000
Tempo dedoenga  10,81+7,34  864+7,04 12,80+7,18 11,93+9,15 ODA X LES 0,000
(anos) ODA x LESBA 0,000
0-20 <4 >4 ODA x LESAMA 0,008
SLEDAI(sCOre) 5y 4 a63 1324152 8424382 LESBA x LESAMA 0,336

“DP” — Desvio padrdo; “LES” — LUpus Eritematoso Sistémico; “LESBA” - LUpus Eritematoso Sistémico
de baixa ativiade; “LESAMA” — LUpus Eritematoso Sistémico de atividade moderada/alta; “ODA” —
Outras doencas autoimunes.

Tabela 3. Critérios ACR apresentados pelos pacientes com LES no momento do
diagndstico. Dados obtidos dos prontuarios médicos.

ManifestacOes Total de pacientes (%) LESBA (%) LESAMA (%)
Eritema malar 23 (50%) 11 (50%) 12 (50%)
LesGes discoide 12 (22%) 5 (23%) 7 (29%)
Fotossensibilidade 21 (46%) 9 (41%) 12 (50%)
Ulceras orais 15 (33%) 7 (32%) 8 (33%)
Artrite (ndo erosiva) 28 (61%) 13 (59%) 15 (63%)
Serosite (pleural, 15 (33%) 8 (36%) 7 (29%)
pericardica ou peritoneal)

Glomerulonefrite 32 (70%) 14 (64%) 18 (75%)
Distarbio neuroldgico 7 (15%) 4 (18%) 3 (13%)
Achados hematol6gicos 35 (76%) 17 (77%) 18 (75%)

Linfopenia 24 (52%) 10 (45%) 14 (58%)
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Anemia 18 (39%) 8 (36%) 10 (42%)
Plaquetopenia 9 (20%) 7 (32%) 2 (8%)

Leucopenia 14 (30%) 4 (18%) 10 (42%)
Achados Imunoldgicos 32 (70%) 16 (73%) 16 (67%)
Anti-Sm 13 (28%) 7 (32%) 6 (25%)
Anti-DNA 20 (43%) 10 (45%) 10 (42%)
VDLR 2 (4%) 1 (5%) 1 (4%)

Anti-cardiolipina 11 (24%) 7 (32%) 4 (17%)
Anticoagulante Lupico 6 (13%) 3 (14%) 3 (13%)

Anticorpos antinuclear
(FAN-Hep2)

42 (91%) 20 (91%) 22 (92%)

“Sm” — Smith. “VDRL” — Venereal Disease Research Laboratory. “FAN” — Fator antinuclear.

As manifestacdes com maior frequéncia entre os pacientes com LES, no momento
do diagnéstico, foram a presenca de anticorpos antinucleares (FAN-Hep2), apresentado
por 91% das participantes, seguido por disturbios hematologicos (76%), sendo a
linfopenia a principal alteracdo (52% dos pacientes), quadro de nefrite (70%) e 70% com
alteracbes imunoldgicas, sendo que em 43% destas a presenca de anticorpos anti-DNA

foi observada.

Entre as manifestacbes com menor frequéncia entre 0s pacientes, estdo algumas
alteracdes imunoldgicas como VDLR (2%), anticoagulante lupico (13%) e anticorpos
anti-cardiolipina (24%), plaquetopenia (20%), lesdes discoides (22%) e disturbios

neuroldgicos (15%).
5.2 Dados laboratoriais
Os dados contidos nas tabelas 4 e 5 foram obtidos mediante analise dos

prontuarios médicos dos pacientes no momento da coleta de amostras bioldgicas,
conforme sua disponibilidade.
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Tabela 4. Exames laboratoriais dos pacientes com LES e ODA. Dados obtidos dos
prontuarios médicos no momento da coleta.

Média + DP Valor P
LESBAx LESBA LESAMA LESx
LESBA LESAMA ODA

LESAMA  x ODA x ODA ODA
Eritrograma
Hemoglobina [g/dL] 13,3+1,07 12,47 £ 1,75 12,81 +1,13 0,084 0,102 0,420 0,631
Hematocrito [%] 39,95 + 3,00 38,42 + 5,66 40,10 £ 7,61 0,095 0,589 0,132 0,548
HCM [pg] 29,52 £5,81 30,41 £ 3,26 28,91+2,73 0,674 0,655 0,366 0,424
VCM [fL] 88,81+ 5,81 85,75+ 14,19 88,52 + 5,93 0,833 0,774 0,607 0,622
RDW [%] 14,35+ 1,57 19,68 + 22,69 15,08 + 2,25 falalel falalel el falaiel
Plaquetas [N/mma3 x10°] 234,91 £ 70,40 219,36 + 81,00 24255 £73,72 0,489 0,663 0,210 0,294
Leucograma (x10°%)
Gl. Leucécitos [N/mm3] 5,81 +3,79 5,00+241 6,21+ 2,09 0,691 0,111 0,025* 0,019*
Neutréfilos [N®/mm3] 3,74 £2,77 321177 3,53+£1,49 0,857 0,475 0,370 0,325
Linfécitos [N/mm3] 1,60+0,73 1,30+0,73 1,96 +0,75 0,152 0,053 0,004* 0,004*
Eosindfilos [N°/mm3] 0,10 £0,10 0,06 £ 0,07 0,14 £ 0,10 0,581 00,766 0,934 0,890
Mondcitos [N/mma3] 0,54 £0,32 0,47 £0,30 0,46 £ 0,20 0,152 0,279 0,040* 0,087
Relagdo Neutr./linf. 2,38+x1,15 4,63+2,28 2,2+1,67 0,157 0,173 0,017* 0,023*

*p<0,05 = significativo (teste de Mann-Whitney). *** Nio foram realizadas andlises estatisticas. “DP” —

Desvio padrao. “HCM” — Hemoglobina corpuscular média. “VCM” — Volume corpuscular médio. “RDW”
- Red Cell Distribution Width. “G1” — Global.

Foram observadas algumas diferencas significativas no leucograma dos pacientes.
Na avaliacdo das medianas da contagem global de leucécitos entre os grupos LESAMA
e ODA encontrou-se um valor p de 0,025, ja quando comparado 0 grupo com todos 0s

individuos com LES com o grupo ODA, o valor p encontrado foi de 0,019.

Diferengas estatisticamente significativas também foram observadas entre os
grupos LESAMA e ODA ao avaliar as medianas nas contagens de linfocitos (p= 0,004)
e mondcitos (p= 0,040), sendo menores em pacientes com ldpus com atividade
moderada/alta. A relacdo neutrofilo/linfécito (p= 0,017) foi maior no grupo LESAMA
em relagdo ao grupo ODA. A contagem de linfécitos apresentou diferenca entre os grupos
LES e ODA (p= 0,004). A relacdo neutrofilo/linfécito entre os grupos LES e ODA

mostrou-se também significativa (p= 0,023).

Né&o foram observadas diferencas significativas no eritrograma e contagem de

plaguetas dos pacientes, entretanto constatou-se que no subgrupo LESAMA foram
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observadas as menores médias na maioria dos elementos mensurados, indicando uma

possivel correlacdo negativa (inversa) com a atividade do lGpus.

Tabela 5. Exames laboratoriais complementares dos pacientes com LES e ODA.
Dados obtidos dos prontuarios medicos no momento da coleta.

Média + DP Valor P
LESBAx LESBA LESAMA LESx
LESBA LESAMA ODA

LESAMA  x ODA x ODA ODA
Exames complementares
C3 [mg/dL] 105,23 + 40,69 85,50 + 29,26 100,11 + 28,25 0,043* 0,500 0,187 0,678
C4 [mg/dL] 20,82 + 10,44 16,77 + 9,68 19,60 + 11,17 0,168 0,597 0,747 0,946
AST [U/L] 25,20 + 8,97 28,10 + 10,32 24,32 +6,68 0,393 0,791 0,300 0,643
ALT [U/L] 26,30 +11,85 32,95+18,19 27,98 £ 12,58 0,367 0,669 0,348 0,770
Gama GT [U/L] 34,00 £9,90 64,65 +51,41 35,53 29,64 kel 0,387 halaied 0,190
Fosfatase Alcalina [U/L] 82,00 + 46,67 112,70 +23,05 150,28 + 132,51 Fhk 1,000 el 0,663
LDL [mg/dL] 91,07 + 38,25 101,63 + 47,20 124,82 + 32,09 0,698 0,175 0,168 0,095
HDL [mg/dL] 50,13 + 7,68 43,29 +£9,50 51,86 + 11,94 0,183 1,000 0,191 0,432
VHS [mm/h] 13,25 +11,70 39,15 + 42,82 38,17 £12,79 0,299 0,043* 0,567 0,159
Proteina C reativa [mg/dL] 7,73+7,14 7,45+5,89 13,11+ 14,35 0,507 0,666 0,791 0,900
Albumina sérica [g/dL] 4,19 +0,36 3,30+1,24 4,04 +0,80 0,052 0,779 0,047* 0,292
Creatinina sérica [mg/dL] 0,74 £0,16 0,78+0,21 1,45+4,36 0,259 0,159 0,992 0,423
Ureia sérica [mg/dL] 26,40 + 7,45 34,11+17,55 32,89+12,93 0,193 0,173 0,801 0,544

*p<0,05 = significativo (teste de Mann-Whitney). *** Nao foram realizadas anélises estatisticas. “DP” —
Desvio padrdo. “AST” — aspartato aminotransferase. “ALT” — Alanina aminotransferase. “LDL” —
Lipoproteina de baixa densidade. “HDL” — Lipoproteina de alta densidade. “VHS” — Velocidade de
hemossedimentacéo.

