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RESUMO

Nascimento IS. Global antiphospholipid syndrome score e anti-32-glicoproteina
I dominio | na estratificagdo de risco tromboético da sindrome antifosfolipide: um
estudo prospectivo de 4 anos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2020.

OBJETIVOS: Avaliar prospectivamente o papel do anticorpo anti-dominio | da
R2-glicoproteina | (anti-Dominio ) e do Escore Global da Sindrome
Antifosfolipide (do inglés Global Antiphospholipid Syndrome Score) (GAPSS)
na identificacdo de pacientes com sindrome antifosfolipide (SAF) com maior
risco de apresentar um novo evento trombético. METODOS: Pacientes com
SAF trombética foram seguidos no periodo de maio de 2013 a julho de 2017. A
admissdo no estudo, foram analisados os anticorpos antifosfolipides
anticoagulante lupico, anticardiolipina, anti-32-glicoproteina I e
antifosfatidilserina-protrombina (aPS/PT) 1gG/IgM e anti-Dominio | 1gG e foi
calculado o GAPSS de cada paciente. RESULTADOS: 44 pacientes (43 = 10
anos, 89% sexo feminino, 73% SAF primaria) foram seguidos por 39 meses (9-
46). Nesse periodo, quatro novas tromboses ocorreram, duas delas apos
interrupcdo do antagonista da vitamina K. Os dois pacientes com evento
recorrente apresentaram GAPSS mais alto (20) e eram triplo positivos e anti-
Dominio I-positivos; os demais pacientes tiveram GAPSS mais baixo (mediana
10,5, 0-20) e menor taxa de triplo positivos (33%) e de anti-Dominio I-positivos
(38%). anti-Dominio | foi associado com alto GAPSS (mediana 19 vs. 7,
p<0,001; correlagdo de Pearson 0,82, p<0,001), tripla positividade (83% vs.
4%, p<0,001) e com o anticorpo aPS/PT (94% vs. 50%, p=0,002).
CONCLUSAQO: Os dados mostram uma correlagéo significativa entre o escore
de risco validado GAPSS e o anticorpo antifosfolipide n&o critério anti-Dominio
|. Futuros estudos sao necessarios, mas os dados permitem especular um
papel do anticorpo anti-Dominio | como uma ferramenta de estratificacdo de
risco de novos eventos trombdticos na SAF.



Descritores: Sindrome  antifosfolipidica; ~ Autoanticorpos;  Anticorpos
antifosfolipideos; Doencgas autoimunes; Autoimunidade; Trombose; Anti-

Dominio |.



SUMMARY

Nascimento IS. Global antiphospholipid syndrome score and anti-32-
glycoprotein | domain for thrombotic risk stratification in antiphospholipid
syndrome: a 4-year prospective study [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2020.

OBJECTIVE: To prospectively assess the role of anti-32-glycoprotein | domain |
antibody (anti-Domain 1) and the Global Antiphospholipid Syndrome Score
(GAPSS) in identifying antiphospholipid syndrome (APS) patients at higher risk
of a new event. METHODS: Thrombotic APS patients were followed from May
2013 to July 2017. At baseline, we measured lupus anticoagulant, IgG/IgM
anticardiolipin, anti-R2-glycoprotein |, antiphosphatidylserine-prothrombin
(aPS/PT) and IgG anti-Domain |, and calculated GAPSS for each patient.
RESULTS: 44 patients (43 + 10 years, 89% female, 73% primary APS) were
followed for 39 months (9-46). Four new thromboses occurred, 2 of them after
vitamin K antagonist interruption. Recurrent patients presented higher GAPSS
(20) and were triple positive and anti-Domain | positive; non-recurrent patients
had lower GAPSS (median 10.5, 0-20) and lower ratio of triple (33%) and anti-
Domain | positivities (38%). Anti-Domain | was associated with higher GAPSS
(median 19 vs. 7, p<0.001; Pearson correlation 0.82, p<0.001) and had higher
proportion of triple positivity (83% vs. 4%, p<0.001) and aPS/PT positivity (94%
vs. 50%, p=0.002). CONCLUSION: Our data shows a significant correlation
between a validated risk score such as GAPSS and the novel antiphospholipid
antibody anti-Domain |. Future studies are needed, however one could
speculate a role of anti-Domain | as a risk-stratifying tool for thrombotic events
in APS.

Descriptors: Antiphospholipid syndrome; Autoantibodies; Antiphospholipid
autoantibodies; Autoimmune diseases; Autoimmunity; Thrombosis; Anti-Domain
l.



INTRODUGAO

A sindrome antifosfolipide

A sindrome antifosfolipide (SAF) € uma condigdo clinica caracterizada
pela ocorréncia de eventos tromboéticos e obstétricos, na presenca de titulos
elevados e persistentes de anticorpos dirigidos contra complexos de fosfolipide
e proteina plasmatica conhecidos como anticorpos antifosfolipides.

Inicialmente, a distincdo de uma afeccdo autoimune que predispbde a
tromboses e abortos foi feita em pacientes com lupus eritematoso sistémico
(LES)?. Mais tarde, foi notada a possibilidade da ocorréncia dessa enfermidade
isoladamente®. A SAF na forma isolada é designada SAF primaria, em
oposicdo a SAF secundaria, que ocorre na presengca do LES e de outras
doencas autoimunes®. A SAF ocorre tipicamente em adultos jovens“’5 e tem
prevaléncia estimada de 40 a 50 casos por 100.000 pessoas®.

Esse disturbio foi descrito pela primeira vez por Graham Hughes em
19832. Nessa época, ja havia sido identificado um fator em pacientes com LES
que inibia a coagulacdo in vitro, posteriormente denominado anticoagulante
lupico (LA, do inglés lupus anticoagulant), e que havia sido associado a
morbidade obstétrica e, paradoxalmente, a trombose’. A natureza do LA foi
caracterizada como um anticorpo com acdo antifosfolipide?. Também era
conhecido que pacientes LA-positivos podiam apresentar resultados falso-
positivos em testes, feitos com anticorpos que se ligavam ao fosfolipide
cardiolipina, usados para a identificagcdo de individuos com sifilis (teste de
Wasserman)®’. Foi somente em 1990 que se descobriu a necessidade de um
cofator, a proteina plasmatica R2-glicoproteina | (32GPI), para promover a
ligac&o entre a cardiolipina e o anticorpo antifosfolipide®. Pouco tempo depois,
foi comprovado que a positividade do LA exigia frequentemente a presenga da
R2GPI°. Dessa forma, a deteccdo de anticorpos anti-R2-glicoproteina |
(aB2GP!) passou a ser associada ao diagnéstico da SAF".

Sao caracteristicas dessa sindrome as perdas fetais e as tromboses

recorrentes’. Em menor frequéncia, podem ser observados outros fendmenos



clinicos, como a plaquetopenia e a valvopatia, conhecidos como manifestacdes

"1 Em 1999 os critérios classificatérios da SAF foram estabelecidos

“nao critério
de forma preliminar'®. Desde 2006, essas definicdes, criadas com a intengao
de determinar populagdes homogéneas para a pesquisa clinica', foram

revisadas' (Quadro 1), sendo utilizadas sem modificacdo até hoje.

Anticorpos antifosfolipides "nao critério"

Apesar de apenas trés anticorpos antifosfolipides integrarem os critérios
laboratoriais da SAF’, tem sido estudada a possibilidade de outros anticorpos
participarem da fisiopatogenia da doenca'®. Dentre esses, o que tem
apresentado maior relevancia € o anticorpo antifosfatidilserina-protrombina
(aPS/PT)">™. Poucos anos apds a descoberta do LA, j& se cogitava se a
protrombina seria um cofator necessario para a sua atividade'. Com
frequéncia anticorpos antiprotrombina (aPT) foram encontrados junto a outros
anticorpos antifosfolipides'. Apos a descoberta do papel da R2GPI na ligacéo
entre cardiolipina e anticorpo anticardiolipina (aCL), no comego da década de
1990, passou a se questionar se a protrombina teria funcdo semelhante e se
ambos os antigenos, R2GPI e protrombina, corresponderiam ao alvo majoritario

618 O entusiasmo inicial cedeu diante de

dos anticorpos LA-positivos
associagcdes inconsistentes da aPT com eventos trombéticos'. Uma
explicagdo para essas evidéncias parece ter sido encontrada no fato de que a
ligacdo entre protrombina e aPT ocorre, no ensaio de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked immunosorbent assay), apenas se
o antigeno tem contato com superficie anidnica, através de placas gama-
irradiadas ou com exposicdo a fosfolipides anidnicos imobilizados'®. Esse
achado justificaria a maior associagdo com trombose do anticorpo dirigido
contra o complexo formado entre protrombina e o fosfolipide fosfatidilserina, o
aPS/PT, em relagéo ao aPT, em estudos comparando a agdo dos dois'. Até o
momento, porém, as evidéncias ja obtidas ndo foram consideradas suficientes
para justificar a inclusdo de aPS/PT nos critérios da SAF'®.

Outro anticorpo antifosfolipide ndo incluido nos critérios revisados e que
tem ganhado notoriedade nos ultimos anos é o anti-dominio | da B2GPI (anti-
Dominio 1)'*%. A investigagéo de subtipos da familia do aR2GPI foi motivada



Quadro 1. Critérios classificatérios revisados da sindrome antifosfolipide.

