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RESUMO

Lopes MRU. Assinatura de interferon tipo | na sindrome antifosfolipide
primaria [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2018.

Introducdo: a sindrome antifosfolipide (SAF) primaria € uma vasculopatia
autoimune mediada por autoanticorpos com trombose como sua principal
manifestacdo clinica. A presenga de anticorpos antifosfolipides (aPL),
embora relevante para confirmar o diagnostico, ndo parece ser suficiente
para explicar completamente a fisiopatologia da doenca e um segundo
gatilho é usualmente necessario. Além das hipoteses de infeccfes virais e
insulto inflamatério como possiveis desencadeantes, parece que 0S
receptores toll like (TLR) e o Interferon (IFN) tipo | s&o possiveis
protagonistas nesse processo, contribuindo para o inicio da trombose.
Recentemente, dois pequenos estudos demonstraram que uma
porcentagem relevante de pacientes com SAF primaria tem uma regulacéo
positiva de genes IFN em células mononucleares do sangue periférico
(CMSP). Entretanto, 20% e 28% dos pacientes nessas duas coortes tiveram
anticorpos anti-dsDNA positivos, um autoanticorpo altamente especifico do
lGpus eritematoso sistémico (LES). Objetivo: avaliar se os pacientes com
SAF bem caracterizados apresentam assinatura para interferon nas células
mononucleares periféricas. Secundariamente foram avaliadas possiveis
associacfes clinico laboratoriais com a assinatura de IFN. Métodos: foram
selecionados 53 pacientes do sexo feminino com diagnéstico de SAF
primaria de acordo com os critérios de Sidney, com idade igual ou maior a
18 anos, selecionados no Ambulatério de SAF da Disciplina de
Reumatologia do HCFMUSP, pareados por sexo e idade com 50 controles
saudaveis. Um terceiro grupo com 29 paciente com antecedente de
trombofilias ndo imunomediadas também foi incluido. Ap6s a coleta de
sangue as CMSPs foram purificadas por metodologia de Ficoll. A expresséo
génica das CMSPs foi realizada através do TagMan® RNA Assay em placas
TLDA. Foram pesquisados 41 genes induzidos por IFN (Glls). Uma anélise
de componente principal (ACP) foi realizada para determinar quais genes
deveriam compor a assinatura de IFN. O teste de z-score foi utilizado para
normalizar e calcular a assinatura de IFN para cada paciente. O cutoff da
assinatura de IFN foi definido por uma curva ROC, e foi escolhido o ponto
gue maximizava a sensibilidade e especificidade. Caracteristicas
demograficas, clinicas e laboratoriais foram analisadas buscando por
associacbes com a assinatura de IFN. Resultados: 11 genes estavam
superexpressos nos pacientes com SAF em comparacdo aos controles.
Apds a andlise de ACP foram escolhidos 6 genes que representavam mais
de 95% do comportamento da amostra para compor a assinatura de IFN:



DNAJAL, IFI27, IFI6, IFIT5, MX1 e TYK2. O cutoff encontrado pela curva
ROC foi de 3,9 folds (AUC = 0,706, S = 0,49, E = 0,86, VPP = 0,79, VPN =
0,61). A assinatura de IFN estava presente em 49% dos pacientes com SAF
primario vs. 14% dos controles saudaveis e 17% dos controles positivos (p <
0,001). Foi encontrada associacdo entre a assinatura de IFN e uma
ocorréncia mais precoce do primeiro evento clinico (p = 0,023), e com
ocorréncia de eventos obstétricos (em especial pré-eclampsia, p = 0,032).
N&o foi econtrada nenhuma associagado entre a assinatura de IFN e numero
de eventos trombaoticos, exames laboratoriais, comorbidades, antecedentes
familiares de doencas autoimunes, e escores de risco de retrombose. De
todos os tratamentos em uso a Unica associagao encontrada foi entre uma
menor assinatura de IFN e o uso de estatinas (p = 0,026). Concluséo: esse
estudo indica que pacientes com SAF primaria bem caracterizados
apresentam uma assinatura de IFN tipo |, ndo observada em outras
trombofilias ndo imunidade-mediadas ou em controles saudaveis. Também
demonstrou-se que essa superexpressao de genes regulados por IFN tipo |
estd associada a um inicio mais precoce dos eventos e pré-eclampsia. Mais
estudos sdo necessarios para determinar se este subgrupo de pacientes se
beneficiara de intervencdes terapéuticas direcionadas a via de sinalizacao
IFN tipo I.

Descritores: interferon tipo I; sindrome antifosfolipidica; genes; trombofilia;
anticorpos; doengas autoimunes



ABSTRACT

Lopes MRU. Type | Interferon signature in primary antiphospholipid
syndrome [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2018.

Introduction: primary antiphospholipid syndrome (PAPS) is an autoimmune
vasculopathy mediated by autoantibodies with thrombosis as its main clinical
manifestation. The presence of antiphospholipid antibodies, while relevant to
confirm the diagnosis, does not seem to be sufficient to fully explain the
pathophysiology and a second trigger is usually needed. Besides the
hypotheses of viral infections and inflammatory insult as possible triggers,
type | Interferon (IFN) has been pointed as a possible protagonist. Recently,
two studies have demonstrated that a relevant percentage of PAPS patients
have an up-regulation of IFN genes in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). However, 20% and 28% of patients in these 2 cohorts, had anti-
dsDNA positive antibodies, a highly specific Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) autoantibody. Objective: The aim of this study is to determine the
prevalence of type | IFN signature in PBMC of patients with PAPS without
specific SLE autoantibodies and search for it with clinical and laboratorial
associations. Methods: 53 PAPS patients (according to Sydney’s criteria)
were consecutively selected and age-matched with 50 healthy controls. A
third group, with non-immune-mediated thrombophilia patients, was also
included. The expression of 41 IFN induced genes was analysed using real
time quantitative PCR (TagMan Low Density Array). A principal component
analysis (PCA) was used to determine which genes should compose the IFN
signature and z-score was calculated. The IFN signature score cut-off was
defined with a ROC curve, as the point that maximized both the specificity
and sensitivity. Clinical and laboratorial features were analysed searching for
associations with IFN signature. Results: 11 IFN genes were highly
expressed in primary APS patients. After PCA, 6 genes remained in the IFN
signature: DNAJAL, IFIT5, IFI27, MX1, IFI6, TYK2. The ROC cutoff was 3,9
folds (AUC = 0.706, S = 0.49, E = 0.86, VPP =0.79, VPN = 0.61). The type |
IFN signature was present in 49% of patients with primary APS compared to
14.0% of healthy controls and 17% of non-immune-mediated thrombophilia
patients (p < 0.0001). The mean IFN score was significantly higher in PAPS
patients (4.0 fold higher, p < 0.0001) than in controls. A higher IFN signature
was associated with a younger age at the first APS event (p = 0.023) and
with the presence of obstetric events, especially with preeclampsia (p =
0.032). There was no association between IFN signature and number of
thrombotic events, laboratory exams, comorbidities, family history of
autoimmune diseases, and thrombosis risk scores. Treatment with statins
was associated with lower levels of IFN scores (p = 0.026). Conclusion: our



result indicates that PAPS patients, without lupus specific antibodies, have
an enhanced type | IFN gene signature, not observed in non-immune
mediated thrombophilia. We also provide novel data demonstrating that this
overexpression of type | IFN-regulated genes is associated with an earlier
onset of APS events and preeclampsia. Further studies are necessary to
determine if this subgroup of patients will benefit of interventions targeting the
type | IFN signalling pathway.

Descriptors: interferon type |[I; antiphospholipid syndrome; genes;
thrombophilia; antibodies; autoimmune diseases
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1.1 Sindrome Antifosfolipide
1.1.1 Aspectos clinicos e laboratoriais

A sindrome antifosfolipide (SAF) é uma doenca autoimune sistémica
caracterizada por tromboses e/ou morbidade gestacional recorrente,
associadas a presenca de anticorpos antifosfolipides (aPL). Diferentemente
das outras doencas autoimunes, a maioria das manifestacfes da SAF esta
diretamente relacionadas a eventos trombaoticos, que podem afetar
pequenos, médios ou grandes vasos?.

Outras manifestaces mais raras incluem trombocitopenia, anemia
hemolitica, anomalias nas valvulas cardiacas, les6es cutaneas (como livedo
reticular, vasculopatia livedoide) e anormalidades ndo trombdéticas do
sistema nervoso central (convulsées, coreia e declinio cognitivo)®. Embora
inicialmente tenha sido descrita em pacientes com IUpus eritematoso
sistémico (LES), a sindrome antifosfolipide também pode ocorrer em
pacientes sem doenca autoimune subjacente (0 que ocorre em
aproximadamente 50% dos casos). A SAF é denominada como primaria
quando na auséncia de outra doenca autoimune?.

Para o diagnostico da SAF segundo os critérios classificatorios atuais,
€ obrigatdria a associacdo de um evento trombatico (arterial ou venoso) ou

obstétrico a presenca de anticorpos antifosfolipides. Os anticorpos
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antifosfolipides que determinam o diagnostico da sindrome sdo: o
anticoagulante lapico (LA), a anticardiolipina (aCL) subclasses IgG ou IgM e
a anti-beta-2-glicoproteina | (aB2GPIl) subclasses IgG ou IgM. Esses
anticorpos devem estar positivos em pelo menos duas ocasibes com
intervalo minimo de 12 semanas para caracterizacdo da sindrome. Os
critérios classificatérios de SAF (Critérios de Sydney, 2006)! encontram-se

detalhados no Quadro 1.

Quadro 1 - Critérios de classificacdo da sindrome antifosfolipide

Critérios Clinicos

Trombose arterial, venosa ou em pequenos vasos, em qualquer tecido,
confirmada por meio de imagem ou histopatologica (trombose sem
inflamacéo significante).

Eventos
trombéticos

- 3 ou mais perdas com menos de 10 semanas de gestagéo.
1 ou mais perdas com mais de 10 semanas de gestacgéo.
Prematuridade < 34 sem por eclampsia, pré-eclampsia ou
insuficiéncia placentaria.

* Excluir: alteragBes hormonais, anatdmicas e cromossémicas.

Critérios Laboratoriais

- Anticardiolipina IgG ou IgM em altos titulos (Elisa > 40GPL/MPL ou > percentil 99).
- Anti-B2 glicoproteina | IgG ou IgM em altos titulos (Elisa > percentil 99).
- Anticoagulante lupico (Métodos: TTPA, dRVVT, dentre outros).

Eventos
Gestacionais

Para classificar como SAF h& necessidade de preencher 2 critérios (pelo menos 1 clinico
e 1 laboratorial), presentes dentro de um intervalo < 5 anos. Os aPL devem estar
positivos em pelo menos 2 ocasifes com intervalo = 12 semanas.