A tabela 5 mostra os resultados dos exames complementares dos pacientes,
extraidos dos prontuarios médicos. O grupo LESAMA revelou valores menores em
alguns exames, como o sistema complemento e albumina sérica, que sdo condizentes com
a atividade da doenca. Similarmente ao encontrado em pacientes com LES em atividade,
observamos maiores valores de enzimas hepaticas (AST, ALT, Gama GT e fosfatase
alcalina), velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e ureia sérica no grupo LESAMA.
Foram encontradas diferenca significativas nos exames de dosagem do componente 3
(C3) do sistema complemento entre os grupos LESBA (105,23 + 40,69 mg/dL) e
LESAMA (85,50 £ 29,26 mg/dL) (p= 0,043), em que 0s pacientes com atividade
moderada/alta apresentaram niveis mais baixos de C3 em relacéo aos pacientes com baixa
atividade, e um valor p relativamente baixo (p= 0,052) nos niveis séricos de albumina

entre estes grupos, que mesmo ndo atingindo um valor significativo, pode, em estudos
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com uma casuistica maior, apresentar-se como estatisticamente relevante. Observou-se
também diferenca significativa nos resultados de albumina sérica entre os grupos
LESAMA e ODA (p= 0,047), sendo mais baixo nos pacientes com LES (3,30 £ 1,24
g/dL), e nos resultados de velocidade de hemossedimentacdo (VHS) entre os grupos
LESBA (13,25 + 11,70 mm/h) e ODA (38,17 + 12,79 mm/h) (p= 0,043).

Como forma de investigar o “status saudavel” dos participantes do grupo
controle, foram realizados o eritrograma e plaquetograma dos mesmos, cujos resultados
podem ser observados na tabela 6. N&o foram evidenciadas diferencas significativas entre

0s grupos de pacientes em relacdo ao grupo de individuos saudaveis.

Tabela 6. Eritrograma e plaguetograma dos controles saudaveis e respectivas
analises comparativas com 0s grupos de pacientes.

Média + DP Valor P

CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE

n=8 x ODA X LESBA X LESAMA X LES
Eritrograma
Hemoglobina [g/dL] 13,48 £ 0,67 0,094 0,707 0,130 0,296
Hematdcrito [%] 40,55+ 1,92 0,280 0,511 0,086 0,192
HCM [pg] 29,34 + 1,65 1,000 0,807 0,632 0,688
VCM [fL] 87,51 +3,75 0,590 0,690 1,000 0,839
Plaquetas [N/mm3 x10%] 248,63 + 44,66 0,717 0,421 0,223 0,265

*p<0,05 = significativo (teste de Mann-Whitney). “DP” — Desvio padrdo. “HCM” — Hemoglobina
corpuscular média. “VCM” — Volume corpuscular médio.

5.3 Medicamentos utilizados pelos pacientes sob tratamento

Dentre os medicamentos de maior uso entre os pacientes com LES, estdo 0s
corticéides (sendo o principal a prednisona) correspondendo a 78,26% dos pacientes,
sucedido por farmacos antimaléricos (hidroxicloroquina e difosfato de cloroquina)
correspondendo a 76,08% e azatioprina (28,26% dos pacientes). Em menor escala de uso
por pacientes com LES, constam o0s medicamentos metotrexato (10,87%) e
ciclofosfamida (2,17%).
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Em relagdo aos pacientes pertencentes ao grupo ODA, os medicamentos em maior
uso séo o metotrexato, correspondendo a 27,27% , e predinisona (25%), enquanto os de
menor uso foram azatioprina (2,27%) e medicamentos baseados em anticorpos
monoclonais, como rituximabe (4,55%) e infliximabe (2,27%). Os dados tabulados das
medicacGes dos pacientes estdo apresentados na tabela 7. Cumpre ressaltar que os

pacientes estavam em uso de um ou mais medicamentos.

Tabela 7. Medicamentos em uso pelos pacientes no momento da coleta. Dados
obtidos dos prontudrios. Dados obtidos dos prontuérios médicos.

LES ODA
Medicamentos Total (%) Medicamentos Total (%)
Prednisona 36 (78,26%) Metotrexato 12 (27,27%)
Antimaléaricos (HC e DC) 35 (76,08%) Prednisona 11 (25,00%)
Azatioprina 13 (28,26%) Hidroxicloroquina 5 (11,36%)
Micofenolato de Mofetil 8 (17,39%) Golimumabe 3 (6,82%)
Metotrexato 5 (10,87%) Rituximabe 2 (4,55%)
Ciclofosfamida 1(2,17%) Azatioprina 1(2,27%)
Infliximabe 1(2,27%)
Tocilizumabe 1(2,27%)
Adalimumabe 1(2,27%)
Tofacitinibe 1(2,27%)

HC — Hidroxicloroquina; DC — Difosfato de Cloroquina

5.4 Dosagem dos biomarcadores por CBA

Os biomarcadores inflamatérios (ICAM-1, IL-8, INF-a, IP-10, MCP-1, MIG,
MIP-1a, RANTES e VEGF) foram dosados a partir do soro dos 86 pacientes (LES e
ODA) e dos 8 individuos saudaveis (controles), utilizando citometria de fluxo associado
a técnica de CBA.

O experimento foi realizado no Labortorio de Biomarcadores da Fundagdo
Oswaldo Cruz de Minas Gerais (Centro de Pesquisa René Rachou) sob orientacdo dos
pesquisadores Dr. Olindo Assis Martins Filho, Dra. AndréaTeixeira de Carvalho e da Dra.

Fernanda Freire Campos Nunes, e apoio técnico da biéloga Lorena Junia de Souza Santos.
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Para as dosagens, conforme pode ser observado na figura 2, foram feitas curvas-
padrdo de todos os biomarcadores com a finalidade de calibar o equipamento para
determinar as concentracdes dos analitos nas amostras testadas. Os padrBes foram
avaliados medindo a intensidade de fluorescéncia média (IFM) por concentracéo,
partindo de dois controles negativos, e seguindo das maiores diluigdes (1:512) até o mais

concentrado, contendo aproximadamente 2.500 pg/mL.

Em todas as curvas observou-se linearidade semelhante, permitindo-nos uma
interpolacdo satisfatdria das diferentes concentrac@es para cada analito avaliado em cada
grupo. Além disso, através do perfil obtido das curvas, foi possivel avaliar a viabilidade

dos reativos utilizados.
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Figura 2. Curvas-padrio para o painel BD™ Human soluble protein Master Buffer kit (ICAM-1 [CD54], INF-a, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIG, RANTES e VEGF) analisado
utilizando o software FCAParray™.



56

5.4.1 ICAM-1

As dosagens da molécula de adesdo ICAM-1 foram mais elevadas em pacientes com
LES em que o valor de mediana (intervalo interquartil) foi de 35.631,00 pg/mL (0,00 —
189.155,00), sendo maior em pacientes com baixa atividade da doenga 40.206,00 pg/mL (0,00
—373.692,00). As dosagens foram mais baixas nos controles saudaveis, com valor de mediana
(intervalo interquartil) igual a 17.532,00 pg/mL (5.964,00 — 25.153,00). Entretanto, ndo foram
encontradas diferencas significativamente relevantes. As concentracdes de ICAM-1 em cada

grupo estdo apresentada na figura 3.
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Figura 3. Boxplot representativo da concentracdo sérica da mélecula de adesdo ICAM-1 em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
LESBA (n =22); e LESAMA (n = 24).

5.4.2 IFN-a

As andlises dos niveis sericos da citocina IFN-a ndo indicaram diferengas significativas
entre os grupos, em decorréncia do fato de muitos pacientes (54% LESBA, 55% LESAMA e
59% ODA) e individuos controles (75%) apresentarem resultados de dosagem igual a 0,0
pg/mL, resultando em uma mediana de mesmo valor. Os dados com as concentragdes de IFN-

a em cada grupo estdo apresentada na figura 4.
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Figura 4. Boxplot representativo da concentracio sérica da citocina IFN-a em amostras de soro dos
participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42); LESBA (n
=22); e LESAMA (n = 24).

As concentracdes foram mais elevadas no grupo CONTROLE com valor de mediana
(intervalo interquartil) igual a 0,00 pg/mL (0,00 — 3,65) e mais baixas nos pacientes com LES,
0,00 pg/mL (0,00—2,11), sobretudo nos pacientes com atividade moderada/alta da doenca, 0,00
pg/mL (0,00 — 1,94).

5.4.21L-8

As analises dos niveis séricos da citocina IL-8, ndo mostraram diferencas entre o grupo
de invididuos saudaveis em relacdo aos grupos de pacientes com doencas autoimunes,
entretanto, diferencas signficativas foram evidenciadas entre as concentrac6es dos grupos ODA
e LESBA (valor p= 0,000), ODA e LESAMA (p= 0024) e entre os grupos de pacientes com
lUpus de baixa atividade e de moderada/alta (LESBA e LESAMA, p= 0,026), os dados estdo
apresentados na figura 5. Na figura 6, ao se reunir num sé grupo todos os pacientes com IUpus
(grupo LES) e comparar com o grupo ODA, foi observada diferenca signficativa entre estes (p=
0,000).