Critérios clinicos

1. Trombose vascular

Um ou mais episodios clinicos de trombose arterial, venosa ou de pequenos
vasos, em qualquer tecido ou 6rgdo. A trombose deve ser confirmada por
critérios validados objetivos (isto €, achados inequivocos em estudos de
imagem ou de histopatologia). Para confirmagao histopatoldgica, a trombose
deve estar presente sem evidéncia significativa de inflamagdo na parede
vascular.

2. Morbidade obstétrica

(a) Uma ou mais mortes de um feto morfologicamente normal a partir da 102
semana de gestagcdo, com morfologia documentada por ultrassonografia ou
por exame direto do feto; ou

(b) Um ou mais partos prematuros de um neonato morfologicamente normal
antes da 34® semana de gestagao devido a: (i) eclampsia ou pré-eclampsia
grave de acordo com as definigdes padréo, ou (ii) caracteristicas reconhecidas
de insuficiéncia placentaria, ou

(c) Trés ou mais abortos espontdneos consecutivos inexplicados, antes da
10® semana de gestacado, excluidas anormalidades anatémicas e hormonais
maternas e causas cromossémicas maternas e paternas.

Critérios laboratoriais

1. Anticoagulante lupico presente no plasma, em duas ou mais ocasidées com
intervalo de pelo menos 12 semanas, detectados de acordo com protocolo
estabelecido pelo Subcomité de Anticoagulante Lupico/Anticorpos
Dependentes de Fosfolipides da Sociedade Internacional de Trombose e
Hemostasia;

2. Anticorpo anticardiolipina IgG e/ou IgM, presente no soro ou plasma em
titulos médios ou altos (isto &€, > 40 GPL ou MPL, ou > percentil 99), em duas
ou mais ocasides, com intervalo de pelo menos 12 semanas, detectado por
ELISA padronizado;

3. Anticorpo anti-R2-glicoproteina | IgG e/ou IgM, presente em altos titulos
(superior ao percentil 99) no soro ou plasma, presente em duas ou mais
ocasides, com intervalo de pelo menos 12 semanas, medido por ELISA
padronizado, de acordo com os procedimentos recomendados.

A sindrome antifosfolipide esta presente quando pelo menos um dos critérios
clinicos e um dos critérios laboratoriais sdo observados.

FONTE: Miyakis S, Lockshin MD, Atsumi T, Branch DW, Brey RL, Cervera R, et
al. International consensus statement on an update of the classification criteria
for definite antiphospholipid syndrome (APS). J Thromb Haemost.
2006;4(2):295-306.

NOTA: IgG: imunoglobulina subtipo G;. IgM: imunoglobulina subtipo M. GPL:
unidade de fosfolipides G. MPL: unidade de fosfolipides M. ELISA: ensaio de
imunoabsorgéo enzimatica (do inglés enzyme-linked immunosorbent assay).



pela observacdo da heterogeneidade dessa populacdo’®?°. De fato, apds a
caracterizacao da aR2GPI, estudos mostraram que o risco de trombose,
quando esse anticorpo presente, era inferior as expectativas iniciais?’. Com
efeito, a comparagédo entre os trés anticorpos antifosfolipides incluidos nos
critérios da SAF' mostra que a detecgdo de LA é superior aos outros dois na
identificacdo de antecedente trombético®?, indicando que nem todos os
pacientes com aR2GP| desenvolve manifestacdes clinicas da SAF'®. Além
disso, alR2GPI pode ser encontrado em outras doengas nao relacionadas com
a SAF",

A R2GPI € uma proteina plasmatica membro da familia das proteinas de
controle do complemento. Ela tem 326 aminoacidos dispostos em cinco grupos
altamente homdlogos chamados dominios | a V a partir do terminal N para o
terminal C. Os quatro primeiros dominios consistem de aproximadamente 60
aminoacidos cada, enquanto o dominio V é maior devido a inser¢gao de dois
grupos de residuos diferentes?’. A estrutura da R2GPI tem uma conformag&o
alongada onde o ponto de ligagdo com o fosfolipide corresponde a uma alga
hidrofébica cercada por aminoacidos positivamente carregados localizada no

quinto dominio®’. Em solucdo, a R2GPI apresenta conformagdo circular®’

(Figura 1).
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Figura 1 - Anticorpo anti-dominio | da R2-glicoproteina | (anti-Dominio 1) nas
suas duas conformagdes: 1A - anti-Dominio | na sua conformagdo alongada,
apos a sua ligagdo com a superficie negativa celular; 1B - anti-Dominio | na
sua conformacao circular no plasma



Na busca pela especificidade do al32GPI, anticorpos dirigidos contra o
dominio |, e ndo contra os demais dominios da R2GPI, parecem ter maior
associacdo com a SAF e suas manifestacdes clinicas®2°. De fato, em um
modelo animal, a inje¢gdo de dominios | a V da R2GPI resultou no
desenvolvimento de anticorpos contra a glicoproteina e na expressao de LA e
de niveis elevados de complexos trombina-antitrombina apenas naqueles
camundongos que receberam dominio 1?°. O epitopo localizado no dominio | da
R2GPI responsavel por sua especificidade na SAF abrange os residuos de
aminoacidos de G40-R43%’. De forma semelhante & vista no aPS/PT, as
evidéncias obtidas até o momento ndo foram consideradas suficientes para

justificar a inclusado desse anticorpo nos critérios da SAF.

Risco trombético
As tromboses observadas na SAF podem ocorrer em leito arterial, venoso
ou capilar’ e podem recidivar mesmo com tratamento anticoagulantezs. A sua

ocorréncia é relacionada a maior dano a 6rgao°2°*°

, que é visto em 20 a 38,5%
em pacientes com SAF>?°2'_ Considerando esse alto indice de disfungdo em
uma populagao jovem4'5, torna-se importante distinguir o paciente com SAF
com mais risco para um evento trombatico e otimizar o seu tratamento.

Estudos iniciais apontaram a presenga de LA como o principal fator de
risco dentre os trés anticorpos antifosfolipides®. Mais tarde, a andlise da
combinacdo da positividade dos anticorpos antifosfolipides evidenciou que a
tripla positividade conferia o fator de risco mais associado & trombose®. A
inclusdo de anticorpos contra a protrombina nessas investigagées mostrou que
eles podiam constituir fator de risco independente para a SAF e trombose,
sendo até aventado que a positividade quadrupla era a que determinava maior
risco para novo evento trombotico®* .

Em 2012 foi feita uma tentativa de criacdo de um escore de risco
trombadtico a partir da positividade dos anticorpos antifosfolipides. O Escore
Antifosfolipide (aPL-S, do inglés Antiphospholipid Score) foi desenvolvido por
Otomo e colegas a partir de dois grupos de pacientes com doengas
autoimunes. aPL-S consiste em um painel de anticorpos antifosfolipides (LA,

detectado por meio de trés métodos, e aCL, aR2GPI e aPS/PT IgG e IgM



[imunoglobulina subtipo G e M], detectados por meio de ELISA), no qual a
positividade de cada teste gera uma pontuagdo que € maior ou menor de
acordo com limiares dos titulos em cada ensaio laboratorial. A soma das
pontuacdes referentes a cada teste realizado pode variar entre 0 e 86. Um total
de pontos acima ou igual a 30 foi considerado um forte preditor para evento
trombotico ™.

Criticas ao aPL-S incluiram o fato de que nao foram considerados fatores
de risco cardiovascular tradicionais para trombose. Em 2013, o grupo de
Sciascia descreveu o Escore Global da Sindrome Antifosfolipide (GAPSS, do
inglés Global Anti-Phospholipid Syndrome Score). De forma semelhante a
criacado do aPL-S, o desenvolvimento do escore se deu a partir de um grupo de
pacientes, desta vez com o diagnostico de LES; um segundo grupo de
pacientes, também com LES, serviu para validar o escore. Na primeira parte do
estudo, foram avaliados o perfil de anticorpos antifosfolipides, os fatores de
risco cardiovascular convencionais e o perfil de anticorpos autoimunes. Os
fatores de risco identificados por meio de analise multivariada receberam
pontuagdo proporcional aos valores de coeficiente de regressao B. Dessa
forma, foram identificados fatores de risco independentes para trombose e/ou
perda fetal e que receberam uma determinada pontuagao. Os fatores de risco
identificados nesse estudo foram a hipertensao arterial sistémica (HAS), a
dislipidemia e a positividade para aCL, alR2GPIl, aPS/PT e LA. Cada fator
recebeu pontuacédo que variou de 1 a 5 e o total maximo podia alcangar 20
(Quadro 2)™.

Posteriormente, o GAPSS foi validado de forma prospectiva em pacientes
com SAF primaria®” e em pacientes com LES*®. O GAPSS foi validado de
forma independente em estudo multicéntrico, em pacientes com LES e/ou
SAF*®. De acordo com o artigo inicial, GAPSS > 10 foi o valor com melhor
acuracia para o diagnostico de SAF em pacientes com LES (sensibilidade 71%,
especificidade 79%)'*. Pacientes com SAF primaria apresentaram GAPSS
meédio de 11,08 + 4,3. Aqueles que tiveram novo evento trombotico
apresentaram maior GAPSS em relagdo aos demais (13,7 = 3,1 x 9,4 + 3,9,
p=0,02). Um limiar de GAPSS = 11 foi associado a um risco de recorréncia
mais alto, com raz&o de chances (OR, do inglés odds ratio) de 18,27 e intervalo



de confianca (IC) de 3,74-114,5%. Nao ha dados de GAPSS em uma coorte
brasileira exceto com o seu uso em um formato adaptado, sem a realizagdo do
aPS/PT, chamado GAPSS ajustado (aGAPSS, do inglés adjusted Global

Antiphospholipid Syndrome Score)*”*°.

