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RESUMO

Prado LL. Avaliacdo dos anticorpos anti-alfa-enolase na doenca de Behcet
como marcador de atividade [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2018.

Objetivo: este estudo objetivou avaliar a presenca do anticorpo anti-alfa-
enolase (AAAE) IgM na doengca de Behcet (DB) e suas possiveis
associacfes com as manifestacdes clinicas e atividade da doenca. Métodos:
noventa e sete pacientes com DB foram comparados a 36 pacientes com
enteroartrite (EA) [24 com doenca de Crohn (DC) e 12 com retocolite
ulcerativa (RCU)], além de 87 controles saudaveis. Os testes para detecgcéo
do AAAE IgM foram realizados por Immunoblotting. A atividade de doencga
foi avaliada por indices padronizados, como o Formulério de Atividade Atual
da Doenca de Behcet (BR-BDCAF) para os pacientes com DB e o indice de
Harvey-Bradshaw (HBI) para os pacientes com DC e RCU. Uma segunda
avaliacdo foi realizada somente nos pacientes com DB (n=56) para a
deteccdo do AAAE IgM, avaliacdo de atividade de doenca e dosagem de
proteina-C-reativa (PCR). Resultados: maior prevaléncia do AAAE IgM foi
encontrada na DB (17,7%) comparativamente a EA (2,8%) e aos controles
saudaveis (2,3%), p<0,001. A frequéncia do AAAE IgM foi maior na DB ativa
guando comparada a DB inativa (30,2% vs. 7,4%, p=0,006). Este achado foi
confirmado em uma segunda avaliacdo de 56 pacientes do grupo com DB
(45,5% vs. 13,3%, p=0,02). A média do BR-BDCAF foi maior no grupo com
AAAE IgM positivo, em ambas avaliacdes (9,1 + 5,4 vs. 4,9 + 4,9, p=0,002;
50+49vs. 2,2+ 209, p=0,01, respectivamente). Os pacientes com DB em
atividade mucocutanea e articular apresentaram maior incidéncia do AAAE
IgM, tanto na primeira quanto na segunda avaliacdo (64,7% vs. 27,5%,
p=0,005; 36,4% vs. 7,1%, p=0,039, respectivamente). Conclusdes: o0s
presentes dados corroboram que a alfa-enolase é um antigeno alvo na DB,
particularmente associada a atividade mucocutanea e articular da doenca.
Além disso, o AAAE IgM pode distinguir a DB da EA, especialmente em
pacientes com alta atividade de doenca.

Descritores:  sindrome de Behget; diagnostico;  biomarcadores;
autoanticorpos; fosfopiruvato hidratase



ABSTRACT

Prado LL. Anti-alpha-enolase antibodies evaluation in Behcet's disease as a
marker of disease activity [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2018.

Objective: this study aimed to assess IgM AAEA in systemic Behcet's
disease (BD) and its possible association with clinical manifestations and
disease activity. Methods: ninety-seven consecutively selected BD patients
were compared to 36 enteropathic spondyloarthritis (ESpA) [24 Crohn’s
disease (CD) and 12 ulcerative colitis (UC)] patients and 87 healthy controls.
IgM AAEA was detected by Immunoblotting. Disease activity was assessed
by standardized indexes, Brazilian BD Current Activity Form (BR-BDCAF) for
BD and Harvey-Bradshaw Index (HBI) for CD and UC patients. A second
evaluation was performed in BD patients (n=56), regarding IgM AAEA
presence, disease activity scores and C-reactive protein (CRP). Results:
higher IgM AAEA prevalence was found in BD (17.7%) compared to ESpA
(2.8%) and healthy controls (2.3%), p<0.001. IgM AAEA frequency was
higher in active BD compared to inactive BD (30.2% vs. 7.4%, p=0.006), a
finding confirmed in the second cross-sectional evaluation of 56 of these BD
patients (45.5% vs. 13.3%, p=0.02). Mean BR-BDCAF scores were higher in
IgM AAEA positive group on both evaluations (9.1 + 54 vs. 49 £ 49,
p=0.002; 5.0 £ 4.9 vs. 2.2 + 2.9, p=0.01, respectively). BD patients with
mucocutaneous and articular symptoms presented higher IgM AAEA
positivity in the first and second evaluations (64.7% vs. 27.5%, p=0.005;
36.4% vs. 7.1%, p=0.039 respectively). Conclusions: these data support the
notion that alpha-enolase is a target antigen in BD, particularly associated
with disease activity, mucocutaneous and articular involvement. In addition,
IgM AAEA may distinguish BD from ESpA, especially in patients with high
disease activity.