As concentragdes foram mais elevadas no grupo ODA com valor de mediana (intervalo

interquartil) igual a 35,80 pg/mL (5,50 — 137,40) e mais baixas nos pacientes com LES, 1,17
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pg/mL (0,00 — 20,50), sobretudo nos pacientes com baixa atividade da doencga, 0,00 pg/mL

(0,00 — 8,09).
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Figura 5. Boxplot representativo da concentragéo sérica da quimiocina IL-8 (CXCL8) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);

LESBA (n = 22); e LESAMA (n = 24).

1200
8]
1000
800
— p= 0,000
E
-~ o]
E; 600
= 8
=
400
G
200
8
] ;
0- —_—
CONTROLE ODA LES

Figura 6. Boxplot representativo da concentracgéo sérica da quimiocina IL-8 (CXCL8) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42); e

LES (n = 46).
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5.4.41P-10

Conforme pode ser observado na figura 7, as andlises dos niveis séricos de IP-10
evidenciaram diferencas signficativas entre individuos saudaveis e pacientes com lUpus em
diferentes niveis de atividade da doenca, podendo ser observadas diferengas entre 0 grupo
CONTROLE e LESAMA (p=0,023) e CONTROLE e LESBA (p= 0,009).

Observou-se também diferenca entre os grupos de pacientes com LES de baixa atividade
com pacientes com atividade moderada/alta (p= 0,002), bem como entre o primeiro e 0 grupo
de pacientes com outras autoimunidades (ODA) (p= 0,008), porém ndo ocorrendo 0 mesmo

guando comparado aos pacientes com atividade maior que 4.

N&o foram encontrados resultados semelhantes, quando se agrupou todos 0s pacientes

com lbpus (LES) comparando-o0 aos demais grupos.

As dosagens de IP-10 foram mais elevadas em pacientes com LES em que o valor de
mediana (intervalo interquartil) foi de 578,00 pg/mL (0,00 — 1.236,00), sendo maior em
pacientes com baixa atividade da doenc¢a 988,00 pg/mL (602,00 — 1.470,00). As dosagens foram
menores no grupo de pacientes com LES de atividade moderada/alta, com valor de mediana

(intervalo interquartil) igual a 0,00 pg/mL (0,00 — 431,00).
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Figura 7. Boxplot representativo da concentragéo sérica da quimiocina IP-10 (CXCL10) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
LESBA (n = 22); e LESAMA (n = 24).
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5.4.5 MCP-1

As concentracdes da quimiocina MCP-1 foram mais elevadas no grupo CONTROLE
com valor de mediana (intervalo interquartil) igual a 85,20 pg/mL (55,60 — 117,70) e mais
baixas nos pacientes com outras doencas autoimunes (ODA), 54,96 pg/mL (30,87 — 83,80).

Entretanto, ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos. As concentragdes

de MCP-1 em cada grupo estdo apresentadas na figura 8.
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Figura 8. Boxplot representativo da concentrago sérica da quimiocina MCP-1 (CCL2) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
LESBA (n =22); e LESAMA (n = 24).

5.4.6 MIG

As analises das concentracdes da citocina MIG estdo entre as mais promissoras, pois
apresentaram diferencas significativas entre quase todos os grupos. O grupo CONTROLE
diferiu dos grupos LESAMA (p=0,000) e LESBA (p=0,001), bem como do grupo ODA (valor
p=0,000) (figura 9).

Em relagcdo aos grupos de pacientes, observou-se diferencas significativas entre 0s
portadores de lUpus de atividade moderada/alta e de baixa atividade (LESAMA : LESBA, p=
0,037), e entre pacientes com outras autoimunidades e lupus de baixa atividade (ODA:LESBA,
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p=0,002), entrentanto, esta ndo se mantém quando comparados o0s grupos ODA e LESAMA

(figura 9).
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Figura 9. Boxplot representativo da concentragéo sérica da quimiocina MIG (CXCL9) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
LESBA (n = 22); e LESAMA (n = 24).
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Figura 10. Boxplot representativo da concentragéo sérica da quimiocina MIG (CXCL9) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42); e

LES (n = 46).
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Na figura 10, repete-se o0 observado anteriormente, identificando-se diferenca
significativa entre os grupos CONTROLE e ODA, bem como entre o primeiro e todos 0s
pacientes com ltpus (CONTROLE : LES, p= 0,000). Porém, ndo foram encontradas diferencas
ao se comparar grupos LES e ODA.

As concentragdes foram mais elevadas no grupo ODA com valor de mediana (intervalo
interquartil) igual a 1.302,00 pg/mL (537,00 — 2.022,00) e menores nos controles saudaveis,
217,20 pg/mL (166,70 — 258,20).

5.4.7 MIP-1a

As analises dos niveis séricos da quimiocina MIP-la.  mostraram diferengas
signficativas entre as concentrac6es dos grupos LESAMA e LESBA (p=0,000), e LESBA com
0 grupo ODA (p= 0,000), conforme apresentado na figura 11. As analises estatisticas
evidenciaram também diferenca significativa quando comparados os grupos LES e ODA (p=
0,000) (figura 12).

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os pacientes com LES e ODA em
relagcdo ao grupo CONTROLE.
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Figura 11. Boxplot representativo da concentragéo sérica da quimiocina MIP-1a (CCL3) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
LESBA (n = 22); e LESAMA (n = 24).



63

500 - o
O
400
2
£ 3004
o @ p= 0,000 e
& r
o o]
z
o 200
=
100
O
6
0, —— %
CONTROLE ODA LES

Figura 12. Boxplot representativo da concentragéo sérica da quimiocina MIP-1a (CCL3) em amostras de
soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42); e
LES (n = 46).

As concentracdes da quimiocina MIP-1o foram mais elevadas no grupo ODA com valor
de mediana (intervalo interquartil) igual a 14,90 pg/mL (6,70 — 54,30) e mais baixas nos
pacientes com LES, 4,84 pg/mL (2,90 — 10,36), sobretudo nos pacientes com baixa atividade
da doenca, 2,94 pg/mL (1,97 —5,23).

5.4.8 RANTES

As andlises das concentracdes da quimiocina RANTES apresentaram resultados
promissores semelhantes aos observados com MIG, evidenciando diferengas significativas
entre quase todos o0s grupos em estudo. Tomando como referéncia o nivel de significancia de
p<0,05, verificou-se que ha diferenca estatisticamente significante entre individuos saudaveis,
inclusos no grupo CONTROLE, comparados aos grupos LESAMA (p= 0,026) e LESBA (p=
0,001), e ao grupo de individuos com outras autoimunes (ODA) ( p=0,017) (figura 13).

As analises também revelaram diferencas significativas entre os grupos de pacientes
com LES em diferentes niveis de atividade da doenga (LESBA : LESAMA, p=0,037). O grupo
de pacientes com outras doengas autoimunes apresenteram diferenca signficativa ao serem
comparados com pacientes com LES de baixa ativividade (ODA : LESBA, p= 0,037), porém
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ndo foram encontradas diferencas quando comparados ao grupo de pacientes com LES de

atividade moderada/alta (figura 13).
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Figura 13. Boxplot representativo da concentrago sérica da quimiocina RANTES (CCL5) em amostras
de soro dos participantes saudaveis - CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
LESBA (n =22); e LESAMA (n = 24).
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Figura 14. Boxplot representativo da concentrago sérica da quimiocina RANTES (CCL5) em amostras
de soro dos participantes saudaveis —- CONTROLE (n = 8); pacientes com autoimunidades — ODA (n = 42);
e LES (n = 46).

Na figura 14, repete-se o observado anteriormente, identificando-se diferenca

significativa entre os grupos CONTROLE e ODA, bem como entre o primeiro e todos 0s
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pacientes com lUpus (CONTROLE : LES, p=0,000). Porém, ndo foram encontradas diferencas
ao se comparar grupos LES e ODA.

O grupo LES apresentou as concentragdes mais elevadas de RANTES, com com valor
de mediana (intervalo interquartil) igual 2 10.417,00 pg/mL (8.057,00 — 11.712,00), em especial
0s pacientes com baixa atividade da doenca, com mediana igual a 11.439,00 pg/mL (9.590,00
—11.982,00). As concentragdes mais baixas foram observada nos controles saudaveis com valor
de mediana igual a 7.378,00 pg/mL (5.061,00 — 8.931,00).

5.4.9 VEGF

Assim como observado nas analises das citocinas INF-a ¢ MCP-1, ndo foram
encontradas diferencas signficativas entre os grupos quando avaliados os niveis séricos do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF). Os resultados das dosagens de VEGF foram mais
elevadas em individuos com outras autoimunidades, com valor de mediana (intervalo
interquartil) igual a 106,70 pg/mL (58,70 — 134,40), em relagdo aos demais grupos em estudo.
As concentracbes mais baixas foram observadas em pacientes com LES em atividade
moderada/alta, mediana igual a 79,00 pg/mL (51,70 — 201,40). As concentracdes estao

apresentadas na figura 15.
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Figura 15. Boxplot representativo da concentragéo sérica do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) em amostras de soro dos participantes saudaveis — CONTROLE (n = 8); pacientes com
autoimunidades — ODA (n = 42); LESBA (n = 22); e LESAMA (n = 24).
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5.5 Resumo das avaliac¢des dos biomarcadores

A tabela 8 apresenta o resumo dos resultados obtidos com as analises estatisticas dos

biomarcadores que apresentaram diferencas significativas entres os grupos do estudo.