Quadro 2. GAPSS: pontuacao de acordo com os fatores de risco identificados
ap6s analise multivariada e determinada pelos valores de coeficiente de
regressao.

Fatores de Risco GAPSS
Dislipidemia 3

Hipertensé&o arterial sistémica
aCL IgG/IigM

alR2GPI IgG/IgM

aPS/PT IgG/IigM

LA 4

FONTE: Sciascia S, Sanna G, Murru V, Roccatello D, Khamashta MA,
Bertolaccini ML. GAPSS: the global anti-phospholipid syndrome score.
Rheumatology (Oxford). 2013;52(8):1397—403.

NOTA: GAPSS: Global antiphospholipid syndrome score. aCL: anticorpo
anticardiolipina. aR2GPI: anticorpo  anti-R2-glicoproteina |. aPS/PT:
antifosfatidilserina/protrombina. ~ LA:  anticoagulante  lupico.  1gG/IgM:
imunoglobulina subtipo G ou M.

W A, O~

Anti-dominio | da B2-glicoproteina | e risco trombético

Os dois escores trombadticos descritos previamente incluiram o anticorpo
“nao critério” aPS/PT, mas ndo o anti-Dominio I. No entanto, em uma reviséo
sistematica que incluiu 1585 pacientes com SAF e/ou LES'®, quatro de cinco
artigos observou que a positividade ao anti-Dominio | aumentava o risco de
novas tromboses (OR meédio 1,99, IC 95% 1,52-2,60; p < 0,0001). Nessa
revisao, a prevaléncia de anti-Dominio | foi de 44,3%, sendo maior no subgrupo
de pacientes com SAF (45,5%) e SAF primaria (55,4%). Além disso, um
achado que tem se mostrado consistente € a associagéo entre anti-Dominio | e
a tripla positividade'®*"*3. O primeiro estudo a avaliar a positividade ao anti-



Dominio | frente a um escore trombotico ja existente foi o realizado pelo grupo
de Atsumi, que notou que a positividade ao anti-Dominio | ou ao aPS/PT
determinava valores de aPL-S elevados, sendo maior na positividade
concomitante aos dois anticorpos (mediana 46, intervalo 26-76)°. A
positividade ao anti-Dominio | associada a negatividade ao aPS/PT foi
associado a valor de aPL-S que, ainda que alto, foi inferior ao limiar de 30
considerado forte preditor para trombose (mediana 22, intervalo 4-39)%. Até o
momento ndo existe a analise da positividade ao anti-Dominio | em conjunto
com o GAPSS.



OBJETIVOS

S&o objetivos deste trabalho:

* Caracterizar o GAPSS em pacientes com SAF primaria em uma coorte
brasileira de forma retrospectiva e prospectiva;

* Determinar a prevaléncia de anti-Dominio | nessa mesma populacéo e
caracterizar o quadro clinico de cada subgrupo de pacientes de acordo
com a presencga ou auséncia desse anticorpo, em particular em relagao
ao GAPSS;

* Investigar se a positividade do anti-Dominio | contribui com o GAPSS na

avaliacao do risco trombdético de pacientes com SAF primaria.
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METODOS

Desenho do estudo
Para alcangar os objetivos delineados, foi proposto um estudo

observacional prospectivo em um unico centro.

Pacientes
Amostra

No periodo de maio de 2013 a outubro de 2014, foram incluidos 44
pacientes com o diagnostico de SAF oriundos do Ambulatério de Reumatologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC-FMUSP). O seguimento desses pacientes foi feito até julho de 2017.
Para serem incluidos, os pacientes deveriam apresentar antecedente de
evento trombotico ou obstétrico e sorologia positiva para anticorpos
antifosfolipides conforme os atuais critérios classificatérios da SAF' e idade
entre 18 e 75 anos. Foram excluidos os pacientes que tinham apenas
antecedente obstétrico. Essa decisdo foi tomada durante o curso da pesquisa,
ap6s o reconhecimento do baixo numero de pacientes no ambulatério com
essa caracteristica, com o objetivo de tornar mais homogéneo o grupo de
pacientes do estudo.

Dados demograficos e clinicos
Todos os pacientes foram submetidos a um questionario para coleta dos
dados demograficos e das manifestagbes clinicas da SAF, morbidade e
tratamento. A avaliagdo do histérico clinico de cada paciente foi
complementada com a revisdo do seu prontuario meédico. Os pacientes foram
submetidos a afericdo do peso, estatura e pressao arterial e os resultados de
exame de glicemia e colesterol total e fragdes foram registrados. Os retornos

ambulatoriais ocorreram a cada dois a seis meses (dependendo da
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terapéutica) e os pacientes foram tratados de acordo com o julgamento clinico
da equipe médica do ambulatério e com diretrizes médicas atualizadas.

A identificagédo de fatores de risco cardiovascular no momento da incluséo
no estudo seguiu as diretrizes do Instituto Nacional para a Exceléncia em
Saude e Cuidado (NICE, do inglés National Institute for Health and Care
Exce//ence)““. A HAS foi definida como uso de medicacdes anti-hipertensivas
elou pressao arterial =2 140x90 mmHg, apds afericdo em, pelo menos, duas
ocasides, com manguito de tamanho apropriado ao bragco do paciente. A
dislipidemia foi definida como nivel de colesterol total superior a 193 mg/dL (>
5.0 mmol/L) e/ou nivel de lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés low-
density lipoprotein) superior a 116 mg/dL (> 3.0 mmol/L)*®**°, ou uso de estatina
no momento da inclusdo no estudo. Diabetes melitus (DM) foi definido como
glicemia de jejum = 126 mg/dL em, pelo menos, duas ocasides, ou uso de
insulina. O indice de massa corporea (IMC) foi calculado a partir da formula
(peso) + (altura)® e o antecedente tabagista foi caracterizado.

Analise laboratorial

Os anticorpos antifosfolipides testados incluiram LA, aCL, aR2GPI e
aPS/PT IgG e IgM e anti-Dominio | 19G. A realizagdo dos testes laboratoriais
seguiu os passos descritos abaixo, por meio de kits doados pela INOVA
Diagnostics e pela Werfen, que n&o participaram do desenho do estudo,

analise ou discussao dos resultados.

Coleta e processamento do sangue

Os pacientes foram submetidos a venopuncdo em um dos membros
superiores para coleta de cerca de 9 mL de sangue (um tubo seco e um com
citrato). Em um periodo inferior a 120 minutos da pungdo, o sangue total
coletado foi processado e armazenado em tubos de microcentrifuga (tipo
eppendorf), em aliquotas de 500 a 1000 pyL de soro e plasma, a -80°C em
freezer até a realizag&o dos testes especificos.
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Detecgcao de LA

LA foi detectado em nossa populagdo seguindo o preconizado pelo
Subcomité em Anticoagulante Lupico/Anticorpos Fosfolipide-Dependentes da
Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH, do inglés
International Society on Thrombosis and Haemostasis)*®. Para a realizagéo
desse teste, foram necessarias aliquotas de 500 pyL de plasma humano
citratado. De acordo com as recomendagdes do ISTH, foram utilizados dois
ensaios qualitativos, um pelo método do teste de veneno de vibora de Russell
diluido (dRVVT, do inglés dilute Russell's viper venom test) e o outro pelo
meétodo do tempo de coagulacdo da silica (SCT, do inglés silica clotting time)
(HemosIL®, Instrumentation Laboratory, Werfen, MA, EUA). Ambos os testes
foram compostos de duas partes, uma de rastreio (Screen) e uma de
confirmacgéo (Confirm). A descricdo passo a passo desses testes é feito a
seguir. Primeiramente é realizado o dRVVT Screen e o SCT Screen, que
consistem em testes pobres em fosfolipides e, por esse motivo, altamente
sensiveis a presenca do LA. Na presenca deste, observa-se um alargamento
no tempo de coagulagcdo. O segundo passo é a confirmagédo da presenca do
LA com os testes dRVVT Confirm e SCT Confirm. Estes s&o testes ricos em
fosfolipides, que neutralizam a agdo do LA. Dessa forma, caso esse fator seja
o responsavel pelo alargamento do tempo de coagulagdo, é observado a
normalizagdo do tempo de coagulagdo. No nosso estudo, foi realizado o SCT
Confirm em todos os pacientes independentemente do resultado do SCT
Screen e realizado o dRVVT Confirm apenas nos pacientes que tiveram
alteragdo no dRVVT Screen. Ambos os testes foram realizados com um
controle positivo e um negativo. A partir desses controles, foi calculado, além
do tempo de coagulagdo em segundos dos testes, a razdo entre o tempo de
coagulagao do individuo testado e a média do intervalo normal para cada um
dos testes (SCT Screen, SCT Confirm, dRVVT Screen e dRVVT Confirm), além
da raz&o normalizada dos testes SCT e dRVVT (razéo entre o resultado Screen
e o Confirm). Foi considerada alterada a razdo normalizada acima de 1,2. Os
kits de SCT e dRVVT utilizados foram doados pela Instrumentation Laboratory,
da Werfen.
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Deteccao de aCL, aB2GPI e aPS/PT