Descriptors: Behcet syndrome; diagnosis; biomarkers; autoantibodies;
phosphopyruvate hydratase



1 INTRODUCAO
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A doenca de Behget (DB) é uma sindrome multissistémica, na qual os
critérios diagnosticos atuais sdo baseados apenas em caracteristicas
clinicas, sem biomarcadores especificos, levando a dificuldade no
diagndstico diferencial com outras condi¢des, particularmente as doencas
inflamatérias intestinais™>.

Os anticorpos anticélulas endoteliais (AACE) sdo um grupo
heterogéneo de anticorpos contra proteinas de superficie das células
endoteliais. AACE foram descritos em varias doencas imunomediadas, bem
como em amostras de soro de pacientes com DB*.

A alfa-enolase foi descrita como um alvo antigénico dos AACE do tipo
IgM no soro de pacientes com DB’ porém o significado clinico deste
antigeno ainda esté indefinido. O anticorpo anti-alfa-enolase (AAAE) IgM
apresenta especificidade moderada para DB quanto comparado a outras
doencas reuméticas (artrite reumatoide, ldpus eritematoso sistémico e
granulomatose com poliangiite)®. Além disso, foi descrita uma maior
prevaléncia de lesdes vasculares em pacientes com presenca de AAAE’.

Por outro lado, Shin et al.® detectaram AAAE IgM em pacientes com
DB com acometimento intestinal isolado e associou a presenca deste
anticorpo com maior atividade de doenca neste 6rgdo-alvo. A0 mesmo

tempo, observaram uma fraca correlacéo entre a presenca do AAAE IgM e o
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Harvey-Bradshaw Index (HBI), indice comumente utilizado para a avaliagao
da atividade da doenca de Crohn (DC)®. Entretanto, ndo ha dados sobre a
positividade do AAAE IgM na DB ativa utlizando indices de atividade
estabelecidos para esta sindrome, como o0 Behget’s Disease Current Activity

Form (BDCAF)®.



2 OBJETIVOS
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a) Avaliar a presenca do AAAE IgM na DB, comparativamente as
enteroartrites (EA) e controles saudaveis.

b) Avaliar a associacdo deste biomarcador com as caracteristicas
clinicas da DB.

c) Avaliar a associacdo deste biomarcador com a atividade sistémica

da DB.



3 METODOS
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3.1 Pacientes

Este estudo transversal unicéntrico foi realizado nos ambulatérios de
espondiloartrites e DB de um hospital terciario. Foram selecionados 133
pacientes consecutivamente, de ambos os géneros, sendo 97 pacientes com
DB, preenchendo os critérios diagnésticos de DB da International Study Group
for Behcet’s Disease®, além de 36 pacientes com EA, incluindo 24 pacientes
com DC e 12 individuos com retocolite ulcerativa (RCU). Os pacientes com EA
preechiam os critérios de classificacdo do European Spondylarthropathy Study
Group (ESSG)™. Oitenta e sete individuos saudaveis pareados para idade e

género com os pacientes com DB foram selecionados como grupo controle.

3.2 Desenho do Estudo

Este estudo compreende: 1) uma avaliagdo transversal, que comparou
97 pacientes com DB, 36 pacientes com EA e 87 controles saudaveis no inicio
do estudo. 2) uma avaliagdo complementar de seguimento, incluindo 56 dos 97
pacientes com DB.

Todos os individuos selecionados concordaram em patrticipar do estudo
e assinaram o consentimento informado (Anexo A), de acordo com a
Declaracdo de Helsinque, previamente aprovada pelo Comité de Etica local

(CAPPesg numero 0180/11) (Anexo B).
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3.3 Avaliacéao Clinica

Os dados foram obtidos por meio de pesquisa em prontuario
eletrbnico e entrevistas com o0s participantes, utilizando um formulario
padronizado para coleta de dados, incluindo dados demogréficos, clinicos,
laboratoriais e de tratamento. Questionarios padronizados e especificos para
avaliar a atividade clinica das doencas foram aplicados a todos os pacientes.

