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RESUMO

O lUpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune que pode levar ao
comprometimento de multiplos érgéos, incluindo os rins. O diagnostico precoce de leséo renal
pode evitar agravos a satde do paciente além de proporcionar uma melhor conduta clinica. O
presente estudo teve como objetivo avaliar novos biomarcadores e biomarcadores ja conhecidos
de lesdo renal em pacientes com LES a fim de predizer precocemente disfuncéo renal nesses
pacientes. Metodologia: Foi realizado um estudo do tipo transversal, no periodo de agosto de
2018 a julho de 2020, no ambulatério de reumatologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio, localizado na cidade de Fortaleza-CE. Foram colhidas amostras de sangue e urina de
pacientes com diagndsticos de LES, bem como realizada a aplicacdo de questionario
sociodemogréafico especifico. Pacientes com diagnostico de LES maiores de 18 anos de ambos
0s sexos e sem doenca renal prévia foram incluidos. A fungdo renal foi avaliada usando
creatinina sérica, ureia e taxa de filtracdo glomerular estimada (TFG). A nefrina urinéria e 0s
biomarcadores vasculares VCAM-1, angiotensina-2 e syndecan-1 foram quantificados por
ELISA. Resultados: Em relacdo aos biomarcadores VCAM-1 e Syndecan-1, pacientes com
nefrina detectavel, apresentaram maior valor médio (1.151,58; p = 0,002 e 87,5; p > 0,001,
respectivamente). Os demais parametros laboratoriais avaliados apresentaram valores de
normalidade, inclusive os resultados de ureia e creatinina, considerados como marcadores
tradicionais de comprometimento renal. Conclusdo: N&o foi observada associacdo entre
nefrindria e proteindria, TFG e creatinina sérica em pacientes com LES sem nefrite lupica.
Porém, o estudo apresentou associacdo entre nefrindria e os biomarcadores VCAM-1 e
syndecan-1, que séo biomarcadores vasculares envolvidos na disfungdo endotelial. O uso de
novos biomarcadores de lesdo renal precoce na pratica clinica, de modo associado a outros
parametros envolvidos na fisiopatologia e no prognéstico do LES, podem facilitar o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de tratamento e monitoramento de nefropatias
associadas ao LES, bem como contribuir para a prevencdo de agravos ao quadro clinico dos

pacientes.

Palavras-chave: LUpus Eritematoso Sistémico. Biomarcadores. Lesdo Renal Aguda.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that can lead to the involvement
of multiple organs, including the kidneys. Early diagnosis of kidney injury can prevent health
problems in addition to providing better clinical management. The present study aimed to
evaluate new biomarkers and biomarkers already known for kidney injury in patients with SLE
in order to predict kidney dysfunction early in these patients. Methods: A cross-sectional study
was carried out, from August 2018 to July 2020, at the rheumatology outpatient clinic of the
University Hospital Walter Cantidio, in Fortaleza-CE. Blood and urine samples were collected
from patients diagnosed with SLE, as well as the application of a specific sociodemographic
questionnaire. Patients diagnosed with SLE older than 18 years of both sexes and without
previous kidney disease were included. Renal function was assessed using serum creatinine,
urea and estimated glomerular filtration rate (eGFR). Urinary nephrin and vascular biomarkers
VCAM-1, angiotensin-2 and syndecan-1 were quantified by ELISA. Results: Regarding the
VCAM-1 and Syndecan-1 biomarkers, patients with detectable nephrin had a higher mean value
(1,151.58; p = 0.002 and 87.5; p > 0.001, respectively). The other laboratory parameters
evaluated showed normal values, including the results of urea and creatinine, considered as
traditional markers of kidney injury. Conclusion: There was no association between
nephrinuria and proteinuria, GFR and serum creatinine in SLE patients without lupus nephritis.
However, the study showed an association between nephrinuria and the biomarkers VCAM-1
and syndecan-1, which are vascular biomarkers involved in endothelial dysfunction. The use of
new biomarkers of early kidney injury in clinical practice, in association with other parameters
involved in the pathophysiology and prognosis of SLE, can facilitate the development of more
effective strategies for the treatment and monitoring of SLE-associated nephropathies, as well

as contributing to the prevention of injuries to the patients' clinical condition.

Keywords: Systemic lupus erythematosus. Biomarkers. Acute Kidney Injury.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune, inflamatéria, sistémica
e cronica, caracterizada pela ativacdo do sistema imunoldgico com respostas exageradas de
células B e celulas T e perda de tolerdncia imunoldgica contra autoantigenos. A producdo e a
eliminacdo defeituosa de anticorpos, a circulacdo e a deposi¢ao de imunocomplexos nos tecidos
e a ativacdo do complemento e das citocinas contribuem para as manifestacdes clinicas que
variam de fadiga leve e dor nas articulacfes a lesdes graves em drgdos com risco de vida
(GALINDO; VEIGA, 2010; KIRIAKIDOU; CHING, 2020).

Sua etiopatogenia € multifatorial e esta associada a fatores genéticos, epigenéticos,
hormonais, ambientais e imunoldgicos, que contribuem para o desequilibrio do sistema imune,
acarretando a producdo de autoanticorpos contra proteinas nucleares, que podem potencializar
a gravidade da doenca (SKARE et al., 2016).

O LES é uma doenca polimorfica com ampla variabilidade de fendtipos, niveis de
gravidade e curso clinico, podendo apresentar periodos de atividade e de remissdo. A maioria
dos acometidos tem um curso benigno, porém a sobrevida global € menor quando comparada a
da populacéo geral, com razéo de mortalidade padronizada de 2,4 a 6,4 (KLUMB et al., 2015).

Sua etiopatogenia ainda ndo foi totalmente elucidada, mas sabe-se que diferentes
eventos imunoldgicos podem culminar numa via final comum - a producdo de autoanticorpos
dirigidos a antigenos nucleares - resultando em manifestacGes clinicas e o envolvimento de
maltiplos orgédos e sistemas, podendo cursar com sintomas constitucionais, como: artrite,
serosite (pleurite e pericardite, particularmente), nefrite, vasculite, miosite, manifestacoes
mucocutaneas, hemocitopenias imunoldgicas, quadros neuropsiquiatricos, hiperatividade
reticuloendotelial e pneumonite (ADLER; COHEN; GLASSOCK, 1996; CAMERON, 1997,
WALLACE; GLADMAN, 2019).

1.1.1 Epidemiologia
O LES afeta homens e mulheres de todas as racas e em qualquer idade, mas é

predominante em mulheres durante a fase reprodutiva e na populacdo negra e mestica. A

incidéncia estimada em diferentes locais do mundo é de aproximadamente 1 a 22 casos para



13

cada 100.000 pessoas por ano, e a prevaléncia pode variar de 7 a 160 casos para cada 100.000
pessoas. No Brasil, estima-se uma incidéncia de LES em torno de 8,7 casos para cada 100.000
pessoas por ano, de acordo com um estudo epidemiolégico realizado na regido Nordeste
(VILAR, SATO, 2002; BORBA, BRENOL, LATORRE, 2008; VARGAS, ROMANO, 2009;
PONS-ESTEL, ALARCON, SCOFIELD, 2010).

A mortalidade dos pacientes com LES esta relacionada a atividade inflamatoria da
doenca, especialmente quando ha acometimento renal e do sistema nervoso central, e pode
ocorrer em diferentes estagios conforme a evolucdo da doenca. Quando no inicio, os dbitos sdo
relacionados ao risco maior de infeccBes graves decorrentes da imunossupressdo. Ja nos
estagios mais avangados, a mortalidade esté relacionada as complica¢des da prépria doenca e
do tratamento, sendo as desordens cardiovasculares um importante fator. No Brasil, foi
identificada uma taxa de mortalidade de 4,76 mortes a cada 105 habitantes, sendo a regido

Nordeste a que apresentou a menor taxa, com 3,69/105 habitantes (COSTI et al., 2017).

1.1.2 Patogénese

O LES é caracterizado por varios defeitos no sistema imune por perda da autotolerancia,
que resultam em um processo que comeca na quebra da homeostasia celular e culmina com a
producdo anormal de autoanticorpos, cujo aparecimento precede em anos 0s primeiros sintomas
da doenca (VASCONCELOS et al., 2019).