Tabela 8. Relagdo dos principais biomarcadores selecionados segundo indice de
significancia (p<0,05) na comparacao entre grupos.

Biomarcadores

Associagdo comparativa IL-8 IP-10 MIG MIP-1a RANTES
CONTROLE x ODA faleiel Fhk 0,000 Fhk 0,017
CONTROLE x LES Fkk Frk 0,000 Fhk 0,000
CONTROLE x LESBA faleiel 0,009 0,001 Fhk 0,001
CONTROLE x LESAMA kel 0,023 0,000 falaial 0,026
ODA X LES 0,000 faleled faleled 0,000 kel
ODA x LESBA 0,000 0,008 0,002 0,000 0,039
ODA x LESAMA 0,024 faleled faleled falaial kel
LESBA x LESAMA 0,026 0,002 0,037 0,000 0,037

*** Auséncia de significAncia. Valores numéricos apresentados representam valores de p obtido pelo teste Mann-
Whitney.

Os biomarcadores ICAM-1, INF-a, MCP-1 e VEGF ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos avaliados no estudo, desta forma, ndo constam da tabela 8. MIP-

lo apresentou diferenga em trés analises comparativas (entre pacientes do grupo ODA e
LESBA; ODA e LES e entre LESBA e LESAMA).

A citocina IL-8 apresentou diferencas significativas entre os pacientes com diferentes
autoimunidades, tanto entre os pacientes com LES, quanto entre estes e 0s pacientes do grupo
ODA. A IP-10 apresentou diferenca, assim como na IL-8, entre 0s grupos de pacientes com
LES de baixa atividade e de atividade moderada/alta e entre os grupos ODA e LESBA. Em
relagdo ao grupo CONTROLE nas dosagens de IP-10, foram encontradas diferencas

significativas entre este e 0s grupos LESBA e LESAMA.

Os biomarcadores MIG e RANTES apresentaram os melhores resultados em relagao
aos demais, apresentando diferencas significativas em 6 das 8 analises comparativas,

evidenciadas nas analises entre o grupo CONTROLE e os grupos dos pacientes do estudo (LES,
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LESBA, LESAMA e ODA), entre o grupo ODA e de pacientes com lUpus de baixa atividade
(LESBA) e entre os grupos de pacientes com lupus, LESBA e LESAMA.

5.6 Correlacges entre os biomarcadores avaliados com a idade e SLEDAI dos pacientes

A figura 16 apresenta a correlacéo entre as idades dos pacientes com LES e ODA com

as concentracdes séricas dos biomarcadores avaliados no estudo.
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Figura 16. Graficos de dispersdo apresentando as correlagdes entre as idades dos pacientes com LES e as
concentracdes séricas de ICAM-1 (A), INF-a (B) e MIG (C); Idade dos pacientes com ODA e as
concentracdes séricas de IL-8 (D). Dados analisados pelo teste de correlacdo R6 de Spearman (valores

significantes: p < 0,05).
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Entre os pacientes com LES, as idades apresentadas no momento da coleta,
correlacionaram positiva e significantemente com os biomarcadores ICAM-1 (r= 0,411; p=
0,009) e MIG (r=0,303; p=0,049), de forma moderada e fraca, respectivamente, sugerindo que
0s niveis do primeiro biomarcador tendem a ser mais elevados em pacientes com idades
superiores. Por outro lado, os niveis séricos do biomarcador IFN-o apresentaram uma
correlagdo negativa moderada com a idade, mas igualmente significativa, sugerindo que o0s

niveis desta citocina tendem a reduzir com a idade.

Os dados de tempo de doenga dos pacientes ndo apresentaram correlagdes
estatisticamente significativas ao serem confrontados com as concentracfes dos biomarcadores

avaliados, desta forma, estes ndo foram apresentados.

A figura 17 apresenta as correlac@es entre o SLEDAI 2k dos pacientes com LES e as

concentracdes séricas dos biomarcadores avaliados no estudo.



69

A B
)20 r=0601 o ) 20| e =0
p=0,000 p=0,002
® .
15 15
X X
b o o N :
Z 10| es L1 o0
8 o3 8° 4 .
i 5| Sese . @ 5| o0 . . .
. N
e o (AL
.. [ L I J -~ * e
0 & e . 0 @ csem @
0 50 100 150 200 250 300 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
IL-8 (pg/mL) IP-10 (pg/mL)
C D
) " " = 0,609 b . r=0,601
p=0,000 p= 0,000
. .
15 15
X X
~N N [ ] [
N = .
g0 L1 »
w w L ]
- - ®®
: a |3 ,
5 5 2
-4
e
0 0| @
6 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 0 50 160 150 260 250 300
MIG (pg/mL) MIP-1a (pg/mL)
E) r=-0,445
2 ® p=0,002
.
15
X
& . LI
g0 o o o
% L ] o . [
. e s ®
5 L
- ° .
see oo
0 L ] [ ] & 080 8
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
RANTES (pg/mL)

Figura 17. Gréficos de dispers&o apresentando as correlag

0es entre o SLEDAI 2k de pacientes com LES

e concentragdes séricas de IL-8 (A), IP-10 (B), MIG (C), MIP-1a (D) e RANTES (E). Dados analisados pelo

teste de correlacdo R de Spearman (valores significantes: p

< 0,05).

As andlises entre 0 SLEDAI 2k dos pacientes com LES e biomarcadores IL-8 (r= 0,601,
p= 0,000), MIG (r= 0,609; p= 0,000) e MIP-1a (r= 0,601; p= 0,000) apresentaram uma
moderada correlagdo positiva e significativa, indicando, desta forma, que quanto maior o

SLEDAI 2k, maior sera a concentracao destes biomar

Ao contrario, os biomarcadores IP-10 (r=-0,4

cadores no soro dos pacientes.

48; p=0,002) e RANTES (r= -0,445; p=

0,002) apresentaram correlacdo negativa moderada, porém significativa, quando comparados

ao SLEDAI 2k dos pacientes com LES, sugerindo assim que as concentracOes destes

biomarcadores sdo inversamente proporcionais ao score calculado.



70

6. DISCUSSAO

O LES é uma grave doenca autoimune inflamatoria crénica que afeta o tecido
conjuntivo, em decorréncia da perda do equilibrio imunolégico, levando a producédo de diversos
autoanticorpos e depositos teciduais de imunocomplexos circulantes, expressando-se clinica e
laboratorialmente de forma heterogénea, com largo espectro de manifestaces clinicas em
diversos 6rgdos e sistemas, sendo ainda uma patologia debilitante e fatal (YU et al., 2014;
MATHIAN et al., 2015).

Os atuais métodos para o diagnostico baseiam-se em complexos critérios associados a
achados clinicos e laboratoriais comuns a doenca, visto que, ndo hd um exame Gnico que 0
defina, bem como o fato de que tais achados também podem ser apresentados por outras
desordens autoimunes sistémicas. Associado a isto, 0s pacientes podem apresentar um nimero
menor de manifestacdes, resultando assim, em uma menor sensibilidade e especificidade dos
critérios atualmente empregados na definicdo do diagnéstico do LES (JUNE & AGGARWAL,
2014).

A busca por novas estratégias que auxiliem no desenvolvimento de novos métodos para
o diagnostico faz-se cada dia mais necessaria, devido ao crescente nimero de pessoas
acometidas pela doenca, que, conforme Ahearn et al. (2012), sejam testes mais especificos,

rapidos e menos invasivos do que os atualmente empregados.

Neste contexto, este trabalho se propds a avaliar potenciais biomarcadores inflamatorios
gue possam auxiliar no diagnostico do LES, bem como diferencia-lo de outras autoimunidades
sistémicas, preferencialmente aqueles que se correlacionem com o estagio de atividade dos
pacientes, para que, futuramente, possam ser utilizados na préatica laboratorial através de

exames como ELISA e/ou outros imunoensaios.

Pela primeira vez esta sendo proposta a quantificacdo simultdnea e comparativa das
citocinas INF-a, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-10, RANTES, VEGF e da molécula de adesdo
ICAM-1, por citometria de fluxo associada a técnica de CBA, tendo em vista que a literatura,
até o momento, revela resultados obtidos somente com a analise isolada destes analitos, por
meio de teste de ELISA convencional, tais como a avaliacdo de INF-o no monitoramento da
atividade do LES (ROSE et al., 2017), MIP-1a ¢ RANTES associado a manifestagdes clinicas,
atividade e dano tecidual (VILA et al., 2007) e ICAM-1 associado a pacientes com nefrite
(SABRY et al., 2007).
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Em funcéo da grande predominancia do LES no género feminino, foram recrutadas 46
mulheres com idades superior ou igual a 18 anos. As médias das idades dos grupos foram de
39,64 + 9,61 anos entre as pacientes com LES, sendo 36,55 + 9,51 anos entre os pacientes com
baixa atividade (SLEDAI < 4) e 42,29 + 11,09 anos entre 0s pacientes com atividade
moderada/alta (SLEDAI > 4), 51,93 + 13,48 anos para o grupo ODA (42 pacientes). Este ultimo
grupo apresentou a média de idade mais alta devido a inclusdo de pacientes com artrite
reumatoide, que sdo em sua maioria individuos idosos. Para o grupo de individuos controles (8
voluntarias), a média de idade foi de 43,52 + 11,09 anos. Resultados semelhantes foram
observados em estudo realizado por Higgs et al. (2011), em que as médias de idades foram de
43,00 + 1,90 anos para pacientes com LES, 39,80 £ 9,40 anos para controles saudaveis e 52,80

+ 13,20 para outras doencas autoimunes.