Nos pacientes com DB foi aplicado o Formulério Brasileiro de
Atividade Atual da Doenca de Behget (BR-BDCAF)* (Anexo C). Foi definida
como DB ativa valores de BR-BDCAF maiores que 4. O indice de Harvey-
Bradshaw™? foi utilizado para avaliar os pacientes com doenca de Crohn e
retocolite ulcerativa. Cinquenta e seis pacientes com DB foram reavaliados

em uma segunda visita apds um intervalo minimo de dois anos.

3.4 Avaliacao Laboratorial

Todos os pacientes e controles coletaram amostras de soro na
avaliacdo transversal e somente o0s pacientes com DB reavaliados
longitidunalmente realizam a segunda coleta.

As amostras de soro foram coletadas ap6s jejum de 12 horas e foram
armazenadas a -80 °C para posterior analise.

Os AAAE IgM foram detectados por immunoblotting, utilizando um
lisado celular transinfectado com alfa-enolase humana (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., EUA) como antigeno e AAAE IgM e IgG (Sigma-Aldrich,
EUA) como anticorpos secundarios.

A proteina C-reativa (PCR) foi medida por nefelometria, em pacientes

com DB e EA. Os niveis de PCR foram expressos em mg/L.
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3.5 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada comparando os grupos de pacientes
e controles saudaveis. As varidveis continuas foram expressas como
mediana + desvio-padrdo (DP) e comparadas utilizando o Teste t de Student
ou o teste de Mann-Whitney ao comparar dois grupos e os testes ANOVA /
ANOVA on ranks para comparar mais de dois grupos, conforme apropriado.
As variaveis categéricas foram apresentadas em percentuais e avaliadas por
meio do Teste Exato de Fisher para dois grupos e Qui-quadrado em caso de
mais de dois grupos, conforme apropriado. Um valor de p menor que 0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

Também foram calculados sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) do biomarcador ao
discriminar a atividade de doenga da DB.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares

SigmasStat versao 3.1 (2005) e GraphPad.



4 RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas Demograficas e Clinicas na Primeira Avaliacao

Os pacientes com DB, EA e o0s controles saudaveis eram
comparaveis em relacdo a mediana de idade (44,0 £ 11,3, 47,0 + 12,6 e 45,0
+ 10,4 anos, p = 0,313, respectivamente) e prevaléncia do género feminino
(74,2%, 77,7% e 78,1%; p = 0,802).

As caracteristicas clinicas da primeira avaliacdo dos pacientes com
DB estdo resumidas na Tabela 1. A mediana de duracédo da doenca foi de
11,0 + 8,2 anos. As frequéncias das principais manifestacdes clinicas da DB
foram: Ulceras orais (100%), ulceras genitais (86,6%), lesdes cutaneas
(incluindo pseudofoliculite e eritema nodoso) (76,2%), doenca ocular
(49,4%), envolvimento vascular (28,8%), envolvimento neuroldgico (24,7%) e
doenca intestinal (12,3%). Na primeira avaliacdo, 44,3% dos pacientes
apresentava doenca ativa, com uma mediana do BR-BDCAF de 4,0 = 5,3.
Os principais sinais de atividade encontrados na primeira avaliacdo foram
sintomas cutaneos (50,5%), articulares (58,8%) e oculares (7,2%). A
atividade intestinal foi encontrada em apenas 2,3% dos casos e nenhum

paciente apresentava atividade vascular ou neuroldgica.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas do grupo com DB

Variaveis

Idade, mediana = DP, anos 44,0+ 11,3
Tempo de doenga, mediana + DP, anos 11,0+ 8,2
Género Feminino, % (n) 74,2% (72)
Doenca ativa, % (n) 44,3% (43)
BR-BDCAF, mediana + DP 40+5,3
Histéria prévia das manifestacfes da DB

Ulceras orais, % (n) 100% (97)
Ulceras genitais, % (n) 86,6% (84)
Doenca Ocular, % (n) 49,4% (48)
Cutanea, % (n) 76,2% (74)
Articular, % (n) 45,3% (44)
Vascular, % (n) 28,8% (28)
Neuroldgica, % (n) 24,7% (24)
Gastrointestinal, % (n) 12,3% (12)
Sintomas clinicos na primeira avaliacao

Cutaneo, % (n) 50,5% (49)
Articular, % (n) 58,8% (57)
Ocular, % (n) 7,2% (7)
Intestinal, % (n) 2,3% (2)
Neuroldgico, % (n) 0,0% (0)
Vascular, % (n) 0,0% (0)

BR-BDCAF: Formulario Brasileiro de Atividade Atual da doenca de
Behget; DB: doenca de Behcget; DP: desvio-padrdo; n: namero de
pacientes.