Do ponto de vista genético, é bem conhecida uma alta prevaléncia de LES entre gémeos
monozigoticos (29 vezes maior que a da populacédo geral) e nos parentes de primeiro grau (risco
17 vezes maior de desenvolver a doenca). A associacdo entre LES e deficiéncia de algumas
proteinas do sistema complemento, especialmente C1g e C4, é bem determinada. Estudos
recentes de avaliacdo gendmica identificaram cerca de 50 loci com polimorfismos relacionados
a uma maior predisposicdo (TSOKOS et al., 2016).

O papel patogénico dos hormonios baseia-se na hipotese de imunomodulacdo. Os
estrégenos tém papel estimulador de varias células imunes, como macréfagos, linfocitos T e B,
favorecendo a adesdo dos mononucleares ao endotélio vascular, estimulando a secre¢do de
algumas citocinas, como interleucinas-1 e expressdo de moléculas de adesdo e MHC
(VASCONCELOS et al., 2019).

Entre os fatores ambientais, destaca-se o papel da luz ultravioleta, uma vez que a
exposicdo solar determina a apoptose de queratindcitos com subsequente expressdo de

fosfolipideos, citocinas, macrofagos e o processamento de antigenos, que desencadeiam uma
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resposta imune inflamatoria (TSOKOS et al., 2016).

Entre os disturbios da regulacdo imune, destacam-se: aumento da expressdo de INFa,
especialmente durante os periodos de atividade inflamatoria; reducéo das células T citotoxicas;
aumento dos linfécitos T CD4+ e ativacdo policlonal de células B autorreativas (SILVARINO
et al., 2015; TSOKOS et al., 2016).

1.1.3 Diagnostico

O diagndstico de LES baseia-se na combinagdo de manifestagdes clinicas e alteracdes
laboratoriais, desde que outras doencas, como infec¢es virais (citomegalovirus, Epstein-Barr,
hepatites), outras doencas autoimunes (artrite reumatoide, sindrome de Sjogren) e
hematoldgicas (purpura trombocitopénica) sejam excluidas (VASCONCELOS et al., 2019).

Para o diagndstico de LES, é fundamental a realizagdo de anamnese e exame fisico
completos e de alguns exames laboratoriais, que sdo importantes ndo sé para o diagnostico mas,
também, para o acompanhamento dos pacientes, propiciando a identificacdo de anormalidades
imunoldgicas, acometimento de Orgaos/sistemas e alteracbes inflamatorias, a saber:
hemograma; contagem de reticulécitos; teste de Coombs direto (detec¢do de autoanticorpos);
velocidade de hemossedimentacdo (VHS); proteina C reativa; eletroforese de proteinas; fator
antinuclear (FAN); investigacdo de autoanticorpos (anti-dsDNA, anti-Sm, anti-P, anti-Ro/SSA,
anti-La/SSB e anticorpos antifosfolipideos SAF) e do complemento (C3, C4 e hemolitico total)
(BRASIL, 2013; VASCONCELOS et al., 2019).

O exame do sedimento urinario (proteindria, hematuria, leucocitdria, cilindruria),
biopsia renal (classe histologica da nefrite), enzimas musculares (miosite) e hepaticas (hepatite,
toxicidade medicamentosa), ressonancia magnética (atividade do sistema nervoso central e
infeccdo) e eletroneuromiografia (neuropatia periférica) sdo exames que refletem o
envolvimento de orgdos/sistemas (GALINDO, VEIGA, 2010; BRASIL, 2013;
VASCONCELOS et al., 2019).

Quanto as manifestacdes clinicas, o diagnostico do LES € estabelecido pelos critérios
de classificagdo propostos pelo American College of Rheumatology (ACR) em 1982 e
revisados em 1997, aceitos universalmente, que se baseia na presenca de pelo menos 4 dos 11
critérios de classificacdo, em qualquer momento da vida dos pacientes, conforme descritos
abaixo (HOCHBERG, 1997; BRASIL, 2013):

1. Eritema malar: eritema fixo, plano ou elevado nas eminéncias malares, tendendo a

poupar a regido nasolabial.
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2. Lesdo discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e
tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atrofica e discromia.

3. Fotossensibilidade: eritema cutaneo resultante de reacdo incomum ao sol, por historia
do paciente ou observacdo do médico

4. Ulcera ou nasofaringea: geralmente ndo dolorosa, observada pelo médico.

5. Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo 2 ou mais articulagbes periféricas,
caracterizada por dor a palpacéo, edema ou derrame.

6. Serosite: pleurite — histdria convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado pelo
médico ou evidéncia de derrame pleural; ou pericardite — documentada por eletrocardiograma,
atrito ou evidéncia de derrame pericardico.

7. Alteracdo renal: proteinaria persistente (> 0,5 g/dia ou acima de 3+, se ndo
quantificada); ou cilindruria anormal.

8. Alteragdo neurologica: convulsdo ou psicose. Considerar a auséncia de farmacos
implicados ou alteragdes metabodlicas conhecidas (por exemplo, uremia, cetoacidose, disturbios
hidroeletroliticos).

9. Alteracdes hematoldgicas: anemia hemolitica com reticulocitose ou leucopenia (<
4.000/mm?3 em duas ou mais ocasides) ou linfopenia (< 1.500/mm? em duas ou mais ocasides);
ou trombocitopenia (< 100.000/mm? na auséncia de uso de farmacos causadores).

10. AlteragBes imunoldgicas: presenca de anti-DNA nativo ou de anti-Sm ou achados
positivos de anticorpos antifosfolipidios baseados em concentracdo sérica anormal de
anticardiolipina IgG ou IgM, em teste positivo para anticoagulante lGpico, usando teste-padrédo
ou em VDRL falso-positivo, por pelo menos 6 meses e confirmado por FTA-ADbs negativo.

11. Anticorpo/fator antinuclear (FAN): titulo anormal de FAN por imunofluorescéncia
ou método equivalente em qualquer momento, na auséncia de farmacos sabidamente associados
ao ltpus induzido por farmacos.

A maioria dos pacientes (> 98%) tem o teste de FAN positivo em titulos altos, em
particular durante os periodos de atividade da doencga. Ressalta-se que a positividade desse
exame ndo é especifica do LES e pode ocorrer em outras doengas autoimunes, infecciosas e
neoplasicas. Dessa forma, o teste é relevante pelo seu alto valor preditivo negativo (VARGAS,
ROMANO, 2009; BRASIL, 2013; VASCONCELOS et al., 2019).

1.1.4 Tratamento
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Em decorréncia da grande variabilidade fenotipica e das manifestacGes clinicas, o
tratamento de pessoas com LES requer, inicialmente, a definicdo da extensdo e gravidade da
doenca. Assim, é recomendado que o tratamento envolva a participacdo de uma equipe
multidisciplinar, com diversas especialidades médicas, psicologos, fisioterapeutas e
farmacéuticos, além de uma estrutura de apoio hospitalar e de investigacdo complementar
(BRASIL, 2013; VASCONCELOS et al., 2019).

Os beneficios esperados com o tratamento séo o controle da atividade da doenca (rapido
e persistente), que pode ser avaliada pelo SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index), e o controle e impedimento do surgimento de fatores de risco para complicagdes
cronicas do LES (BRASIL, 2013; VASCONCELOS et al., 2019).

Além da avaliacdo da atividade da doenca, deve-se considerar a identificacdo de fatores
associados a reativacdo, como a exposic¢ao a irradiacdo UV, infeccdes superpostas, distirbios
emocionais, que deverdo ser evitados. Outro fator que deve ser constantemente avaliado é a
adesdo ao tratamento, sendo uma importante causa do nao controle da doenca. Nesse contexto,
é importante a educacdo do paciente e da familia sobre a provavel evolucao natural da doenca
e potencial gravidade dos acometidos, além da presenca de comorbidades e danos associados
ao LES e/ou tratamento (VASCONCELOQOS et al., 2019).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para 0 LES (BRASIL, 2013),
medidas terapéuticas ndo medicamentosas devem ser enfatizadas para melhora dos distarbios
imunoldgicos da doenca, reducdo das comorbidades e da mortalidade, tais como:

-realizar orientacdo dietética para prevencao e controle de osteoporose, dislipidemia,
obesidade e hipertenséo arterial sistémica (estimular uma dieta balanceada, com baixo teor de
sodio, carboidratos e lipidios, especialmente aos usuarios crénicos de glicocorticoides;
considerar a suplementagéo de calcio e vitamina D para todos os pacientes);

-estimular a realizacdo de atividade fisica regular, objetivando a reducéo da fadiga e do
risco cardiovascular, e protecdo da massa 0ssea;

-orientar sobre protecdo contra luz solar e outras formas de irradiacéo ultravioleta, por
meio de barreiras fisicas, como roupas adequadas e uso de chapéus, e evitar exposicao direta
ou indireta ao sol e a lampadas fluorescentes ou halégenas;

-indicar avaliacdo oftalmoldgica a cada 6 a 12 meses, especialmente para pacientes em
uso de antimaléricos;

-realizar orientagdo e estimular a atualizacdo do calendario de vacinagdo anual.
Especialmente quando em uso de imunossupressores, devem-se evitar vacinas com virus vivos

atenuados;
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-prestar orientacdes sobre anticoncepcdo. Recomendar evitar a concepg¢do nos periodos
de atividade da doenca ou durante o tratamento com medicamentos contraindicados na
gestacao.