As indicacdes para pesquisa dos aPLs sdo: presenca de tromboses
em jovens, tromboses em sitios ndo habituais, acidentes vasculares
encefalicos em pacientes com menos de 50 anos, trombose com doenca
autoimune associada (p.ex.: LES), abortamentos de repeticdo ou morbidade
gestacional associada a prematuridade, plaquetopenia inexplicada, tempo de
trombina parcial ativada (TTPA) prolongado sem causa definida, presenca

de livedo reticular importante?. Dentre os diagnoésticos diferenciais de SAF,
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estdo outras trombofilias hereditarias ou adquiridas como as deficiéncias das
proteinas C e S, antitrombina Ill, protrombina mutante, presenca do fator V
de Leiden e hiperhomocisteinemia?.

Apesar do carater autoimune dessa trombofilia, o tratamento da SAF
€ baseado na anticoagulacdo e na antiagregacdo plaquetaria. Apenas
algumas manifestacbes imunologicas da SAF irdo necessitar de

imunossupressores?.

1.1.2 Aspectos epidemioldgicos

A SAF é caracterizada como primaria quando ocorre de forma isolada
e secundaria se associada a outras doencas autoimunes como LES?, artrite
reumatoide (AR)* e sindrome de Sjogren®. O llpus é a doenca mais
frequentemente associada a SAF. Segundo o projeto Euro-Fosfolipide, 53%
dos pacientes apresentam a forma primaria enquanto 36% estdo associados
com o LES®.

A SAF primaria € a causa mais comum de trombofilia adquirida e é
responsavel por 15% a 20% de todos os episédios de trombose venosa
profunda, um terco dos casos novos de acidente vascular encefalico que
ocorrem em pacientes com menos de 50 anos, e 10% a 15% de mulheres
com perda fetal recorrente’. A prevaléncia real da SAF primaria ainda é
desconhecida mas estima-se que 0,3% a 1,0% da populacédo seja acometida®.

A aparente predominancia da SAF no sexo feminino pode ser
decorrente do fato da morbidade gestacional ser uma caracteristica

importante na doenca ou pelo fato da maioria das séries de SAF descritas
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serem pacientes portadores de LES, que é sabidamente mais prevalente em
mulheres. Em torno de 30% a 40% dos pacientes com LES apresentam
anticorpos antifosfolipides positivos, mas apenas 15% tem a sindrome

completa?®.

1.1.3 Avancos no entendimento da fisiopatogenia

Existe uma comprovada associacdo entre a presenca dos aPL e
eventos trombaoticos, mas o exato mecanismo de acao implicado ainda é
desconhecido. Sabe-se que os aPL ligam-se a proteinas do plasma ou de
membranas expressas em diversas células (plaquetas, células endoteliais,
monacitos, fibroblastos e células do trofoblasto) propiciando esse estado
pro-trombético?. A beta-2-glicoproteina-I (beta-2 GPl) e a protrombina
parecem ser as principais proteinas ligantes desses anticorpos envolvidas
na patogénese da doenca?.

Apesar da SAF ser considerada uma doenca mediada por
autoanticorpos, novas hipoteses tém sugerido que 0s anticorpos
antifosfolipides ndo sédo suficientes para determinar fendmenos trombaéticos®.
Haveria a necessidade de um segundo gatilho além desses autoanticorpos®.
Em modelos animais, os aPL foram capazes de desencadear trombose
apenas apés um insulto inflamatério'®. Nesse sentido, uma infeccdo, por
exemplo, poderia representar esse segundo gatilho®.

Recentemente, estudos tém apontado o toll-like receptor 4 (TLR4)
como importante mediador na patogenia do SAF, contribuindo com os

efeitos tromboticos dos aPLs'''15. O TLR4 é uma proteina transmembrana
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expressa principalmente em células do sistema imune inato, que funciona
como um correceptor da anexina2. A ligacdo da Anti-B2GP1/2GP1 no
complexo anexina2/TLR4 ativaria cascatas de sinalizacdo (via
MyD88/IRAK4/TRAF6 ou via TRIF) promovendo a ativacdo do NFkB e
transcricdo de genes pro-inflamatoérios, dentre eles, genes relacionados a
producdo de IFN tipo | (principalmente IFN-B) 141215 Esse mecanismo de
transcricdo de Genes Induzidos por Interferon (GllIs) a partir da ativacao de
TLRs é muito semelhante ao do LES?'%, o que levanta a possibilidade IFN |

fazer parte da fisiopatogenia do SAF.

1.2 Interferon Tipo |

O Interferon (IFN) é uma citocina produzida principalmente por
leucécitos que interfere na replicacdo de fungos, virus, bactérias e células
tumorais por meio da estimulagdo da atividade de outras células de defesa.
Ele induz um estado de resisténcia antiviral em células teciduais nao
infectadas. O virus, ao replicar-se, vai ativar o gene codificante do interferon.
Apos sua sintese, o IFN sai da célula e entra na corrente sanguinea, até
chegar as células vizinhas que ainda ndo foram atacadas. O IFN liga-se a
membrana celular dessas células e ativa o gene codificante de outras
proteinas antivirais. Estas proteinas antivirais, por sua vez, impedem a
replicacéo viral'’.

Os interferons podem ser classificados em trés tipos (I, Il ou Ill) de
acordo com o tipo receptor que ligam e com sua fungdo biolégica que

exercem?l’:18:
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- IFN tipo | pode pertencer a uma de cinco classes (a- com 13
isotipos, B, ®, € € k) e tem a funcdo de induzir a producdo de
proteinas que impedem a replicacéo viral pela célula infectadal’-8.

- IFN do tipo Il corresponde ao IFN-y, cuja funcdo € ativar
macrofagos, estimular a expressdo de complexo maior de
histocompatibilidade e aumentar a atividade de células natural
killers’:18,

- IFN do tipo lll, corresponde ao IFN-A, cuja funcdo € complementar
a funcdo do INF tipo | em estimular a producdo de proteinas que
inferem com a replicacéo viral nas células vizinhas a infectada”18,

Além da sua fungd@o no controle de infec¢Bes virais e bacterianas, o

IFN | destaca-se por sua acdo imunomoduladora, atuando de maneira
pleiotropica em diversas células do sistema imune. O IFN é
predominantemente produzido por células plasmocitdides dendriticas. Nas
células dendriticas o IFN | é capaz de induzir a maturacdo, migracao para 0s
orgédos linfoides secundarios, e aumentar a apresentacdo de antigenos por
meio de maior expressdo de moléculas MHC classe | e Il. Nos fagdcitos, ele
aumenta a producao de citocinas e como consequéncia, torna mais eficaz a
eliminacédo do patdgeno. Nos linfécitos T, o IFN induz resposta Thil, inibe a
apoptose, promove o desenvolvimento de células de memodria e estimula
células T citotoxicas. Nos Linfocitos B ele promove diferenciagcdo de células
B, producdo de anticorpos e troca de classe de imunoglobulina®. Atuando
dessa maneira, o IFN | funciona como ponte entre a imunidade inata e a

adaptativa?®.
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Uma desregulacdo na atividade do interferon, mais especificamente
sua hiperexpressao, esta intimamente relacionada com o desenvolvimento

de vérias doencas do colageno como llpus e artrite reumatoide?®.

1.3 Genes Induzidos por Interferon

O IFN é responsavel pela sinalizacédo intracelular e transcricdo de
varios genes induzidos por IFN (Glls) que culminam na producdo de
diversas proteinas com fungbes biolégicas distintas'®. Um exemplo
importante € a proteina Mx1 que esta envolvida na resposta contra um
grande nimero de virus de &cido ribonucleico (RNA)?°. Quando um virus se
liga a um receptor de reconhecimento de padrdo, como os toll-like receptors
(importantes na identificacdo de infeccdes) eles determinam a producéo de
IFN. Esses por sua vez ativam os GlIs para potencializar a resposta a essa
infeccéo através da producéo de proteinast®?°.

Uma maneira bastante acurada de pesquisar a atividade de IFN em
humanos é pela pesquisa da expressdo dos genes induzidos por essa
citocinal’. Os GlIs ja descritos na literatura estdo detalhados em uma
biblioteca de genes que foi criada a partir de um estudo seminal na area da
genética que é o Estudo de Associacdo Gendmica Ampla (do inglés,
GWAS). O GWAS é um estudo observacional que descreve um conjunto de
variacbes genéticas em diferentes individuos para avaliar se algumas
variantes genéticas podem estar associadas a determinadas doencas?!. O

GWAS ¢é particularmente relevante em doencas complexas, nao

monogénicas, como é o caso do LES??,
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1.4 Assinatura de Interferon nas Doencas Autoimunes

O IFN foi uma das primeiras citocinas a ter sua associacdo com
doencas autoimunes bem caracterizada. Em 1979 Hooks?® demonstrou a
presenca de elevados niveis de IFN-a no soro de pacientes com lupus
eritematoso sistémico (LES), correlacionando-os com a atividade e gravidade
da doenca?3. Na década de 1990 ficou evidente que o uso terapéutico do IFN-
a pode induzir o surgimento de doenca lipus-like?*#?5, Posteriormente foi
mostrado ainda que o soro de pacientes lupicos podia induzir mondcitos a se
diferenciarem em células com projec¢des tipo células dendriticas?®.

A analise por microarray da expressao génica de células mononucleares
de sangue periférico (CMSP) no LES, em 2003, evidenciou um aumento
marcante de GllIs, caracterizando o que hoje é conhecido como a assinatura de
IFN e estabelecendo o papel fundamental do IFN na patogenia do LES?.
Existem indicios sugerindo que a participacdo do IFN no LES seja maior no
inicio da doencal® e possivelmente associada a perda de tolerancia, passo
necessario no mecanismo autoimune?’. Acredita-se que a formacdo de
imunocomplexos contendo acidos nucléicos [acido desoxirribonucleico (DNA)
ou RNA)] seja capaz de ativar as células dendriticas plasmocitoides a produzir
IFN I. Os imunocomplexos, ao se ligarem aos toll-like receptors do tipo 3, 7 e 9,
ativam uma cascata de sinalizacdo (via MyD88, IRAK1, TRAF6, IRF5 e IRF7)
que determina a producédo de diversos genes, dentre eles os do IFN I. O IFN |
produzido se liga aos receptores de IFN (IFNAR 1 e 2) ativando kinases (JAK1
e TYK2) que via sinalizagdo STAT1 e 2 induzem ainda mais a expressao

desses genes.!® Isso amplifica a producéo de IFN no microambiente celular?’:28,
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Ha evidéncias de participacdo de IFN-I em outros disturbios
autoimunes, embora esteja menos claro o papel e a importancia dessa
citocina nessas doencas. Existem relatos, por exemplo, do uso terapéutico
do IFN e o desencadeamento de artrite reumatoide?®3°, esclerose sistémica
(ES)3132 miastenia gravis3? e psoriase34. E possivel que desregulacéo na via
do IFN leve a perda de tolerancia e desencadeamento da autoimunidade.
Sabe-se, por exemplo, que polimorfismos no gene do fator de transcricéo
IRF5, envolvido na ativacdo do gene do IFN-a, aumentam a suscetibilidade a
diversas doencas autoimunes!®3, VariacGes génicas de outros elementos
envolvidos na via do IFN, como STAT4 e JAK, TYK2, também s&o vistas
mais associadas ao LES e AR!35, Essas observacées reforcam a

importancia do IFN na patogenia da autoimune.