4.2 Analise Laboratorial na Primeira Avaliacao

A presenca do AAAE IgM foi maior no grupo com DB quando
comparado ao grupo EA e controles [17 (17,5%) vs. 1 (2,8%) vs. 2 (2,3%),
respectivamente, p < 0,001)].

O grupo de pacientes com DB foi classificado de acordo com o
resultado do BR-BDCAF em DB ativa se > 4 e DB inativa se < 4. A

frequéncia do AAAE IgM foi maior no grupo com DB ativa (30,2%), quando



RESULTADOS - 13

comparada ao grupo com DB inativa (7,4%), p = 0,006. A mediana dos
indices de BR-BDCAF foi maior no grupo AAAE IgM positivo (7,5 + 5,4 vs.
4,0 +4,9, p=0,002), qguando comparada ao grupo AAAE IgM negativo.

A mediana dos niveis da PCR nos pacientes com DB e EA foi
comparavel (2,4 + 12,6 vs. 6,3 £ 8,9 mg/L, p = 0,211). Comparando 0s
grupos AAAE IgM positivo e negativo, a mediana dos niveis da PCR foi
semelhante (3,6 £ 26,3 vs. 2,1 £ 7,2 mg/L, p = 0,07).

Considerando a histéria de acometimento prévio pela DB, os grupos
AAAE IgM positivo e negativo apresentaram frequéncias semelhantes de
Ulceras orais (100% vs. 100%, p = 1,0), ulceras genitais (82,4% vs. 87,5%, p
= 0,69), eritema nodoso (58,8% vs. 52,5%, p = 0,79), pseudofoliculite (47,2%
vs. 55%, p = 0,6), envolvimento ocular (41,2% vs. 51,3%, p = 0,59),
envolvimento articular (41,2% vs. 46,3%, p = 0,79), doenca intestinal (17,6%
vs. 11,3%, p = 0,43), envolvimento vascular (35,3% vs. 27,5%, p = 0,56) e
doenca neuroldgica (23,5% vs. 25%, p = 1,0).

A avaliacdo das caracteristicas clinicas da DB nas quatro semanas
anteriores a analise laboratorial revelou que o grupo AAAE IgM positivo
apresentou maior frequéncia de atividade articular (88,2% vs. 52,5%, p =
0,006) quando comparado ao grupo AAAE IgM negativo. Além disso, quando
selecionados pacientes com atividade mucocutanea e articular concomitantes,
foi evidenciada maior positividade de AAAE IgM neste grupo (64,7% vs.

27,5%, p = 0,005) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Positividade do AAAE IgM de acordo com o0s parametros
clinicos de atividade da DB

Primeira Avaliacéo Segunda Avaliagéo
n=97 n=56
AAAE IgM - -
Positivo Negativo Positivo Negativo

n=17 n=80 n=11 n=45
Doenca Ativa 76,5% 37,5% 0,006 45,5% 13,3% 0,02
BR-BDCAF, mediana + DP 7,5%5,4 4,0£4,9 0,002 3,5+4,9 1,0+£2,9 0,01
PCR, mg/L, mediana = DP 3,6+£26,3 2,1£7,2 0,07  5,8+10,5 2,447 0,13
Atividade Clinica
Mucocuténea, % (n) 70,6% (12) 46,3% (37) 0,1 54,5% (6) 40% (18) 0,5
Articular, % (n) 88,2% (15) 52,5% (42) 0,006 54,5% (6) 15,6% (7) 0,01
Mucocuténa e articular, % (n)  64,7% (11) 27,5%(22) 0,005 36,4%(4) 7,1%(4) 0,03
Ocular, % (n) 17,6% (3) 5% (4) 0,1 0% (0) 0% (0) 1,0

BR-BDCAF: Formulario Brasileiro de Atividade Atual da doenga de Behget; DB: doenca de Behget; DP: desvio-
padrdo; n: nimero de pacientes; PCR: proteina C-reativa.