O tratamento medicamentoso requer a definicdo de que os sintomas apresentados sao
exclusivos do LES e ndo de complicagdes associadas, como infecgdes. O planejamento
terapéutico e o estabelecimento do prognostico da doenca deve ser feito de modo especifico, ou
seja, para cada paciente, individualmente, podendo o LES ser classificado em leve, moderado
e grave, cuja divisdo, ainda que imprecisa, permite a decisdo da terapia medicamentosa a ser
utilizada (BRASIL, 2013; GORDON et al., 2018).

Entre os medicamentos utilizados podem ser citados o0s antimalaricos
(preferencialmente, a  hidroxicloroquina), que deve ser prescrita desde o diagndstico
independente da gravidade da doenca, e os glicocorticdides, independentemente do érgédo ou
sistema afetado pela doenga. Os beneficios da hidroxicloroguina incluem a melhora clinica
consistente, reducdo da atividade da doenca, reativacdes menos frequentes e reducao das doses
de corticosterdides (BORBA et al., 2008; SHINJO et al., 2010).

Além dos antimalaricos, os glicocorticoides sdo os farmacos mais utilizadas no
tratamento do LES, e as doses diarias variam de acordo com a gravidade de cada caso, devendo
serem utilizados na menor dose efetiva para o controle da atividade da doencga e, assim que
possivel, reduzidos gradualmente até a suspensdo, uma vez que Seu uso € o principal
determinante de dano organico permanente a longo prazo, sendo evidenciado o aparecimento
de catarata, osteoporose, osteonecrose e aterosclerose acelerada (BRASIL, 2013;
VASCONCELOS et al., 2019).

Para manifestagOes leves e/ou moderadas, além da hidroxicloroquina, esta indicada a
prednisona, em associacdo com metotrexato, leflunomida e azatioprina, se necessario. Para 0s
casos refratarios, outros agentes imunossupressores e/ou imunomoduladores podem ser
indicados, como micofenolato de mofetila ou sodico, ciclofosfamida, dapsona e talidomida. Os
imunossupressores sao bastante utilizados no tratamento de LES grave, principalmente quando
h& comprometimento renal, no qual sua funcdo é inibir a replicacdo de células efetoras do
sistema imune (BRASIL, 2013; COSTA, COIMBRA, 2014; TUNNICLIFFE et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2019).

A glomerulonefrite (GN) é a consequéncia mais relacionada ao uso de doses elevadas
de corticoides e imunossupressores, sendo a condi¢cdo que mais requer internacdo hospitalar e
0 principal fator relacionado ao aumento da mortalidade. A progressdo para doenca renal

crénica (DRC) estabelecida ocorre em 10% a 30% dos pacientes, principalmente nos que
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apresentam glomerulonefrite proliferativa (NIVED et al., 2013; KLUMB et al., 2015).

1.2 Comprometimento renal no Lapus Eritematoso Sistémico

Até 74% dos pacientes com LES apresentardo alguma manifestacdo renal durante o
curso de sua doenca, seja sindrome nefritica ou nefrética, com alterac@es tubulares, intersticiais,
vasculares e glomerulares, cuja gravidade depende dos critérios clinicos de diagndstico,
indicacdes de bidpsia e/ou padrdo histopatoldgico e do seguimento dos pacientes (KLUMB et
al., 2015; VASCONCELOS et al., 2019).

O envolvimento renal é uma manifestacio comum de drgdo-alvo e pode ter um
prognostico ruim devido ao alto risco de faléncia de 6rgdos. A doenca renal em estagio terminal
de lupus esta associada a pior sobrevida entre pacientes em dialise e transplante em comparacgao
com outras causas de doenca renal terminal (ZHANG et al., 2016; ALMAANI, MEARA,
ROVIN, 2017; KIRIAKIDOU, CHING, 2020).

O comprometimento renal em portadores de LES é considerado causa de agravamento
de morbidade e mortalidade, uma vez que complica¢cdes como hipertensdo arterial, sindrome
nefrética e insuficiéncia renal podem estar associados ao quadro clinico (WOOLF et al., 1979;
KLUMB et al., 2015). O envolvimento renal pode simular o padrdo de qualquer
glomerulonefrite priméria, podendo serem observadas lesdes inter-glomérulos ou mesmo intra-
glomérulos dentro de uma amostra. As lesdes glomerulares podem, ainda, estar acompanhadas
de lesBes tubulo-intersticiais e vasculares (SILVA, 1983; ANTONOVICH, 1995; APPEL,
D’AGATI, 1995; D’AGATI, 1998; FERLUGA et al., 2000; GLASSOCK, 2004).

De fato, o envolvimento glomerular é determinante da maior parte dos sinais e sintomas
da nefrite lupica, cuja prevaléncia é de 28% a 74%. A semelhanca das manifestacdes em outros
sistemas, a nefrite lupica também apresenta graus distintos de gravidade, com periodos de
atividade e remissdo, que determinam a escolha dos agentes terapéuticos a serem empregados
(CERVERA, KHAMASHTAMA, HUGHES, 2009; HOUSSIAU, LAUWERYS, 2013;
SILVARINO, OTTATI, NOBOA, 2015; KLUMB et al., 2015).

Quanto a patogenia da nefrite lUpica, a deposi¢cdo de imunocomplexos, a ativacdo do
complemento, linfdcitos B e T e de mdltiplas citocinas estdo envolvidos, podendo se manifestar
clinicamente com qualquer sindrome nefrolégica, desde alteracfes minimas do sedimento
urinério até doenga renal cronica extrema. Uma coorte prospectiva latino-americana que incluiu

1214 pacientes com LES, observou envolvimento renal em 51,7% destes, evidenciado como
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proteindria persistente e/ou alteragdes do sedimento urinério (46%), sindrome nefrotica (6,7%,)
insuficiéncia renal aguda (3,2%) e insuficiéncia renal cronica (1.7%) (SILVARINO, OTTATI,
NOBOA, 2015; PONS-ESTEL et al., 2004).

O maior desafio para o tratamento da nefrite lGpica é sua identificacdo precoce e de suas
reativacdes, aspectos claramente associados & maior chance de remisséo. Para os pacientes que
n&o tiverem obtido resposta completa ou parcial em 6 meses da inducdo com algum esquema
de ciclofosfamida ou micofenolato de mofetila, deve-se considerar a troca de um pelo outro ou
a substituicdo por um inibidor de calcineurina ou, ainda, pelo rituximabe. Os inibidores da
enzima conversora da angiotensina e/ou bloqueadores dos receptores de angiotensina séo
recomendados como antiproteiniricos para todos os pacientes, exceto quando ha
contraindicacdes (KLUMB et al.,2015).

Quanto ao diagndstico da nefrite lGpica, na pratica clinica, nem sempre é possivel fazer
a avaliacdo histopatolégica/bidpsia renal, que permite o reconhecimento de marcadores
diagndsticos e prognosticos que podem influenciar a escolha terapéutica. Para os pacientes ndo
submetidos a bidpsia renal, e para todos ao longo da evolucdo, recomenda-se 0 uso de
marcadores clinicos e laboratoriais que auxiliam a caracterizacdo da gravidade e atividade do
quadro, inferindo uma provavel classe histopatol6gica, e que podem orientar o uso dos agentes
imunomoduladores e/ou imunossupressores. O objetivo principal do tratamento € alcancar a
remissdao completa, que esta associada a bom progndéstico em longo prazo. No entanto, apesar
dos esquemas terapéuticos atuais, menos de 50% dos pacientes com nefrite IUpica obtém
remissdo completa apds os primeiros seis meses de tratamento (NIVED et al., 2013; KLUMB
et al.,2015; VASCONCELOS et al., 2019).