Pacientes com LES podem apresentar diferentes achados laboratoriais aplicaveis ao
diagnostico da doenga. Em nosso estudo, os achados clinicos-laboratoriais mais frequentes, no
momento do diagnoéstico, foram a presenca de fator antinuclear (FAN-Hep2), apresentado por
91% dos voluntérios, alteracfes hematoldgicas (76%) e imunoldgicas (70%) e pacientes com
quadro de glomerulonefrite (70%). Os achados menos recorrentes entre 0s pacientes do estudo
foram as lesdes discoides (22%) e desordens neuroldgicas (15%). Estudo conduzido por
Pacheco et al. (2017) na Coldmbia, revelou dados semelhantes, no qual as manifestacdes mais
observadas foram FAN-Hep2 positivo (87%), achados imunoldgicos (81%) e hematoldgicos
(72%), e com menor incidéncia os disturbios neuroldgicos (18%) e lesdes discoides (10%).

Dados laboratoriais obtidos dos prontuarios médicos dos pacientes mostraram algumas
diferencas significativas quando comparados os grupos LES e ODA. Foram observadas
diferencas no leucograma, nas contagens globais de leucdcitos, linfocitos e na relacdo
neutréfilos/linfécitos, sendo as menores médias encontradas nos pacientes com ldpus. A Unica
excecdo ocorreu quando comparados os grupos LESAMA e ODA, com a contagem de
monocitos estatisticamente diferente, em que o primeiro apresentou uma média
significantemente maior. Estes resultados podem estar associados ao fato de muitos pacientes
com LES apresentarem quadro de leucopenia e linfopenia em decorréncia do tratamento
adotado, como o uso de imunossupressores. Como dito anteriormente, as menores medias foram
observadas neste grupo, sendo esta uma das caracteristicas clinicas da doenca e estando mais

acentuada nos pacientes com maior indice de atividade da doenca (CARLI et al., 2015).
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Nos dados laboratoriais complementares dos pacientes, a concentracdo sérica do
componente C3 do complemento foi diferente entre os grupos de pacientes com lUpus de baixa
atividade (LESBA) e atividade moderada/alta (LESAMA). Varios estudos mostram que em
pacientes com a doenca ativa, 0s niveis de C3 € menor (BIRMINGHAM et al., 2010; LI et al.,
2013; GANDINO et al., 2017). Em relacdo a velocidade de hemossedimentagdo (VHS),
pacientes com lUpus apresentaram resultados inferiores, sobretudo no grupo LESBA em relacdo
a ODA, sugerindo assim um perfil inflamat6rio mais brando em pacientes com lGpus de baixa
atividade em relacdo a outras doencas autoimunes avaliadas neste estudo. Da mesma forma, foi
observada diferenca significativa na concentracdo de albumina sérica entre os grupos ODA e
LESAMA, sendo menor no grupo de pacientes com ldpus, possivelmente devido ao
envolvimento renal. Conforme observado em estudos realizados por Yip et al. (2010), a
concentracdo sérica de albumina foi menor em pacientes com IUpus em alta atividade, sobretudo

naqueles pacientes que apresentavam quadro de nefrite.

Os medicamentos sdo componentes essenciais no tratamento de pacientes com doencas
autoimunes sistémicas, consistindo tradicionalmente no uso de agentes imunossupressores,

como azatioprina e ciclofosfamida, e corticosteroides.

Em pacientes com LES, além dos medicamentos tradicionais, o tratamento pode ser
associado a outros farmacos como antimalaricos (hidroxicloroquina e difosfato de cloroguina)
gue atuam na reducdo de manifestacbes mucocutaneas, musculoesqueléticas e sintomas
constitucionais (febre e fadiga) caracteristicos da doenca. Além do mais, 0 uso de anti-
inflamatorios ndo esteroidais também pode ser aplicado na terapéutica em resposta a sintomas
como artralgias, serosite, mialgia entre outras manifestacdes de curso inflamatério apresentadas
pelos pacientes. Cumpre ressaltar ainda a possibilidade do uso de novas terapias, como a
administracdo de micofenolato de mofetil e metotrexato (agentes imunossupressores), dentre
outros medicamentos especificos direcionados a marcadores de superficie celular, como
rituximabe (AMISSAH-ARTHUR & GORDON, 2010; KHUN et al., 2015).

Entre os pacientes de nosso estudo, a maioria do grupo LES, faziam uso de
corticosterdide (prednisona, 78,26%) e antimalarico (hidroxicloroquina, 63,04%), dados
semelhantes foram encontrados em estudos realizados por Kojuri et al. (2012), que, observaram
que os pacientes faziam maior uso de prednisona (76,61%) e hidroxicloroquina (65,32%). Os

pacientes com outras autoimunidades, por outro lado, faziam menos uso de medicamentos,
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sendo o metotrexato (27,27%) e prednisona (25%) os mais utilizados e, em alguns casos eram
empregados farmacos a base de anticorpos monoclonais, como rituximabe (4,55%).

Diversos estudos indicam que os medicamentos utilizados no tratamento do LES podem
alterar diretamente a producédo de citocinas, em especial, 0s corticosterdides e antimalaricos.
Estudos realizados por Hu et al. (2003) e Flammer et al. (2010) mostraram efeito inibidor da
via de sinalizagdo de IFN-y por corticoides, podendo assim, envolverem-se na alteragdo da
producdo de outras citocinas dependentes de IFN-y. Similarmente, em estudos realizados por
Xie et al. (2002) e Prado et al. (2011) observou-se alteragdes na expressao de citocinas
envolvidas nas respostas Thl, Th2 e Th17 ocasionadas pelo tratamento com estes farmacos.
Willis et al. (2012) ao avaliarem os efeitos da hidroxicloroquina em pacientes com LES,
observaram que esta terapia esta fortemente associada com a reducéo dos niveis séricos de IFN-
a, enquanto que Da Silva et al. (2013), em estudos in vitro, observaram que hidroxicloroquina

reduz a concentracdo de citocinas relacionadas a resposta Th17.

Visto que a maioria dos pacientes com LES avaliados em nosso estudo estdo sob
tratamento com estes farmacos (prednisona, 78,26%; hidroxicloroquina, 63,04%), ha
possibilidade que estes efeitos reflitam diretamente nas concentracbes séricas de algumas
citocinas inflamatorias, principalmente na producdo de IFN-a, revelando um perfil diferente do
esperado em pacientes virgens de tratamento. Em virtude da demora na confirmacdo do
diagnostico bem como a severidade da doenca, ha forte recomendacéo por inicio imediato da
terapia, fato que dificulta a interpretacdo dos resultados das analises laboratoriais como um
todo, constituindo uma limitacdo do presente estudo.

Estudos apontam uma forte associacéo entre a desregulagéo da producéo de citocinas e
a fisiopatologia do LES, pois estas assumem um papel critico na diferenciacdo, maturacédo e
ativacdo celular, na perda da tolerancia imunoldgica, além de participarem também dos
processos inflamatoérios locais que acarretam as lesGes teciduais caracteristicas da doenca
(POSTAL etal., 2013; YAP & LAI, 2013).

Neste contexto, o presente estudo se propds a avaliar um painel de biomarcadores
(citocinas — INF-q, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1a, RANTES, VEGF ¢ a molécula de
adesdo celular — ICAM-1), que apresentam correlacdo com a patogénese do LES. Foi
empregada pela primeira vez a técnica de CBA na avaliagdo destes marcadores inflamatdrios
no LES. Além do mais, como carater inovador, os pacientes com LES foram comparados a

pacientes com outras condi¢Oes autoimunes, com a finalidade de buscar, dentre estes
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marcadores algum que possa diferir estes grupos entre si, e entre esses e voluntarios saudaveis.
Ressalta-se também o fato que sdo escassos os estudos que utilizam a técnica de CBA na
avaliacdo das concentracdes destes biomarcadores referidos, sendo que a maioria destes

emprega a técnica de ELISA e/ou método de imunoadsorcdo enzimatica avidina-biotina.

Uma analise dos dados do presente estudo revela perspectivas promissoras ao se
comparar as quimiocinas 1L-8, IP-10, MIG, MIP-1a e RANTES entre os grupos do estudo,
entretanto, resultados satisfatorios ndo foram alcangados quando avaliadas as citocinas IFN-a,
MCP-1, VEGF e ICAM-1.

A IL-8 é uma importante mediadora do processo inflamatério envolvida na agdo
quimiotatica de leucdcitos, atuando principalmente no recrutamento de neutrofilos para o foco
inflamatdrio (RUSSO et al. 2014). Em pacientes com doencas autoimunes, estudos apontam
que a IL-8 esté elevada em portadores de LES, com acometimento pulmonar (fibrose), renal
(nefrite), e, podendo ainda, correlacionar-se com a atividade da doenga, bem como apresentar-
se elevada em pacientes portadores de artrite reumatoide, sob tratamento, em comparacdo a
individuos saudaveis (ROVIN et al., 2002; OKAMOTO et al., 2010; NIELEPKOWICZ-
GOZDZINSKA et al., 2014).

