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RESUMO



Lang MG. Uso de hidroxicloroquina melhora a transferéncia de lipideos para a
lipoproteina de alta densidade (HDL) no Lupus Eritematoso Sistémico [tese]. Sdo

Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2022.

Introducédo: O uso da hidroxicloroquina (HCQ) melhora o perfil lipidico dos pacientes
com Lupus Eritematoso Sistémico (LES), reduzindo os niveis de LDL (lipoproteina de
baixa densidade). A provavel influéncia dessa medicacdo no aumento dos niveis de
HDL (lipoproteina de alta densidade) ainda esta em debate e as informacdes a
respeito de seu possivel efeito na funcdo dessa lipoproteina sdo escassas. Objetivo:
Avaliar o efeito da HCQ nos niveis e funcdo da HDL no LES. Métodos: Foram
incluidas 19 pacientes com LES utilizando HCQ (LES COM HCQ), 19 pacientes com
lipus sem nenhuma terapia (LES SEM TERAPIA) e 19 controles saudaveis pareadas
por idade (CONTROLE). Todas as participantes eram mulheres pré-menopausicas.
Realizado registro de dados demograficos e clinicos e avaliados niveis de
lipoproteinas. Executada a transferéncia in vitro de 4 lipideos (**C-Fosfolipide, 3H-
Colesteril éster, 3H-Triglicéride, 1*C-Colesterol néo esterificado) de uma nanoemulséo
de doador marcada radioativamente para a HDL. Resultados: Todos os grupos
estudados apresentaram médias de idade, peso, altura, IMC (indice de massa
corporal) e circunferéncia abdominal semelhantes (p>0,05), assim como, frequéncia
de cor branca (p> 0,05). Os grupos de pacientes com lUpus, obtiveram médias
semelhantes nos critérios do Systemic Lupus International Collaborating Clinics
(SLICC) de 2012 para a classificagdo do LES (6,11 + 1,37 vs. 6,32 £ 1,73; p=0,68), de
duracao de doenca (12,1 £ 5,78 vs. 10,26 + 7,93 anos; p=0,42) e escore SLEDAI-2k
(indice de atividade de doenca avaliado pelo Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index 2000) (0,47 + 0,77 vs. 0,58 = 1,60; p=0,52). Contudo, o grupo LES SEM
TERAPIA apresentou mais sequelas da doenca medida pelo SDI (escore de dano
avaliado pelo Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of
Rheumatology) que estava significativamente mais elevado (1,21 + 0,98 vs. 0,37 *
0,50; p=0,002). O grupo LES COM HCQ apresentou niveis médios de HDL mais
elevados em comparagéo ao LES SEM TERAPIA (58,37 + 14,04 vs. 49,79 £ 8,0mg/dL;
p<0,05), mas menores em comparacado aos CONTROLES (58,37 + 14,04 vs. 68,58 +
9,99mg/dL; p<0,05). Os niveis médios de colesterol total (CT) e LDL foram
significativamente menores no grupo LES COM HCQ comparado com LES SEM
TERAPIA (148,16 + 16,43 vs.167,11 + 30,18mg/dL; p<0,05, 75,05 + 22,52 vs.96,05 *



25,63mg/dL; p<0,05) e CONTROLES (148,16 + 16,43 vs. 174,11 + 23,70mg/dL;
p<0,05, 75,05 £ 22,52 vs. 88,53 + 20,24mg/dL; p<0,05). A transferéncia in vitro dos
lipideos para HDL revelou que a transferéncia média de colesterol livre (CL) foi
significativamente diferente entre os grupos (p=0,02) e o uso de HCQ promoveu maior
transferéncia, visto que LES COM HCQ apresentou maior taxa dessa transferéncia
em comparacao ao LES SEM TERAPIA (5,40 + 1,05 vs. 4,44 + 1,05; p<0,05), mas foi
semelhante aos CONTROLES (5,40 £ 1,05 vs. 5,99 + 1,71; p>0,05). A taxa de
transferéncia de triacilglicerol, colesterol esterificado e fosfolipides foi semelhante
entre os grupos (p=0,054, p=0,079 e p=0,066). Concluséo: O LES per si teve impacto
negativo no perfil lipidico, reduzindo significativamente os niveis e funcdo da HDL.
Este estudo demonstrou que o uso da HCQ promoveu a reversao do efeito deletério
na funcdo da HDL, uma vez que essa medicacao promoveu aumento da transferéncia
de CL para esta lipoproteina, que é o principal responsavel pelo transporte de
colesterol dos tecidos e células endoteliais. Por meio desse efeito, 0 uso dessa
medicacdo poderia reduzir a formacdo de células espumosas, evitando assim a
formacado de placas de ateroma, auxiliando na prevengao da ocorréncia de eventos

cardiovascular.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico. Hidroxicloroquina. Lipoproteinas.

Funcéo da HDL. Transferéncia de lipideos.
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Lang MG. Hydroxychloroquine improved lipid transfer to high-density lipoprotein in
Systemic Lupus Erythematosus [thesis]. Sdo Paulo: “Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Medicina”; 2022.

Introduction: Hydroxychloroquine (HCQ) improves the lipid profile of Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) patients by decreasing LDL levels. A probable influence of this
drug on increasing HDL levels is still under debate and information about its possible
effect on this lipoprotein function is scarce. Objective: To evaluate the effect of HCQ
on HDL levels and function in SLE. Methods: Nineteen premenopausal female SLE
patients using HCQ (SLE WITH HCQ), 19 SLE patients without any therapy (SLE
WITHOUT THERAPY), and 19 age- and gender-matched healthy controls
(CONTROL) were included. Demographical and clinical data were registered and
lipoprotein plasma levels were evaluated. An in vitro transfer of four lipids (**C-
Phospholipid, 3H-Cholesteryl ester, 3H-Triglyceride, *C-Unesterified cholesterol) from
a radioactively labeled donor nanoemulsion to HDL was performed. Results: All
studied groups had similar mean age, weight, height, BMI and waist circumference as
well as frequencies of Caucasian race (p>0.05). SLE WITH HCQ had similar mean
2012 SLICC SLE criteria scores (6.11 £ 1.37 vs. 6.32 £ 1.73; p=0.68), disease duration
(12.1 £ 5.78 vs. 10.26 * 7.93 years; p=0.42) and SLEDAI-2k scores (0.47 £ 0.77 vs.
0.58 + 1.60; p=0.52) compared to SLE WITHOUT THERAPY but had a lower
SLICC/SDI score (0.37 £ 0.50 vs. 1.21 £ 0.98; p=0.002). SLE WITH HCQ group had a
higher mean HDL levels compared to those WITHOUT THERAPY (58.37 + 14.04 vs.
49.79 + 8.0mg/dL; p<0.05) but lower compared to controls (58.37 = 14.04 vs. 68.58 +
9.99mg/dL; p<0.05). Total cholesterol (TC) and LDL levels were significantly lower in
SLE WITH HCQ compared to other SLE WITHOUT THERAPY (148.16 + 16.43 vs.
167.11 + 30.18mg/dL; p<0.05, 75.05 + 22.52 vs. 96.05 + 25.63mg/dL; p<0.05) and
CONTROLS (148.16 + 16.43 vs. 174.11 + 23.70 mg/dL; p<0.05, 75.05 + 22.52 vs.
88.53 + 20.24mg/dL; p<0.05). The in vitro lipid transfer to HDL revealed that mean
transfer of unesterified cholesterol (UC) was significantly different among groups
(p=0.002) and HCQ use promoted a higher transfer, since SLE WITH HCQ had a
higher percentage of this transfer compared to SLE WITHOUT THERAPY (5.40 + 1.05
vs. 4.44 + 1.05; p<0.05) but was similar to CONTROLS (5.40 £ 1.05 vs. 5.99 = 1.71;
p>0.05). The percentage of transfer of triacylglycerol, esterified cholesterol, and



phospholipid were similar among groups (p=0.054, p=0.079, and p=0.066).
Conclusion: SLE itself had a negative impact on lipid profile by reducing HDL levels
and also its function. The present study demonstrated that HCQ promoted a reversal
of this deleterious effect on its function since this drug enhanced the transfer of UC to
HDL which is primarily responsible for transporting UC from tissues and endothelial
cells. Through this effect, this medication could reduce the formation of foam cells, thus

preventing atheroma and cardiovascular events.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus. Hydroxychloroquine. Lipoproteins. HDL

function. Lipid transfers.
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1.1 Lupus Eritematoso Sistémico