Na maioria dos casos de nefrite IUpica, a clinica, a sorologia e os testes laboratoriais ndo
conseguem predizer, de forma precisa, 0os achados histoldgicos e nem diferenciar outras
possiveis causas de doenca renal. Por outro lado, esse conjunto de dados pode ser muito Gtil no
acompanhamento clinico da nefrite e, em especial, pode auxiliar no diagnéstico de atividade
renal (HAHN et al., 2012; BERTSIAS et al.,2012).

Pacientes com LES devem ser monitorizados com exames para avaliacdo de
envolvimento renal em intervalos regulares de tempo. O diagnéstico de NL deve ser suspeitado
na presenca de alteracGes em exame de andlise urinaria (sedimento com hematuria, leucocitdria
ou cilindros celulares), na presenca de proteinuria, alteracbes da creatinina sérica ou da
estimativa da taxa de filtracdo glomerular (GASPARIN, 2019).

O sedimento urinério ativo, definido pela presenga de hematuria (especialmente se com

dismorfismo de padrdo glomerular), leucocituria e cilindros celulares, € um dos parametros
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mais importantes para caracterizacéo de glomerulonefrite em atividade. A proteindria, medida
em 24 horas ou inferida pela relagdo proteindria/creatinindria (R P/C), em uma amostra isolada
de urina, também pode indicar atividade inflamatoria. A reducdo da filtracdo glomerular, a
proteinuria nefrética e a presenca de hipertensdo arterial sistémica sugerem maior gravidade e
pior progndstico (KLUMB et al.,2015; VASCONCELOS et al., 2019).

A classificacdo histolégica da nefrite lupica seguida atualmente é a proposta pela
International Society of Nephrology e pela Renal Pathology Society - ISN/RPS 2003 (Tabela
1). Segundo essa normatizacdo, devem ser avaliados o glomérulo e a regido tabulo-intersticial,
com descri¢des de atividade e cronicidade, além do componente vascular, que habitualmente
esta associado a sindrome do anticorpo antifosfolipideo. Uma amostra é considerada adequada
guando tiver mais de oito glomérulos e recomenda-se imunofluorescéncia ou imuno-
histoquimica para a identificacdo de depdsitos de imunoglobulinas e complemento. Se possivel,
a microscopia eletrénica também deve ser feita, pois facilita a avaliagdo de lesdes proliferativas
e membranosas (HAHN et al., 2012; BERTSIAS et al., 2012; WEENING et al., 20043;
WEENING et al., 2004b; SOARES; TELLES; MOURA, 2005).

De acordo com a classificacdo ISN/RPS 2003, as classes | e Il abrangem as
glomerulonefrites cujo depdsito de imunocomplexos atinge o mesangio, sem ou com
hipercelularidade mesangial, respectivamente. A glomerulonefrite focal (Classe IlI)
compromete menos de 50% do total de glomérulos enquanto a classe IV envolve > 50% de
todos os glomérulos e é ainda subdividida em acometimento segmentar ou global. A classe V
compreende a glomerulonefrite membranosa, que pode ocorrer em combinacédo as classes I
ou IV e evidenciar esclerose, e a classe VI, a esclerose glomerular. As classes de
glomerulonefrite devem ser identificadas quanto ao predominio de lesdes ativas e/ou cronicas
(WEENING et al., 2004a; WEENING et al., 2004b).
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Tabela 1 - Classificacdo da glomerulonefrite do lapus eritematoso sistémico segundo a
International Society of Nephrology/Renal Pathology Society 2003
Classe | — Nefrite lupica Glomeérulos normais a microscopia otica (MO), mas com

mesangial minima depositos imunes a imunofluorescéncia (IF)

Classe Il — Nefrite Hipercelularidade mesangial pura em qualquer grau ou expanséo
lGpica mesangial da matriz mesangial a MO, com dep0sitos imunes mesangiais.
proliferativa Pode haver alguns depdsitos subepiteliais ou subendoteliais

isolados, visiveis a IF ou & microscopia eletrénica (ME), mas

néo a MO.
Classe 111 — Nefrite GN endo ou extracapilar; segmentar ou global; ativa ou inativa,
Iapica focal tipicamente com depdsitos imunes subendoteliais focais, com ou

sem alteragGes mesangiais.
Classe IV — Nefrite GN endo ou extracapilar; segmentar ou global; ativa ou inativa,
lapica difusa tipicamente com depdsitos imunes subendoteliais com ou sem
alteracbes mesangiais. Subdividida em classes IV S (nefrite
lupica segmentar difusa) ou IV G (nefrite lupica global difusa).
Classe V — Nefrite Depositos imunes subepiteliais globais ou segmentares ou suas
lGpica membranosa sequelas morfoldgicas @8 MO e a IF ou @ ME, com ou sem
alteracfes mesangiais.
Classe VI — Nefrite
lGpica com esclerose Esclerose glomerular global em > 90%, sem atividade residual.

avancada

GN, glomerulonefrite; MO, microscopia ética; IF, imunofluorescéncia; ME, microscopia eletronica.
Fonte: WEENING et al., 2004a; WEENING et al., 2004b

1.2.1 Diagnostico de Lesdo Renal no Lupus Eritematoso Sistémico — perspectivas

Atualmente, a investigacdo de envolvimento renal no LES é baseada nos niveis de
creatinina sérica, na taxa de filtracdo glomerular e nos niveis de aloumina urinéria. No entanto
um vasto nimero de condigdes renais agudas pode existir sem inducéo do aumento significativo
nos niveis de creatinina sérica, havendo evidéncias da necessidade de prejuizo de 50% da
funcdo renal para que seja identificado o aumento desta. De maneira semelhante, ha estudos
que indicam que a albumindria, embora seja considerada padrdo ouro na avaliacdo de lesdo
renal, pode apresentar-se inalterada mesmo ap6s o acometimento da estrutura glomerular
(GASPARIN et al., 2019).
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O LES é uma doenca complexa cujo diagnostico molecular é limitado e a patogénese
ainda ndo é claramente compreendida. Nesse contexto, evidéncias sobre a identificacdo de alvos
terapéuticos mais especificos, por meio da defini¢do de novos mecanismos celulares da doenca,
e de marcadores confiaveis, ndo invasivos e quantificaveis para a deteccdo de inicio precoce de
complicagdes especificas mostram-se importantes. Esses marcadores podem permitir que o
tratamento seja administrado de forma mais efetiva, podendo ser modificado ou interrompido
em tempo habil para melhor gerenciar os efeitos colaterais e adversos (KORTE, GAFFNEY,
POWELL, 2012).

A comunidade cientifica busca ativamente a descoberta de novas estratégias
diagnosticas na expectativa de identificar melhor os individuos suscetiveis a manifestacdes
renais em estagios iniciais do LES. Estudos abrangentes tém sido conduzidos em varios niveis
bioldgicos, incluindo: DNA (gendmica), mRNA (transcriptdmica), proteina (protedmica) e
metabdlitos (ou metabolémica), permitindo estudar a doenca em maior grau de resolucéo
molecular e, assim, possibilitar o monitoramento da sua evolugdo com maior sensibilidade e
especificidade (ARRIENS, MOHAN, 2013).

As moléculas de adesao celular (CAM) sédo glicoproteinas de membrana, com funcgéo
de mediar adesdo intercelular ou entre células e a matriz extracelular, de recrutamento e de
migracdo seletiva de células inflamatérias dos vasos até o local da lesdo. O processo de adeséo
é essencial e ocorre em varios eventos bioldgicos. As CAM funcionam ainda como moléculas
sinalizadoras e exercem importante papel na regulacdo da inflamacdo e da resposta imune,
podendo serem reguladas positivamente por citocinas pro-inflamatérias, incluindo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais desempenham um importante papel na adesdo,
rolamento e migracdo de leucdcitos ao longo das superficies das células endoteliais nos tecidos
inflamados (GUMBINER, 1996; LODISH et al., 2000; SKEOCH et al., 2014). Podem ser
agrupadas em quatro tipos, dependendo das caracteristicas moleculares: imunoglobulinas (Ig),
selectinas, integrinas e caderinas. Destas, merecem destaque as seguintes imunoglobulinas:
PECAM-1 (molécula de adesdo de células endoteliais plaquetarias-1), VCAM-1 (molécula de
adesdo vascular-1) e a ICAM-1 (molécula de adesao intercelular-1) (FRANCISCHETTI et al.,
2010; DA ROSA FRANCHI SANTOS, COSTA, MAES, 2020).