1.5 INF na Lesé&o Endotelial, Aterosclerose e Antiangiogénese

Na ultima década, a patogenia da aterosclerose foi cada vez mais
associada a inflamacdo e nesse aspecto, o IFN tem assumido papel de
destaque?®®. Em 2003, Levy3” demonstrou que, camundongos sem receptor de
lipoproteina de densidade baixa (LDL), isto €, ndo suscetiveis a aterosclerose,
qgquando submetidos a tratamento prolongado com IFN-a apresentaram
aumento da placa aterosclerética®’. Esses achados foram confirmados por
Goossens® em 2010 com IFN-R38. Além disso, foi demonstrado que
camundongos knocked out para o receptor de IFN-I desenvolveram placas
ateroscleroticas reduzidas, com menor conteiddo macrofagico e menor risco
de desestabilizacdo®. Em humanos foi ainda observado que a secrecdo de

IFN-a se correlacionou com a instabilidade da placa aterosclerética®.
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No contexto do LES, no qual se observa elevada incidéncia de
eventos cardiovasculares ndo explicada pelos fatores de risco tradicionais, a
contribuicdo da inflamacéo, e particularmente do IFN, no desenvolvimento
da aterosclerose é a mais significativa*®. Uma das explicacdes formuladas
baseia-se na disfuncdo endotelial vista no LES*2, Nessa doenca ocorre
elevacdo de células endoteliais apoptéticas circulantes*® e lesdo celular
endotelial que ndo é suficientemente reparada®!, caracterizando o
desbalanco entre leséo e reparacéo vascular©.

A vasculogénese deficiente se deve a alteracdes nas células
endoteliais progenitoras (CEPs) derivadas da medula 6ssea e nas células
angiogénicas circulantes (CACs), caracterizando-se pela reducéo de CEPs
circulantes e pela diminuicdo da capacidade das CEPs e CACs em se
diferenciar em células endoteliais maduras, sintetizadoras de niveis
adequados de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)*2. Acredita-
se que a atuacao do IFN nesse aspecto da doenca seja significativa, ja que
a interrupgdo da sinalizacdo do IFN nas CEPs e CACs lupicas reestabelece
sua funcdo normal e, por sua vez, CEPs e CACs de individuos normais
apresentam a mesma disfuncdo observada em pacientes lUpicos quando
expostos a IFN-a%2, Essas caracteristicas parecem ser mediadas pelo IFN-a
pela inibicdo das vias da interleucina 1 (IL-1), up-regulation do antagonista
do receptor da IL-1 e down-regulation do VEGF#%#1, Ha indicios sugerindo
também existir ativacdo plaquetaria aumentada mediada por IFN4143,

Outro aspecto recentemente caracterizado foi a existéncia de um
subtipo de neutrdfilos pré-inflamatérios chamados granulécitos de baixa

densidade (GBD), identificados no sangue de pacientes lapicos e com
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efeitos citotoxicos no endotélio. Os GBD produzem IFN-I suficiente para
evitar a diferenciacdo de CEPs em células endoteliais maduras*.

Além desse aspecto importante na lesdo endotelial e possivel
contribuicdo para um estado pro-trombotico, um estudo recente demonstrou
gue as pacientes lapicas que desenvolvem pré-eclampsia possuiam maiores
niveis de IFN-a que estavam intimamente relacionados com uma
desregulacdo angiogénica quando comparadas as pacientes que tiveram

uma gestacdo normal*®,

1.6 Interferon na Sindrome Antifosfolipide

Como mencionado anteriormente, a SAF € uma vasculopatia mediada
por autoanticorpos. As tromboses e 0s eventos gestacionais sdo suas
principais manifestacdes clinicas'2. A presenca de anticorpos antifosfolipides,
embora relevante para confirmar o diagnéstico, parece nao ser suficiente para
explicar completamente a fisiopatologia da doenca e um segundo gatilho é
geralmente necessario®. Além da hipétese de infeccdo viral e insulto
inflamatério como possiveis desencadeantes®?, parece que os TLRs e o IFN
| poderiam ser possiveis coadjuvantes nesse processo!0-1546-48,

Apesar do primeiro estudo no assunto ter encontrado achados
aparentemente negativos com relacdo a associagdo da assinatura de IFN na
SAF priméaria®®, dois pequenos estudos posteriores mostraram que uma
porcentagem relevante de pacientes com SAF primaria apresenta uma
hiperexpressédo de alguns genes relacionados a IFN em suas PBMCs®0:5L,

Uma analise retrospectiva dos dados publicos disponiveis daquele primeiro
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estudo®® realizada por van den Hoogen et al.’!, mostrou que na verdade
havia uma hiperexpressao de genes induzidos por IFN do tipo | naqueles
pacientes com SAF®L, porém em niveis abaixo do limiar utilizado no primeiro
estudo?®.

Uma comparacao dessa expressao génica entre pacientes com LES e
SAF mostrou que a assinatura de IFN é de fato mais robusta nos pacientes
com LES do que nos pacientes com SAF primaria. 1sso gerou a hipotese de
gue essa assinatura no SAF poderia ser um marcador de pacientes que
poderiam desenvolver mais caracteristicas do IUpus ao longo do tempo. Em
um desses trabalhos mais recentes®®, de fato 28% dos pacientes com SAF
apresentavam anticorpos anti-dsDNA positivos, um autoanticorpo altamente
especifico para LES e que pode estar presente anos antes da doenca se
desenvolver®0.

Embora caracteristicas sorolégicas e clinicas de SAF e LES tenham
sido descritas nesses estudos prévios®©5l, ndo foram encontradas
correlacBes entre essas caracteristicas e a assinatura do IFN®L. Foram
observadas apenas tendéncias de associacao entre maiores niveis de IFN e
titulos mais altos de ANA e anticorpos anti-dsDNASL. Curiosamente, 0s
pacientes com SAF priméaria tratados com hidroxicloroquina e estatinas
tiveram escores IFN menores do que 0s pacientes que ndo tomam esses
medicamentos®?.

Sabe-se que o interferon tipo | (IFN) é um elemento chave na
patogénese do lUpus eritematoso sistémico. Cerca de metade dos pacientes

com lapus tém expressao predominante de genes induzidos por interferon
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em CMSP®?, Essa assinatura IFN tipo | foi bastante estudada em estudos
longitudinais de pacientes com LES e, embora os niveis sanguineos de IFN
parecam estar associados a atividade da doenca®3, a assinatura genética
dessa citocina no sangue € geralmente estavel e ndo é util para prever
atividade do LES®*%°, Entretanto, vale ressaltar que a assinatura do IFN tipo
I mostrou ser um marcador de subgrupos de doenca mais graves (com
comprometimento renal, hematolégico e neurolégico)®> e também um
marcador de manifestacdes sorolégicas, como niveis mais altos de anti-
DNAdSs e fator ativador da familia de células B (BAFF) e niveis mais baixos
de complemento sérico®®.

Portanto, neste estudo, pretendeu-se avaliar a assinatura do IFN tipo |
em pacientes com SAF primaria bem caracterizada a fim de confirmar
achados prévios de que o IFN tipo | pode ser relevante na patogénese da
doenca priméaria da SAF mesmo em pacientes sem anticorpos especificos

para LES.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Primario
Avaliar se os pacientes com SAF primaria, sem anticorpos especificos
para LES, apresentam uma assinatura para interferon tipo | nas células

mononucleares de sangue periférico.

2.2 Objetivo Secundario
Avaliar possiveis associacdes entre as manifestacées clinicas, os

achados laboratoriais e o tratamento vigente com a assinatura de IFN.



3 METODOS
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3.1 Aspectos Eticos

Esse estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo Cientifica da
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da
Diretoria Clinica do HCFMUSP (#12563) (Anexo A).

O procedimento proposto esta de acordo com as recomendacdes e as
diretrizes das principais sociedades especificas da area nacional e
internacional. Todos os individuos participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos B e C).

Esse projeto foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo - FAPESP (Projeto regular - N° Processo: 2014/17965-
1 Periodo de vigéncia: 01/03/2016 a 30/04/2018) e teve o apoio institucional
da FMUSP e AC Camargo Céancer Center. O apoio institucional recebido da
FAPESP, da FMUSP e do AC Camargo Cancer Center foram valiosos e
fundamentais para a realizacdo deste projeto. O financiamento FAPESP
possibilitou a obtencdo de todos os insumos, reagentes, materiais e bens
para garantir cada etapa do projeto: coleta de sangue, separagdao das
CMSPs, congelamento a -80 °C, extracdo do RNA, avaliacdo da qualidade
do RNA extraido, criacdo do DNA complementar, andlise genética por
reacdo em cadeia por polimerase em tempo real (RT-PCR) [TagMan® Low

Density Assay (TLDA)] e anélise estatistica dos dados obtidos.
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Com relacdo a FMUSP, a infraestrutura existente na Clinica
Médica/Disciplina de Reumatologia foi essencial para a realizacdo do
projeto. O LIM 17 da FMUSP disponibilizou de uma equipe com uma bidloga
além da infraestrutura do laboratorio.

Toda parte de extracdo de RNA foi realizada no Laboratorio de
Extracdo de Macromoléculas do AC Camargo Cancer Center, que conta com
uma equipe formada por uma pesquisadora, bidlogas e doutorandas que me
auxiliaram no manejo dos equipamentos e reacdes. No Centro Internacional
de Pesquisa (CIPE) do AC Camargo Cancer Center, além do apoio da
pesquisadora e da técnica de laboratério responsaveis, existe toda a estrutura
para realizacdo do projeto maquinas de RT-PCR proprias para a metodologia
TLDA e todos os materiais necessarios para as analises genéticas do projeto
em questdo. Houve o apoio da equipe do AC Camargo Center também para a

andlise dos dados em softwares préprios disponiveis no centro.