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca de causa autoimune muito
heterogénea e que pode afetar multiplos 6rgdos e sistemas!. Sua fisiopatologia é
caracterizada pela perda da imunotolerancia associada a disfuncdo de células
dendriticas e linfocitos T e B, que produzem autoanticorpos contra componentes do
nlcleo celular?®. A etiologia exata do LES ainda permanece desconhecida, porém,
sabe-se que a interacao entre multiplos fatores genéticos, imunolégicos, hormonais e
ambientais, contribuem para o aumento da susceptibilidade a doenca e variabilidade
na sua expressao clinica'3.

A prevaléncia de LES nos Estados Unidos da América esta estimada em 241 a
cada 100.000 habitantes e sua incidéncia mundial triplicou nos ultimos 40 anos?.
Existe uma forte predominancia da doenca entre mulheres de 16 a 55 anos?. No Brasil,
os estudos sobre a epidemiologia do LES s&o escassos, mas na cidade de Natal, foi
encontrada uma incidéncia anual de 8,7/100.000°.

Para o diagnostico da doenca sdo utilizados os critérios de classificacéo
revisados pelo Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) 2012 (2012
SLICC SLE criteria), os quais estabelecem que o paciente deve atender quatro ou
mais critérios, incluindo pelo menos um clinico e um imunolégico ou apresentar nefrite
confirmada por biépsia compativel com LES e fator antinicleo (FAN) ou anti-DNA
dupla hélice (anti-dsDNA) positivo®.

A recomendacdo atual para tratamento de todos os pacientes é o uso de
antimalaricos, particularmente a hidroxicloroquina (HCQ), por prevenirem a ocorréncia
de novos episédios de exacerbacdo da doenca e induzirem a sua remissdo’®. O
periodo para atingir a maxima eficacia da HCQ esta estimado em 40 dias®. Estudo
gue avaliou a concentracdo sérica necessaria para efeito terapéutico dos
antimalaricos estimou a sua meia-vida entre 123-180 horas*°.

A doenca cardiovascular (DCV) e a aterosclerose precoce estao entre as
principais causas de morte em pacientes com LES?!!. Mulheres com LES em idade
reprodutiva apresentam risco 50 vezes maior de infarto agudo do miocardio em
comparacgédo a controles saudaveis pareados por sexo e idade!?. Os fatores de risco
cardiovascular tradicionais ndo sdo capazes de explicar por si sé o aumento da DCV
nesse grupo de individuos, porém uma das condi¢cdes com importante influéncia neste
sentido, é a presenca de dislipoproteinemia associada a alteragcdes na composicao e

funcdo da HDL induzidas por mecanismos inflamatérios e autoimunes3-16,
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Evidéncias recentes sugerem que alteragbes na composicao e fungédo da HDL
no LES séo responsaveis por uma aumento de 7 a 50 vezes no risco de doenca arterial

coronariana nesse grupo de pacientes>17:18,

1.2 Lipoproteina de alta densidade

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) correspondem a populacdo de
lipoproteinas com a maior densidade (1,063 a 1,25g/mL) e menor tamanho (7-
12nm)*°. Apresentam migracdo eletroforética alfa e sdo formadas na maior parte por
proteinas (45 a 55%), sendo que o seu lipidoma é composto por 26 a 32% de
fosfolipides (PHLP), 15 a 20% de éster de colesterol (CE), 3 a 5% de colesterol e 2 a
7% de triglicérides (TG)?°. A sua meia-vida plasmatica é de cinco a seis dias??.

A biossintese da HDL, inicia-se com a producao de apolipoproteinas (Apos)
principalmente pelo figado, mas também pelo intestino??. As principais Apos séo a
ApoAl (70%) e a ApoA2 (20%), sendo que algumas particulas de HDL contém
pequenas quantidades de ApoE, ApoA4, ApoA5, ApoJ, ApoC, ApoD, ApoJ e ApolL?3-
25 Dependendo do seu contetido lipidico, da quantidade de proteinas e do tamanho,
a HDL pode ser dividida em duas fragdes principais HDL2 e HDL3, que podem ainda
ser subfracionadas em subpopulag¢des distintas: grandes e com menor densidade
(HDL2a e HDL2b), e pequenas com maior densidade (HDL3a, HDL3b e HDL3c)?6-%%,

A HDL nascente é uma particula esférica e pronta para adquirir lipideos?°. A
lipidacéo inicial ocorre na membrana celular via transportador ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCAL1), que remove fosfolipides e colesterol de células de tecidos
periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em TG e resulta na formacéo da pré
B-HDL®. Depois da captacdo do excesso de colesterol, a enzima lecitina colesterol
aciltransferase (LCAT) esterifica o colesterol recebido pela pré B-HDL. Como esses
ésteres de colesterol sdo altamente hidrofébicos, ndo podem permanecer na
superficie da HDL e migram para o interior da particula, formando um nucleo lipidico,
transformando a HDL discoide em uma particula esférica, a HDL3%431,

A HDL3 continua a receber colesterol livre (CL) e PHLP de membranas
celulares num processo via receptor scavenger classe B tipo 1 (SR-B1), em fluxo
bidirecional®? e também via ATP-binding cassette transporter G1 (ABCG1) em fluxo
unidirecional®®. Além dessas vias, recebe esses lipideos por meio da lipdlise dos

guilomicrons (QM) e da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) pela acéo da
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lipase lipoproteica (LLP), processo facilitado pela proteina transportadora de
fosfolipides (PLTP)34,

A HDL3 é convertida em HDL2 (forma madura), conforme aumenta a
guantidade de CES®, e passa a ser composta por um cerne lipidico hidrofébico,
contendo principalmente CE e uma pequena quantidade de TG circundado por uma
monocamada de PHLP, CL e Apos36:37,

Por meio da proteina transportadora de éster de colesterol (CETP), o CE é
transferido da HDL2 para a lipoproteina de baixa densidade (LDL) em troca de TG?:38,
A quantidade de lipideos trocados depende, entre outros fatores, da sua concentracédo
na lipoproteina doadora e da quantidade de lipoproteinas aceptoras3®. A HDL também
remove 0 excesso de colesterol dos macrofagos carregados de lipideos, conhecidos
como “foam cells”, prevenindo a aterosclerose*°.

Os TG e PHLP recebidos pela HDL s&o removidos por hidrélises catalisadas
por lipases, como a fosfolipase Az, a lipase hepética (LH) e a lipase endotelial. A
metabolizacdo da HDL ocorre no figado, com a remocdo dos CEs por meio dos
receptores SR-B1, sem que ocorra a degradacdo das Apos*#?. Esse processo de
transporte do colesterol periférico de volta ao figado recebe o nome de transporte
reverso do colesterol e é considerado a funcdo mais importante da HDL*3.