A molécula VCAM-1 regula a diapedese dos leucdcitos, estando, portanto, envolvida
em processos que necessitam de recrutamento leucocitario para determinados sitios de
inflamacdo. Niveis aumentados de CAM podem ndo so6 contribuir para a fisiopatologia do LES,
mas também serem usados como biomarcadores. Além de seu papel como marcadores de

ativacdo imune, esses biomarcadores apontam um processo de continua inflamacéo, sendo
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indicador preditivo de lesdo renal mesmo em baixos niveis, sinalizando um melhor progndstico
de lesdo renal (LAUCELLA et al.,1999; KLIMEK et al., 2018; LEWIS et al., 2016;
ATEHORTUA et al., 2017).

Estudos de investigacdo protedmica estdo sendo utilizados para determinar o perfil de
diferentes proteinas envolvidas nas fases iniciais da lesdo renal. A identificagdo de novas
proteinas pode permitir a identificacdo de novos biomarcadores associados a fase inicial ou
funcional de lesdes renais isquémicas e nefrotoxicas (HEWITT; DEAR; STAR, 2004).

Algumas proteinas tém sido encaradas como potenciais candidatas a biomarcadores de
nefropatia lupica (Quadro 1). Dentre elas, destacam-se proteinas capazes de prever surto de
atividade renal (MCP-1, NGAL, transferrina, hepcidina e anti-C1q), determinar a gravidade do
envolvimento inflamatorio renal (IL-18 sérica), prever evolugdo para doenca renal cronica (L-
FABP, FOXP3) ou mesmo identificar o padrdo histologico (painel de glicoproteinas e
CXCL10) (ROVIN; ZHANG, 2009).

Quadro 1- Biomarcadores de lesdo renal
Biomarcador Funcéo

Proteina urinaria/mRNA
MCP-1 Preditor de surto de nefrite iminente

Proteina urinaria

NGAL Preditor de surto de nefrite iminente

Transferrina Preditor de surto de nefrite iminente

Hepcidina Preditor de surto de nefrite iminente, recuperagédo
L-FABP Preditor de doenga renal cronica

Painel de glicoproteinas Preditor de doenca renal

Proteina sérica
Anti-Clq Preditor de surto de nefrite iminente
Marcador de superficie endotelial
mEPCR Preditor de doenca renal cronica
MRNA urinario
FOXP3 Preditor de doenga renal cronica
CXCL10 Preditor de doenga renal
Marcador de superficie de células T

CD29 Preditor de doenca renal

Fonte: ROVIN, ZHANG, 2009
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Dentre os biomarcadores preditivos de lesdo renal, NGAL e LFABP sdo encontrados
precocemente, sendo NGAL o mais utilizado em estudos clinicos; KIM-1 e IL-18 séo
biomarcadores detectados tardiamente, mas com melhor especificidade. A combinacdo de
marcadores metabolicos mostra-se promissora devido a sua estabilidade, que é superior em
comparacdo a maioria das proteinas, e a disponibilidade de melhores método de validacéo e
quantificacdo (PERES et al., 2013).

1.2.2 Novos biomarcadores de Lesao Renal

A maioria dos estudos de novos biomarcadores de nefropatia lGpica € voltada a
investigacdo da capacidade de diagnostico precoce em relacdo aos parametros clinicos e
laboratoriais classicos. No entanto, esses biomarcadores também podem ser Uteis para
monitorar o curso/evolugéo da injaria renal e, possivelmente, prever o progndstico a curto e
longo prazo (Figura 1) (MEHTA, 2010).

Figura 1 - Evolucdo temporal da associacgdo entre a avaliagdo do risco e a deteccdo precoce da
injaria renal aguda

Therapeutic Window
Se nsitive

- Creatinine
¥ Biomarkers

AKI, injaria renal aguda; GFR, taxa de filtracdo glomerular
Fonte: HIMMELFARB et al., 2008.

1.2.2.1 Syndecan-1

Syndecans sdo proteoglicanos heparano-sulfatos (PHS), compostos de um esqueleto
protéico modificado por cadeias de heparano-sulfato (HS) e condroitina-sulfato (CS). A
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presenca das cadeias de HS permite interagdo com um grande ndmero de moléculas
(ALEXOPOULOU; MULTHAUPT; COUCHMAN, 2007).

Syndecan-1 é uma proteina transmembrana encontrada na superficie de células epiteliais
e endoteliais, é responsavel por regular uma variedade de comportamentos celulares, incluindo
adesdo, proliferacdo, sinais intracelulares, fatores de crescimento, ligacdo de macromoléculas a
superficie celular, internalizacdo de moléculas, angiogénese, metabolismo lipidico, cicatrizagdo
de feridas, regulacdo da migracédo de leucdcitos e resposta endotelial (QIN et al., 2020).

O glicocalix endotelial atua como uma barreira de permeabilidade competente, no qual
0 dano a essa estrutura provoca o aumento da permeabilidade capilar e o recrutamento de
leucdcitos e plaquetas, levando a edema tecidual e inflamag&o acentuada, aumentando o estado
pré-coagulante. Embora o syndecan-1 ndo seja um biomarcador especifico de lesdo renal,
guando mensurado no plasma sanguineo, pode ser considerado um biomarcador de dano ao
glicocélix endotelial, uma vez que, frequentemente, quando ha dano renal ha também injuria
endotelial (ALPHONSUS; RODSETH, 2014; CAVALCANTE et al., 2016).

Clinicamente, ainda ndo existe um método disponivel para quantificar o dano endotelial,
mas alguns estudos tém mostrado uma forte associacao entre o extravasamento de componentes
do glicocélix endotelial, principalmente syndecan-1, e a ocorréncia de coagulopatia, edema e
mortalidade, tornando este um biomarcador de lesdo ao glicocalix endotelial (HAYWOOD-
WATSON et al., 2011; JOHANSSON, STENSBALLE, RASMUSSEN, 2011; RAHBAR et
al., 2015).

1.2.2.2 VCAM-1

VCAM-1 (molécula de adesdo vascular-1) é uma glicoproteina transmembrana que tem
importante participacdo na migracao de células inflamatdrias, nas funcées efetoras de leucdcitos
e na adesdo de células apresentadoras de antigenos. A inflamacao € um processo que altera a
funcdo endotelial, modificando a expressdo de moléculas de adesédo (ICAM-1 - molécula de
adesdo intercelular 1 e VCAM-1 - molécula de adesao vascular-1) e, assim, favorecendo a leséo.
Portanto, 0 VCAM-1 é um mediador pré-inflamatorio expresso em vasos renais durante
inflamacéo, que facilita a migracdo trans endotelial de leucocitos. Na leséo renal aguda esta
relacionado diretamente ao dano vascular e endotelial precoce (KIRAN; PATRICK, 1997).

Lesdes ao endotélio renal aumentam a expressdo de diferentes moléculas de adeséo,
como a de VCAM-1, promovendo interagdes leucocito-endotélio. Nesse contexto, VCAM-1
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pode ser utilizada como um biomarcador de ativacdo celular endotelial na injdria renal
(CAVALCANTE et al., 2016).

1.2.2.3 Angiopoietina

As angiopoietinas sdo proteinas com papel importante no desenvolvimento vascular e
na angiogénese. Todas elas se ligam com afinidade semelhante a um receptor de tirosina-cinase
(proteina especifica da célula endotelial). As angiopoietinas mais bem caracterizadas séo a
angiopoietina 1 (Ang 1), que estd associada com uma vasculatura estavel, e angiopoietina 2
(Ang 2), que esta associada com atividade angiogénica patoldgica (FAGIANI; CHRISTOFORI,
2013).

A Ang 1 é responsavel por promover a reorganizacdo das células endoteliais, manter a
estrutura dos vasos sanguineos integra, por meio do recrutamento e interacdo com células
periendoteliais, inibir a ativagdo da barreira endotelial vascular e reduzir o vazamento e a
migracao de leucocitos para tecidos que estejam passando por algum processo inflamatério. A
Ang 2, por sua vez, atua como uma antagonista da Ang 1, através do rompimento das ligacdes
entre 0 endotélio e células perivasculares, promocdo da morte celular e regressao vascular
(MACHADO, 2018).