3.2 Selecao de Pacientes

Um total de 53 pacientes com SAF primaria seguidos na Divisdo de
Reumatologia do HCFMUSP foram consecutivamente selecionados. Todos
0s pacientes incluidos tinham idade entre 18 e 60 anos, atendiam aos
critérios de Sydney! e tinham pelo menos um evento trombético como uma
caracteristica da APS. A fim de reduzir o viés de tratamento na analise da
expressdo génica, apenas pacientes com SAF tromboéticos em

anticoagulagcdo com antagonistas da vitamina K foram incluidos. Os critérios
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de excluséo foram a concomitancia de qualquer outra doenca autoimune ou
outra trombofilia, 0 uso de tratamento imunossupressor ou infeccdes virais
cronicas conhecidas [virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus
linfotrépico da célula T humana (HTLV), Hepatite B, Hepatite C) e existéncia
de neoplasias malignas. E importante ressaltar que pacientes com
autoanticorpos especificos para LES (anti-dsDNA ou anti-Sm) também foram
excluidos deste estudo. Um segundo grupo de 50 controles saudaveis
pareados por idade também foi selecionado. Como os controles saudaveis
nao estavam em uso de anticoagulantes, um terceiro grupo (grupo controle
positivo) com pacientes com trombofilia n&o imunomediada (como
hiperhomocisteinemia, deficiéncia de proteina S e C) - todos anticoagulados
com antagonistas da vitamina K - também foi incluido. Esses pacientes com
trombofilias ndo imunomediadas foram provenientes do ambulatorio de
Hematologia do HCFMUSP e eram sabidamente aPL negativos.

Critérios de inclusdo para o grupo SAF:

- Teridade entre 18 e 60 anos.

- Preencher os critérios de Sydney [1] para SAF primaria.

- Ter pelo menos um evento tromboético como caracteristica da SAF.

- Estar em anticoagulacdo com antagonistas da vitamina K.

Critérios de excluséo para o grupo SAF:

- Apresentar qualquer outra doenga autoimune ou trombofilia em

concomitancia.

- Tomar de imunossupressores.
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- Apresentar infecgbes virais cronicas conhecidas (HIV, HTLV,
Hepatite B, Hepatite C).

- Ter o diagnostico de neoplasias malignas atuais ou passadas.

- Ter autoanticorpos especificos para LES (anti-DNAds ou anti-Sm)

positivos em qualquer momento do acompanhamento.

3.3 Desenho do Estudo
Trata-se de um estudo observacional transversal. Todos 0s pacientes
e controles foram submetidos a uma avaliacdo clinica (histéria e exame
fisico minucioso) e uma coleta de sangue no mesmo momento da avaliacéo.
Antes da avaliacdo clinica e coleta de sangue, todos os individuos
participantes concordaram em participar e assinaram o0s Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) especificos para cada grupo:

paciente ou controle (Anexos B e C).

3.4 Avaliacéao Clinica

Todos os dados foram obtidos por meio de pesquisa em prontuario
eletrbnico, entrevistas e exame fisico dos participantes, utilizando um
formulario padronizado para coleta de dados, incluindo dados demograficos,

clinicos, laboratoriais e de tratamento.
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3.5 Avaliacdo Laboratorial
3.5.1 Autoanticorpos

O fator anti-nucleo (FAN), anticorpos especificos para o LES (Anti-
dsDNA, anti-Sm, anti-P), anticorpos antifosfolipides (anticardiolipina IgG /
IgM, antiB2GPI IgG / IgM e anticoagulante lupico) e outros autoanticorpos
frequentemente presentes em pacientes com LES (como anti-SSA, anti-SSB
e anti-RNP) foram obtidos de um banco de dados eletrbnico prospectivo
responsavel por armazenar todos os exames laboratoriais realizados durante
0 seguimento dos pacientes. Para as analises de associacao foi considerado
como positivo ter algum desses anticorpos positivo em qualguer momento do

acompanhamento.

3.5.2 Perfil lipidico

Rotineiramente, com uma frequéncia de pelo menos uma vez ao ano,
0s pacientes que fazem acompanhamento no neste servi¢co realizam exames
para avaliacdo do perfil lipidico uma vez que apresentam um maior risco
cardiovascular advindo de suas doencas autoimunes. Portanto os exames
de perfil lipidico [Colesterol total, LDL, lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL), HDL, Triglicérides] também foram obtidos do banco de dados
eletrbnico prospectivo responsavel por armazenar todos 0s exames
laboratoriais realizados durante o seguimento dos pacientes. Para as
andlises de associacdo foram considerados os exames mais recentes dos

ultimos 12 meses.
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3.5.3 Exames com alto perfil de variacéo

Exames com maior potencial de variacdo em curtos periodos e que
poderiam influenciar no resultado da expressdo dos GlIs foram coletados
concomitantemente a amostra que foi utilizada para expressdo genética.
Esses exames foram:

- Hemograma completo.

- Fracdes do Complemento (C3 e C4).

- Creatinina (Cr).

- Proteina C reativa (PCR).

- Velocidade de Hemossedimentacao (VHS).

- Urina 1 e Relacéo proteina/Creatinina.

- Coagulograma completo.

- Sorologias virais (HIV, Hepatitas B e C, HTLV).

3.6 Analise Genética
3.6.1 Isolamento de PBMC e avaliacdo de qualidade de RNA

As amostras de soro foram coletadas em tubos de heparina sédica
para isolamento de PBMC. O PBMC foi isolado utilizando uma centrifugacao
rapida pelo o método do Ficoll-Hypaque e depois armazenado a -70 °C.

O RNA foi isolado de mondcitos purificados usando o kit de
isolamento de miRNA Kit: miRNeasy mini kit (Qiagen) e o equipamento
automatizado (Qiagen). A qualidade do RNA foi avaliada pelo aparelho
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies®) usando o kit RNA 6000

Nano LabChip (Agilent Technologies®). O software calcula uma relacéo entre
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as bandas ribossémicas 18S e 28S para amostras eucaribticas e gera o
namero do RNA Integrity Number (RIN) (variando de 0 a 10). Apenas
amostras com RIN > 7 procederam para a analise de expressao génica.

As amostras de RNA foram tratadas com uma unidade da enzima
DNAse | (Ambion®). Apds o tratamento, 1 pg do RNA foi usada para fazer
a transcricdo reversa do acido desoxirribonucleico complementar (cDNA)
em uma reacdo de 20 pL usando o SuperScript Ill RNase H - Reverse
Transcriptase, 10 mM de dNTP Mix, Oligo(dT)i2-18 Primer, Ribonuclease H
e Inibidor da RNase Recombinante RNaseOUT (todos da Invitrogen,

Carlsbad, CA).

3.6.2 Escolhados genes induzidos por IFN

Para a andlise da assinatura de IFN, foram selecionados 41 genes
induzidos por IFN (Tabela 1) previamente descritos como participantes em
importantes vias envolvidas na patogénese do LES de acordo com o

GWAS®S,
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Tabela 1 - Genes selecionados para a andlise customizada TLDA

Identificacdo
Hs01911452 si1
Hs00895608 m1
Hs00169345 m1l
Hs01070332_m1
Hs01547283 m1l
Hs00158114 m1
Hs01014809 g1
Hs00175238 _m1
Hs00960941 m1l
Hs00152844 m1
Hs00177464 _m1
Hs01018347_m1
Hs00234713_m1
Hs00374581_m1
Hs00372523_m1l
Hs00267809 _m1
Hs01013996_m1l

Hs01063858_m1

Hs00174103_m1
Hs01058986_m1
Hs00737883_m1
Hs01040689_m1
Hs00748530_s1

Hs00173500_m1
Hs00324748 m1
Hs00157342_m1
Hs00204823 m1
Hs00176908_m1
Hs00545621 m1
Hs00158502_m1
Hs00266011_m1
Hs01546665_m1
Hs01075861_m1
Hs00383235_m1
Hs01086373_g1

Hs00413458_m1
Hs00951349 m1
Hs00915292_m1
Hs00242571 _m1
Hs00202721_m1
Hs00705137_s1

Genes

IFIT1
MX1
EIF2AK2
IFIH1
IRF3
IRF5
IRF7
IRF8
SULT1E1
ELF1
TYK2
IRAK1
TNFAIP3
TNIP1
LRRC20
PTPRM
STAT1

IKBKE

IL8
RARRES3
IFNK
ANKS1A
UBE2L3
LPAR1
PPM1H
EFNAS5
VSIG2
PIK3C3
KLB
KPNA1
DNAJA1
RPS6KA1
CDh44
PTN
IF127
IFI35
IF144
IF144L
IFI16
IFITS
IFITM1

Nome dos Genes

Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
Myxovirus resistance 1, interferon-inducible protein p78
Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2
Interferon induced with helicase C domain 1

Interferon regulatory factor 3

Interferon regulatory factor 5

Interferon regulatory factor 7

Interferon regulatory factor 8

Sulfotransferase family 1E

E74-like factor 1

Tyrosine kinase 2

Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
TNFAIP3 interacting protein 1 ABIN-1

Leucine rich repeat containing 20

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, M PTPRL1
Signal transducer and activator of transcription 1, 91kda
Inhibitor of kappa light polypeptide gene in B-cells, kinase
epsilon

Interleukin 8

Retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3
Interferon kappa

Ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 1A
Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3

Lysophosphatidic acid receptor 1

Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1H
Ephrin-A5

V-set and immunoglobulin domain containing 2
Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic subunit type 3
Klotho beta

Karyopherin alpha 1 (importin alpha 5)

Dnaj (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1
Ribosomal protein S6 kinase, 90kda, polypeptide 1
CD44 molecule

Pleiotrophinl

Interferon, alpha-inducible protein 27

Interferon-induced protein 35

Interferon-induced protein 44

Interferon-induced protein 44-like

Interferon, alpha-inducible protein 6

Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5
Interferon induced transmembrane protein 1
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3.6.3 Analise de PCR quantitativa em tempo real

A expresséao desses genes foi analisada utilizando PCR quantitativo
em tempo real (TagMan® Low Density Assay - TLDA de Life
Technologies). As placas TLDA foram customizadas com os 41 genes
alvos e mais seis housekeeping genes (18S, ACTB, B2M, GAPDH, GUSB,
HPRT1) para serem escolhidos na normalizacdo. Para o calculo da
expressdo relativa, todos os resultados foram normalizados para o0s
housekeeping genes mais estaveis selecionados atraveés da anélise do
algoritmo geNorm (Genome Biology, 2002). Os trés genes normalizadores
mais estaveis selecionados foram o HPRT1, ACTB e B2M. Normalizacao
€ o procedimento pelo qual as variacfes especificas da amostra técnica
(por exemplo, diferencas na quantidade total de DNA complementar) é
corrigida. O software gbase+ faz um céalculo de normalizacdo baseado na
média de varios genes normalizadores (ao invés de usar um gene
normalizador (nico) reduzindo a chance de sub ou superestimar a
expressao relativa dos genes da amostra.

Dos 41 genes alvo escolhidos para a placa customizada, foram
excluidos os genes que nao amplificaram ou amplificaram muito
tardiamente durante na analise do PCR em tempo real e, portanto, 36

genes foram utilizados nas analises seguintes.
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3.6.4 Anélise estatistica e calculo da assinatura de IFN

Para o desenvolvimento da assinatura de IFN, primeiramente foi
analisado o comportamento de todos os genes nos trés grupos (grupos
controle vs. controle positivo vs. pacientes) utilizando a técnica da ANOVA
qguando os genes apresentavam distribuicdo normal (avaliada por meio do
teste de Kolmogorov-Smirnov) ou Kruskal-Wallis quando essa condi¢cdo nao
era satisfeita. A partir destes testes, péde-se perceber que, de forma geral,
0S grupos controle positivo e controle saudavel apresentavam caracteristicas
similares entre si e bastante diferentes do grupo pacientes.