A HDL também apresenta diversas outras funcdes cardioprotetoras, dentre elas
o efeito anti-inflamatério, através da inibicdo de moléculas de adeséo endotelial44°.
Ela promove a redug&o da migragdo de mondcitos, células dendriticas e linfocitos T
para éreas inflamadas por meio da diminuicdo da expressao de quimiocinas e inibicdo
da ativacdo do inflamossomo?*6-48,

Outra funcao bem descrita da HDL é o efeito antioxidante, inibindo a formacéao
da LDL oxidada potencialmente aterogénica, principalmente através da acédo da
paraoxonase-1 (PON-1)*9-%1, Ademais, a HDL é capaz de remover lipideos oxidados
de outras lipoproteinas e das membranas celulares*%°2,

Paralelamente, a HDL também aumenta a producdo de sinalizadores
ateroprotetores ao regular positivamente a expressao da o6xido nitrico-sintase
endotelial (eNOS) e promover a ativacdo da sintese de prostaciclina®54. Bem como,
essa particula € capaz inibir a trombose e a ativacdo plaquetéria através da reducao
da biossintese de tromboxano A2,

Além desses importantes mecanismos de protecdo cardiovascular, tem sido

descrito efeito da HDL no reparo endotelial, recrutando células progenitoras para
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areas danificadas®®. Yvan-Charvet et al. demonstraram que a HDL pode suprimir a
proliferacdo de células progenitoras hematopoiéticas, reduzindo a leucocitose e

monocitose®’.

1.3 LES e dislipidemia

No LES ja foi amplamente descrito um padrdo caracteristico de
dislipoproteinemia, com aumento nos niveis de VLDL e TG e reducdo da HDL!3:585°,
O aumento da atividade inflamatéria nos periodos de atividade da doenca, medida
pelo indice de atividade de doenca avaliado pelo Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2k), agrava estas alteracdes do perfil lipidico®3.
Entretanto, é importante lembrar que outras condicfes, que sSdo comuns nesses
pacientes, podem causar distarbios no metabolismo das lipoproteinas, como a
sindrome nefrotica, insuficiéncia renal e o uso de medicamentos, como anti-
hipertensivos, anticonvulsivantes e especialmente corticosteroides®°-°2,

O uso de corticosteroides, principalmente em altas doses, pode aumentar os
niveis de colesterol total (CT), assim como de ApoB, LDL, VLDL e TG®384, Qutras
condi¢des clinicas, como hipotireoidismo, diabetes mellitus e insuficiéncia renal
crbnica, que sdo frequentes nos pacientes com LES, também podem provocar
alteracdes no perfil lipidico®1:65.66,

O principal mecanismo descrito para alteracdo nos niveis de lipoproteinas € a
supressao da atividade da LLP, que participa ativamente no processo de catabolismo
da VLDL, resultando na elevacdo dos seus niveis plasméticos e consequentemente
do TG e reducdo quantitativa da HDL®7-%°, O defeito enzimatico esta relacionado a
producdo de mediadores inflamatérios e autoanticorpos contra a LLP7®"%, A reducéo
guantitativa da HDL também parece estar relacionada a presenca de anticorpos anti-
HDL e anti-ApoA17%73, Além das alteracGes quantitativas, o processo inflamatério do
LES provoca alteracdes na funcédo e composicdo da HDL4.

A HDL sofre diversas alteracdes estruturais. Dentre as mudancas nas
caracteristicas protedbmicas ocorre reducao na quantidade de ApoAl e aumento da
concentracdo de amiloide sérico A (SAA)>'7. O lipidoma da HDL também é
comprometido, com a reducéo nas concentracdes de CE e aumento de TG, além da
producdo de lipideos oxidados em funcdo do aumento do estresse oxidativo’®7°.
Essas modificac6es culminam na formacéo de particulas disfuncionais, incapazes de

desempenhar sua funcao ateroprotetora, chamadas de HDL pro-inflamatorias (piHDL)
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gue estdo associadas a ocorréncia de aterosclerose precoce em pacientes com
LESSO_BZ.

Dentre as alteracdes funcionais descritas na piHDL, ocorre a reducédo da
capacidade de inibir a oxidagdo da LDL, principalmente devido a diminuicdo da
atividade da PON-17>83, Também ocorre alteracdo no transporte reverso de colesterol,
com reducdo da remocdo de CL pela HDL, mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento de placa de ateroma®26, Essa particula de HDL pode também
induzir resposta pro-inflamatoria, induzindo ativagéo e expresséo do fator de necrose
tumoral (TNF) e interleucina-6 (IL-6)8’. Somados, o aumento nos niveis LDL ao
aumento da LDL oxidada, pela reducdo da funcdo da HDL, h4 um incremento

significativo do risco cardiovascular em pacientes com LES®S.

1.4 Hidroxicloroquina na protecao cardiovascular

A recomendacéo atual do European League Against Rheumatism (EULAR) é
de que a HCQ seja utilizada por todos os pacientes com LES e a dosagem diaria ndo
ultrapasse 5mg/kg®. Os beneficios da sua utilizagdo vdo muito além da prevencéo da
ocorréncia de flares®. Os antimalaricos tém impacto direto na melhora da sobrevida
dos pacientes com LES. Shinjo, et al. demonstraram que o uso da HCQ reduziu a
mortalidade em 2 anos de 11,5 para 4,4%°, o que foi corroborado por uma coorte
chinesa que identificou uma reducéo de 41% do risco de 6bito®2.

Dentre outras vantagens do uso da HCQ, esta a sua a¢ao cardioprotetora, uma
vez que melhora o controle glicémico®3, reduz a prevaléncia de sindrome metabdlica®?,
além de minimizar a ocorréncia de eventos tromboéticos®® e reduzir os niveis de
presséo arterial’. Também estd comprovado o seu efeito na prevencdo de doenca
arterial coronariana em pacientes com LES®6. Em relacéo ao perfil lipidico, promove
melhora nos niveis de lipoproteinas, com reducédo dos niveis de colesterol total, VLDL
e LDL e aumento questionavel nos niveis de HDL®"-%8,

Entretanto, pouco se conhece a respeito dos efeitos da HCQ sobre a funcéo da
HDL. McMahon et al., conseguiram demonstrar que o uso de HCQ melhorou a fungéo
anti-oxidante da HDL, o que levanta a possibilidade de essa medicacao ter outras
implicacGes sobre essa lipoproteina®®. Neste sentido, o estudo desses efeitos poderia
influenciar a terapéutica da dislipidemia ndo s6 no LES, como também em outras
doencas autoimunes e essa medicacao poderia ser utilizada como tratamento auxiliar

na prevencgdo de doencga cardiovascular nesses pacientes.
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2 OBJETIVOS
P —————



Principal: Avaliar os efeitos do uso de hidroxicloroquina em aspectos qualitativos
da HDL, em pacientes com LUapus Eritematoso Sistémico sem doenca

cardiovascular estabelecida.

Secundério: Avaliar os efeitos do Lupus Eritematoso Sistémico sobre a funcéo da
HDL.

29
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3 PACIENTES E METODOS
P —————————
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3.1 Pacientes

Para este estudo, os pacientes foram selecionados de forma aleatodria e
consecutiva, baseado na analise do prontuario eletrénico de 2.074 individuos
acompanhados no Ambulatério de LES da Disciplina de Reumatologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Brasil, entre os anos 2000 e 2018. O
prontuario eletrénico foi implantado e padronizado em 2000 e compreende uma
extensa avaliacdo clinica e laboratorial de cada individuo. Esses dados séo
atualizados durante as consultas médicas, que ocorrem em intervalos variaveis e
incluem informacgdes relevantes para o presente estudo.

Para controles, foram selecionadas mulheres saudaveis pareadas por idade.
Quando em conformidade com o0s esclarecimentos prestados, 0s participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para que pudessem participar
do protocolo de pesquisa. O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Anélise
de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo
(CAPPesq), com o numero de parecer 1.922.408 e CAAE 63637517.1.0000.0068.