aCL, alR2GPI e aPS/PT IgG e IgM foram detectados nas amostras por
meio de ELISA (QUANTA Lite™, INOVA Diagnostics, CA, EUA)**®. Nesse
ensaio, o antigeno purificado (cardiolipina, R2GPl e fosfatidilserina-
protrombina) fica aderido as paredes de uma placa com pequenos pogos em
condigbes que preservam o antigeno no seu estado nativo. O soro diluido dos
pacientes e controles, junto a soro pré-diluido de controles dos kits, €&
adicionado em cada um dos pocos, permitindo que anticorpos que reconhegam
o antigeno e que porventura estejam presentes nas amostras possam se ligar
aos antigenos imobilizados. Anticorpos que ndo se ligam sao removidos
através da lavagem. Na sequéncia, s&o adicionados anticorpos anti-humanos
(IgG ou IgM, a depender do teste) conjugados que se ligam aos anticorpos dos
pacientes, caso estejam presentes. E realizada uma segunda lavagem com a
intencao de retirada dos anticorpos anti-humanos que n&o se ligam. A seguir, €
avaliada a atividade enzimatica do conjugado anti-imunoglobulina humana
remanescente adicionando-se um substrato cromogénico. A intensidade da cor
que aparece em cada um dos pocinhos é comparada com a de uma curva de
calibracdo de cinco pontos. Para a realizacdo de cada teste, foram utilizados
10 pyL de soro. Foi considerado positivo o resultado de aCL superior a 40
unidade de fosfolipides G ou M (GPL ou MPL, do inglés G/M phospholipid unit)
e o resultado de al32GPI superior ao percentil 99, conforme recomendagao dos
critérios atualizados da SAF'. Foi considerado positivo o resultado de aPS/PT

aquele superior ao percentil 99.

Detecgao de anti-Dominio |

Anticorpos anti-Dominio | IgG foram detectados por imunoensaio de
quimioluminescéncia (CIA, do inglés chemiluminescence immunoassay)
(QUANTA Flash®, INOVA Diagnostics, CA, EUA), conforme descrito
previamente?®. O CIA foi realizado pela maquina BIO-FLASH, que é
automatizada e requer do instrumentador apenas a colocagdo dos soros dos
pacientes em uma unidade e a dos cartuchos em outra. Esses cartuchos
contém esferas paramagnéticas revestidas com o antigeno (dominio | da

R2GPI 1), que é reconhecido pelo anti-Dominio |. Nesse procedimento, o
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instrumento dilui o soro do paciente a 1:10. Pequenas quantidades de soro
diluido do paciente, as esferas paramagnéticas revestidas e o tampao de
ensaio sdo combinados e misturados. O soro é incubado a 37°C. As esferas
sdo magnetizadas e lavadas varias vezes. Adiciona-se o anticorpo anti-humano
conjugado com luminol e se incuba a 37°C. Novamente as esferas s&o
magnetizadas e lavadas repetidamente. O conjugado de isoluminol produz uma
reacao luminescente quando se adicionam os reagentes ativadores na solugao.
A luz emitida € medida como unidades de luz relativas (ULRs) através do
sistema O6ptico BIO-FLASH. As ULRs sao diretamente proporcionais a
concentracdo do autoanticorpo presente na amostra. Antes da realizagao dos
testes, é feita a calibracdo de cada lote do cartucho de reagente novo antes da
primeira utilizagdo. Para a realizagao do teste, foram utilizados 500 pL de soro.
Foi considerado positivo o resultado de anti-Dominio | superior ao percentil 99.

Determinagao do percentil 99
O percentil 99 dos testes de deteccado de alR2GPI, aPS/PT e anti-Dominio
| na nossa populagdo foi determinado com a analise laboratorial de 63

voluntarios normais sem historia de trombose, pareados por sexo e idade.

Calculo do GAPSS
Na inclusédo no estudo, foi verificado, conforme descrito nos passos acima,
se o paciente apresentava HAS, dislipidemia e positividade a LA, aCL, alR2GPI
e aPS/PT IgG/IgM. Em caso afirmativo, foram dadas as pontuagdes de 1, 3, 4,
5, 4 e 3 respectivamente. O valor de GAPSS de cada paciente resultou da
soma dessas pontuagdes.

Analise estatistica

O banco de dados incluiu caracteristicas demograficas e clinicas,
resultados laboratoriais, positividade a anticorpos antifosfolipides e eventos
trombaoticos novos e prévios. Variaveis categéricas foram apresentadas na
forma de frequéncia e as variaveis continuas foram apresentadas com média e

desvio-padrao (DP), se a distribuicdo foi normal, e como mediana e intervalo,
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se a distribuicdo ndo foi normal. Teve distribuicdo normal a variavel idade;
todas as demais variaveis numéricas nédo apresentaram distribuigdo normal.

A significancia das diferengcas basais foi determinada pelo teste de qui-
quadrado, teste exato de Fisher, teste de McNemar, teste de Mann-Whitney ou
teste t de Student ndo pareado. A escolha do teste apropriado para cada
analise foi feita de acordo com o numero de grupos a serem comparados,
presenca de pareamento e a distribuicdo de cada grupo. A analise de
regressao logistica multivariada foi realizada de forma a identificar os fatores
significativos independentes para predizer recorréncia de trombose, ajustada
para fatores de confusdo potenciais. Um valor de P bicaudal < 0,05 foi
considerado estatisticamente significante. Todas as analises estatisticas foram
realizadas com SPSS (acrbnimo para Statistical Package for the Social
Sciences), versao 19.0 (IBM, Armonk, NY, USA).

Etica

Este estudo seguiu as orientagcbes da Declaragcdo de Helsinque® e o
Comité de Etica local (Comité de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa-
CAPPesq) aprovou o protocolo de pesquisa (numero 1.482.333). Todos os
pacientes participantes concordaram com a sua inclusdo no estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os autores
negam qualquer conflito de interesse.
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RESULTADOS

Analises preliminares
Exclusao de pacientes

Inicialmente foram incluidos 60 pacientes do Ambulatério de
Reumatologia do HC-FMUSP com o diagnostico de SAF. No entanto, oito
pacientes foram posteriormente excluidos por ndo se confirmar a positividade
aos anticorpos antifosfolipides conforme os critérios classificatorios atualizados
da SAF' e sete amostras foram perdidas apés um acidente com o freezer que
armazenava o material bioldgico coletado. Uma paciente foi excluida porque
era a unica com SAF apenas obstétrica, optando-se por tornar mais
homogénea a amostra estudada.

Determinagdo da positividade dos testes laboratoriais

O percentil 99 foi o limiar usado para identificar os resultados positivos nos
testes de deteccdo dos anticorpos antifosfolipides, com excecédo da aCL. Para
se determinar o percentil 99, foram utilizados 63 individuos normais e sem
trombose prévia, pareados por sexo e idade com os pacientes (sexo feminino
88,9%, p=0,97; idade média 41,2 + 10,7 anos, p=0,37).

ApOs analise dos testes laboratoriais nos individuos normais, os testes
para LA foram todos negativos de acordo com o normatizado pelo ISTH*. No
caso da aCL IgG e IgM, ndo houve nenhum titulo superior ao limiar de 40 GPL
ou MPL, previsto nos critérios da SAF'. Os niveis de aR2GPI e anti-Dominio |
IgG foram inferiores ao limiar de 20 GPL recomendado pelo fabricante (maior
titulo: 16 GPL e 11 unidades de quimioluminescéncia [CU, do inglés
chemiluminescent units] respectivamente). Por sua vez, os titulos de aR2GPI
IgM e aPS/PT IgG e IgM tiveram maior variabilidade. No caso do alR2GPI IgM,
sete individuos (11,1%) apresentaram titulos acima de 20 MPL, sendo trés
deles acima de 40 MPL: 44, 66 e 119 MPL. Cinco individuos apresentaram
aPS/PT IgG acima do valor de 30 GPL recomendado pelo fabricante; desses, o
maior titulo foi de 48 GPL. Por fim, 13 individuos tiveram aPS/PT IgM acima do
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valor de 30 MPL recomendado pelo fabricante; desses, quatro tiveram titulo
acima de 50 MPL: 52, 52, 55 e 121 MPL respectivamente.

No calculo do percentil 99, optou-se por excluir os valores fora da
distribuicdo normal (outlier) nos casos de alR2GPI| e aPS/PT IgM (119 e 121
respectivamente). A identificagdo do percentil 99 de cada teste, com excegao
da aCL e do LA, evidenciou os seguintes valores: para alR2GPI IgG, 16; para
alR2GPI IgM, 66; para aPS/PT IgG, 48; para aPS/PT IgM, 55; para anti-Dominio
l, 11.

A frequéncia dos fatores de risco cardiovascular e os dados demograficos,
frente a proporgéo observada nos pacientes, podem ser vistos na tabela 1, e a
positividade aos anticorpos testados, na tabela 2. Apdés a determinagao do
limiar positivo para cada teste descrito, foi feito o calculo do GAPSS, tendo
apresentado mediana de 3,0 (0-6).