Como o objetivo era obter uma assinatura que permitisse grande
discriminacdo entre 0s grupos paciente e controle saudavel, e esses dois
grupos apresentavam expressdo génica muito semelhante, optou-se por
realizar a selecdo dos genes para a assinatura de IFN utilizando-se apenas
0S grupos paciente e controle saudavel.

Foram realizados os testes de hipéteses novamente (teste t ou teste
de Mann-Whitney quando a normalidade ndo era satisfeita) com o intuito de
comparar a expressao dos genes apenas nesse nos dois grupos: controle
positivo e pacientes. Dos 36 genes, foi possivel identificar 11 genes com
capacidade clara de discriminacéo entre os dois grupos: DNAJAL, EIF2AK2,
IFI127, IFI35, IFI44, IFI6, IFIT5, IRF7, MX1, STAT1, TYK2.

Para a definicho de quais genes entrariam para o célculo da
assinatura de IFN, foi utilizada a técnica estatistica de Analise de
Componentes Principais (ACP) com o objetivo de criar um score sem que

houvesse uma caracteristica dominante em funcéo de possiveis correlagbes
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entre os genes. A ACP selecionou para compor a assinatura seis variaveis
(genes) que representavam 95% da variancia total das 11 variaveis iniciais
(genes) e que permitiam a melhor discriminacdo entre pacientes e controles.
Os seis genes selecionados pela ACP foram: DNAJAL, IFI27, IFI6, IFIT5,
MX1 e TYK2.

Apés a definicdo dos genes que comporiam a assinatura, foram
calculados os z-scores com relacdo ao grupo controle e somados os valores
de forma a gerar um score, denominado assinatura de interferon.

A receiver operating curve (curva ROC) foi utilizada para definicdo de
um ponto de corte para a presenca da assinatura de IFN, otimizando a
especificidade (E) e sensibilidade (S) do ponto de corte. Foram também
calculados a acuracia (AUC), sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e os intervalos de confianca.

Por fim, tentou-se entender se havia alguma associacdo entre as
caracteristicas clinicas e a presenca ou auséncia de assinatura de IFN nos
pacientes com SAF primaria. As variaveis continuas foram expressas como
meédia + desvio-padrdo (DP) e as variaveis categoricas foram apresentadas
em percentuais. Para variaveis continuas foram usados os testes de Mann-
Whitney ou teste T de Student e para variaveis categoéricas os testes de
Fisher ou Chi-quadrado, conforme apropriado.

O software SPSS foi utilizado para os calculos estatisticos e o
GraphPad Prism para geracdo dos graficos. Todos os testes foram

realizados com nivel de significancia de 5%.



4 RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas demogréaficas

Do total da populacdo primaria de pacientes com SAF (n = 53), 41
pacientes (77,4%) eram mulheres. A média de idade dos pacientes na
avaliagdo foi de 46,9 £ 10,9 anos e a média de idade no momento do
diagnostico da SAF foi de 31,6 £ 9,5. Os pacientes com SAF tiveram um
tempo médio de doenca de 15,6 + 7,1 anos. Os pacientes, controles
saudaveis e controles positivos foram comparaveis em relacdo a média de
idade (respectivamente 46,9 £ 10,9 vs. 42,1 + 15,5 vs. 51,7 + 10,1; p = 0,08)
e sexo (77,4% vs. 72,3% vs. 68,9%, p = 0,83) (Tabela 2).

Em relacdo a frequéncia dos aPL, o LA foi positivo em 49 pacientes
(92,4%), ap2GPl em 28 (52,8%) e aCL em 41 (77,3%). A frequéncia de
positividade simples, dupla e tripla dos aPL foi respectivamente de 48,1%,
28,3% e 47,1%. Embora o FAN tenha sido positivo em 24 pacientes (45,2%),
nenhum dos pacientes do presente estudo apresentava para anti-Sm ou
anti-DNA positivo (Tabela 2).

Todos os pacientes com SAF selecionados tiveram pelo menos 1
evento trombotico, 38 (71,1%) apresentaram trombose venosa, 25 (47,1%)
trombose arterial e 10 (18,8%) tiveram ambos. Trombose venosa profunda e
acidente vascular cerebral foram os eventos mais frequentes. Eventos

obstétricos estavam presentes em 23 (43,4%) pacientes. Caracteristicas nédo
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critério foram encontradas em 31 (58,4%) pacientes, sendo trombocitopenia
em 12 (22,6%), microangiopatia tromboética renal em 4 (7,5%), Ulceras
cutaneas em 5 (9,4%), doenca valvar em 2 (3,7 %), disfuncdo cognitiva em
10 (18,8%) e livedo em 17 (32,0%) (Tabela 2).

Todos os pacientes com SAF foram tratados com varfarina 53 (100%)
e apenas um paciente também estava recebendo heparina de baixo peso
molecular (HBPM) devido a um ajuste de INR. Nenhum dos pacientes do
presente estudo estava tomando novos anticoagulantes orais (NOACS).
Quatro pacientes (7,5%) estavam tomando aspirina concomitantemente com
varfarina e nenhum desses pacientes estava usando Clopidogrel. E
importante mencionar que 28 (52,8%) pacientes estavam em uso de
hidroxicloroquina, mas nenhum usava prednisona ou drogas

imunossupressoras (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais dos

grupos
: Controles Controles
Pacientes P L
(n = 53) saud_avels p05|_t|vos
(n =50) (n =29)
Sexo feminino (n,%) 41 (77,4%) 36 (72,3%) 20 (68,9%)
Idade (média e DP) 46,9+10,9 42,1+15,5 51,74£10,1
Idade ao diagndéstico (média e DP) 31,6+9,5 - -
Tempo de doenca (média e DP) 15,6+7,1 - -
Anti-B.GPI (IgM/IgG) (n,%) 28 (52,8) 0 (0) 0 (0)
Anticardiolipina (IgM/IgG) (n,%) 41 (77,3) 0 (0) 0 (0)
Anticoagulante lupico (n,%) 49 (92,4) 0 (0) 0 (0)
Triplo positivo (n,%) 25 (47,1) 0 (0) 0 (0)
FAN (n,%) 24 (45,2) - -
Anti-DNA (n,%) 0 (0) - -
Anti-Sm (n,%) 0 (0) - -
Anti-RNP (n,%) 1(1,8) - -
Anti-SSA (n,%) 1(1,8) - -
Anti-SSB (n,%) 0 (0) - -
Venous thrombosis (n,%) 38 (71,1) - -
Arterial thrombosis (n,%) 25 (47,1) - -
Tromboses arteriais e venosas (n,%) 10 (18,8) - -
Eventos gestacionais (n,%) 23 (43,4) - -
Trombocitopenia (n,%) 12 (22,6) - -
Microangiopatia renal (n,%) 4 (7,5) - -
Doenca valvar (n,%) 2(3,7) - -
Ulceras cutaneas (n,%) 5(9,4) - -
Disfuncéo cognitiva (n,%) 10 (18,8) - -
Livedo (n,%) 17 (32,0) - -
Varfarina (n,%) 53 (100) 0 (0) 29 (100)
Aspirina (n,%) 4 (7,5) 0 (0) 1(3,4)
Clopidogrel (n,%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Estatinas (n,%) 15 (28,3) 0 (0) 8 (27,5)
HBPM (n,%) 1(1,8) 0 (0) 1(3,4)
NOACs (n,%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Hydroxychloroquine (n,%) 28 (52,8) 0 (0) 0 (0)
Imunossupressores (n,%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

FAN: Fator antinlcleo, RNP: ribonucleoproteinas, SSA: Sindrome de Sjogren A, SSB:
Sindrome de Sjogren B, HBPM: heparina de baixo peso molecular, NOACs: novos
anticoagulantes orais.
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4.2 Desfecho Primério

Com relacao ao desfecho primario, foi possivel concluir que 11 genes
induzidos por IFN estavam superexpressos nos pacientes com SAF primario
em comparacdo aos controles. Apds a analise de ACP foram escolhidos 6
genes que representavam mais de 95% do comportamento da amostra para
compor a assinatura de IFN: DNAJAL, IFI27, IFI6, IFIT5, MX1 e TYK2. O
Cutoff encontrado pela curva ROC foi de 3,9 folds (AUC = 0,706, S = 0,49, E
= 0,86, VPP = 0,79, VPN = 0,61) (Gréficos 1 e 2). A assinatura de IFN
estava presente em 49% dos pacientes com SAF primario vs. 14% dos

controles saudaveis e 17% dos controles positivos (p = 0,001) Tabela 3.

Gréafico 1 - Assinatura de Interferon em pacientes e controles
saudéveis

p=0.001

p=0.014
30- I I

p>0.999

204

10 4

Assinatura de IFN

Controles Controle Pacientes
saudaveis positivo )



RESULTADOS - 34

Gréfico 2 - Curva ROC da assinatura de Interferon
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Tabela 3 - Prevaléncia da assinatura de IFN nos pacientes e controles

Assinatura de IFN

Ausente Presente
% % Total
Controle saudéavel 43 86% 7 14% 50
Controle positivo 24 83% 5 17% 29
Pacientes 27 51% 26 49% 53

Total 94 71% 38 29% 132
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4.3 Desfecho Secundario

Encontrou-se associacao entre a assinatura de IFN e uma ocorréncia
mais precoce do primeiro evento clinico (p = 0,023) (Tabela 4) com
ocorréncia de eventos obstétricos (em especial doenca hipertensiva
especifica da gestacdo, p = 0,039) (Tabela 5). Nao foi encontrada
associacdo entre a assinatura de IFN e numero de eventos tromboticos,
exames laboratoriais, comorbidades, antecedentes familiares de doencas
autoimunes, e escores de risco de retrombose. (Tabela 5 e 6). De todos os
tratamentos em uso a Unica associacdo encontrada foi entre uma menos

assinatura de IFN e o uso de estatinas.