Todos o0s pacientes apresentavam diagnostico confirmado de LES,
preenchendo quatro ou mais critérios classificatorios revisados do 2012 SLICC SLE
criteria®. Além disso, todos os pacientes e controles eram sedentarios, o qual foi
definido pela auséncia de atividade fisica de moderada a vigorosa = 2,5 horas por

semana por pelo menos 2 meses!®,

3.1.1 Critérios de inclusao
Os critérios de incluséo foram: sexo feminino, idade maior de 18 anos, estar no
periodo de menacme, ser sedentaria e apresentar indice de atividade de doenca,

determinado pelo SLEDAI-2k menor do que 3%,

3.1.2 Critérios de excluséo

Os critérios de exclusado foram as condicdes que podem alterar o perfil lipidico,
como comorbidades (diabetes mellitus, insuficiéncia renal ou hepatica, doenca
tireoidiana, sindrome metabdlica, hipertensdo arterial sistémica), tabagismo, nefrite
em atividade, uso de corticoide, uso de drogas hipolipemiantes (estatinas, 6mega 3),
uso de outros imunossupressores, doengas autoimunes associadas (sindrome
antifosfolipide, sindrome de Sjogren, artrite reumatoide, vasculites sistémicas,

miosites autoimunes, esclerose sistémica).
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3.1.3 Protocolo de estudo

Dados demogréficos, laboratoriais, clinicos e sobre a terapéutica das pacientes
com LES foram obtidos através de entrevista direta, exame fisico, avaliagdo do
prontuério eletrénico e coleta de amostras de sangue; e das controles, através de
entrevista direta, exame fisico e coleta de amostras de sangue.
As caracteristicas clinicas incluiram a duracédo da doenca (desde o diagndstico)
e a avaliacdo cumulativa das manifestacdes do LES de acordo com os critérios
classificatérios revisados do 2012 SLICC SLE criteria®. A atividade da doenca foi
determinada pelo SLEDAI-2k'%2, O escore de dano da doenca foi avaliado pelo
SLICC/ACR (American College of Rheumatology) Damage Index (SDI)%3,

O exame fisico incluiu a avaliacao da pressao arterial (medida duas vezes com
a paciente sentada, depois de pelo menos 5 minutos de repouso), peso, altura, indice
de massa corporal (IMC, calculado pela divisdo do peso em quilogramas pelo
guadrado da altura em metros - kg/m?) e circunferéncia abdominal (medida na cintura,
na metade do caminho entre o gradil costal e a crista iliaca, durante a expiragao).

Os participantes foram alocados em trés grupos:

1- Grupo LES SEM TERAPIA: pacientes que estavam sem uso de nenhum
tratamento por pelo menos 6 meses. [Total de pacientes=19]

2- Grupo LES COM HCQ: pacientes que estavam em uso exclusivo de
hidroxicloroquina em dose = 5mg/kg/dia (com média de dose de
5,5mg/kg/dia) por pelo menos 6 meses [Total de pacientes=19]

3- Grupo CONTROLE: individuos pareados por sexo e idade, sedentérios e
seguindo os mesmos critérios de exclusdo utilizados para selecdo dos

pacientes. [Total de individuos = 19]

3.2 Avaliagéo laboratorial

Esta analise foi realizada em parceria com o Laboratdrio de Metabolismo e Lipides
do INCOR-FMUSP.

Os isétopos radioativos [1-1*C] oleato de colesterol, [7(n)-3H] colesterol, [**C-
FL] 4C-fosfatidilcolina e [*H-TG] S3H-triglicérides foram obtidos da Amersham
International (Little Chalfont, Inglaterra). Os lipideos oleato de colesterol, colesterol,
fosfatidilcolina e trioleina, utilizados para o preparo da emulséo foram adquiridos da

Sigma Chem. Co. (St. Louis, EUA). Os kits para determinacao enzimatica de TG, CT
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e de HDL foram obtidos da Labtest Diagnéstica S.A. (Minas Gerais, Brasil), e para
colesterol livre foi usado kit da Wako, Richmond, VA, EUA.

3.2.1 Determinag8es bioquimicas séricas

Foram coletadas amostras de sangue apés 12 horas de jejum, em tubos contendo
0,15% de Na? EDTA. A determinacédo dos niveis plasmaticos de TG foi realizada por
meio de método enzimatico (Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil). O
CT foi determinado através de método colorimétrico enzimético (Chod-Pap, Merck S.A.
Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil). A HDL foi verificada pelo mesmo método
para a determinacdo do CT, apds precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém
ApoB, utilizando-se reagente precipitante composto por cloreto de magnésio e acido
fosfotingstico. A determinacdo dos valores de LDL foi realizada por meio da formula de
Friedwald et al.1%4,

As determinacfes plasmaéticas das ApoAl e B foram realizadas com a utilizacéo
de método turbidimétrico através de kit disponivel comercialmente (Roche Diagnostics,

Suica).

3.2.2 Preparo da nanoemulsao lipidica artificial

A nanoemulsao lipidica artificial foi preparada segundo a técnica descrita por
Ginsburg et al.1% e modificada por Maranhdo et al.1°®. Em um frasco foram pipetados
uma mistura de lipideos contendo 40mg de oleato de colesterol, 20mg de fosfatidilcolina,
1mg de trioleina e 0,5mg de colesterol. Posteriormente, foram adicionados a mistura de
lipideos os is6topos radioativos [1-14C] oleato de colesterol, [7(n)-3H] colesterol, [**C-FL]
l4C-fosfatidilcolina e [*H-TG] 3H-triglicérides. Apés a adicédo de 10mL de tampéao Tris-HCI
0,01M, pH 8, a mistura de lipideos foi emulsificada através de irradiacdo ultrassonica,
com uso do equipamento Branson, modelo 450A (Arruda Ultrassom, Sao Paulo, Brasil)
sob poténcia de 125 watts, por 3 horas, em atmosfera de nitrogénio, com temperatura
de 51 a 55°C. Para obtencéo da emulséo lipidica artificial na faixa de diametro e padrao
desejados, a solucéo lipidica foi purificada por meio de duas etapas de ultracentrifugacao
(ultracentrifuga, rotor Beckam SW — 41). Na primeira etapa, o material sobrenadante do
tubo, resultante da ultracentrifugacéo a 200.000 x g por 30 minutos, a 4°C, foi removido
através de aspiracao (1mL) e desprezado. Ao restante do material foi adicionado brometo
de potassio (KBr), com ajuste da densidade para 1,21g/mL. Apds a segunda

centrifugacédo (200.000 x g por 2 horas a 4°C), a nanoemulsédo lipidica artificial foi
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recuperada na parte superior do tubo por aspiracdo. O excesso de KBr foi removido
através de dialise contra solucdo de cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%. Finalmente, a
emulsao foi esterilizada por filtracdo em membrana Milipore de 0,22um de porosidade

sob fluxo laminar e armazenada a 4°C por até 15 dias.

3.2.3 Determinacao da transferéncia de lipideos da nanoemulsdo marcada para
a HDL

O ensaio, desenvolvido por Lo Prete et al.1%, consiste na incubagéo de 0,2mL de
plasma com 0,05mL da nanoemuls&o marcada radioativamente em banho-maria a 37°C,
sob agitacéo, durante 60 minutos. Apos esse procedimento, foram adicionados 0,25mL
de reagente precipitante (0,02% de sulfato de dextran/0,3mol/L de cloreto de magnésio),
seguido de agitacédo por 30 segundos e ultracentrifugacdo a 3000rpm por 10 minutos.
Foram retirados 0,25mL do sobrenadante obtido, o qual contém a fragdo HDL, colocados
em frascos de cintilacdo e submetidos a determinacdo da radioatividade presente,
utilizando-se o0 equipamento Packard 1660 TR liquid scintillation counter (Packard
BioScience, Meridien, Connecticut, USA). A transferéncia dos lipideos marcados, da
nanoemulsdo para a HDL foi avaliada pela percentagem de radioatividade na

nanoemulsao e a presente na fracdo HDL, ap6s os 60 minutos de incubacao.