4.3 Segunda Avaliagado no Grupo DB

A segunda andlise da frequéncia do AAAE IgM foi realizada em 56
pacientes com DB pertencentes ao grupo transversal original, com uma
mediana de intervalo de 26,6 + 1,8 meses entre as duas avaliacbes. Esta
andlise também confirmou uma maior frequéncia de AAAE IgM na DB ativa

(45,5%) em comparacdo com a DB inativa (13,3%), p = 0,02 (Grafico 1).

Grafico 1 - Frequéncia do AAAE IgM na DB ativa versus DB inativa

WmDBAtiva  ODB Inativa

p=0,02

p=0,006

45,0%

30,2%

13.3%
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-

Primeira Avaliagdo (n=97) Seguncda Avaliagdo (n=56)
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Além disso, nesta segunda avaliacdo, a mediana dos indices de BR-
BDCAF também foi maior no grupo AAAE IgM positivo comparado ao grupo
AAAE IgM negativo (3,5+4,9vs.1,0+2,9, p=0,01).

A mediana dos niveis da PCR também foi semelhante nos grupos
AAAE IgM positivo e negativo nesta avaliacdo (5,8 + 10,5 vs. 2,4 £ 4,7 mg/L,
p =0,13).

Em relacdo as manifestacdes clinicas, confirmamos a maior
frequéncia de sintomas mucocutaneos e articulares no grupo AAAE IgM
positivo (36,4% vs. 7,1%, p = 0,039), comparativamente ao grupo AAAE IgM
negativo, conforme mostrado na Tabela 2.

Notavelmente, o AAAE IgM apresentou alta especificidade para a
discriminacdo de atividade na DB, com valores de 92,6% e 86,7% na
primeira e segunda avaliacdo, respectivamente. Do mesmo modo, o VPN foi
de 62,5% na primeira avaliagcdo e atingiu 86,7% na segunda avaliacdo. A
sensibilidade e o VPP foram de 30,2% e 76,5% na primeira avaliacdo e

45,5% e 45,4% na segunda avaliacao, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do AAAE IgM para
discriminar DB ativa

Primeira Avaliacéo Segunda Avaliacéo

Valor IC 95% Valor IC 95%
Sensibilidade 30,2% 17,2% a 46,1% 45,4% 16,7% a 76,6%
Especificidade 92,6% 82,1% a 97,9% 86,7% 73,2% a 94,9%
VPP 76,5% 50,1% a 93,2% 45,4% 16,7% a 76,6%
VPN 62,5% 50,9% a 73,1% 86,7% 73,2% a 94,9%

IC 95%: intervalo de confiangca de 95%; VPN: valor preditivo negativo; VPP: valor
preditivo positivo
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O presente estudo encontrou uma alta prevaléncia de AAAE IgM em
pacientes com DB, particularmente em individuos com atividade mucocutanea
e articular.

A avaliacdo simultanea da presenca do AAAE IgM em DB, DC e RCU
confirmou observacBes prévias de coortes de paises orientais, que
reportaram uma frequéncia significativamente maior deste anticorpo na DB"®
e enfatizou uma possivel relevancia deste biomarcador para ajudar a
distinguir essas condic¢des.

Além disso, validou-se a presente descoberta para uma populacao
multiétnica, com baixa prevaléncia da DB, associada a menor frequéncia de
envolvimento intestinal do que a relatada em coortes orientais, consistindo
principalmente de casos esporadicos, com histéria familiar pouco frequente.
Vale destacar que, na presente coorte, a predominancia feminina observada
(72,4%) se assemelha aos padrbes de doenca das areas endémicas,
conforme descrito anteriormente pelo grupo deste estudo™®, com frequéncia
similar de manifestacées sistémicas relatadas em séries maiores™*’, como
doenca ocular (49,4%), envolvimento vascular (28,8%), envolvimento
neuroldgico (24,7%) e doenca intestinal (12,3%).