1.2.2.4 Podocina e Nefrina

Os glomérulos séo estruturas que compdem os néfrons, unidades funcionais do rim onde
ocorre a filtracdo sanguinea, sendo suas células endoteliais interconectadas com células
especializadas, chamadas poddcitos, e com células mesangiais. Nessa regido do rim ha duas
proteinas muito importantes, a podocina e a nefrina, que juntas formam uma fenda na barreira
de filtracdo glomerular, onde ocorre a filtragdo do sangue. A integridade desta estrutura permite
que algumas proteinas, como a albumina, principal proteina presente no sangue, fiqguem retidas
no sangue dentro dos capilares presentes nos glomérulos. Se essa barreira sofrer alguma leséo,
havera entdo a perda de proteinas pela urina (proteindria), caracterizando a albumina como um
marcador de doenca renal (SOUZA, 2019).

A lesdo glomerular tem como uma de suas principais caracteristicas a perda de podocitos
e proteinas relacionadas a eles - nefrina e podocina - que podem ser biomarcadores especificos

e ndo invasivos de lesdo glomerular precoce. Sendo assim, avaliar 0 aumento da expressao
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proteica de nefrina e podocina como preditores de lesdo glomerular inicial quando comparado
a medida tradicional de relacdo albumina/creatinina é bastante promissor (SOUZA, 2019).
Alguns estudos mostram que podocitos viaveis estdo presentes na urina de pacientes
com diversas doencas glomerulares proteinaricas (Figura 2). A podocituria (perda de poddcitos
na urina) parece ser limitada a fase de atividade da doenca, ao contrério da proteindria, que esta
presente tanto na fase ativa quanto na fase crénica do dano glomerular. Assim, a podocitdria
ndo seria um reflexo da proteindria e poderia servir como um marcador sensivel e precoce da
atividade da lesdo glomerular. Sabe-se também que o nimero de poddcitos perdidos por
individuos saudaveis e pacientes com doenca inativa é significativamente menor que aquele
detectado em pacientes com doenca glomerular ativa (PETERMANN; FLOEGE, 2007).
Considerando a perda de podocitos um importante mecanismo que leva a lesdo
glomerular, pode-se inferir que biomarcadores dessas células se tornam potenciais ferramentas
de avaliacdo das alteracGes renais. Nesse contesto, 0 presente estudo sugere que as proteinas
relacionadas aos poddécitos, como a nefrina e a podocina, encontradas em vesiculas
extracelulares urinarias (VEus), podem ser biomarcadores mais especificos e ndo-invasivos de

lesdo glomerular, justificando sua quantificacdo (Figura 3) (SOUZA, 2019).

Figura 2 — Interior do glomérulo, evidenciando endotélio, membrana basal e podécitos
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Figura 3- Estrutura do poddcitos, proteinas no seu interior e nefrina no diafragma de filtracéo

glomerular
- “ %
“.
o v
\u- ctinina 5, 4ocina
\ NEFRINA\'
% - -
ACTINA

CATENINA /‘

A
CD2-AP

Fonte: REISER et al., 2000.

2. JUSTIFICATIVA

Quanto ao diagnéstico da nefropatia lUpica, o rastreamento de pacientes com
acometimento renal pelo LES através da urinalise ndo demonstra a real frequéncia de doenga
renal, pois sdo comuns as alteragdes histopatoldgicas renais em pacientes com urinalise normal
(falso negativa) e com niveis séricos de creatinina dentro dos limites da normalidade
(RASOULPOUR et al.,1996).

A procura de biomarcadores sensiveis capazes de detectar precocemente a lesdo renal
antes do desenvolvimento de LRA tem sido um grande desafio para os pesquisadores. Estudos
mostram que lesdo renal é uma complicagdo que frequentemente aparece em pacientes com
LES. Portanto, o uso de biomarcadores que possam detecta-la de forma precoce, sdo de suma
importancia para um melhor progndstico e conduta clinica. Sendo assim, este estudo buscou
avaliar se Syndecan 1, VCAM-1, angiopoietina e nefrina sdo capazes de predizer lesdo renal
em pacientes com diagnostico de LES (MCCULLOUGH et al., 2013).

Segundo o Instituto Nacional de Saude Norte Americano (2004), biomarcadores séo
definidos como indicadores quantitativos de processos biologicos ou patoldgicos empregados
para fins de diagndstico ou de monitoracéo da terapéutica. Um dos biomarcadores usados na
doenca renal cronica (DRC) e na LRA é a creatinina, porém sabe-se que é um marcador que se
eleva tardiamente no sangue de pacientes portadores dessas condi¢Ges. Biomarcadores sdo
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importantes para um diagnostico precoce em relacdo aos parametros classicos, para prever o
curso da LRA e possivelmente para prever o prognostico a curto e longo prazo, além prover
informacdes a respeito da etiologia da LRA e ajudar a distinguir alterac6es funcionais de dano
renal estrutural (HAAN; HOORN; DE GEUS, 2017).

Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo identificar novos biomarcadores e
biomarcadores tradicionais, j& conhecidos de lesdo renal, e correlacioné-los, a fim de verificar
a possibilidade de diagnosticar precocemente disfuncdo renal e, com isso, obter um melhor

prognostico e conduta clinica em pacientes com LES.
3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Identificar novos biomarcadores e biomarcadores tradicionais, ja conhecidos de lesdo
renal, a fim de verificar a possibilidade de diagnosticar precocemente disfuncéo renal e, com
isso, obter um melhor progndstico e conduta clinica em pacientes com LES.

3.2 Especifico

Correlacionar biomarcadores tradicionais e novos quanto a detec¢do de uma possivel

disfuncéo renal.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho e periodo do estudo

Foi realizado estudo transversal no periodo de agosto de 2018 a novembro de 2020.

4.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no Ambulatorio de Reumatologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC/UFC), que se configura como um
hospital geral, terciario, de grande porte e possui 1386 leitos ativos. O HUWC/UFC é referéncia
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no atendimento de reumatologia e nefrologia para todo o estado e possui cerca de quinhentos
pacientes com LES sendo assistidos através de consultas médicas periédicas de monitoramento
no referido ambulatério e, também, através da Farmacia Ambulatorial, que presta servigos
farmacéuticos junto aos pacientes atendidos nos ambulatérios desta instituicdo, os quais séo
cadastrados nos programas de alta complexidade e estratégicos do Governo Federal.

No geral, a Farmécia Ambulatorial € composta por uma equipe de farmacéuticos que
fazem o monitoramento e avaliacdo das terapias medicamentosas, por meio do servico de
dispensacéo de especialidades farmacéuticas, incluindo os medicamentos para LES, conforme
a legislacéo vigente, como as Portaria n® 4283/2010 e a Portaria n°® 100/2013 do Ministério da
Saude, que apresenta o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Lupus
Eritematoso Sistémico (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

4.3 Critérios de inclusao

e Pacientes com diagndstico de LES;

e Maiores de 18 anos;

e Ambos 0s sexos;

e Pacientes que aceitaram participar do estudo e assinaram um termo de consentimento

livre e esclarecido (TCLE), conforme Anexo A.

4.4 Critérios de exclusao

e Pacientes com déficit cognitivo grave, que impeca o completo entendimento dos
objetivos do estudo;

e Presenca de doenca renal grave, em tratamento dialitico ou transplantados renais;

e Presenca de cardiopatia grave, incluindo insuficiéncia cardiaca descompensada e
revascularizacdo miocardica, segundo dados do prontuério;

e |dosos > 65 anos de idade.

4.5 Protocolo do estudo

4.5.1 Recrutamento dos pacientes



31

Pacientes foram recrutados, através de demanda espontanea, obedecendo os critérios de
inclusdo e exclusdo, ao se cadastrarem no servico de dispensacdo da Farmacia Ambulatorial,
ocasido na qual foram convidados a participar da pesquisa. Os pacientes que aceitaram
participar assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

O cadastro é realizado periodicamente, conforme as normas de execucdo do
Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica e de acordo com as exigéncias para
inclusdo e monitorizacdo do paciente quanto ao tratamento do LES expressas no PCDT
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).

4.5.2 Entrevista inicial

Um questionario sobre dados sociodemograficos e econdémicos foi aplicado aos pacientes
(Anexo B).