3.3 Analise estatistica

Para variaveis continuas, os resultados foram expressos em média + desvio
padréo. A comparacéo dos parametros estudados entre os trés grupos foi realizada
utilizando-se o teste ANOVA. Nas comparacdes entre os pacientes LES, foi realizada
por meio do teste t de Student, quando a distribuicdo das variaveis foi gaussiana e o
teste Mann-Whitney quando ndo gaussiana.

Para variaveis categéricas, os resultados foram expressos em frequéncia
através de percentagem e o teste exato de Fisher foi utilizado para comparacéo. Para
a avaliacdo da correlacdo entre os parametros estudados, foi utilizado o teste de
correlacdo de Pearson, quando a distribuicdo dos resultados foi normal e o teste de
correlacao de Spearman, no caso de dados ndo paramétricos.

Foi utilizado o software SPSS versédo 22.0. Foram considerados significantes

valores de p menores do que 0,05.
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4 RESULTADOS
P ———————



36

4.1 Caracteristicas demogréficas, clinicas e fisicas dos participantes

A tabela 1 demonstra as caracteristicas demograficas e fisicas dos
participantes do estudo. Nao houve diferenca significativa entre os grupos quando
comparados idade e frequéncia de cor branca (p>0,05). Em relacdo aos aspectos
fisicos, as médias de peso, altura, IMC e circunferéncia abdominal foram semelhantes
entre os grupos (p>0,05). Houve apenas diferenca significativa nos niveis de presséo
sistélica e diastélica entre as pacientes com LES quando comparadas aos
CONTROLES (p=0,009 e 0,002 respectivamente).

Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e fisicas dos participantes

Variaveis LES COM HCQ LES SEM CONTROLE p
n=19 TERAPIA n=19
n=19
Idade (anos) 34,37 £ 6,33 35,32 +8,23 32,26 £ 5,84 0,382
Cor branca, n (%) 16 (84,21) 15 (78,95) 16 (84,21) 0,891
Peso (kg) 65,76 £ 13,11 67,56 + 12,43 62,78 + 10,95 0,480
Altura (m) 1,60 + 0,06 1,60 = 0,07 1,64 + 0,07 0,207
IMC (kg/m2) 25,61 + 4,58 26,35 + 4,91 2350 +4,25 0,149
Circunferéncia 75,79 £19,31 82,23+8,84 74,61 £ 9,64 0,186
abdominal (cm)

PAS (mmHg) 118,42 + 14,142 121,53 +13,36* 108,16 +13,01 0,009
PAD (mmHg) 74,58 +8,17 @ 79,68 +9,762 69,32 + 7,59 0,002

Valores expressos em média + desvio padrdo e n (porcentagem).

LES: Lapus Eritematoso Sistémico; HCQ: hidroxicloroquina; IMC: indice de massa corporal;
PAS: presséao arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica

8 p<0,05 comparado com grupo CONTROLE.

Na tabela 2, estdo demonstradas as caracteristicas das pacientes com LES em
termos de numero de critérios, duracdo da doenca e escores de atividade e dano.
Ambos o0s grupos apresentaram média de duracdo da doenca e numero de critérios
pelo 2012 SLICC SLE criteria semelhantes (p>0,05). N&o houve diferenga significativa
em relacdo ao escore de atividade medido pelo SLEDAI-2k (p>0,05). A média do
indice de dano no grupo LES SEM TERAPIA foi superior ao LES COM HCQ (1,21 +
0,98 vs. 0,37 £ 0,50, p=0,002).
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Tabela 2: Caracteristicas da doengca em termos de numero de critérios, duracéo,
escore de atividade e dano nos grupos LES COM HCQ e LES SEM TERAPIA

Variaveis LES COM HCQ LES SEM TERAPIA p
n=19 n=19
Duragéo da doenca (anos) 12,1 +5,78 10,26 + 7,93 0,42
2012 SLICC SLE criteria, n 6,11 +1,37 6,32 +1,73 0,68
SLEDAI-2k 0,47 £0,77 0,58+1,6 0,52
SDI 0,37 £ 0,50 1,21 +0,98 0,002

Valores expressos em média + desvio padrao.

LES: Lapus Eritematoso Sistémico; HCQ: hidroxicloroquina; SLEDAI-2k: indice de atividade
de doenca avaliado pelo Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000; SDI:
escore de dano avaliado pelo Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology.

Conforme evidenciado na Tabela 3, em relagdo as manifestacdes clinicas
cumulativas do LES, podemos observar que as pacientes com LES SEM TERAPIA
apresentaram maior incidéncia de lUpus cutaneo crénico em relacdo ao grupo LES
COM HCQ (21,05% vs. 0%, p=0,035). Entretanto, os demais parametros clinicos,
assim como o perfil hematoldgico e de autoanticorpos foi semelhante entre os grupos
(p>0,05).

Tabela 3: Manifestacdes clinicas e laboratoriais cumulativas nos grupos LES
COM HCQ e LES SEM TERAPIA

ManifestacOes clinicas/laboratoriais LES COM HCQ LES SEM p
cumulativas n=19 TERAPIA
n=19

Ldpus cutédneo agudo, n (%) 17 (89,47) 14 (73,68) 0,22
Rash malar, n (%) 11 (57,89) 10 (52,63) 0,75
Lupus bolhoso, n (%) 2 (10,53) 0 (0) 0,16
Necrolise epidérmica téxica, n (%) 2 (10,53) 4 (21,05) 0,38
Fotossensibilidade, n (%) 9 (47,37) 6 (31,58) 0,33
Lapus cutaneo subagudo, n (%) 2 (10,53) 3 (15,79) 0,64

Lapus cuténeo crbnico, n (%) 0 (0) 4 (21,05) 0,035
Rash discdide, n (%) 0 (0) 2 (10,53) 0,16
Paniculite lapica, n (%) 0 (0) 1 (5,26) 0,32

continua
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Lapus pérnio, n (%) 0 (0) 1 (5,26) 0,32
Ulcera oral, n (%) 4 (21,05) 5 (26,32) 0,72
Alopecia néo cicatricial, n (%) 5 (26,32) 4 (21,05) 0,72
Sinovite, n (%) 17 (89,47) 13 (68,42) 0,17
Desordens neuroldgicas, n (%) 4 (21,05) 5 (26,32) 0,72

Psicose, n (%) 2 (10,53) 1 (5,26) 0,57

Convulsdes, n (%) 3 (15,79) 4 (21,05) 0,68

Mononeurite multipla, n (%) 0 (0) 1 (5,26) 0,32
Serosite, n (%) 4 (21,05) 4 (21,05) >0,99

Pleurite, n (%) 3 (15,79) 4 (21,05) 0,68

Pericardite, n (%) 2 (10,53) 2 (10,53) >0,99
Anemia hemolitica, n (%) 5 (26,32) 2 (10,53) 0,22
Leucopenia < 4.000 mm?3, n (%) 6 (31,58) 4 (21,05) 0,48
Linfopenia < 1.500 mm3, n (%) 4 (21,05) 7 (36,84) 0,30
Trombocitopenia < 100.000 mm3, n (%) 5 (26,32) 4 (21,05) 0,72
Desordem renal, n (%) 7 (36,84) 7 (36,84) >0,99
FAN, n (%) 19 (100) 19 (100) 1
Anti-dsDNA, n (%) 8 (42,11) 11 (57,89) 0,34
Anti-Sm, n (%) 4 (21,05) 5 (26,32) 0,72
Anticorpos antifosfolipide, n (%) 1 (5,26) 1 (5,26) >0,99
Complemento baixo, n (%) 4 (21,05) 5 (26,32) 0,72

Valores expressos em n (porcentagem).
LES: Lapus Eritematoso Sistémico; HCQ: hidroxicloroquina; FAN: Fator antinlcleo; anti-
dsDNA: anti-DNA de dupla hélice; anti-Sm: anti-Smith.