Em nossas anélises, contrariando a maioria dos estudos, tais como conduzidos por Vega
et al. (2010) e Rodriguez-Carrio et al. (2014), as concentragdes séricas de IL-8 ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos de pacientes com LES e os controles
saudaveis. Entretanto, foi observado no presente estudo que as concentraces de IL-8 em
pacientes com LES foram menores em relag¢do ao grupo controle, em concordancia com Hrycek
et al. (2013). Tal observacdo pode estar associada ao tratamento farmacoldgico aplicado aos
doentes, visto que em nosso estudo, 76,61% dos pacientes faziam uso de corticdides,
diferentemente do estudo conduzido por VEGA et al. (2010), em que se avaliou os efeitos do
tratamento sobre a secrecdo de quimiocinas, apenas 33,33% dos pacientes faziam uso do citado
medicamento. O fato da maioria dos pacientes envolvidos em nosso estudo estar em uso de
corticoides poderia explicar, pelo menos em parte o efeito supressor sobre os niveis da IL-8,

bem como justificar a diferenca nos resultados do estudo de VVega et al. (2010) e 0s nossos.

Dantas et al. (2017) ao avaliarem a producdo de quimiocinas em pacientes com
esclerose sistémica tratados com corticoides também relataram o mesmo efeito supressor sobre
a IL-8. Entre os pacientes do grupo ODA, o uso deste farmaco foi identificado em apenas 25%

do total de participantes, como pode ser observado na tabela 7. Conforme as figuras 4 e 5, a IL-
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8 estda em concentragGes maiores no grupo ODA do que no grupo LES. No entanto, da mesma
forma, ndo se observou diferenca ao se comparar os grupos ODA e controle quanto aos niveis
de IL-8.

Quando as concentragdes séricas de I1L-8 dos pacientes com LES foram comparadas as
do grupo ODA, foi observada diferenca significativa entre estes, mesmo quando o grupo LES
foi estratificado em diferentes niveis de atividade da doenca definido pelo score SLEDAI (baixa
atividade e moderada/alta), sugerindo desta forma que este biomarcador pode auxiliar na
distin¢do do LES de outras autoimunidades sistémicas. No entanto, ndo foram encontrados na
literatura estudos que realizaram andlises comparativas quanto a producdo de IL-8 entre
pacientes acometidos com LES em relacdo a outras doencas autoimunes sistémicas, fato que

contribui para o ineditismo da presente investigacao.

Estudos apontam uma correlacdo positiva entre a quimiocina IL-8 com a atividade do
LES observada em pacientes com envolvimento renal (HOLCOMBE et al., 1994) e pulmonar
(NIELEPKOWICZ-GOZDZINSKA et al., 2014). Nossos dados mostraram, de forma
semelhante, que a IL-8 apresenta diferenca significativa ao ser avaliada em pacientes com LES
com diferentes indices de atividade, sendo que os niveis séricos de IL-8 aumentaram em funcéo

do aumento da atividade da doenga.

Dados acerca da quimiocina IP-10 indicam que seu aumento esta associado a doencas
inflamatorias, como distdrbios autoimunes, além de ser um importante indicador da severidade
de diversas doengas (LIU et al., 2011; ANTONELLI et al., 2014). Conforme reportado por
Narumi et al. (2002), Bauer et al. (2009) e Kong et al. (2009), ao quantificarem IP-10 por
ELISA, foi observada correlacdo entre os niveis desta quimiocina e a atividade do LES. Por
outro lado, Narumi et al. (2002) reportaram que as concentracGes séricas de IP-10 de pacientes
com algum nivel de atividade de LES diferiram daquelas de pacientes com artrite reumatoide.

Nossos achados, assim como nos estudos anteriormente citados, correlacionaram a IP-
10 com a atividade do LES. Entretanto, as concentracdes de IP-10, contrariamente, foram mais
elevadas em pacientes com baixa atividade da doenca e mais baixas em pacientes com maior
grau de atividade da doenca. Analogamente ao que foi observado na avaliagdo da IL-8, tal
resultado inesperado pode estar associado ao tratamento farmacologico, principalmente com
corticosteroides. Ao avaliarem a resposta imune sistémica a esta classe de medicamento, Olnes
etal. (2016), constataram a reducdo da concentragdo sérica de IP-10, que juntamente com outras

quimiocinas, foram mais susceptiveis a hidrocortisona. Em relagdo aos demais grupos,
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diferenca significativa foi observada entre o grupo de pacientes com LES em baixa atividade e
grupo controle, e ainda com o grupo de outras doencas autoimunes. O mesmo aconteceu quando
0s pacientes com LES em atividade moderada/alta foram comparados com aqueles com baixa
atividade da doenca. Nossos dados relativos a IP-10 ndo permitem confirmar seu papel auxiliar
no diagndstico do LES em atividade, muito provavelmente pelo efeito redutor dos niveis desta
qguimiocina consequente ao tratamento (provavelmente mais intenso naqueles mais graves)
utilizado pelos pacientes no momento da coleta do sangue, o que constitui uma limitagdo do

nosso estudo.

Embora a participacdo da quimiocina MIP-1a na resposta a infec¢des agudas e cronicas
estejacomprovada (MAURER & VON STEBUT, 2004; DAPUNT et al., 2014), alguns estudos
vem associando esta citocina a outras condi¢des inflamatdrias, como o LES por exemplo,
participando do desenvolvimento de manifestacdes cuténeas, hematoldgicas e renais, bem
como da inducdo da atividade da doenca ( BAUER et al., 2006; VILA et al., 2007; LU &
NOSSENT, 2015).

Todavia, nossos achados, ao avaliarmos MIP-1a. por CBA, ndo mostraram diferenga
significativa entre pacientes com LES e individuos saudaveis, corroborando com achados de
Kaneko et al. (1999) e Vilad et al. (2007) que dosaram por ELISA esta quimiocina, em
populacdes japonesas e porto-riquenhas, respectivamente. Tais autores concluiram que mesmo
em diferentes populacdes, as taxas sericas entre pacientes e controles saudaveis, tendem a ndo
apresentarem variacdes significativas. No entanto, no presente estudo foram identificadas
diferencas significativas ao se comparar o grupo de pacientes com LES com aqueles com outras
doencas autoimunes. Porém, ao se avaliar os grupos de pacientes com lipus com diferentes
niveis de atividade, diferenca foi significativa para MIP-1a entre tais grupos e, ainda, entre
pacientes com baixa atividade e o grupo com outras doengas autoimunes, mas nao apresentou
resultado semelhante ao avaliar pacientes com LES de atividade moderada/alta e o grupo ODA.
Né&o foram encontrados na literatura estudos que avaliassem o0s niveis séricos de MIP-1a em
pacientes com LES ou em outras doencas autoimunes, o que vem corroborar com o ineditismo

do presente estudo.

Estudos conduzidos por Bauer et al. (2006) indicam a participacdo da MIP-1a na
inflamacéo sistémica associada ao LES. Dessa forma, parece ser bastante coerente a correlacéo
positiva observada por nos entre a concentragdo sérica da MIP-1a e o SLEDALI, ou seja,

elevando-se conforme maior pontuacdo apresentada pelos pacientes. Tal correlacdo estd em
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consonancia com o encontro de diferenga significativa quando comparados os grupos de
pacientes com baixa atividade e moderada/alta. Estes achados condizem com os dados
observados por Ferreira et al. (2010) ao avaliarem os niveis plasmaticos de quimiocinas em
pacientes com LES sob tratamento. Petrackova et al. (2017) ao correlacionarem lesdes em
6rgéos de pacientes com LES com o padréo de proteinas séricas, observaram aumento de MIP-
la, proporcionalmente ao indice de injuria observado, 0 que reflete a atividade da doenca e

assim corroborando com nossos achados.

As quimiocinas MIG e RANTES estdo amplamente associadas aos processos
inflamatdrios em resposta a patdgenos e a outras condigdes, por exemplo autoimunidade,
atuando no recrutamento celular, na manutencdo da inflamagdo e, no caso da MIG, em
processos de reparacdo de danos teciduais e inibicdo da angiogénese (KRENSKY & AHN,
2007; BERTHOUD et al., 2009; ELSAADANY et al., 2011; GAMBICHLER et al., 2011,
DUQUE & DESCOTEAUX, 2014). Em estudos com pacientes com LES foi observado
aumento significativo de RANTES (ZHAO et al., 2010; LU et al., 2012) e MIG (LIT et al.,
2006; KARONITSCH et al., 2009) em comparacédo a individuos saudaveis. Além disso, em
outros estudos, demonstrou-se que estas citocinas se correlacionaram com a atividade da doenga
(BAUER et al., 2006; VILA et al., 2007; FERREIRA et al., 2010).

Outros estudos apontam elevados niveis de MIG e RANTES em pacientes com
diferentes distdrbios autoimunes, como artrite reumatoide (ELSAADANY etal., 2011; SUCUR
et al., 2017), esclerose sisttmica (RABQUER et al., 2011; BANDINELLI et al., 2012) e
sindrome de Sjdgren primaria, que apresentaram niveis séricos elevados de MIG (TRIPP et al.,
2016) e niveis elevados de RANTES na saliva (LEE et al., 2010).