Caracteristicas demograficas e clinicas da coorte

Quarenta e quatro pacientes com SAF trombdética foram incluidos neste
estudo. Essa populacédo teve média de idade de 43.0 + 10,3 anos; 89% eram
do sexo feminino e 73% tinham SAF primaria. Nove pacientes apresentaram
diagnostico concomitante de LES, dois de artrite reumatoide e um de esclerose
sistémica. Quarenta e um pacientes (93%) receberam somente antagonista da
vitamina K (AVK); um paciente (2%) tomava aspirina 300 mg/dia e dois (5%)
estavam em uso de terapia combinada (AVK + aspirina).

As tromboses mais frequentes nessa populagao foram a trombose venosa
profunda (TVP) (57%), acidente vascular cerebral (AVC) (27%),
tromboembolismo pulmonar (TEP) (14%) e trombose arterial periférica (11%). A
inclusdo, 18 pacientes (41%) tinham historia de multiplos eventos trombdticos.
Morbidade obstétrica foi observada em 50% das 32 mulheres que
engravidaram alguma vez. Dislipidemia foi caracterizada em 66% dos
pacientes, obesidade em 50% e HAS em 59%. Os anticorpos antifosfolipides
mais comuns foram aPS/PT IgG e/ou IgM (68%) e LA (66%), seguidos por aCL
(50%) e alk2GPI IgG e/ou IgM (43%); anti-Dominio | foi detectado em 41% da
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coorte. O calculo do GAPSS na inclusao mostrou mediana de 9,0 e variagao de
0 a 20.

Nas tabelas 1 e 2, estdo evidenciados os dados demograficos, fatores de
risco cardiovasculares e as positividades aos anticorpos antifosfolipides dos
pacientes, com os respectivos valores dos individuos normais. Na tabela 3,
podem ser encontrados as caracteristicas da SAF e uso de medica¢des dos

pacientes.

Tabela 1 - Comparacgéo dos dados demograficos e fatores de risco
cardiovascular tradicionais entre pacientes e individuos normais na
inclusdo no estudo - 2013-2014

Caracteristicas clinicas Pacientes Normais P
(n=44) (n=63)

Sexo feminino, n (%) 39 (88,6) 56 (88.9) 0,968
ldade, em anos, média (DP) 43,0 (10,3) 41,2 (10,7) 0,369
Raca 0,230

Parda, n (%) 32 (72,7) 33 (52,4)

Caucasiana, n (%) 9 (20,5) 23 (36,5)

Negra, n (%) 1(2,3) 5(7,9)

Amarela, n (%) 1(2,3) 1(1,6)

Desconhecida, n (%) 1(2,3) 1(1,6)
Hipertensao arterial, n (%) 26 (59,1) 1(1,6) < 0,001
Dislipidemia, n (%) 29 (65,9) 34 (54) 0,217
Diabetes melitus, n (%) 1(2,3) 0 (0) 0,229
'('i\r"]t%nf’;‘l”'o';gl m’, mediana 297 (20-60) 24,9 (17-36)  <0,001

IMC 18-24,9kg/m?, n (%) 7 (15,9) 30 (47,6)

IMC 25-29,9 kg/m?, n (%) 15 (34,1) 23 (36,5)

IMC 30-34,9 kg/m?, n (%) 13 (29,5) 7(11,1)

IMC 35-39,9 kg/m?, n (%) 5(11,4) 3(4,8)

IMC = 40 kg/m?, n (%) 4(9,1) 0 (0)

IMC < 18 kg/m?, n (%) 0 (0) 2(3,2)
Tabagismo na inclus&o, n (%) 4(9,1) 4 (6,3) 0,596

NOTA: DP: desvio-padrdo. IMC: indice de massa corporea.
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Tabela 2 - Comparacao da positividade a anticorpos antifosfolipides e
GAPSS entre pacientes e individuos normais na inclusdo no
estudo - 2013-2014

Caracteristicas clinicas Pacientes Normais P
(n=44) (n=63)
LA, n (%) 29 (65,9) 0 (0) < 0,001
aCL 1gG/M, n (%) 22 (50,0) 0 (0) < 0,001
aCL IgG, n (%) 19 (43,2) 0 (0) < 0,001
aCL IgM, n (%) 7 (15,9) 0 (0) 0,001
alR2GPI 1gG/IgM, n (%) 19 (43,2) 1(1,6) < 0,001
alR2GPI I1gG, n (%) 17 (38,6) 0 (0) < 0,001
al2GPI IgM, n (%) 5(11,4) 1(1,6) 0,031
aPS/PT IgG/IgM, n (%) 30 (68,2) 1(1,6) < 0,001
aPS/PT IgG, n (%) 22 (50,0) 0 (0) < 0,001
aPS/PT IgM, n (%) 25 (56,8) 1(1,6) < 0,001
anti-Dominio | 1gG, n (%) 18 (40,9) 0 (0) < 0,001
Tripla positividade, n (%) 16 (36,4) 0 (0) < 0,001
GAPSS, mediana (intervalo) 11,0 (0-20) 3,0 (0-6) <0,001

NOTA: GAPSS: Global antiphospholipid syndrome score. LA: anticoagulante
lupico. aCL: anticardiolipina. IgG: imunoglobulina subtipo G. IgM:
imunoglobulina subtipo M. aR2GPI: anti-B2-glicoproteina 1. aPS/PT:
antifosfatidilserina-protrombina. anti-Dominio |: anti-dominio | da [2-
glicoproteina |.



Tabela 3 - Caracteristicas da SAF e medica¢gdes em uso dos pacientes na

inclusao no estudo - 2013-2014

Dados clinicos

Pacientes (n=44)

Tempo desde o 1° evento, anos, mediana (intervalo)
Seguimento, meses, mediana (intervalo)
SAF primaria, n (%)

Numero de tromboses
Unico evento, n (%)

Mais de um evento, n (%)
Mais de uma trombose venosa, n (%)
Mais de uma trombose arterial, n (%)

Tipo de trombose por leito sanguineo
Apenas trombose venosa, n (%)
Apenas trombose arterial, n (%)
Trombose arterial e venosa, n (%)
Trombose microscopica, n (%)

Tipo de trombose por local acometido
Trombose venosa profunda, n (%)
Acidente vascular cerebral, n (%)
Tromboembolismo pulmonar, n (%)
Trombose arterial periférica, n (%)
Trombose renal, n (%)

Outras tromboses’, n (%)

Gestagao prévia®, n (%)

Morbidade obstétrica®, n (%)

Medicag¢des em uso:

Antagonista da vitamina K, n (%)
Aspirina, n (%)
Hidroxicloroquina, n (%)

Terapia imunossupressora, n (%)
Corticoterapia, n (%)

Estatinas, n (%)

9,0 (1-31)
39 (9-46)
32 (72,7)

26 (59,1)
18 (40,9)
4(9,1)
13 (29,5)

25 (56,8)

11 (25,0)
6 (13,6)
3 (6,8)

25 (56,8)
12 (27,3)
6 (13,6)
5(11,4)
3 (6,8)
7 (15,9)
32 (82,1)
16 (50)

43 (97.7)
3 (6.8)
18 (40.9)
10 (22.7)
6 (13.6)
13 (29.5)

continua
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Tabela 3 - Caracteristicas da SAF e medicagdes em uso na inclusdo dos
pacientes no estudo - 2013-2014 (conclusao)

Dados clinicos Pacientes (n=44)
Drogas anti-hipertensivas, n (%) 25 (56.8)
Outras drogas®*, n (%) 39 (88,6)

NOTA: SAF: sindrome antifosfolipide.

' Outras tromboses: infarto do miocardio, trombose de aorta abdominal,
trombose de enxerto vascular arterial, trombose de seio venoso cerebral,
trombose de artéria de rim transplantado, trombose oftalmica.

2 Homens (n=5) foram excluidos do calculo

® Mulheres que nunca haviam engravidado e homens foram excluidos do
calculo.

* Outras drogas: anticoncepcionais, analgésicos, anti-dispépticos, vitaminas,
antidepressivos, levotiroxina, anticonvulsivantes, bisfosfonatos,
antibioticoprofilaxia para febre reumatica e transplante renal, drogas
psiquiatricas, profilaxia para broncoespasmo, anti-histaminicos, tratamento
para insuficiéncia venosa periférica, diuréticos, vasodilatadores, metformina,
danazol e colchicina.

Seguimento

Os pacientes foram seguidos por uma mediana de 39 meses (minimo 9,
maximo 46). Durante esse periodo, uma paciente com SAF primaria evoluiu
com LES e trés pacientes faleceram. As causas dos oObitos foram um cancer
orofaringeo, uma meningoencefalite herpética complicada com um TEP e uma
morte subita em unidade hospitalar externa sem outros dados. Na consulta
anterior ao Obito, esta ultima paciente havia se queixado de dispneia; em
exames, apresentava tomografia de térax com alteragbes bronquicas e
bronquiolares difusas e ecocardiograma com insuficiéncia mitral importante,
insuficiéncia tricuspide moderada e pressao estimada de artéria pulmonar de
72 mmHg, dando indicios que havia outras importantes causas de Obito a
serem consideradas além da hipétese de uma trombose.