4.2 Avaliacao do perfil lipidico

O LES apresenta um impacto negativo sobre o perfil lipidico. Como pode ser
corroborado na Tabela 4, o grupo LES SEM TERAPIA apresenta média de CT e LDL
superior ao grupo LES COM HCQ (167,11 £+ 30,18 vs. 148,16 = 16,43mg/dL, p<0,05;
e 96,05 = 25,63 vs. 75,05 + 22,52mg/dL, p<0,05) e HDL reduzido tanto em
comparacao aos CONTROLES (49,79 £ 8,0 vs. 68,58 + 9,99mg/dL, p<0,05) como em
relacdo ao grupo LES COM HCQ (49,79 + 8,0 vs. 58,37 £ 14,04mg/dL, p<0,05). Os
niveis de TG se mostraram semelhantes entre os 3 grupos (77,21 + 32,38 vs. 89,95 +
41,83 vs. 84,47 + 38,51mg/dL, p=0,584).

Ao contréario da doenca, o uso de HCQ modificou de forma positiva os niveis de

lipoproteinas. Conforme demonstrado na Tabela 4, o grupo LES COM HCQ



39

apresentou médias de CT e LDL inferiores tanto em comparagdo ao LES SEM
TERAPIA (148,16 £ 16,43 vs. 167,11 + 30,18mg/dL, p<0,05; e 75,05 + 22,52 vs. 96,05
+ 25,63mg/dL, p<0,05), como em relacdo aos CONTROLES (148,16 + 16,43 vs.
174,11 + 23,70mg/dL, p<0,05; e 75,05 + 22,52 vs. 88,53 + 20,24mg/dL, p<0,05). Esse
beneficio se estendeu aos niveis de HDL, que exibiram média mais elevada no grupo
LES COM HCQ gquando comparado ao grupo LES SEM TERAPIA (58,37 + 14,04 vs.
49,79 + 8,0mg/dL, p<0,05), entretanto, o grupo CONTROLE apresentou média de HDL
mais elevada tanto em relacéo ao grupo LES SEM TERAPIA como ao LES COM HCQ
(68,58 £ 9,99 vs. 49,79 £ 8,0 vs. 58,37 + 14,04mg/dL, p<0,05).

Em relacéo as apolipoproteinas, de acordo com a Tabela 4, a média dos niveis
de ApoAl, seguiu o perfil observado em relacdo a HDL, sendo que foi menor nos
pacientes com LES em comparacdo aos CONTROLES (145,67 + 18,67 vs. 167,7 *
18,68mg/dL, p<0,05; e 131,94 + 17,71 vs. 167,7 = 18,68mg/dL, p<0,05) e maior no
grupo LES COM HCQ em relacdo ao LES SEM TERAPIA (145,67 + 18,67 vs. 131,94
+ 17,71mg/dL, p<0,05). A média dos niveis de ApoB foi menor no grupo LES COM
HCQ em relacédo ao LES SEM TERAPIA (73,6 £ 16,4 vs. 90,67 £ 20,19mg/dL, p<0,05).
A média dos niveis de lipoproteina (a) (Lp(a)) foi semelhante entre os grupos (55,68 +
65,37 vs. 33,11 + 30,72 vs. 56,37 + 61,53mg/dL, p=0,34).

Tabela 4: Perfil lipidico basal nos grupos LES COM HCQ, LES SEM TERAPIA e
CONTROLE

Variaveis LESCOMHCQ LESSEMTERAPIA CONTROLE p
n=19 n=19 n=19
CT (mg/dL) 148,16 + 16,43 2P 167,11 + 30,18 174,11 + 23,70 0,005
HDL (mg/dL) 58,37 + 14,04 2P 49,79+8,02 68,58 £9,99 <0,001
LDL (mg/dL) 75,05 + 22,522b 96,05 + 25,63 88,53 £ 20,24 0,02
TG (mg/dL) 77,21 +32,38 89,95 + 41,83 84,47 £38,51 0,584
ApoAl (mg/dL) 145,67 + 18,672 131,94 + 17,712 167,7 + 18,68 <0,001
ApoB (mg/dL) 73,6 +16,4° 90,67 £+ 20,19 82,18 £ 13,62 0,012
Lp(a) (mg/dL) 55,68 + 65,37 33,11 + 30,72 56,37 + 61,53 0,34

Valores expressos em média + desvio padrao.

LES: Lupus Eritematoso Sistémico; HCQ: hidroxicloroquina; CT: colesterol total; HDL:
lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; TG: triglicérides; ApoALl:
apolipoproteina Al; ApoB: apolipoproteina B; LP(a): lipoproteina (a)

2 p<0,05 comparado com grupo CONTROLE.

® p<0,05 comparado com grupo LES SEM TERAPIA.
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4.3 Avaliacao da funcéo da HDL

A Tabela 5 ilustra os achados do ensaio in vitro que avaliou a transferéncia de
lipideos de uma nanoemulsdo para a HDL. Conseguimos verificar que h4 uma
reducdo significativa na transferéncia de CL no grupo LES SEM TERAPIA, tanto em
comparacao aos CONTROLES (4,44 £ 1,05 vs. 5,99 + 1,71, p<0,05) como em relacéo
ao LES COM HCQ (4,44 + 1,05 vs. 5,40 + 1,05, p<0,05). E possivel notar também, um
aparente aumento na média de transferéncia de TG, CE e PHLP no grupo LES COM
HCQ em comparagédo ao LES SEM TERAPIA, mas que ndo foi estatisticamente
significante (4,93 £ 0,69 vs. 4,50 £ 0,69; 5,24 £ 0,70 vs. 4,96 £ 0,89; e 15,67 + 1,03 vs.
15,34 + 1,44, p>0,05).

Tabela 5: Ensaio in vitro da capacidade funcional da HDL em receber lipideos
nos grupos LES COM HCQ, LES SEM TERAPIA e CONTROLE

Parametros in vitro LES COM LES SEM CONTROLE p
HCQ TERAPIA n=19
n=19 n=19

Transferéncia de TG (%) 4,93 +0,69 4,50 + 0,69 514 +1,01 0,054
Transferéncia de CL (%) 540+1,05° 444+105% 599+1,71 0,002
Transferéncia de CE (%) 5,24 £ 0,70 496+0,89 5,69+1,27 0,079
Transferéncia de PHLP (%) 15,67 + 1,03 15,34 +1,44 16,47 +£1,89 0,066

Valores expressos em média + desvio padrao.

LES: Lupus Eritematoso Sistémico; HCQ: hidroxicloroquina; HDL: lipoproteina de alta
densidade; TG: triglicérides; CL: colesterol livre; CE: colesterol esterificado; PHLP: fosfolipides
2p<0,05 comparado com grupo CONTROLE.

® p<0,05 comparado com grupo LES SEM TERAPIA.
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O presente estudo foi o primeiro a demonstrar que o uso de HCQ aumenta
significativamente a transferéncia in vitro de CL para a HDL em pacientes com LES,
indicando uma melhor funcéo desta lipoproteina com o uso dos antimalaricos.