Correlacionando as manifestacdes clinicas a frequéncia do AAAE

IgM, demonstrou-se que a historia prévia e o tipo de manifestacao sistémica
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nao influenciou a positividade do anticorpo. Entretanto, o AAAE IgM parece
ser um marcador para a atividade da DB, particularmente associado ao
acometimento mucocutaneo e articular.

Em relagdo ao possivel papel patogénico da anti-alfa-enolase,
evidéncias anteriores sugerem que a enzima alvo possui, além de funcao
glicolitica inata, um papel relevante em varios processos biolégicos e
fisiopatologicos. De fato, esta enzima pode atuar como um receptor de
plasminogénio em muitos tipos celulares e parece ser um marcador de
estresse patolégico™®. Vale lembrar que a alfa-enolase foi descrita como um
antigeno alvo em muitas doengas inflamatorias e imunomediadas, como
artrite reumatoide, llpus eritematoso sistémico, vasculites e esclerose
sistémica’®. Da mesma forma, observou-se neste estudo uma alta
prevaléncia de AAAE IgM em um subgrupo de pacientes com DB
clinicamente ativa.

Esse achado pode ajudar no diagnostico diferencial entre DB e EA.
Ambas sdo patologias cronicas, passiveis de acometer individuos jovens,
com curso clinico flutuante. A artrite € uma caracteristica comum dessas
condi¢Bes, juntamente com Ulceras orais, lesdes cutdneas e manifestacfes
intestinais. Na DB, os sintomas mucocutaneos sdo marcadores da atividade
da doenca e parecem estar associados em até 80% com o
comprometimento articular®®?!. Os presentes achados corroboram com esta
premissa, uma vez que 0 grupo com envolvimento mucocutaneo e articular
apresentou maior positividade do AAAE IgM. Portanto, a presenca do AAAE

IgM pode ser util para avaliar atividade na DB.
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Deve-se destacar que o uso de um indice de atividade ja estabelecido
para avaliacdo da DB (BR-BDCAF), ao invés do HBI, comumente usado
para a doenca de Crohn, reforca o papel da alfa-enolase como possivel
antigeno-alvo para inflamacéo sistémica em DB, ndo sendo restrito ao grupo
com DB intestinal, conforme relatado anteriormente®. De fato, os valores do
BR-BDCAF independem da atividade intestinal e a baixa frequéncia deste
acometimento na populacdo do presente estudo pode ter influenciado a
auséncia de associagdo entre atividade intestinal e positividade do AAAE
IgM.

O BR-BDCAF foi validado para o Portugués Brasileiro por Neves et
al.'?, a partir da versdo inglesa do BDCAF® e avalia as quatro Ultimas
semanas de sintomas. O Behcet’s Disease Activity Index (BDAI)®° é um
indice amplamente utilizado internacionalmente e semelhante ao BR-
BDCAF, considerando a avaliacdo dos sintomas de atividade. No entanto,
este Ultimo parece mais adequado para avaliar casos em que a intensidade
dos sintomas mucocutaneos e articulares sdo manifestacbes relevantes,
marcando de O a 4 pontos para cada sintoma, dependendo da intensidade®?.
Tendo em vista este fato, com base nos dados coletados por meio do BR-
BDCAF, aplicou-se o BDAI nesta populacdo do estudo e, notavelmente, a
associacdo entre a atividade da doenca e positividade do anticorpo foi
mantida, com maior pontuacdo média do BDAI no grupo AAAE IgM positivo
(dados néao apresentados). Portanto, indices de atividade alternativos
poderdo ser utilizados em futuros estudos internacionais que avaliem a

capacidade do AAAE IgM em distinguir a atividade da DB.
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a) A presenca do AAAE IgM foi maior no grupo com DB quando
comparado ao grupo EA e controles.

b) Os pacientes com DB AAAE IgM positivos e negativos
apresentaram caracteristicas clinicas semelhantes .

c) Os pacientes com DB do grupo AAAE IgM positivo apresentavam
maior frequéncia de atividade mucocutanea e articular, comparativamente ao
grupo AAAE IgM negativo.

Os dados do presente estudo suportam o valor da alfa-enolase como
um antigeno-alvo na DB e sugerem que o AAAE IgM é um marcador
soroldgico de atividade nesta doenca.