Tabela 4 - Dados demograficos e a assinatura de IFN

Assinatura de IFN

Caracteristicas Ausente Presente
Média DP Média DP
Idade 49,5 11,2 442 10,2 0,079
Idade no 1° evento 34,2 10,8 28,3 7,0 0,023
Tempo de doenca 15,3 6,7 15,9 7,7 0,767

Sexo Feminino 19 70% 22 85% 0,215
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Tabela 5 - Assinatura de IFN e as manifestac@es clinicas do critério de
SAF

Assinatura de INF

Caracteristicas Ausente Presente

%

LA 27 100% 22 85% 0,051
aB2GPI 16 59% 12 46% 0,339
ACL 20 4% 21 81% 0,560
Duplo positivo 6 22% 9 35% 0,317
Triplo positivo 15 56% 10 38% 0,213
Venoso 19 70% 19 73% 0,827
Arterial 13 48% 9 35% 0,406
Obstétrico 8 30% 15 58% 0,039
Abortamento >10sem 4 15% 8 31% 0,882
Abortamento <10sem 5 63% 7 47% 0,666
Prematuridade 1 13% 5 33% 0,862
Pré-eclampsia 1 13% 8 53% 0,032

Tabela 6 - Assinatura de IFN e as manifestac6es nao-critério de SAF

Assinatura de INF

Caracteristicas Ausente Presente

% n %
Renal 4 15% 2 8% 0,559
Valvopatia 3 11% 1 4% 0,610
Ulceras 0 0% 3 12% 0,111
Cognitivo 6 22% 6 23% 0,941
Livedo 7 26% 11 42% 0,208

Qualquer manifestacdo nao-critério 15 56% 18 69% 0,305
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Este estudo indica que pacientes com SAF primaria bem
caracterizados e sem autoanticorpos para LES apresentam uma assinatura
de IFN tipo I, ndo observada em outras trombofilias ndo imunidade-mediadas
ou em controles saudaveis.

Os primeiros estudos publicados na literatura a mostrarem uma
superexpressdo de genes induzidos por IFN na SAF priméaria foram
realizados em coortes onde 20% a 28% dos pacientes apresentavam
anticorpos anti-dsDNA  positivos®®%l, Embora esses pacientes nao
apresentassem nenhuma caracteristica clinica de lapus, sabe-se que os
anticorpos anti-dsDNA podem estar presentes no sangue muitos anos antes
do diagnéstico de LES®’. Para minimizar esse possivel viés, a presenca de
anticorpos especificos para LES foi definida como um critério de exclusdo no
presente estudo.

Mesmo com a exclusdo dos pacientes com anticorpos especificos
para LES, a prevaléncia da assinatura da IFN nos pacientes deste estudo foi
de 49% (26/53), muito semelhante a prevaléncia relatada anteriormente de
46% (11/24) em outra coorte®l. Até onde se sabe, esta é a maior coorte que
pesquisou a assinatura de IFN em pacientes com SAF primaria, com 53

pacientes em comparacdo com 42 e 24 em estudos anteriores®%-51,
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Neste estudo, também foi incluido um terceiro grupo de pacientes
com trombofilia ndo imunomediada (0 grupo controle positivo), todos
anticoagulados com antagonistas da vitamina K (0 mesmo tratamento que os
pacientes com SAF). Este terceiro grupo foi importante para verificar se o
tratamento com varfarina poderia de alguma forma influenciar na assinatura
de IFN tipo I. Conforme esperado, a expressdo do IFN tipo | no grupo
controle positivo foi comparavel ao grupo controle saudavel (p = 0,94), ndo
mostrando nenhuma influéncia da varfarina ou da presenca de tromboses
prévias na assinatura do IFN.

Também demonstrou-se pela primeira vez na literatura que essa
superexpressdo de genes regulados por IFN tipo | estd associada a um
inicio mais precoce dos eventos na SAF. Isso sugere que o IFN possa ter
um papel coadjuvante para o desenvolvimento da SAF. De maneira geral
sabe-se que processos inflamatérios desempenhavam esse papel de
segundo gatilho na SAF, mas o IFN apenas recentemente vem sendo
investigado®051, Essa hipdtese explicaria, ao menos em parte, o motivo de
uma associacdo tao frequente entre LES (uma doenca onde sabidamente a
assinatura de IFN é bastante relevante) e a SAF®16:27,

Outro aspecto interessante encontrado foi a associagdo entre a
assinatura de IFN tipo | e a ocorréncia de eventos obstétricos, em especial a
pré-eclampsia na SAF primaria. De maneira analoga, em 2015 a mesma
associacdo ja havia sido destrita em pacientes com LES*. Nesse trabalho,
maiores niveis de IFN-a estavam intimamente relacionados com uma

desregulacéo angiogénica placentaria e maior ocorréncia de pré-eclampsia®.
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Na presente coorte, a assinatura de IFN ndo esteve associada a
presenca de FAN, anticoagulante lapico, anticorpos anticardiolipina, anti-32
glicoproteina 1, tripla positividade, e nem ao tipo de trombose (arterial,
venosa ou ambas). Da mesma maneira os estudos anteriores em SAF
também ndo encontraram associacbes entre 0s autoanticorpos e a
assinatura de IFN®50:51,

Diferentemente da publicagdo anterior que mostrou um menor escore
de IFN em pacientes tratados com hidroxicloroquina e estatinas®!, foi
encontrada apenas associacdo de menores niveis de assinatura do IFN com
0O uso de estatinas, ndo sendo encontrada associacdo com a
hidroxicloroquina. E importante ressaltar que no presente estudo uma
porcentagem maior dos pacientes estava em uso de Hidroxicloroquina
(HCQ) (52,8% vs. 40,0%) o que pode influenciar nas diferencas
encontradas®?.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes. O nimero reduzido
de pacientes incluidos (em decorréncia da raridade da doenca e de
rigorosos critérios de inclusdo) e o desenho transversal do estudo né&o
permitiu avaliar o comportamento da assinatura de IFN ao longo do curso
dos eventos clinicos. Ressalta-se que os estudos longitudinais sobre
assinatura de IFN no LES n&o conseguiram demonstrar associagdo entre
assinatura de IFN e atividade de doenca, sendo a assinatura considerada
principalmente marcador de severidade e do tipo do acometimento organico

do LES®4%¢,
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Esse estudo indica que pacientes com SAF primaria bem
caracterizadas e sem autoanticospos especificos para LES apresentam uma
assinatura de IFN tipo |, ndo observada em outras trombofilias né&o
imunidade-mediadas ou em controles saudaveis. Também demonstrou-se
gue essa superexpressao de genes regulados por IFN tipo | esta associada
a um inicio mais precoce dos eventos e pré-eclampsia. Mais estudos séo
necessarios para determinar se este subgrupo de pacientes se beneficiara

de intervencdes terapéuticas direcionadas a via de sinalizacao IFN tipo I.
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Anexo A - Aprovacio pela Comisséo de Etica para Analise de Projetos
de Pesquisa (CAPPesq)

HOSPITAL DAS CLIMIGAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNNVERSIDADE DE SAD PAULD

DIRETOR|A CLINICA
COMISSED DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA =
CAPPesqg

CADASTRO DE PROTOCOLO DE PESCUISA

Roglstro s sssenmds § Sscrelaria da GAPPenn |
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1, Titule do Protocols de Pesguisa

Aszinatura da Inkerferon tipo | ne Sindrome Antfosfolipide PFrméria

2, Palavras=chaves que caracterizam o assunto da Pesguisa

Sindroma Anfifosiclipidica, Inlerferan, Paingenia

3, Resume do Protecolo de Pasguisa;

Intredugho: Intederon (IFM tpa | € um imparante elemento indusor da patogenia do
lipus artemataso sistémics (LES), Aproimadanesnle 50% dos adulios cam Lupus
apriganlam o axprossic aumantada do gones induzidas por Bderdoran nas chlulas
mononuclaaras do sangee periférco (PEME), a conhecids assinetura de intarderon,
O Intesfaron passul papal central na aute=imunidade funclonands carmo ure ponle
enire a resposla imune inata e a adaplabiva,  E fambém urma ciocina com
mportante fungéo antiangiogénica, reduzindo a diferenciagie da célulzs
progeniioras endolaliais ¢ a expressio de prabelnas como o lales de erescimants
ondotelial vascular WEGF)L Por esses mativas, estudas racentes Bm apontado o
INF coma fator associado & progressie da place aterosclardtica, & Singdrome
Antileslolipids & urma vaseu]opatia aute=mune mediada por anticarpos cuja principal
manifastagio clinica & a tramaese, A presanga de anticorpas antfosfalipides apesar
de exiremaments importante, parece nao ser suflcente para explicar por completo 2
Tisiopaingenin da doonga, Esludos recenies 10m apanlada ol iKe recepions ¢ o |NF
soms possives coadiuantss, funcionands como um sagqundo gatilho para o
degencadearmenio da frambose, Hipatellza-se quea, o inlerferan aprasente um

impartanie papal na palagania dessa deenga assim cormo dasarile no LUpus,

Ugelives: Investigar sa o5 pacientas com SAF apresantam assinaiura para
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narfaran nas células mononuclaaras perifdrcas, Casuistica & Matooos: Sardo
egtudadas 50 paclentes do sexa fermnining com diagndstica de SAF primarla de
acardn eom o crilédos de Sidnaey, com idade igual su maior a 18 anos,
seleciznadas no Ambulatdrio da SAF da Discipline da Raumaiolegia do HOFMUSR,
pareades par saxo 6 ldade com 50 controles pezitvos [paclantes com anlacedantes
i rombnoso decarranles de rombofilas sde imune=mediacdas) o S0 cantroles
negativas (controles sadios), Células mononuceares do sangee periférico (CMSP)
gerdo puriflcadas por metadalogia de Fieoll A expressio génlca das CMEPs serd
realzada atravds do Taghan® RAA Azsay om placas TLDA, Sacio pesquisadas 21
genas induzides por INF {Gls),

4, Pezguisador Responsivel:

Danlell Castro Oliveira de Andrade
hitplleties. enpo.brfed 1838547 7320716
Graduagio: Pés-Doutors

Wincala: HG

5, Pesguisader Executanbe:

Michalla Remida Ugalini Loges
nitpoleties, cnpgerf 2 GE0344 00956121
g, Possuil comiutores?