Uma vantagem importante do trabalho foi a presenca de rigorosos critérios de
exclusao, que permitiram abordar qualquer fator de confusédo associado a mudancgas
no perfil lipidico dos participantes do estudo. Foram analisados apenas os pacientes
gue apresentavam baixa atividade de doenca, considerando que o LES, quando em
atividade, pode induzir alteracdes no metabolismo das lipoproteinas!®108-111  Além
disso, foram excluidos todos os pacientes com ldpus que estivessem em uso de
medicacdes ou apresentassem exposicdo a drogas e comorbidades que poderiam
interferir nos niveis de lipoproteinas®t.66.112-114 - A ytilizacdo de um ensaio in vitro ja
validado previamente para a avaliacdo da funcdo da HDL também foi essencial para
a conducéo do estudo®®”115,

Em relacdo ao aspecto quantitativo das lipoproteinas, foi observado que as
pacientes com LES SEM TERAPIA apresentavam uma reducéo dos niveis de HDL,
gue estava associada a um aumento significativo de CT e LDL, muito semelhante ao
“padrao de dislipidemia do Iupus” descrito em outros trabalhos!311, Entretanto, ndo
houve aumento dos niveis de TG, o que pode ter ocorrido por terem sido selecionadas
pacientes com baixa atividade de doenca, ja que se espera um agravamento do perfil
de dislipidemia associado aos episodios de exacerbacdo, ou porque, em funcéo dos
estritos critérios de inclusdo e exclusao, o “n” foi pequeno e nao foi capaz de
demonstrar diferenca em relacdo aos niveis dessa lipoproteina. Borba et. al,
corroboram com o achado de reducado nos niveis de HDL associada ao LES, sendo
essa a alteracdo de lipoproteinas mais frequente no Ildpus, presente em
aproximadamente V3 dos pacientes com doenga inativa e chegando a 80% naqueles
com doenca em atividade!®. Essas alteracées no perfil lipidico, apesar de ndo
explicarem completamente o aumento do risco de doenga cardiovascular nos
pacientes com lUpus, sdo importantes fatores de risco para talt6:117,

O presente trabalho demonstrou que as pacientes com LES SEM TERAPIA
apresentaram uma menor transferéncia de CL para a HDL, o que sugere fortemente
que, no LES, a HDL é menos eficiente. Isso pode ser corroborado pelo achado do
trabalho de Smith et al., que conseguiu demonstrar uma reduc¢ao de 15% do transporte
reverso de colesterol nas pacientes com LES em comparacéo a controles saudaveis®.

Gonzalez-Gay et al., também identificaram uma redug&o no efluxo de colesterol dos
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macrofagos para a HDL em pacientes com LES, inferior até mesmo quando
comparado a portadores de artrite reumatoide!!®. Algumas das hipéteses, que
poderiam estar envolvidas, seriam a reducdo do efluxo de colesterol mediado por
ABCAl e ABCGL1 e a presenca de anticorpos anti-ApoAl identificados nos pacientes
com LES'9120_ Além do prejuizo direto na funcéo da HDL, Carlucci et al. conseguiram
correlacionar a reducao do transporte reverso de colesterol com o aumento do nimero
de neutrofilos pré-inflamatérios e a ruptura da placa coronariana nao calcificada em
pacientes com LES?®,

O efeito hipolipemiante mediado pelo uso de HCQ em pacientes com doencas
autoimunes como lUpus, artrite reumatoide e doencga de Sjogren, apesar de ainda ndo
completamente compreendido, ja esta estabelecido!?-123, As pacientes do grupo LES
COM HCQ, além de apresentarem um aumento na média de HDL quando
comparadas as do grupo LES SEM TERAPIA, apresentaram uma reducao
significativa dos niveis de CT e LDL, inferiores até mesmo no comparativo com as
controles saudaveis. O aumento dos niveis de HDL com o uso de HCQ, ainda é
guestionavel na literatura, com alguns trabalhos também corroborando esse achado
e outros ndo identificando efeito quantitativo dessa medicacdo sobre a HDL®"%8, O
efeito de reducdo dos niveis de CT e LDL, também foi demonstrado em outros
trabalhos, mesmo em pacientes com Idpus em corticoterapia, mais uma vez
comprovando os extensos beneficios do uso dessa medicacéo, ndo so para controle
de atividade de doenca, mas na prevencao cardiovasculart?4-127,

Neste estudo foi possivel observar que o uso da HCQ, além de aumentar os
niveis de HDL, também reverteu o efeito prejudicial da doenca na funcdo da HDL,
aumentando o transporte de CL, o que pode promover uma reducdo do risco
cardiovascular das pacientes com LES, pois o transporte de CL do macréfago para a
HDL protege contra a sua apoptose, prevenindo a formacg&o e posterior ruptura da
placa ateroscleréticat?®-131, Além disso, ja foi demonstrado previamente que a melhora
na remocao do colesterol de macréfagos periféricos esta relacionada diretamente a
reducéo do risco aterosclerético, independente dos niveis de HDL8%132.133,

Mais recentemente, modelos de lUpus em ratos, identificaram que o uso de
HCQ reduziu o processo aterosclerético e reverteu o status imune, apesar de nao
ocorrerem alteracdes no perfil lipidico com o uso dessa medicacdo***. Um estudo com

197 pacientes com LES também identificou uma relagéo negativa entre o uso de HCQ
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e a presenca de placas carotideas, mais uma vez confirmando o extenso beneficio
dessa medicacdo na prevencéo do risco cardiovascular®®,

O trabalho conseguiu demonstrar que pacientes em uso de HCQ apresentam
ndo s6 aumento de HDL, mas principalmente uma reducao significativa do CT e LDL,
em niveis mais baixos até que os controles, solidificando o efeito benéfico dessa
medicacado no perfil lipidico. Além disso, foi possivel observar, que essa medicacao
parece melhorar a funcdo da HDL, aumentando o transporte de CL, o que pode
promover a prevengao da ocorréncia de eventos cardiovasculares em pacientes com
LES.
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Este estudo sugere que o uso da HCQ pode reverter parte dos efeitos deletérios
do LES, aumentando significativamente os niveis de HDL e também promovendo uma
melhora da sua funcéo. Esse efeito, somado aos inUmeros beneficios descritos com
0 uso dessa medicacao reitera a sua importancia no tratamento dos pacientes com
LES e na prevengéo da ocorréncia de eventos cardiovasculares.

O LES piora significativamente os niveis e a funcdo da HDL, podendo ser
considerada condicdo de risco cardiovascular independente para a progressao da
aterosclerose.

Outros estudos sédo necessérios para confirmar o beneficio da hidroxicloroquina
no metabolismo das lipoproteinas e avaliar o seu possivel papel na reversdo do

processo aterosclerético.
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ANEXO A — Aprovacao na CAPPesq
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLLJI'ENCIA DO USO DE HIDROXICLOROQUINA E DA ATIVIDADE INFLAMATORIA
DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO NA ATIVIDADE ANTI-OXIDANTE DA HDL

Pesquisador: EDUARDO FERREIRA BORBA NETO

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 63637517.1.0000.0088

Institui¢do Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.922.408

Apresentacéo do Projeto:
Estudo observacional propectivo, com grupo controle pareado, em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), do sexo feminino para determinacao da influéncia do efeito do uso de Hidroxicloroquina e

da atividade inflamatoria na atividade anti-oxidante da HDL.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar os efeitos do uso de hidroxicloroquina em aspectos qualitativos da HDL, em
pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico sem doenca cardiovascular estabelecida.