Quanto aos novos episddios trombdticos, foram registrados um total de
quatro eventos nesse periodo de seguimento. Todos os quatro pacientes
faziam uso de AVK com alvo de razdo normalizada internacional (INR, do
inglés international normalized ratio) 2-3 e passavam em consulta ambulatorial
para controle de INR a cada dois meses, ou antes, se fora do alvo. Nenhum

deles fazia uso de hidroxicloroquina. Apesar disso, na ocasidao do evento
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trombadtico apenas dois pacientes estavam fazendo uso de AVK (pacientes 1 e
2). Os novos eventos ocorreram apos 16,0 + 5,9 meses apos inclusédo e 6,0 +
1,4 anos apds a ultima trombose. Detalhes de cada paciente com novo evento
s&o descritos abaixo.

Paciente 1: paciente do sexo feminino, SAF primaria tripla positiva, tinha
40 anos e GAPSS de 20 na inclusdo. Ela foi anticoagulada com AVK
devido a um unico episodio de TVP. Em agosto de 2015, 11,8 meses
apds sua inclusdo no estudo e sete anos apdés a TVP, a paciente
apresentou queixas compativeis com disartria, diplopia e vertigem que
resolveram espontaneamente apds um més. Esses sintomas ja tinham
remitido quando a paciente foi avaliada por um médico na sua consulta
ambulatorial de rotina e, no exame fisico, ndo foi detectado nenhum
déficit neurologico focal. Uma ressonancia magnética cerebral feita em
janeiro de 2016 revelou trés lesbes isquémicas. A paciente n&o
apresentava exame prévio para comparacao. A paciente era tabagista e
apresentava HAS nédo controlada (pressao arterial maxima: 180 x 105
mmHg) apesar do uso de duas drogas anti-hipertensivas. Até o final do
seguimento, a paciente permaneceu assintomatica, tendo finalmente

apresentado controle pressoérico adequado.

Paciente 2: paciente do sexo feminino, com SAF primaria tripla positiva,
tinha 31 anos de idade e GAPSS de 20 a inclusdo no estudo. Estava
anticoagulada devido a dois AVCs ocorridos oito e trés anos antes da
inclusdo. Devido a mau controle persistente de sua epilepsia, foi feita
nova ressonancia magneética cerebral em margo de 2016, 20,1 meses
apdés sua inclusdo e cinco anos apdés o seu Uultimo evento, que
evidenciou novas lesdes isquémicas. Além de AVK, a paciente fazia uso
de medicagbes anti-hipertensivas e antiepilépticas. Apos ajuste

medicamentoso, houve melhora das crises epilépticas.

Paciente 3: paciente do sexo feminino, com 59 anos de idade e GAPSS

de 8 na inclusdo, tinha SAF secundaria e LES, este caracterizado por
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manifestagbes mucocuténeas, articulares e hematoldgicas, sem
atividade da doenca por mais de 10 anos. A paciente tinha antecedente
de TVP e AVC ocorridos 31 e 15 anos antes, respectivamente, e
apresentava positividade apenas para LA. Durante o ano de 2016 foi
dificil controlar sua presséo arterial, que chegou a alcancar 240 x 110
mmHg. Em junho desse mesmo ano a paciente apresentou
plaquetopenia (menor nivel: 12.000/mm3) associado a sangramento
vaginal com melhora apos corticoterapia. Nessa ocasidao, AVK foi
substituido por aspirina. Em novembro de 2016, a paciente foi internada
devido a hematoma subdural tratada cirurgicamente. Na alta, foi
prescrito enoxaparina 40 mg uma vez ao dia. Em fevereiro de 2017, 38,3
meses apods a inclusdao e 18 anos apos sua ultima trombose, ela foi
reinternada, desta vez devido a uma meningoencefalite herpética. Pouco
apés sua admissdo, a paciente evoluiu com faléncia respiratéria.
Exames mostraram TEP e plaquetas de 13.000/mm?®. A paciente faleceu

quatro dias depois.

Paciente 4: paciente do sexo feminino, com SAF primaria triplo positiva,
47 anos de idade e GAPSS de 19 na admissdo. Estava em uso de AVK
devido a TEP e TVP oito anos antes do inicio do estudo. Depois de 7,7
meses apos a inclusdo e sete anos apds sua ultima trombose, a
paciente apresentou novo TEP depois de suspender a anticoagulagéo
por um més por causa de um procedimento dentario, sem que tivesse
procurado orientagdo meédica. A paciente evoluiu sem sequelas das
tromboses e permaneceu com aderéncia ao tratamento pouco

satisfatoria.

Considerando que, das quatro pacientes que tiveram novos eventos
trombdoticos, duas foram apds suspensido do AVK, ndo foram considerados na
analise como pacientes de alto risco para recorréncia de trombose aquelas que
tiveram evento apds cessar a anticoagulagdo. As duas pacientes que
apresentaram nova trombose apesar do uso de AVK, consideradas de alto
risco para recorréncia de trombose, apresentaram valores de GAPSS mais
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altos em relacdo aos demais pacientes (20 x 10,5, 0-20, p=0,051) e uma alta
taxa de tripla positividade (100% x 33,3%, p=0,127) e de positividade para anti-
Dominio | (100% x 38,1%, p=0,162). A comparagdo com apenas dois casos,
porém, deve ser vista com cautela. Os dados dos pacientes de alto risco para
recorréncia de trombose e dos demais podem ser visualizados na tabela 4.

A eficacia da anticoagulagcdo entre pacientes com e sem novo evento
tromboético ndo pdde ser avaliada de forma apropriada com valores de INR,
pois a enoxaparina era prescrita quando esses valores se encontravam abaixo
do alvo. Apesar disso, para fins de comparacao, as taxas de INR abaixo do
alvo entre pacientes com e sem nova trombose foi similar (37% x 26%,
p=0,22).

Caracterizagcao do GAPSS

Um dos objetivos desse trabalho foi caracterizar o GAPSS em pacientes
com SAF de uma coorte brasileira, de forma retrospectiva e também
prospectiva. Na coorte estudada, os valores de GAPSS teve mediana de 11,
com variagado de 0 a 20. Os pacientes foram separados em grupos de baixo e
alto GAPSS utilizando-se como limiares os valores de 9, 10, 11 e 12. Os unicos
eventos associados com maior GAPSS de forma constante e categorica foram
tripla positividade e presenca de anti-Dominio I; dislipidemia foi associado a
GAPSS acima de 9, mas ndo a GAPSS acima de 10, 11 ou 12. A presencga
prévia de trombose arterial foi mais frequente em pacientes com GAPSS acima
de 9, mas n&o foi observada uma diferenga estatisticamente significativa.
Prospectivamente, tromboses na presenca de AVK ndo se associaram a
GAPSS acima de 9, 10, 11 ou 12.

Anti-dominio | da B2-glicoproteina |
Da coorte total, dezoito pacientes (41%) apresentaram positividade para
anti-Dominio I. Comparados com pacientes anti-Dominio | negativos, esses

pacientes apresentaram valores de GAPSS mais altos (mediana 19 x 7,
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Tabela 4 - Fatores de risco cardiovascular e positividade a anticorpos
antifosfolipides entre pacientes sem e com novas tromboses apesar
do uso de AVK

Com nova trombose Sem nova trombose em

Caracteristicas clinicas  gm uso de AVK (n=2) uso de AVK (n=42)

Idade, anos, média (DP) 35,5 (6.,4) 43,4 (10,4)
Sexo feminino, n (%) 2(100) 37 (88,1)
Dislipidemia, n (%) 2 (100) 27 (64,3)
Hipertensao arterial, n (%) 2 (100) 24 (57,1)
Diabetes melitus, n (%) 0 (0) 1(2,4)
IMC, em kg/m?, mediana 36,3 (33-39) 28,6 (20-60)
(intervalo)
Tabagismo na inclus&o, n (%) 1(50) 3(7,1)
SAF priméria, n (%) 2 (100) 30 (71.,4)
Tempo desde o 1° evento, 10,0 (8-12) 9,0 (1-31)
anos, mediana (intervalo)
Mais de uma trombose, n (%) 1(50) 17 (40,5)
Trombose arterial, n (%) 1(50) 16 (38,1)
Trombose venosa, n (%) 1(50) 30 (71,4)
LA, n (%) 2 (100) 27 (64,3)
aCL IgG/IgM, n (%) 2 (100) 20 (47,6)
aCL IgG, n (%) 2 (100) 17 (40,5)
aCL IgM, n (%) 0 (0) 7 (16,7)
aR2GPI IgG/IgM, n (%) 2 (100) 17 (40,5)
aBR2GPI IgG, n (%) 2 (100) 15 (35,7)
aBR2GPI IgM, n (%) 0 (0) 5(11,9)
aPS/PT IgG/IgM, n (%) 2 (100) 28 (66.7)
aPS/PT IgG, n (%) 1(50) 21 (30)
aPS/PT IgM, n (%) 2 (100) 23 (54,8)
anti-Dominio | IgG, n (%) 2 (100) 16 (38,1)
Tripla positividade, n (%) 2 (100) 14 (33,3)
GAPSS, mediana (intervalo) 20 (20) 10,5 (0-20)

NOTA: AVK: antagonista da vitamina K. DP: desvio-padrdo. IMC: indice de
massa corporea. SAF: sindrome antifosfolipide. LA: anticoagulante lupico. aCL:
anticardiolipina. IgG: imunoglobulina subtipo G. IgM: imunoglobulina subtipo M.
alR2GPI: anti-32-glicoproteina |. aPS/PT: antifosfatidilserina-protrombina. anti-
Dominio |: anti-dominio | da R2-glicoproteina |. GAPSS: Global antiphospholipid
syndrome score.
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p<0,001). Além disso, a positividade a anti-Dominio | correlacionou com
GAPSS (correlagdo de Pearson 0,822, p<0,001). Curiosamente, quase todos
os 18 pacientes positivos para anti-Dominio | também foram positivos para
aPS/PT (94% x 50%, p=0,002) e tripla positividade foi mais frequente em
pacientes anti-Dominio | positivos (83% x 4%, p<0,001). Como esperado,
pacientes anti-Dominio | positivos tiveram alta frequéncia de positividade a
alR2GPI (89% vs. 12%, p<0,001). Apesar de baixos niveis de alR2GPI terem
sido encontrados no geral em pacientes anti-Dominio | negativos, altos niveis
de aR2GPI foram encontrados em dois pacientes. A tabela 5 evidencia as
manifestagdes clinicas entre pacientes positivos e negativos para o anticorpo
anti-Dominio | e o grafico 1 mostra a correlagéo entre titulos de anti-Dominio | e
alR2GPI. A auséncia de correlagéo entre anti-Dominio | IgG e aR2GPI IgM é
provavelmente relacionada com o fato de que anti-Dominio | IgM nao foi feito,

ja que nao ha teste comercial disponivel.