H2im

Moma dos co-aubzras: Wirgia Licia Nazdro Boncldi elirce Mara Camaro

T, Onde a Pesquiza serd realizada?
Departarmento: Clinica Médica

Disciplinag:; Reumatologa

LIM: LIMAT = La® [nvestgacio am Rewmalalagia




ANEXOS - 47

B, Existe entidade externa anvolvida?
=im

AC Camarga Cenlar

Naciznal

8, Possui parlicipagdo Estrangeira
Mao

10, O projeto & multicdntrico
M&o

11, Dutros servigos! divisbes do HCFMUSP anvo|vidos na posguiss
Mao

12, Finalidade académica da peaguisa o ¢lassiflcagdo
Doutarada
Cuiros:

Griantador: Daniell Sestre Olivaira de &ndrade

11, Investigagio
Retrespectiva & Prospecliva (Ambas)

14, Materiais ¢ méfodos
Labaratorial

Fronfuarics de pacantes

Azidos Nucleares Recombinantios

15, Génere, classificacio da Pesquisa
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Clinica

1€, Areas tematicas previstas na Res. 195/96
Goadlica Humana

17. Patrocinio
Recursos proprios

18. Valor do financiamenlo
136,810.¢8

19. Cronograma de execugiio da pesquisa

Frazo: 24 meses

20. Assinaturas

Assinalura @ canmbo do Pesquisador Aprowvado em
2 _fol iy

Cra of
e,

by,

Assinatura e carimba da Cheha

com dala @ 3provecia o "8 E(AEr0MUn” 0 ereare el ane Ty & Cerbislo
pelo Conselho do Departamanto :fg" Q.P’;.!Wﬁ&‘iwwi
s ,/f"‘\ =

SVAN i by
/ ,/ | fleadC A
| B e
/ l Prad, O Wimon Jeoct Fit
[ m(’w‘uaﬁmmmchaum
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W MINISTERK DA SAUDE - Corsaho Natoni d6 Sauds - Comissde Naguny de Esca sm Pesquisa - CONER
g FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1 Projelo o Fasguasa 2 Numern de Parsoponies do Pesgusa:
Assinatara de rterteron tipo | ra S ingeann Antfcatuiipide Frimdoa 10

3. brez Tamatiza:

Genatca Humane

(‘mmaedsmnsmmwanmun!ommumeaup«mmcm:l

&, Avea oo Conheamens
| Gruncde Aras 4. Cdeces da Salds

Nome

Daried Castro O veirn de Arddrado

& OFF ‘7.5u¢mm ne

071240 447-31 R Scoes 320 Chacara Kiskin apt 74 S40 PALLD SA0 PAULO 04120080
4 Macenaldade: 9, Takfonu, I 10, Dutra Tedetons: 1 Emok

BRASILEIROD (11)2528-2532 dari el costro@Ryaton com by

12 Carger:

Tenme da Comeromssn. Dudar que 50 O SUMPIDI 0% fwe) G Resolugho CNS 45512 @ wns compementies. Compramatons a
mm'umhbommuwmnwnammeMQCWoﬁmmmhmmllnunln
Acnitn 25 respocs s dades Fols condugho chntiiza do ropto adma. Tenho clnoa que esss foihs se andada b0 peoelo desidieTaole assirace
por lodas os responsdyes « faed pnie inlogranie 3 docanentatdo do meama.

12 Name 14 GNP
Hosiln das Cinkas o Facudade de Medichs |60 448 040000122

10 Talefora: 17 Do Tetafona: .
(11} 30006442

Termo de Comgeanissd (00 1ospantdvel pels INsi gho 1. Cecla D aue COVCH A Cumerirel as requisios Uy Reschizao CNG 466012 & s
Coerglomantares ¢ como et ARG o cOnples DD 0 cenormohiminlo S5l Projeto, aulnnzo s exscusio

ELOISA SILVA DUTRA DE OLIVEIRA BONFA 042 658 928-92
Responsdl (=22

Diretora Clinica de HCFMUSP

CangoiFLrgdo
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Controles

i

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICIMA DA UNIVERSIDADE
DE SAD PAULO-HCFMUSP

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADDKS DE IDENTIFICACAD DO SILIEITO DA PESGUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

R I et s s e 5 s £ 8 8 s 558 8 £ S 5 208 B £ e 0

DURENTS DE IDENTIDADE N2 - sec: O OF

DATA MASCIMENTC: ... - ¥

ENDEREDC .. S e AFTO:

BAIRFIC: CIDADE

CEF-.... TELEFGNE: DOD | I oeees st e s s s e e

Z REEPOREANEL LEGAL

MATUREZA (graw de panenbesoo, ko, cursdor sic)

DATA MASCIMENTC.: .. o S— y

ENDERELDC: . e APTO:

BAIRRC:

CEF: ...

DADOS SOBRE A PESGUISA
1.TITULD DO PROTOCOLO DE PESQINS A “Assinatura de Intarmanon tips | na Sindrome
Anitiosfolipide Primana

PESGUISADOR: Danlell Casto Oilveira de Andrade

INSCRICAD COMSELHO REGIONAL N 106408

CARGD: Azsisiente da Discipling de Reumnainiogia e Chefe do Ambulatoro de Sindrome Antiosiolipite
UMIDADE DO HCFMUSE: ICHC - Reumatnioga

2. AVALIAGED DO RISCO DA PESQINSA:
RISCOMINMO  [x] rRIscoMEDC [ ]
RSCOBaXO [ ] RISCO MAIOR [

JDURACED DA PESQLNSA: 24 meses

Ruiorico do sujeio de pesquisa ou responsave]
Rubrca do pesguisodor
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICIMNA DA UNIVERSIDADE
DE SA0 PAULO-HCFMUSP

Voo ol acmiioafa) neste hospital para o ratamentn de doenca. COMO pane de seu ratamentn, voos
fard eXames de Gangue para Avalar Como 253 3 5U3 doenga. Voos 253 sendo convidado|) 3 fomessr
aAN0ssa {doar) 20mi de sangue (5 tubos de para WRIZamos em Nossa pesquisa.

de e, asia jocumento que 52 chama Tamo e menio Lire e Esdaredidd - TCLE

Fara quantas pergunias achar necessano. Se for preciso, leve para o353 & discula Com 5SS amigoes &
tamilares. Tenha cereza que entendeu 1odo o o,

Sobre o salubo

O cijetivo 0 NosE0 estdo & pesnuisar s& A0UNE JENSE (genes 00 Imerfenon) conhecidameants
relacknadss 3 afv g2 J0enGas auoimunes Bmipém esiar relacionadcs A alfv e uma
doenca aa SiNErome o ANSCOpo pidio (SAF). O Interferon & wma particula
mvoiida na Inflamagdo, & pode 3thvar o NossD SiEiEma Imunpkglco causando doencas. J3 est30 sendo
criados remedios que 302m na via & Interferon & que poderdo audar esses packeniss. A caus3 da
smm-emmmmul:uomaﬁarmemm.e na0 52 53be exaEments quals
geEnes e5kal enmil . A MRS (Mi2nGa0 & Ver 52 86586 JENes do Imeraron estdo Fivados nos
pacienies com SAF. CEs0 0 resutado 553 positiv, Nowos Tatamentce poderdo ser estudados para oF
pAcEnies O 2553 SINAMIME.

Porque formecer (doar) o material 7

£ Importante conhecer mahor 2553 J0SNGE Para pOdenmos no TUlli desemniver noves Talamenios
05 tes com SAF. Voo esla sendo convidado 00 NoEs0 conirole |
mmmmmmmmmmmmmmmﬂ 2En mhir o5 e
resultacos da pesquisa. Pesquisadones (medcos e pesquisatonss de vanas areas) vio fazer vanos
25186 COM &5 amoeras doadas. Mo ha nennum beneficio Imediato para o partidpants, mas caso o
resultada da , COMETEEnderemas mehor 3 su3 £ NOWTS Talamemos
S e i o e
Guanco a0 SEmeT

O sEngUe 52 coletado nd g3 da SUa consUta regular nd amouatina de reumainiogla, e vood
quelrE paricipar do estun. Realzaremos uma coisfa nica de sangue. Ma0 havers necessidade de

Durarte 3 mndeaammﬁmam mirimo exiravasamamo ﬂew.mmmm
iocal apts acoletla

Protsgao dos seus dirslios & de sua confidencialidads

Todo o malteral usado para pesquisa 5er dentMcado No laborabano por LM codigo formaad por
RIS & letras. ASSim s2U nome nao val ser dhvulgado @ sa privacidade e ldentidads serd0

presen@ias. 06 resullaocs da pesquisa, quando publcacos, iido manisr 0 20 anonlmaio & poderds
sar Hlizades em pesquisas fuburas. As Informagdes obfdas sendo anallsacss &m conuimo com ouns

pacienies, rao sendo dvalgada 3 entificapio de nennum pacdents Indvidusiments.

Pagamentos, despasas @ bansficlos:

52 V002 CONCONTar que 06 pesquisadonss usem o maberal fomeckdo do modo explicade aqul, Voot ndo

Fecebend pagamentos por iS50, 52 a pesquisa gerr resultados com st maiial, voes Embem ndo

tara direlio 3 pagamentos por ks50. N3 ha baneficios dreins 306 partcipantes. OF resultados das

pesquIS3s COMm 52U Materal podem, fuuramente, |udar & benelclar oUTSs PosE0aEs COMa MeEma
Ruirica do sujeiio de pesquisa ou responsawe]
Rubricao do pesguisodor
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3

doenca que vocs, melhorando entsndlmento & o tratamento sua da doenca. Mo ha despesas pessoas
para o voluntano e nem Fuda de cusio.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAD PAULD-HCFMUSP

Eutonomia

3 dedisdo de fomeser o matenal & tolslmente volurtara, Se vocs ndo concoriar em pemitlr o S0 do
Hrmﬂpﬁnfﬁl&a 2@ fecisdo ndo FetEr, de nenhum modo, 058U ratamenin. Vioce pode
também deckdr ndo partcpar da pesquisa 3 quakjuer momento. Esia decsS0 serd respeitada sem
qualguer problema 3 vocs U sey Eendmants na nstiulgdo,

Por favar, lela com atengdo & assindle a5 opgdes que vood conconda. Estes serdo a5 condighes que
Iremoes Takar o matenial que ok Fumecera.

Wood conconda em fomecsr 3 aMosta de sangUe para 3 pesquisa’
{ )=im i )Mo

Sa gim, vood autonza 3 utilzago do materal em todas as pesquisas pertinenios?
{ )135m -

arantla de aceasl

SEMpE QUS VOCS QUISET COMVErsar s0ore algum resultado e pesquisa Oe 55U matenal, ou quiser Dober
informagies de qualquer po, ou trar qualguer divida, woos deve DIocurar 3 UM oos responsavels pela
pesquisa na area de Reumainiogla. A pesquisadora responsavel € a Dra Danlell Castro Olivelra
Andrade respons3vel pala pesquisa na arsa de Reumaiologla: Ay, Dr. Amaido, 255 - 3 andar -
Cemuelra César — 53 Paulo — 3P — CEP: 04245-000 Telefona(s) (11) 30617176, Se voca fver alguma
consideragSo ou divida 50bre 3 &8ca da pesquisa, enire em contsio com o Comit de £ica am
Pesquisa (CEP) — Fua Ovidlo Pirss de Campas, 235 — 5° andar — tek 2661-6442 ramals 16, 17, 18- &
mal: cappecnahenet up.br.

E @& dealstir de paricipar do estudo?

£ garantida 3 Nberdade 03 refrada de consentimento 3 quakjuer momento 2 delar te paricipar oo
SETD, Sem Quaguer prejulzo & coniruidate de seu rEEmemo na insthulio.