Objetivo Secundario: Avaliar os efeitos da atividade inflamatdria de doenca sobre a acdo antioxidante da
HDL em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os procedimentos existentes no estudo ndo s&o invasivos e ndo havera qualquer risco para a saude dos
sujeitos da pesquisa. Os resultados dos exames irdo contribuir para avaliar o efeito da hidroxiclorogquina ou

da inflamac&o nos niveis e na funcdo da HDL.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de interesse cientifico, com desenho bem elaborado e adequadamente descrito, com metodologia

bem definida e casuistica adequada.
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Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: 5P Municipio: SAQ PAULO
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Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Apresentados corretamente. TCLE elaborado em linguagem adequada, contendo todas as informacdes

necessarias.
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Em conformidade com a Resolucdo CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicacéo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupc&o do projeto ou a néo publicacdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacd&es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/01/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 839586.pdf 09:45:57
Outros CadastroProtocoloPesquisa16050.pdf 09/01/2017 |EDUARDO Aceito

09:44:23 |FERREIRA BORBA
Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinadaProjetoGabriela®| 09/01/2017 |EDUARDO Aceito
012017 .pdf 09:43:24 |FERREIRA BORBA
TCLE / Termos de | TermoConsentimento21122016.doc 21/12/2016 |EDUARDO Aceito
Assentimento / 15:52:09 |FERREIRA BORBA
Justificativa de NETO
Auséncia
Outros INCORApoioPesquisa.pdf 14/12/2016 |EDUARDO Aceito
16:15:09 [FERREIRA BORBA
Cronograma CRONOGRAMA14122016.docx 14/12/2016 |EDUARDO Aceito
16:11:17 _|FERREIRA BORBA
Projeto Detalhado / |PROJETOVersao14122016.docx 14/12/2016 |EDUARDO Aceito
Brochura 16:10:05 |[FERREIRA BORBA
Investigador NETO

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403-010
UF: SP Municipio: SAQ PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail:
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDC

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:
INFLUENCIA DO USO DE HIDROXICLOROQUINA E DA ATIVIDADE INFLAMATORIA DO

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO NA ATIVIDADE ANTI-OXIDANTE DA HDL

2. PESQUISADOR PRINCIPAL:

Prof. Dv. Eduarde Ferreira Borba Neto (Pesquisador Principal)

CARGO/ FUNGAO: Professor Associado da Reumatologin  INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N 60238
UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Reumatologia (Instituto Central - Prédio dos Ambulatdrios)
2a. PESQUISADOR: Dra. Maria Gabriela Lang

CARGO/ FUNQB.O: Medica Assistente INSCRICJ"-"'\O CONSELHO REGIONAL N®: 179810

UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Reumatologia (Instituto Central - Prédio dos Ambulatorios)
2b. PESQUISADOR: Prof. Dra. Carmen Guilherme Christiano de Matos Vinagre

CARGO/ FUNQB.O: Biomedica INSCRICJE.O CONSELHO REGIONAL N°: 116077

UNIDADE HOSPITAL INCOR-USP: Laboratorio de Metabolismo e Lipides

3. DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Departamento de Clinica Médica - Disciplina de Reumatologia (Institu
Central)

4, AVALIA(}AD DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO E RISCO MEDIO O

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [J

5. DURAGAO DA PESQUISA: 4 ANOS

CONVITE A PARTICIPAGAO:

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa: ” INFLUENCIA DO USO
DE HIDROXICLOROQUINA E DA ATIVIDADE INFLAMATORIA DO LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO NA ATIVIDADE ANTI-OXIDANTE DA HDL”.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO: O Lipus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca
reumatologica que pode diminuir os niveis do “colesterol bom” (também chamado de HDL) que nos
protege contra a formacéio de placas de gordura nos vasos (aterosclerose). Neste estudo queremos avaliar
a fun¢io da HDL nas pacientes com LES que possuem um grau de nflamacio da doenca e verificar se a

hidroxicloroquina pode melhorar os seus niveis e sua funcio.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E METODOS QUE SERAO EMPREGADOS: A sua
participagiio € voluntana e caso vocé decida participar, noés precisaremos anotar algumas informagdes
médicas do seu pronfuario (exames anteriores, avaliacdo médica, medicacdes, outras doencas). Além das
mformacdes do prontuario, nos faremos algumas perguntas sobre sua doenc¢a na entrevista além das
medidas da pressio, peso e altura. Para participar deste estudo serd necessario fazer uma coleta de 50 ml
de sangue para verificar os valores e a funcfo da sua HDL.

Para participar deste estudo sera necessario fazer uma coleta de 50 ml de sangue para verificar os valores

e a funcdo da sua HDL.

DESCONFORTOS E RISCOS DECORRENTES DA SUA PARTICIPACAO: Estes procedimentos
ndo sdo nvasivos e ndo havera qualquer risco para sua saide. Eventualmente, alguns podem sentir algum
desconforto, um pouco de dor, na coleta de sangue ou formagio de pequeno hematoma. Os resultados dos

exames irfo confribuir para avaliar o efeito da hidroxicloroquina ou da inflamacio na funcdo da HDL.

BENEFICIOS PARA O PARTICIPANTE: Os resultados dos exames irio contribuir para avaliar o

efeito da hidroxicloroquina ou da mflamacéio nos niveis e na fungdo da HDL.

ESCLARECIMENTO SOBRE A FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSINTENCIA: Seu
diagndstico ja estd estabelecido e vocé ja esta sendo acompanhada pelo médico assistente. A relevancia
clinica dos resultados dos exames realizados nesta pesquisa sera avaliada pelo seu médico assistente e

posteriormente explicado para voce.

GARANTIA DE PLENA LIBERDADE DE RECUSAR OU RETIRAR O SEU
CONSENTIMENTO EM QUALQUER FASE DA PESQUISA E DE ESCLARECIMENTO: Vocé
serd esclarecida sobre a pesquisa em qualquer momento que desejar. Vocé & livre para recusar-se a
participar, retirar seu consentimento ou interromper a sua participa¢do a qualquer momento. A sua
participaciio € voluntiria e a recusa em participar ndo wa acarretar qualquer penalidade ou perda de

beneficios.

GARANTIA DE RECEBIMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E GARANTIA DE
SIGILO: O(s) pesquisador(es) ira(do0) resguardar sua identidade e garantir sigilo. Os resultados do exame
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de sangue serdo dispombilizados a vocé e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que
indique a sua participacio ndo sera liberado sem a sua permissio. Vocé nio sera identificada em nenhuma
publicacio que possa resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento informado serd arquivada no
Setor de Reumatologia da Disciplina de Reumatologia do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina

da USP e outra sera fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR EVENTUAIS
DANOS DECORRENTES DA PESQUISA: A participagdo no estudo nio acarretara custos para vocé e

nao serd disponivel nenhuma compensacio financeira adicional por algum dano.

MAIS INFORMACAO: Este consentimento foi aprovado pelo Comité de Etica/ Ensino e Pesquisa de
sua instifuicdo. Se a Sra. tiver perguntas adicionais referentes a pesquisa, por favor, entre em contato com:
Dr. Eduardo Ferreira Borba Neto
Endereco: Faculdade de Medicina da USP (Secretaria da Disciplina de Reumatologia)
Av.Dr. Amaldo, n® 455, 3 andar, sala 3190. Bairro: Cerquewra César, CEP: 01246-903
Telefones: 3061-7492/ 3061-7490 (Secretaria da Disciplina de Reumatologia)
2661-6105 (Ambulatorio de Reumatologia do HCFMUSP)
Email: reumato(@usp.br

- Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética dessa pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (C.E.P.) no seguinte endereco: Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — Prédio da Administracéo. Tel: (11) 2661-7585 - 2661-1548 - 2661-
1549. E-mail: cappesq.adm@hc fm.usp.br.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informac&es que li ou que foram

lidas para mim, descrevendo o estudo INFLUENCIA DO USO DE HIDROXICLOROQUINA E DA
ATIVIDADE INFLAMATORIA DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO NA ATIVIDADE ANTI-
OXIDANTE DA HDL.

Eu discuti com o Dr. Eduardo Ferreira Borba Neto sobre a minha deciséo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim guais sao os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
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