Nossos dados, de forma semelhante aos observados na literatura, evidenciaram niveis
mais elevados de MIG e RANTES em pacientes com LES ou ODA em relacdo ao grupo
controle, apresentando concentracdes significativamente diferentes, inclusive quando
comparou-se 0 grupo controle a pacientes com baixa atividade e com atividade modera/alta.
Tal fato sugere que estas quimiocinas participam ativamente do estado inflamatdrio destes
pacientes, independentemente do grau de acometimento que apresentem, o que futuramente,

pode ser relevante no aprimoramento do diagndstico desta patologia.

Ao se comparar o grupo LES com 0 ODA ndo foi observada diferenga significativa. Os
pacientes com outras doencas autoimunes apresentaram niveis sericos elevados de MIG e

RANTES em comparagéo a controles saudaveis. Ndo foram encontrados na literatura estudos
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que avaliaram simultaneamente os niveis séricos destas quimiocinas em distirbios autoimunes
sistémicos, limitando a discussdo destes achados, sendo que a grande maioria desses estudos

utilizaram a técnica de ELISA ao mensurar estes analitos.

No presente estudo, também foram avaliadas as concentracdes de MIG e RANTES em
pacientes com diferentes graus de atividade do LES, ou seja, dos grupos LESBA e LESAMA,
tendo sido observadas, assim como nas quimiocinas IL-8, IP-10 e MIP-1a, diferengas
significativas entre os grupos. Conforme dados observados por Ferreira et al., (2010) as
concentracdes de MIG apresentaram correlacdo positivacom o SLEDAI, onde as concentragdes
mais baixas foram obtidas em pacientes com atividade menor ou igual a 4, enquanto as mais
altas em pacientes com atividade maior que 4. Achados semelhantes foram também observados
por Bauer et al. (2006), o que vem atestar um importante papel para esta quimiocina como
mediadora do processo inflamatdrio. MIG também apresentou correla¢éo positiva com a idade
dos pacientes, coerente com o achado da média etaria mais elevada pacientes com maior
atividade da doenca. Quanto as concentracdes de RANTES, nossos achados corroboraram com
dados de Kaneko et al. (1999), os quais observaram uma correlagdo negativa com a atividade
do LES. Pelos achados do presente estudo, MIG e RANTES apresentaram resultados
promissores para determinacdo de potenciais biomarcadores para 0 monitoramento da atividade
no LES.

Né&o foram evidenciadas diferencas entre 0s grupos estudados nas analises da molécula
de adesé@o ICAM-1, interferon alfa (IFN-a), da quimiocina MCP-1 e do fator de crescimento
VEGF. Alguns fatores podem estar associados a esta condi¢do, como o tratamento a que 0s
pacientes estdo submetidos, que, como relatado anteriormente, pode influenciar a producéo de
citocinas. Em relacdo ao fator de crescimento vascular endotelial, em estudos conduzidos por
Merayo-Chalico et al. (2017) também nédo foram evidenciadas diferencas significativas entre
pacientes com LES exibindo diferentes graus de atividade em relacdo a controles saudaveis.
ICAM-1 e IFN-a apresentaram, respectivamente, correlacao positiva e correlagdo negativa com
a idade dos pacientes com a doenca, ou seja, as concentracdes de ICAM-1 aumentaram com a

idade, enquanto as concentracdes de IFN-a diminuiram.

Por fim, deve-se ressaltar a importancia na busca de biomarcadores que possam auxiliar
no diagnostico precoce e no monitoramento do LES, visto que se trata de uma doenca altamente
debilitante, podendo evoluir a ébito. Pela primeira vez, empregou-se a técnica CBA para a

dosagem simultanea dos biomarcadores descritos neste estudo, em casos de LES e de outras



79

importantes doengas autoimunes, 0 que permitiu conhecer a expressdo das citocinas nestas
diferentes doencas de carater autoimune. Neste contexto, acredita-se que o presente estudo
possa representar um avancgo na pesquisa de marcadores diagnosticos e de predicao de atividade
da doenca. Tendo em vista a participacdo destas moléculas no processo inflamatorio do LES e
de outras doencas autoimunes, estes dados poderéo contribuir para um melhor entendimento de
aspectos fisiopatologicos da doenga em estudo. Vislumbra-se também nesse estudo, a
possibilidade futura do rastreamento de algumas dessas citocinas no soro para o diagndstico
complementar da doenca ou mesmo no monitoramento de sua atividade. Entretanto, deve-se
salientar, que este estudo ainda ¢ uma avalia¢do preliminar, sendo necesséria a validacdo dos

dados apresentados.
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7. CONCLUSAO

A partir deste estudo, pode-se concluir que:

A maioria das citocinas avaliadas apresentaram um diferente perfil de expresséo tanto

no LES como em outras doencas autoimunes;

Né&o foram evidenciadas diferencas significativas entre os grupos estudados nas analises
da molécula de adesdo ICAM-1, interferon alfa (IFN-a), MCP-1 e do fator de crescimento
VEGF,

Os niveis das quimiocinas IL-8, IP-10, MIP-1a, RANTES e¢ MIG se mostraram
associados a atividade do LES sendo promissores, portanto, para determinacdo de potenciais

biomarcadores para 0 monitoramento da atividade no LES;

Os niveis das quimiocinas IL-8 e MIP-1a se mostraram diferentes entre os pacientes
com LES e com outras doencas autoimunes sendo promissores, portanto, para auxiliar na

diferenciacéo entre ambos 0s grupos;

Os niveis das quimiocinas MIG e RANTES se mostraram diferentes entre o grupo
controle, e ambos os grupos de LES e outras doengas autoimunes sendo promissores, portanto,

para auxiliar no diagnostico de doenca autoimune de modo geral, em casos suspeitos;

Tais biomarcadores apresentam potencial para maiores estudos desta natureza, a procura
de uma ferramenta auxiliar no diagndstico de atividade do LES, bem como na diferenciacao
entre 0 LES e outras doencas autoimunes, ambas situacGes desafiadoras para a clinica

reumatologica.
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8. PERSPECTIVAS

Deve-se salientar que os dados apresentados neste estudo sdo preliminares e,
indubitavelmente, outras investigacbes complementares, valendo-se de uma amostragem mais
robusta, sdo necesséarias para a confirmagdo e validacdo destes resultados. Como oportuna
complementac&o, & época, deverdo ser avaliadas também a reprodutibilidade, sensibilidade e
especificidade, preferencialmente, utilizando-se ensaios de menor custo como 0s

imunoenzimaticos.

Uma maior amostragem possibilitara a estratificacdo dos pacientes com LES em funcéo
de algumas caracteristicas de grande importancia clinica, como a presenca ou nao de nefrite
lupica. Por outro lado, também sera possivel correlacionar os niveis das diferentes citocinas
com outras manifestacdes clinicas tais como lesdes cutaneas, alteracdes hematoldgicas,

imunoldgicas, artrite e outras, além de melhor ou pior progndstico.
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ANEXO A — Critérios do American College of Reumatology (ACR) para diagnostico de

Lupus Eritematoso Sistémico

Critérios

Definicéo

1. Erupcéo malar

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

2. Erupcéo discoide

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

3. Fotossensibilidade

Erupcéo cuténea por reacdo anormal a exposicao a luz solar,
seja por relato do paciente ou observacdo médica.

4. Ulcera oral Ulceracgéo oral ou nasofaringeal, geralmente indolor, observada
por médico.

5. Artrite Aurtrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulacfes
periféricas, associada a hipersensibilidade, tumefagdo e
derrame.

6. Serosite 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 pericardico.

7. Disturbio renal

a) Proteinuria persistente maior que 0,59 por dia ou maior
que 3+ se ndo for realizada quantificacéo.

Oou

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

8. Distarbio neurologico

a) Convuls6es — na auséncia de drogas tdxicas ou disturbios
metabdlicos conhecidos; ex. uremia, cetoacidose ou desbalango
eletrolitico.

Oou

b) Psicose—na auséncia de drogas toxicas ou disturbios
metabolicos conhecidos; ex. uremia, cetoacidose ou desbalango
eletrolitico.
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9. Distarbio hematologico

a) Anemia hemolitica—com reticulocitose.

ou
b) Leucopenia— total menor que 4.000/mm?® em duas ou
mais ocasioes.

ou
C) Linfopenia— menor que 1.500/mm? em duas ou mais
ocasides.

ou

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

10. Disturbios
imunologicos

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 soroldgicos falso-positivos para sifilis por pelo
menos 6 meses e confirmado por FTA-abs negativo.

11. Anticorpo antinuclear

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia ou teste equivalente em qualquer momento
na auséncia de drogas que sabidamente estdo associadas com o
Lapus induzido.
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ANEXO B - Critérios do Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC)

para o diagnostico de Lupus Eritematoso Sistémico

Critérios clinicos do SLICC

Critérios

Definicéo

1. Lapus cuténeo
agudo incluindo
erupcao malar
(n&o considerar se
erupcao malar
discéide)

Lapus bolhoso; necrolise epidérmica tdxica variante do IUpus; erupgao
lapica maculopapular; erupcdo lupica fotossensivel (na auséncia de
dermatomiosite) ou lapus cuténeo subagudo (lesdes psoriaseformes ndo
endurecidas e/ou lesdes anulares policiclicas que resolvem sem deixar
cicatrizes, embora ocasionalmente com despigmentagdo pds-
inflamatdria ou telangiectasias).