Estudos adicionais sdo necessarios para confirmar a relevancia deste
anticorpo para discriminar DB da EA, particularmente em pacientes com alta

atividade da doenca.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L NOIME: Lo e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : .......ouoomieerecierceereceeeennn sexo: MO Fr O
DATA NASCIMENTO: ........ Lo .

ENDERECO ..
BAIRRO: ...

2.RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUradOr €1C.) .........ccciiiiiiiiiiiiiiiiie s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......cccccoeiiiiiiiiiie SExo: MO rO

DATA NASCIMENTO.: ..... oo

ENDEREGCO: ....oiiiiiiiiiiiiiici s NO APTO: .o,
BAIRRO: ..o CIDADE: ...t
CEP: e TELEFONE: DDD (............ et

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ANTICORPOS ANTI-SACCHAROMYCES CEREVISIAE (ASCA) E ANTI-
CITOPLASMA DE NEUTROFILOS (ANCA) EM PACIENTES COM DOENGCA DE BEHGCET E ENTEROARTRITE DA
DOENGCA DE CHRON

PESQUISADORES : Célio Roberto Gongalves, Leandro Lara do Prado

CARGO/FUNGAO: Prof Dr Associado, Médico Residente em Reumatologia

INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 20383 (CRG), 127425 (LLP)

UNIDADE DO HCFMUSP: Reumatologia
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO  [x] RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4. DURACAO DA PESQUISA : 12 meses
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1 — Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo, onde iremos avaliar se pacientes com a
sua doenga (Doenca de Behget, Doenca de Crohn ou Retocolite Ulcerativa) possuem anticorpos
especificos circulando no organismo, que podem estar relacionados ao desenvolvimento destas

doengcas;
2 — Serao colhidos exames de sangue para a realizac&o dos testes laboratoriais;

3 — Existem minimos riscos para o participante do estudo, como sangramentos e hematomas no

local da coleta de sangue;

4 — A partir dos resultados desta pesquisa poderemos conhecer melhor a presenca de alteragdes
laboratoriais nestas duas doengas, que irdo ajudar a realizagéo de diagnosticos mais precisos, com
maior rapidez e facilidade;

5 — Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais dilvidas. O principal investigador é o Dr Célio Roberto
Gongalves, que pode ser encontrado no endereco Av. Dr. Arnaldo, 455, 3° andar - CEP: 05016-
010, S&o Paulo-SP Telefone(s) 11-3061-7213. Se vocé tiver alguma consideracéo ou duvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal

26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br;

6 — VVocé pode suspender a autorizagdo a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem

qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

7 — As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo

divulgado a identificacdo de nenhum paciente;

8 — Despesas e compensacgfes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacao financeira relacionada a sua

participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

9 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo, o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as

indenizacBes legalmente estabelecidas;

10 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo Anticorpos Anti-Saccaromyces cerevisiae (ASCA) E Anti-
citoplasma de neutrdfilos (ANCA) em pacientes com Doenga de Behget e Enteroartrite da Doenca
de Chron

Eu discuti com o Dr Célio Roberto Gongalves e/ou Dr Leandro Lara do Prado sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas
e que tenho garantia ao acesso a tratamento hospitalar quando necesséario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio

que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

lAssinatura do paciente/representante legal |Data / /

lAssinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o0 Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacéo neste estudo.

lAssinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo B - Aprovacdo do Comité de Etica local (CAPPesq numero
0180/11)

o
A\

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 16/03/2011, APROVOU o Frotocolo
de Pesquisa n° 0108/11, intitulado: "ANTICORPOS ANTI-SACCHAROMYCES
CEREVISIAE (ASCA) E ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILOS (ANCA) EM PACIENTES
COM DOENCA DE BEHCET E ENTEROARTRITE DA DOENCA DE CHRON' apreseniado
pelo Departamento de CLINICA MEDICA, inclusive o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, 0s
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselhe Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: CELIO ROBERTO GONCALVES
Pesquisador (a) Executante: LEANDRO LARA DO PRADO
Co-autores: CARLA GONCALVES SCHAHIN SAAD

CAPPesq, 17 de Margo de 2011

A A ol \
[\' !
L0 (g
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador

Comiss@o de Efica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comissao de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Cvidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492
e-mail: cappesq@hcnel usp br
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