Grafico 1 - Representacio dos pacientes de acordo com os seus titulos de anti-
Dominio | IgG e aR2GPI IgG e IgM
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NOTA: anti-Dominio I: anti-dominio | da R2-glicoproteina |. alR2GPI: anti-32-
glicoproteina I. IgG: imunoglobulina subtipo G. IgM: imunoglobulina subtipo M.
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Tabela 5 - Aspectos da SAF de acordo com a positividade ao anti-Dominio |
a inclusdo dos pacientes no estudo - 2013-2014

Anti-Dominio Anti-Dominio P

Caracteristicas clinicas | (+) (n=18) | () (n=26)

Seguimento, meses, mediana (intervalo) 38 (11-46) 39 (9-44) 0,952

SAF primaria, n (%) 13(72,2) 19(73,1) 0,950
Numero de tromboses
Mais de uma trombose, n (%) 8 (44.4) 10 (38,5) 0,691
Mais de uma trombose arterial, n (%) 6 (33.3) 7(26,9) 0647
Mais de uma trombose venosa, n (%) 1(5.6) 3(11,5) 0497
Tipo de trombose
Apenas trombose venosa, n (%) 9 (50) 16 (61,5) 0,447
Apenas trombose arterial, n (%) 4 (22,2) 7(26,9) 0,723
Trombose arterial e venosa, n (%) 4 (22,2) 2(7,7) 0,167
Trombose microscépica, n (%) 1(5.6) 2(7,7) 0,782
Local da trombose
Trombose venosa profunda, n (%) 13 (72,2) 12 (46,2) 0,086
Acidente vascular cerebral, n (%) 6 (33.3) 6(231) 0,453
Tromboembolismo pulmonar, n (%) 2 (11,1) 4(154) 0,685
Trombose arterial periférica, n (%) 1(5.6) 4(154) 0312
Trombose renal, n (%) 1(5,6) 2(7,7) 0,782
Outras tromboses, n (%) 1(5,6) 4(154) 0,118
Novas tromboses, n (%) 4(22,2) 0 (0) 0,023
Novas tromboses com AVK, n (%) 2 (11,1) 0(0) 0,082
Gestagao prévia', n (%) 15(93,8) 17(73,9) 0,112
Morbidade obstétrica®, n (%) 7(46,7) 9(529) 0,723
LA, 1 (%) 16(88,9)  13(50) 0,007
aCL IgG/M, n (%) 17 (94,4) 5(19,2)  <0,001
aCL 1gG, n (%) 17 (94,4) 2(77)  <0,001
aCL IgM, n (%) 3(16,7) 4(154) 0,909
aR2GPI IgG/IigM, n (%) 16 (88,9) 3(11,5)  <0,001
aR2GPI IgG, n (%) 15 (83,3) 2(7,7)  <0,001
aR2GPI IgM, n (%) 3 (16,7) 2(7,7) 0,356

continua
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Tabela 5 - Aspectos da SAF de acordo com a positividade a anti-Dominio | a
inclusdo dos pacientes no estudo - 2013-2014 (concluséo)

Anti-Dominio | (+)  Anti-Dominio | (-)

Caracteristicas clinicas (n=18) (n=26) P
aPS/PT IgG/igM, n (%) 17 (94,4) 13 (50) 0,002

aPS/PT IgG, n (%) 15(83,3) 7(26.9) <0,001

aPS/PT IgM, n (%) 14 (77.8) 11(42,3) 0,020
Tripla positividade, n (%) 15 (83,3) 1(3,8) <0,001
GAPSS, mediana (intervalo) 19 (4-20) 7 (0-20) <0,001

NOTAS: SAF: sindrome antifosfolipide. anti-Dominio I: anti-dominio | da R2-
glicoproteina I. AVK: antagonista da vitamina K. LA: anticoagulante lupico. aCL:
anticardiolipina. IgG: imunoglobulina subtipo G. IgM: imunoglobulina subtipo M.
alR2GPI: anti-R2-glicoproteina |. aPS/PT: antifosfatidilserina-protrombina.
GAPSS: Global Antiphospholipid Syndrome Score.

" Homens foram excluidos do calculo.

2 Mulheres que nunca haviam engravidado e homens foram excluidos do
calculo.

Em uma tentativa de melhor esclarecer diferencas entre anti-Dominio | e
all2GPI, a positividade aos dois anticorpos foram comparadas. De forma mais
detalhada, foi avaliada a sensibilidade de cada um para identificar um desfecho
clinico primario (morte, novo evento, novo evento apesar de AVK) e sua
relagdo com desfechos secundarios (GAPSS > 12, tripla positividade e tripla
positividade com aPS/PT). Ambos os anticorpos tiveram taxas semelhantes
para morte e nova trombose apesar do uso de AVK (1/3 = 33% e 2/2 = 100%
respectivamente), mas anti-Dominio | foi positivo nos quatro pacientes que
apresentaram nova trombose independente do uso de AVK (4/4 = 100%),
enquanto alR2GPI foi positivo apenas em trés deles (3/4 = 75%). De fato, novas
tromboses foram associadas a anti-Dominio | (22% x 0%, p=0,023), mas nao a
alR2GPI (16% x 4%, p=0,30). Por outro lado, quando avaliados os desfechos
secundarios através de grupos de alto risco, a sensibilidade para aR2GPI e
anti-Dominio | foram, respectivamente, as seguintes: GAPSS > 12, 95% x 90%,
p=1.00; tripla positividade, 100% x 94%, p=1.00; tripla positividade com
aPS/PT, 100% x 94%, p=1.00.

Para avaliar um potencial desempenho do anti-Dominio | no GAPSS, foi
pensado um GAPSS hipotético que incorporasse anti-Dominio | no lugar de
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alR2GPI e arbitrariamente lhe foi dado o mesmo numero de pontos (para fins de
identificacdo, esse GAPSS hipotético sera denominado GAPSS-DI). Deve ser
observado que, quando GAPSS foi originalmente desenvolvido, pontos foram
atribuidos a cada variavel a partir de pesos determinados por analises
estatisticas. Com isso, a partir de um limiar de 12 para ambos os escores,
observou-se que GAPSS-DI > 12 ndo foi associado a nova trombose
(p=0,289), nem a nova trombose em uso de AVK (p=0,162); resultados
semelhantes foram vistos com GAPSS > 12 (nova trombose, p=0,300; nova
trombose em uso de AVK, p=0,181).

Ao comparar os valores de GAPSS e GAPSS-DI entre os pacientes com
alto risco para recorréncia de trombose (n=2) com os demais pacientes (n=42),
foi observado que o primeiro grupo (n=2) tinha GAPSS-DI mais alto (20 x 10,9
+ 6,6 respectivamente, p=0,063) e isso foi também observado em relagdo ao
GAPSS (20 x 11 + 6,6 respectivamente, p=0,068). A correlagdo entre GAPSS-
DI e GAPSS foi muito alta (correlagdo de Pearson 0,98, 0<0,0001) (Grafico 2).

Grafico 2 - Correlagao entre valores de GAPSS e valores de GAPSS-DI.

25-
204 ® °
°®
®
— °® '
Q 154 )
7
& 10 0.. ®
o °
° ® °
°
5-
°
°
®
0" L 1 1 T 1
0 5 10 15 20 25
GAPSS

NOTA: GAPSS: Global antiphospholipid syndrome score. GAPSS-DI. escore
GAPSS modificado, que passa a incorporar o anti-dominio | da R2-
glicoproteina | em substituicdo a anti-R2-glicoproteina I.
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DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou a prevaléncia de anti-Dominio | IgG de 41%
em uma coorte brasileira de SAF primaria trombdtica, um pouco menor em
relagdo aquela descrita na literatura de 55%'°. A presenca do anticorpo anti-
Dominio | IgG foi associada a novas tromboses, a positividade para LA, aCL e
alR2GPI IgG, aPS/PT IgG e IgM e a tripla positividade. Anti-Dominio | também
foi associado a altos valores de GAPSS, um escore de risco trombdético ja

validado®®°

, com valores de mediana entre pacientes positivos e negativos
para anti-Dominio | de 19 e 7 respectivamente. A positividade a anti-Dominio |
ndo foi associada a eventos tromboticos prévios, ao leito de trombose (arterial
e / ou venoso), histérico de morbidade obstétrica ou a novos eventos em uso
de AVK.