2. LUpus cutaneo
cronico incluindo
erupcao discoide
classica

Lesdes localizadas (abaixo do pescoco) e generalizadas (acima e abaixo
do pescogo); lupus hipertrofico (verrucoso); paniculite IUpica
(profunda); lGpus mucoso; lapus eritematoso tamido; frieiras lUpicas;
lupus discoide / liquen plano se sobrepdem.

3. Ulceras orais

Ulceras no palato, boca, lingua ou tlcera nasais (na auséncia de outras
causas como Vvasculites, infeccbes (herpes), doenca inflamatoria do
intestino, artrite reativa, e alimentos acidos.

4. Alopécia nédo
cicatricial

Fragilidade capilar ou queda difusa (na auséncia de outras causas, como
alopecia areata, drogas, deficiéncia de ferro e alopecia androgénica
alopecia).

5. Sinovite

Envolvendo duas ou mais articulacGes, caracterizada por edema ou
efusdo ou sensibilidade em duas ou mais articulagfes e trinta minutos
ou mais de rigidez matinal.

6. Serosite

Pleurisia tipica para mais de 1 dia (ou derrames pleurais, ou atrito
pleural); dor pericérdica tipica (dor com dectbito que melhora ao
sentar) por mais de um dia (ou derrame pericardico, ou atrito
pericardico, ou pericardite pelo ECG) na auséncia de outras causas,
como infecgdo, uremia.

7. Disturbio renal

Proteinas urinarias/creatinina (ou proteindria de 24h) revelando 500 mg
de proteinas/24h OU presenca de células vermelhas.

Convulsdes; psicoses; formas multiplas de mononeurite (na auséncia de
outras causas, como vasculite primaria); vasculite; mielite; neuropatia

8. Disturbio craniana ou periférica (na auséncia de outras causas, como vasculite

neurolégico primaria, infeccdo e diabetes melito); confusdo mental aguda (na
auséncia de outras causas, incluindo metabdlitos toxicos, uremia e
drogas).

9. Disturbio

hematoldgico

Anemia hemolitica.

10. Distarbio
hematoldgico

Leucopenia (< 4000/mm3) pelo menos uma vez (na auséncia de outras
causas conhecidas, como drogas e hipertensdo portal) OU Linfopenia
(< 1000/mm3) pelo menos uma vez (na auséncia de outras causas
conhecidas como corticosterdides, drogas e infec¢do)

11. Distarbio
hematoldgico

Trombocitopenia (<100.000/mm3) pelo menos uma vez (ha auséncia de
outras causas conhecidas como drogas, hipertenséo
portal e parpura trombocitopénica trombética).
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Critérios imunolégicos do SLICC

Critérios Definicéo
1. ANA Anticorpos antinucleares acima do valor de referéncia laboratorial.
5 Anti-dsDNA Anti-dsDNA §C|ma da falxa de refeAren_ua do Iabora}tquo, exceto ELISA:
duas vezes acima da faixa de referéncia de laboratorio.
3. Anti-Sm Anti-Sm.
4. Anticorpo Qualquer um dos seguintes: anticoagulante lapico; RPR falsopositivo;

médios ou altos titulos de anticardiolipina (IgA, 1gG ou IgM); anti-f2

antifosfolipides . coproteina I (IgA, 1gG or IgM).

5. Sistema do

Baixos niveis de C3, C4, CH50.
complemento

6. Coombs direto Teste de Coombs direto na auséncia de anemia hemolitica.




105

ANEXO C - Indice de atividade utilizado no LES, SLEDAI (Systemic Lupus

Erythematosus Disease Activity Index)

Pts

Presenca

ManifestacOes
clinicas

Descricéo

Convulsédo

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

Psicose

Distlrbio severo da percepcdo da realidade, excluidas
causas metabolicas e drogas. Incluem alucinagdes,
incoeréncia, perda marcada das associacdes de ideias,
pensamento pobre, ilégico; comportamento bizarro,
desorganizado ou catatdnico.

Sindrome cerebral
organica

Alteracédo abrupta e flutuante das fun¢fes mentais, atingindo
a orientacdo, a atencdo, a memoria e outras funcdes
intelectuais. Inclui a reducgdo da vigilia, com diminuicdo da
atencdo, acompanhada de pelo menos dois sintomas
descritos a seguir — perturbacdo da percepcdo, discurso
incoerente, insbnia ou hipersonia diurna, aumento ou
reducdo da atividade psicomotora. Exclui causas
metabolicas, infecciosas ou secundarias ao uso de drogas.

Disturbios visuais

Alteracdo da retina caracterizada por corpos cistdides,
hemorragias retinianas, exsudatos serosos ou hemorragias do
plexo coroide ou neurite Optica. Excluir hipertensdo,
infecgdes e drogas.

Comprometimento
de pares cranianos

Neuropatia sensorial ou motora, de inicio ou reinicio
recente.

Cefaléia lapica

Severa e persistente, do tipo enxaqueca que nao responde a
analgésicos convencionais.

AVC

Presenca de AVC. Excluir causa aterosclerdtica.

Vasculite

UlceragBes, gangrenas, infartos periungueais, nodulos
digitais dolorosos, areas hemorragicas subungueais, bidpsia
ou angiografia de qualquer area do corpo apresentando
vasculite.

Artrites

Envolvimento de duas ou mais articulagdes com sinais e
sintomas de inflamacéo (palpagdo dolorosa, tumefacdo ou
derrame articular). Inflamagdo (palpacdo dolorosa,
tumefagdo ou derrame articular.

Miosites

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

Cilindros urinarios

Hematicos, granulosos ou eritrocitarios.

Hematuria

Mais de 5 eritrocitos/campo. Excluir outras causas tais
como litiase renal ou infec¢des.
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Proteindria

Concentracdo > a 0,5 g/24 horas.

Pilria

Mais de 5 leucécitos/campo na auséncia de infeccdo.

Rash cuténeo

Inicio recente ou recorrente, carater inflamatorio.

Alopecia

Inicio recente ou recorrente, excessiva, difusa ou localizada
de perda de cabelo.

Ulcera de mucosa

Inicio recente ou recorrente de Ulceras nasais ou orais.

Pleurite

Dor pleuritica com atrito, derrame ou espessamento.

Pericardite

Dor no peito, com atrito ou derrame pericardico,
confirmado por eletrocardiograma.

Complemento baixo

CH50; C3 ou C4 abaixo dos valores de referéncia.

Anti-DNA

Acima dos valores de referéncia do laboratorio.

Febre

Temperatura axilar >38°, na auséncia de processo

Trombocitopenia

Concentracdo de plaquetas inferior a 100 000/mm?3
(excluidas causas farmacologicas).

Leucopenia

Concentracéo de leucécitos inferior a 3 000/mm? (excluidas
causas farmacologicas).

Soma total dos pontos
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ANEXO D - Folha de aprovagcéo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG — COEP

Uiantad

( \‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
! | COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
J’*n:---'.‘o

Projeto: CAAE - 01928412.8.0000.5149

Interessado(a): Profa. Maria das Gragas Carvalho
Depto. de Andlises 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 E - Folha de aprovacao do projeto de pesquisa pela Geréncia de Ensino e
Pesquisa do Hospital das Clinicas - UFMG

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

k 1l a3
kg Fasce 51607 G4

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 Comissao de Avaliagdo Econémico-financeira de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas e a aprovagdo pelo COEP/UFMG em 27/06/12, esta Geréncia aprova
seu desenvolvimento no ambito institucional. Solicitamos enviar & GEP relatério parcial ou
final ap6s um ano.

Atenciosamente,
Prof Alexandre Rodrigues Feeira

A Gerente de Ensing HCfUPMG
/ % Filial eggqs"?&
J= = & Insc. 181196 - PT: 937 de 17/11/14
: ) b5 —— 3

Prof. Alexandre Rodrigues Ferreira :

Gerente de Ensino e Pesquisa do HC-UFMG

Sr?

Prof® Maria das Gragas Carvalho

Departamento de Analises Clinicas e Toxicol6gicas
Faculdade de Farmécia - UFMG

Av. Prof. Alfredo Balena, 110 - 1° andar
Bairro Santa Efigénia - Cep: 30130-100 - Bele Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409.9379 -
E-mail: depehcufmg@gmail.com
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ANEXO F - 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 BIOLQGICAS DESTINADO AO ESTUDO
DE PARAMETROS GENETICOS, BIOQUIMICOS, HEMATOLOGICOS E
IMUNOLOGICOS RELACIONADOS A DOENCAS AUTOIMUNES.

Projeto de pesquisa:
“Lupus eritematoso sistémico: aspectos hematoldégicos e imunologicos”

Prezado(a) Senhor(a),

O Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farméacia 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 serdo obtidos
nesta pesquisa poderdo ajudar o médico a entender melhor esta doenca.

As informacdes 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 ndo queira participar desta pesquisa ndo havera qualquer prejuizo no seu
tratamento. Toda informacao obtida nessa pesquisa serd 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 informacdes e
amostras receberdo um codigo de modo que ninguém sabera que esta amostra é sua,
com excecado dos pesquisadores deste projeto. No entanto, qualquer pesquisa futura
com o0 seu sangue devera ser aprovada por um comité de ética, sem necessidade de
contactar voceé.

Qualguer outra informacao sobre esta pesquisa podera ser obtida com a pesquisadora
principal Professora Maria das Gracas 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