4.5.3 Coleta de exames

Os exames necessarios a pesquisa foram coletados na mesma data em que 0s pacientes
foram ao laboratdrio realizar os exames periodicos de monitorizacdo do LES solicitados pelos
médicos do Ambulatério de Reumatologia ou nos dias de consulta médica dos pacientes. Na
ocasido, foi aplicado o TCLE, com breve autorizagdo. Foram coletados, também, exames de
avaliacdo da funcdo renal e exames complementares através de pesquisa nos prontuarios dos

pacientes.

4.5.4 Dados clinicos

As caracteristicas clinicas dos participantes foram obtidas através da revisdo dos
prontuarios, a avaliacdo laboratorial geral foi obtida dos laudos de exames dos pacientes, 0s
quais foram coletados diretamente do sistema informatizado do HUWC, e a avalia¢do da fungéo
glomerular e dos novos biomarcadores foi obtida mediante a deteccdo laboratorial, conforme

descricdo detalhada a seguir.

4.5.5 Método analitico laboratorial
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Foram coletadas aleatoriamente e processadas as seguintes amostras biologicas dos
pacientes:

-Urina: as amostras foram centrifugadas a 1000g por 15 minutos a temperatura ambiente
para remover o sedimento urinario como células e outros fragmentos. O sobrenadante da urina
foi aliquotado em parte com inibidor de protease para analise de exossomas e as outras aliquotas
foram usadas para anélise dos demais biomarcadores urinérios, depois, foram imediatamente
armazenadas a -80°C.

-Sangue venoso: foram coletadas e, apds 15 minutos, centrifugadas para a obtencdo do
soro. Em seguida, o soro foi aliquotado especificamente para cada anélise e, também, congelado
a -80°C.

As 9 aliquotas do soro e urina foram mantidas a -80°C, apenas para fim dessa pesquisa,

ndo se caracterizando biobanco, apenas biorrepositorio.

4.5.6 Pardmetros estudados

e Caracteristicas clinicas: diagnostico; Tempo da doenca, exame fisico (pressao arterial
sistdlica e diastdlica, frequéncia cardiaca, peso, estatura) e medicamentos em uso.

e Avaliacdo laboratorial geral: hemograma completo; velocidade de hemossedimentacao;
glicemia de jejum; uréia; creatinina; sodio (PNa+), potassio (PK+), cloro (PCI-), célcio
(PCa++), fosforo (PPO4-) e magnésio (PMg+) plasmaticos; gasometria venosa;
aspartato aminotransferase (AST); alanina aminotransferase (ALT); bilirrubinas totais
e fracGes; &cido Urico; proteinas totais; albumina; globulinas; fosfatase alcalina e
sumario de urina.

e Auvaliagdo da fungdo glomerular da amostra sanguinea foi quantificada a creatinina
plasmética (PCr) e a taxa de filtracdo glomerular foi estimada através do clearence de
creatinina (CICr), utilizando a equagdo MDRD (LEVEY et al., 1999). Da amostra de
urina foram mensuradas a proteinaria, pelo método colorimétrico do vermelho de
pirogalol, e a albumindria, por ensaio de imunoturbidimetria. As concentra¢fes de
proteinas totais urinarias e de albuminuria foram corrigidas pelos niveis de creatinina
urinaria com os valores expressos em mg/g-creatinina. O equipamento usado para as
andlises foi o0 Cobas C111®, da Roche.

e Auvaliagdo dos novos biomarcadores renais, biomarcadores endoteliais e dos mediadores

inflamatorios:
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Os novos biomarcadores renais (nefrina), biomarcadores endoteliais (VCAM-1,
Syndecan-1 e angiopoietina) e os mediadores inflamatorios (IL-17, TGF-b e IFN-y) foram
quantificados de aliquotas especificas separadas na data da coleta das amostras. Para essas
analises foi utilizada a técnica do ELISA (tipo sanduiche), um ensaio imunoenzimatico de alta
sensibilidade e especificidade, cujos kits comerciais foram adquiridos da marca R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA), com etapas da analise descritas a seguir (NEVES et al.,2019):

e Adicdo do anticorpo primario especifico ao biomarcador humano a ser quantificado na
placa de 96 pocos;

e Adicdo da amostra bioldgica do paciente com consequente ligacdo do biomarcador
presente na amostra ao anticorpo primario previamente fixado na placa;

e Adicdo e ligacdo do anticorpo secundario (conjugado a biotina) ao biomarcador fixado
pelo anticorpo de captura;

e Adicdo da estreptavidina (ligada a peroxidase), que se liga a biotina conjugada ao
anticorpo secundario;

e Quantificacdo do complexo imobilizado (anticorpo-biotina-estreptavidina-peroxidase)
através do monitoramento da atividade da peroxidase na presenca de um substrato
(3,3,5,5’-tetra-metilbenzidina).

e Por fim, a atividade enzimatica foi medida usando um espectrofotdmetro a 450 nm,
considerando o aumento da absorbancia diretamente proporcional a concentragdo do

biomarcador quantificado.

4.6 Analise estatistica

Os dados categoricos foram expressos como contagem absoluta e frequéncia relativa em
porcentagem e, entdo, foram comparados com o teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher.
Todas as varidveis quantitativas foram exploradas para distribuicdo normal, utilizando o teste
de normalidade Shapiro-Wilk e a avaliacdo de histogramas para verificar a assimetria dos
dados. As variaveis com distribuicdo normal foram expressas como média £ desvio padrao e 0s
dados ndo normais foram apresentados como mediana e intervalo interquartil. Para
comparagOes dos dados quantitativos entre dois grupos, o teste de Student ou o teste de Mann-
Whitney foram usados conforme apropriado. Além disso, correlagdes de Spearman foram

aplicadas para avaliar a associacdo entre dados quantitativos. A significancia de p < 0,05 foi
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considerada (2 lados) e todas as analises e graficos foram realizados usando o software SPSS
versdo 23.0 para Macintosh (IBM, Armonk, NY, EUA).

4.7 Aspectos éticos

4.7.1 Riscos

e Os riscos aos quais os pacientes foram submetidos foram minimos, como um possivel
acesso mal puncionado, mesmo as coletas tendo sido realizadas por profissionais
capacitados, orientados sobre o estudo e seus objetivos.

e Paciente ter se sentido constrangido ao responder o questionario, mesmo tendo sido
conduzido por participantes da pesquisa que foram treinados quanto a aplicacdo do

questionario de forma a trazer conforto ao paciente durante a aplicagao.

4.7.2 Beneficios

Paciente foi monitorado mais criteriosamente, quanto a sua terapia, e 0S possiveis
eventos renais, durante o estudo, propiciando assim uma mudanca de conduta medicamentosa

ou clinica, caso necessario.

4.7.3 Comité de Etica

O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Universitario Walter Cantidio — HUWC/UFC (N° do parecer: 3.442.037 e CAAE:
95492718600005045 (Anexo C) (BRASIL, 2012).

5 RESULTADOS

5.1 Dados demograficas dos participantes do estudo

Durante o periodo de realizacdo da pesquisa, foram recrutados 58 pacientes atendidos
no Ambulatério de Reumatologia do HUWC, os quais foram acompanhados na Farmacia

Ambulatorial, onde os farmacéuticos realizaram a dispensacao dos medicamentos prescritos e
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a monitorizacdo periodica do tratamento quanto a sua efetividade e seguranca. Nenhum dos
pacientes recrutados foi excluido do estudo.

Os participantes tinham uma media de idade de 41 anos, sendo a maioria do sexo
feminino. Em relacdo a escolaridade, 37,5% tinham nivel médio. Houve predominio de nédo
fumantes (80%), a maioria fazia uso de outros medicamentos e 53,7% provinham do interior

ou regides metropolitanas do Ceara (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados sociodemogréficos e econdbmicos dos pacientes acompanhados (n=58)

Variaveis % (N)
Idade, anos* 41,55 + 11,65
Género
Masculino 3,60 (2)
Feminino 96,40 (54)
Escolaridade
Analfabeto 0
Fundamental incompleto 14,28 (8)
Fundamental completo 16,07 (9)
Médio incompleto 8,09 (5)
Médio completo 37,05 (21)
Superior incompleto 8,09 (5)
Superior completo 14,28 (8)
N&o informado 0

Uso de outros medicamentos
Sim 100 (58)
Renda salarial

Até 1 salario minimo 48,21 (27)
De 1 a 2 salérios 42,85 (24)
> 2 salarios 7,14 (4)
Né&o informado 1,78 (1)
Localizacdo de residéncia
Fortaleza 42,85 (24)
Interior de Fortaleza ou regido metropolitana 53,57 (30)
Né&o informado 3,57 (2)

*meédia * desvio padrdo
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Avaliacao laboratorial dos participantes do estudo

Os niveis séricos de marcadores hepaticos (AST/ALT) detectados nas analises das
amostras dos participantes estavam dentro da normalidade, a ureia e a creatinina também
apresentaram valores normais, abaixo de 40 mg/dL e 1 mg/dL, respectivamente. A dosagem de
glicemia e de colesterol de todos os participantes ficou abaixo de 100 mg/dl e 190 mg/dl,
respectivamente. A taxa de filtracdo glomerular apresentou um valor médio de 102.89 + 29.12
mL/min/1,73m (Tabela 3).