Acreditn ber sidn sulcientementa Infonmaco a respeln das Informacdes que | ou que foram Iidas paa
mim, desCrevendo o estudo “Assinatura de Inferferon tipo | na Sindrome Anffostolipide Primana”

Rulorica do sujeiio de pesquizo ou responsawel
Fubrica do pesguisodor
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAD PAULO-HCFMUSP

Eu discid com a DR, Dankel Castm Cilvelra de Andrade sobie a minha deckssd em parkdpar nesse
estudo. Ficaram ciams para mim quas 580 08 proposlios do estuda, 05 procedmentos a serem
redlzados, seus desconfonne e fschs, 35 garanias de confidenclalidate & de esdar=simentiss
pemanemes. Ficou ciarn tambem que minka paridpacdo ¢ |senta de despesas & que tenho gasnta
do 3cEs50 @ Fatamento hospitalar quando necessano. Concondo voluntaraments em particpar desie
BsIU0 & poderel retirar o meu consentimenio 3 qualQuer Mamento, 3MaE DU JUrENTE 0 MESMa, 52
penalidaties oU prejulzn U perds de gualgquer Denefico que SU possa tar adguinda, ou no meu
Sendimentn neste Servico.

\para c3sos de paclentes menores de 18 anos, anaifabetos, semi-anaifabetos ou poradores. de
deficenca audiva ou visual)

Deciam que oithe die frma apropriada e voluntana o Corsentimentio Lhie & Esclarecido desie
padents ou representants lagal para a paridpagdo nests estudo

Rubrico do sujeiio de pasquisa ou responsave
Fubrico do pesguisodor
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Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- Pacientes

i

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SA0 PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIWVRE E ESCLARECIDD

DADHS DE IDENTIFICAGED D0 SUJEITS DA PESGUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME: ...

DOCUMENTC DE IDENTIDADE Mo - s O OF

DATA MASCIMENTC. ... S - ¥
ENMDEREQD [ APTO:

BANRRCE ... CIDADE

CEFP- TELEFONE: DDOD |, |

ZRESPOMEANEL LEGAL

MATUREZA, (igrau e pansnbesos, e, cursdor sic)

DATA NASTIMENTC.: ... o — i

ENDEREDC: P APTO:
BARRCE ... v ADADES e
CEF: TELEFONE: DDD |, |

DADOS SOBRE & PES@UISA
1.TITULD DO PROTOCOLO DE PESGUISA: “Assinabura de Inbarfanon tipo | na Sindnome
Artiosfolipide Primaria
PESGUISADOR: Caniell Casto Oiiveira de Andrade
INSCRICAD COMSELHO REGICHAL N 108403
CARGO: Assistente da Disciping de Reumatoiogla & Chefe do Ambulatino de Sindrome Antisioliplse
UNIDWADE DO HCFMUSE: ICHC - Reumnatoiogia
2 AVALIACED DO RISCO DA PESGUISA:

RISCOMINIMD [ x] RIsco Meoio [

RSCOBaO [ RISCO MAIOR [ ]

ADURAGED DA PESQINSA- 24 messs

Ruiorico do sujeiio de pesquisa ou responsawel
Rubricao do pesguisodor
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICIMA DA UNIVERSIDADE
DE SAD PAULD-HCFMUSP

‘oo fol admidola) neste hospital para o fratamento de doenga. Como paris de seu fratmento, voos
1353 @xames 08 SaNgUe para avalar como S513 3 sUa Joenga. WocS S5 Send0 convidannya) a fomeosr
amaew[mummw[amm para wilzZamaos em nossa pesquisa. Anbes
de gecilr, S5ie socumento qu 52 Chama Tema e mento LiTe & Esdargdd - TCLE
Faga quantas DenguUNias achar Necessano. Se for preciso, ISve Para cas3 e dISCUNa COm SSUS amigos &
familiares. Tenha carera que antendeu 1odo o exn

S0bra 0 safubo

0 ojetivo do oSS0 estedo & pesquisar s AgUNE JENSE (genss oo Intertenon ) conheciisments
relacionados 3 alivagdo de Soenpas aunimunes podem Eminem estar relacknados 3 aivagdo sua
doenca, a Sindrome do Anticorpd Antifosfoilpidla [SAF ). © Irefamn & uma particuls envalida na
Inflamagao, 2 pode athvar 0 NossD siE1ema Imunoiagico causando doengas. Ja esldo sendo crados
remedas QU 302m Na via do Irberferon e ques poderdo ajudar esses paclentes. A causa da Sindmome
do AnficoEo Antfosislpido (SAF) ainda @ desconhecida, 2 ndo 52 mmmgﬁaﬁn
armvolddios. A Nossa Infeng30 & ver 58 ssses genes do Imerfern est0 affvatos nos packenfes com
GAF. G350 0 resUtad 523 poeitheg, novos TalaMerios DOOerad BT SsTUNa00E DA e55a sindrome.

Pomues formscsr (doar) o matedal?

£ Imporants conhecsr meEhor 3 5U3 doenga & o pesquisaciones (medcos & pesquisadones e vanas
Areas) vio f3zer vanos testes com as amostras doadas. O resultzdos podem udar a desenvolver
nowas possilidadss de ratamento a3 5ua doenga. Mao ha nennum peneficio Imedaio pakR o
paricinants, MEs cEE0 O [SEuE00 da pesquisa 523 posiive, compresndersmes melhor 3 sUE JoengE @
nowes ralamenios poderdo ser estludados Dara eE5a J0engE.

CRIanoE S8 O SXEmeT

{0 sangue serd coletado no dla da sUa consuUita regular no amioulatono de reumatoiogla, caso vocs
quelra paricipar do esiudn. RealZarems UMa coieta (nie3 de sangue. Nao havera necessidade de
miiias coielas par esse esldn.

Rigcos de =UuE paridcipecio

Durants 3 mmwpﬂeﬁmmmmmm ﬂesa'rgue.mpuraﬂ:lm
iocal 3pos 3 coleta

Proteq@o dos seus drelfos & de sua confdencialldads

Todo o maleral usado para pesquisa serd dentfcado no laborabdno por LM codgo formado por
names & letras, Assim seu nome nado val ser dhvulgado @ U3 privacidace & idenfidsds serdo

presenvadas. O resullacos da pesquisa, quands publcados, Irdo manar o seu anonlmat & poderds
s LiEad0s em pesguisas fuwras. As Informagies obIdas sera0 arallsadas &m conjUniD com oulns

padentss, ndo sendo dvulgada 3 denificagio de nennum pacents Indvidusiments.

Pagamentos, despasas & banaficlos:

52 vood CONCONS QUE 06 Pesquisadares usem o mabaral fomeckdo do modo explcado aqul, voos nio
FecEbEra PAgAMENtDS pOf S50, 58 3 pesquisa Qerar FesuiE0s com esbe maeial, voos Embem nio
tera direttn 3 pagamentos por 550, N30 ha beneficos direins 306 parfcipanies. 05 resultados das
pesquisas com seu matenal podem, fturaments, 3|udar @ benafidar oUbEs pess0as COMa MEsTE
doenca que vocd, melhorando entendlmento & o fratemento su3 da doenca. M3o ha despesas pessoas
pana o voluntano e nem 3uda de cuso.

Rubrica do sujefio de pesquisa ou responsdwel]
Rubrica do pesguisodor
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICIMA DA UNIVERSIDADE
DE SAQ PAULO-HCFMUSP

Eartonomia

Sua decisdo de fomessr o matenal & ioEimenie volurtana, 52 voce nad concortar em penmillr o uso do
s material para uisa, sua decisdo ndo FstEr, de nenhum modo, O S5 Tatamenio. Voos pode

tambérn decidr ndo paricipar da pesquisa 3 qualquer momanin. Esta declsdo serd respaiada sam
qualueer problema 3 vocs o 5e Aendmento na nsiukE.

P faeor, lela com atengdo e assinale 35 opgdes que vocs conconda. Esias serdo as condicles que
Inefmice Talar O malenal que Wwoos fmecera.

oo CONonda em ToMEcsr 3 aMosira de sangus Dara a pasgquisa’
{ )Sim i )N3o

Se sm, voos aulnz3 a utiizagdo do matedal em idas 35 pesquUisas pertinenies?
{ =m -

zarantla de aceas

SEMpre QUS Vo QUISET CONVErSar s00ne akgum resuliaco de pesquisa Oe 52U matenal, oU quiser Dolsr
Informapies de qualquer dpo, ow Brar qualguer divida, vood deve Drocurar 3 um dos responsdvels pela
pesquisa na area de Reumatologia A pesquisacona respansavel & a Dra Danlel Castro Oiveia
Andrade ReponsSvel pala pesnUisa N3 Anea de Reumainiogla: A Dr. Amaidn, 255 - 3% andar -

Cemueira César — 53 Paulo — SP — CEP: [1245-000 Telefonejs) (1) 30617176, Se vocs fver alguma
consioeraSo ou divida 506 3 fca da pesquisa, entre &M contato com o Comis de s am
Pesquisa (CEP) — Fua Ovitlo PInes de Campos, 225 — 5° andar — et 2661-6442 ramals 16, 17, 18— &
mall: cappesagyhcnet usp.br.

E z& dealstir de pardcipar do sstudo?

£ garantida 3 berdade da refraca de consentimento 3 quakjUEr Momento 2 debar de paricipar do
53D, S5 QUAGUET PREIUIZD 3 Cconbnudase de Seu tratamento na INsstuico.

Acrediin ter sido sulcentementis Iformaca a respetto das Imformacies que || ou que Toram ldas para
mim, descrevendo o estudd “Assinabura de Imammamn tipo | na Sindrome Anthosiolipide Primana™

Rubrica do sujefo de pesquisa ou responsavel
Rubrca do pesguisodor
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICIMA DA UNIVERSIDADE
DE SAD PAULO-HCFMUSP

Eu dscir com & Dra. Danled Castm Cilvela de Andrade sobee 3 minha decisdo em partiipar nesse
estudo. Ficaram cams para mim quais 530 06 proposlios oo estuda, o6 procedmenios a seem
redlzados, seus desconforins e nscos, 35 gaAnias de comidencialidade e de esEarecimenios
pemianemss. Ficou ciarn tambem que minha panticipacdo ¢ Isanta de despesas & que lenho gasnta
do 302850 3 Tratamento hospitalar quando Necessann. Conconio volrniEraments em partidpar deste
S50 & podersl retirar o meu consantimento 3 qUalgUer MOMENto, aNies OU JUTANE O MEsma, S&m
penalidates ou prejulzo ou perds de quaiquer Densficio que = possa ter adguinda, ou no meu
Sendmento neste Servigo.

\para c3asos de pacientes menones de 16 anos, anafabeios, semi-analfabetns o poradores de
deficiénda audliva ou visual)

Declam que obthe de foma apropriada e voluntana o Corsentimenio Live & Esdarecido desie
padients ou represantanie legsl para a parlidpagdo neste esludo

Rubrico do mujeiio de pesquiso ou responsgywe]
Rubrca do pesguisodor
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