O estudo também evidenciou GAPSS de mediana 11 (0-20) em uma
coorte brasileira com SAF primaria trombética. As analises realizadas nao
evidenciaram associacao entre valores altos de GAPSS com tromboses prévias
ou futuras.

Em nossa coorte, 44 pacientes com SAF trombdtica foram seguidos de
forma prospectiva por 39 meses (intervalo 9-46); 9% (4/44) deles desenvolveu
nova trombose e apenas 5% (2/44) deles desenvolveram nova trombose
apesar da anticoagulagdo. Devido ao pequeno numero de eventos, n&o foi
possivel comparar os dois grupos. Embora ndo tenha sido possivel realizar
essa comparacdo, deve ser notado que os dois pacientes que tiveram
recorréncia de trombose em uso de AVK apresentaram altos valores de
GAPSS e de positividade para anti-Dominio |.

Em duas pacientes pode-se justificar o novo evento tromboético pela
suspensao da medicagao anticoagulante. Por outro lado, n&o se encontra uma
indicagao Obvia de por que as outras duas pacientes, dentre todas do grupo,
foram as que apresentaram nova trombose apesar do uso de AVK. Ambas
eram pacientes com SAF primaria, sugerindo que a inflamagao superposta de

doengas autoimunes associadas nao seja um fator notavelmente relevante. A
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paciente 1 era hipertensa mal controlada e tabagista, indicando que fatores de
risco cardiovasculares, parcialmente incluidos no GAPSS, podem ter peso
consideravel no risco de nova trombose. Por sua vez, a paciente 2, ainda que
hipertensa, ndo apresentava niveis particularmente elevados de pressao
arterial, nem apresentava outro elemento significativo para justificar a nova
trombose que n&o o valor maximo de GAPSS, compartilhado com a paciente 1.
Da mesma forma, ambas as pacientes apresentaram positividade para anti-
Dominio I. Em nosso estudo, sobressai, portanto, a forca do GAPSS e do anti-
Dominio | em distinguir pacientes que evoluirdo com trombose.

Diversos estudos evidenciaram que, embora anti-Dominio | ndo adicione
sensibilidade ao diagndstico da SAF, altos titulos desse anticorpo
correlacionam com pacientes triplo positivos**°*°° achados que foram
confirmados por nossos resultados. Como foi apresentado, a presencga de anti-
Dominio | foi associada a valores altos de GAPSS, tripla positividade e
positividade também a aPS/PT. Esta associacdo também foi observada por
outros grupos?®®.

A associagao entre anti-Dominio | e tripla positividade pode ser explicada
pelo fato de que o anticorpo anti-Dominio | € mais especifico para identificagcao
de SAF do que aR2GPI°"*® Sua positividade parece estar associada a
presenca de LA e aCL, considerando que parte da atividade do LA é explicada
pela via da aCL e do cofator aR2GPI®*. aPS/PT, contudo, tem como alvo o
antigeno protrombina, que explicaria, na teoria atual, parte da atividade do
LA, Assim, embora aPS/PT e aR2GPI| possam ambos apresentar atividade de
LA, acredita-se que os mecanismos envolvidos nas vias de cada anticorpo
sejam diferentes. Assim, ainda que seja possivel que, em uma doenga com
eventos trombdticos e obstétricos de etiologia autoimune, mais de um
mecanismo possa existir, € notavel observar a associagéo entre anti-Dominio |
e aPS/PT, que ndo parece ser ao acaso.

Um questionamento que pode ser feito € o quanto anti-Dominio | agrega
de fato na avaliagdo de risco tromboético em relagdo a alR2GPl. Nosso estudo
apontou que anti-Dominio |, e ndo al32GPI, esteve associado ao desfecho de
novas tromboses de forma independente do uso de AVK. Nas demais analises,

nao foi possivel demonstrar a superioridade de anti-Dominio | em relacdo a
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all2GPIl. Deve ser observado, porém, que, em relacdo aos desfechos
secundarios, os grupos de alto risco que sdo GAPSS >12, tripla e quadrupla
positividade (aPS/PT), todos incluem como variavel a presenga do anticorpo
alR2GPI, favorecendo esse anticorpo em relagao ao anticorpo anti-Dominio .

Deve ser pontuado que, nesse cenario, existem elementos ainda pouco
conhecidos. Por exemplo, estudos conduzidos pelo grupo de McDonnell®®
demonstraram que anticorpos contra o dominio | sdo de uma subclasse
diferente do que anticorpos contra toda a molécula do alR2GPI, o que aponta
para outras nuances ainda ndo muito bem compreendidas nesse campo e que
podem interferir na positividade aos testes e fisiopatologia da doenca.

Os resultados sugerem que a positividade do anticorpo anti-Dominio |
indica alto risco para trombose e podera ajudar a identificagdo, dentre todos os
pacientes que testaram positivo para anticorpo alR2GPIl, aqueles que
necessitem maior atencdo clinica. Os dados apresentados, portanto, apontam
que o anticorpo anti-Dominio | pode influenciar resultados de escores de risco
trombdtico como o GAPSS. Nesse sentido, sdo necessarios novos estudos que
analisem a participacdo do anticorpo anti-Dominio | na estratificacdo de risco

para trombose.

Limitagoes e forgas do estudo

As limitacbes deste estudo residem principalmente no tamanho da
amostra. Infelizmente, do numero original de pacientes (60), 13% foram
classificados erroneamente em prontuario ambulatorial como apresentando os
critérios classificatérios da SAF e mais 12% foram perdidos por uma falha em
equipamento técnico, totalizando 25% de redugao de pacientes.

Uma outra caracteristica da coorte é que ela era bastante homogénea:
todos os pacientes tinham SAF trombdética e estavam fazendo uso de AVK, que

6061 pPor um lado,

€ o tratamento padrdo da SAF na prevengao de trombose
essa particularidade é almejada, mas pode tornar mais dificil evidenciar
diferengas quando o grupo € pequeno. Embora novas tromboses tenham
ocorrido apesar do tratamento, o pequeno numero de eventos limitaram a
analise. Foi observada uma taxa de 2,95% ao ano de risco de nova trombose,

com ou sem interrupgao de AVK na ocasido. Esse indice € semelhante a dados



33

publicados recentemente da coorte do APS ACTION (Alianga para Estudos
Clinicos e Rede Internacional na Sindrome Antifosfolipide; do inglés
Antiphospolipid Syndrome Alliance for Clinical Trials & International
Networking), que encontrou risco de nova trombose de até 2,63%/ano®.
Apesar dessa limitagao, os dados prospectivos correlacionaram um escore de
risco validado como é GAPSS com o anticorpo antifosfolipide n&o critério anti-
Dominio I.

As vantagens deste estudo se refletem principalmente no fato de ter se
baseado em um seguimento prospectivo longo de pacientes com SAF, de
acordo com os critérios revisados e mais recentes da doenca, e que incluiu a
analise ndo s6 dos anticorpos antifosfolipides tradicionais, mas também dos
anticorpos antifosfolipides nao critério que vém ganhando relevancia cada vez
maior: aPS/PT e anti-Dominio |. Esse estudo prospectivo refletiu um cenario
real e nao altamente controlado. Assim, apesar da melhor terapia

disponivel®®®’

e sob controle rigido do INR, quase 10% dos pacientes
desenvolveram um novo evento trombético em um periodo de 39 meses. E
valido notar que, em metade desses pacientes, o evento foi provavelmente
secundario a suspensao da terapia antitrombdtica.

Um dos maiores desafios no manejo de pacientes com SAF é a
identificacdo daqueles que, embora poucos, estdo mais propensos a
desenvolver um novo evento apesar da anticoagulagédo otimizada. A aderéncia
e educacdo do paciente sobre sua doenga devem ser continuamente
reforcados, pois, como visto, a falha nesse quesito foi a razdo para um novo

evento em metade dos casos.
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CONCLUSOES

S&o conclusdes deste estudo:

Uma coorte brasileira com SAF primaria trombdtica apresentou GAPSS
de mediana 11 (0-20); n&o foi encontrada associagao entre valores altos
de GAPSS com tromboses prévias ou futuras.

A prevaléncia de anti-Dominio | em uma populacédo brasileira de SAF
primaria trombédtica € de 41%. Anti-Dominio | se associou a novos
eventos trombadticos, embora ndo tenha visto associacdo com eventos
passados. Pacientes anti-Dominio I-positivos caracterizaram-se por
apresentarem altos valores de GAPSS, escore de risco trombotico ja
validado previamente, além de estarem muito associados a tripla
positividade; isso infere que sdo pacientes com maior risco trombético
que os pacientes anti-Dominio I-negativos.

Pelos achados descritos acima, esta claro que o anticorpo anti-Dominio |
esta se firmando como um importante marcador de risco trombdtico e
gue novos estudos que analisem a sua inclusdo em escores de risco
para trombose, devem ser realizados. Acreditamos que a sua inclusao
no GAPSS deve ajudar a identificar pacientes com alto risco de

trombose.
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