N&o houve diferenca estatistica na comparacdo de idade e género. Na avaliagdo da
nefrina urinaria, a comparacdo entre detectaveis e indetectaveis ndo mostrou interacdo entre
este biomarcador e idade e género nos parametros laboratoriais. Ndo havendo significancia
estatistica entre os detectaveis e indetectaveis (p < 0,05). O mesmo foi observado com

parametros renais (Tabela 3).
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Tabela 3 — Avaliacdo laboratorial, da funcdo renal e dos biomarcadores dos pacientes

acompanhados (n=58)

Variaveis Resultados
Idade, anos 41.55 +11.65
Género, feminino 93,1 (54)
Parametros laboratoriais
Glicemia de jejum (mg/dL) 94.9 +18.22
Colesterol total (mg/dL) 189.68 + 53.36
Hemoglobina (g/dL) 12.68 £1.35
Plaqueta/mm3 221599.11 + 93033
Uréia Sérica (mg/dL) 30.24 £9.33
AST (U/L) 24.44 +10.93
ALT (U/L) 24.2 + 14.89

Albumina Sérica (g/dL)

Proteina C reativa (mg/dL)
Parametros renais

Creatinina Sérica (mg/dL)

TFGe (mL/min)

Proteindria (mg/dL)
Nefrina urinaria

Indetectavel

Detectavel

Niveis de nefrina (pg/mL)
Biomarcadores vasculares

Angiopoietina-2 (ng/ml)

VCAM-1

Syndecan-1

3.95 (3.65 - 4.35)
0.31 (0.14 - 0.82)

0.9 (0.7 -5)
102.89 + 29.12
104.66 (41.94 - 215)

42 (72.4)
16 (27.6)
29.15 (17.53 - 99.83)

1.32+0.78
890.19 + 422.46
43.48 (17.3 - 66.19)

Legenda: TFGe, taxa de filtracdo glomerular estimada. Os resultados quantitativos foram expressos como
média + desvio padrdo (DP) ou como mediana e intervalo interquartil entre parénteses. Os dados categoricos

foram expressos como contagens absolutas e percentuais entre parénteses.

Fonte: elaborada pela autora.

Quanto a avaliagdo do biomarcador VCAM-1, apresentou maior valor médio dentre os

detectaveis (1151,58; p=0,002). O Syndecan-1 também apresentou significancia estatistica na

comparacao entre os grupos (p > 0,001), na qual o grupo indetectavel apresentou maior média

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Pesquisa de nefrina urinaria nos pacientes acompanhados (n=58)

Nefrina Urinaria

Variaveis
Indetectavel (n=42) Detectavel (n=16) p

Idade, anos 41.23+11.82 41.36 +10.97 0.972
Género, feminino 37 (94.9) 14 (100) 0.895
Parametros laboratoriais
Glicemia (mg/dL) 93.42 +17.32 100.25+22.1 0.284
Colesterol (mg/dL) 193 + 47.69 186.27 + 65.83 0.715
Hemoglobina (g/dL) 12.71£1.22 12,76 £ 1.74 0.892
Plaquetas/mm3 227090.51 £94121.79  207422.86 £ 96898.89  0.509
Uréia Sérica (mg/dL) 30.08 +10.29 31+6.93 0.76
TGO (U/L) 22.76 £9.88 29.21£13.33 0.065
TGP (U/L) 23.92 +£15.37 25.57 £ 13.57 0.725
Albumina Sérica (g/dL) 4(3.7-4.3) 3.9(3.6-4.3) 0.146
Proteina C reativa 0.37 (0.14 - 0.86) 0.27 (0.18 - 0.61) 0.243
Parametros renais
Creatina Seérica (mg/dL) 0.859
TFGe (mL/min) 103.61 +29.38 102.39 £ 29.51 0.896
Proteindria (mg/dL) 104.66 (33.76 - 173.08) 184.73 (77.5-1016.19) 0.873
Biomarcadores vasculares
Angiopoietina-2 (ng/ml) 1.25+0.76 1.45+0.77 0.363
VCAM-1 795.34 + 400.67 1151.58 + 388.43 0.002
Syndecan-1 33.16 (15.63 - 48.02) 87.5 (56.28 - 120) <0.001

Legenda: TFGe, taxa de filtragdo glomerular estimada. Os dados quantitativos foram expressos como média +
desvio padrdo ou como mediana e intervalo interquartil entre parénteses. Os dados categoricos foram expressos
como contagens absolutas e percentuais entre parénteses.

Fonte: elaborada pela autora

Na analise de correlagdo dos niveis de nefrina urinaria verificou-se interagdo com 0s
biomarcadores Syndecan-1 e VCAM-1, r=0,586 e r=0,613, respectivamente. Pacientes com
LES apresentaram um aumento significativo de VCAM-1 e Syndecan-1 (Tabela 5, Figuras 4 e
5).
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Tabela 5 - Correlacdo de Pearson entre os niveis de nefrina urinaria e outros biomarcadores nos

pacientes acompanhados (n=58)

Variaveis Nefrina Urinaria
n r p

Parametros laboratoriais (sangue)
Glicose 12 -0.077 0.813
Hemoglobina 14 -0.166 0.57
Plaquetas 14 0.138 0.638
Parametros renais
Creatinina Sérica 14 -0.248 0.392
Uréia Sérica 14 0.509 0.063
Proteindria 12 -0.07 0.828
TFGe 14 -0.231 0.428
Biomarcadores vasculares
VCAM-1 15 0.613 0.015
Syndecam-1 13 0.586 0.035
Angiopoietina-2 16 -0.225 0.403

Legenda: TFGe, taxa de filtracdo glomerular estimada.

Fonte: elaborada pela autora

Figura 4 - Correlacdo de Pearson entre 0s niveis de biomarcadores dos pacientes (n=58)
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Fonte: elaborada pela autora.



40

Figura 5 - CorrelacGes significativas entre nefrina detectavel e indetectavel versus VCAM-1 e
Syndecan-1
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Fonte: elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

O LES é uma doenca autoimune, com inflamacdo em diferentes 6rgaos, apresentando
anticorpos reativos a antigenos nucleares, citoplasmaticos e de membrana celular, afetando com
maior frequéncia mulheres em idade fértil. O diagndstico do LES e considerado dificil, uma
vez que 0s processos etioldgicos e fisiopatoldgicos da doenca ndo sdo ainda bem elucidados.
Como pode acometer varios 0rgaos, o tratamento deve ser feito de forma cautelosa, requerendo
a monitorizacdo através de exames laboratoriais para prevenir sua progressao e avaliar a
efetividade e seguranga dos medicamentos em uso. Mesmo se observando uma caréncia de
biomarcadores especificos para o diagndstico da doenca, bem como para a avaliacdo de outros
Orgdos que possam ser comprometidos, pode-se relatar avancos no prognostico devido os
estudos cientificos promissores. Os pacientes com LES disp6em hoje de consideravel arsenal
para tratamento de sua doenca, incluindo antiinflamatdrios ndo-hormonais, corticoides,
antimalaricos, imunossupressores, imunoglobulina endovenosa, anticorpos anti-CD20, além de
transplante de medula éssea (GALINDO; VEIGA, 2010).

Este é o primeiro estudo que encontrou associacao entre dano endotelial com perda de
nefrina na urina, molécula importante envolvida na manutencdo da funcdo de barreira
glomerular, mesmo no LES sem nefrite IUpica. O diagnostico precoce da lesdo renal melhora
as estratégias preventivas para diminuir o pior prognéstico, como doenca renal crénica, e
aumenta a expectativa de vida.

No presente estudo, pacientes com LES apresentaram um quadro sugestivo de lesdes no
sistema endotelial e lesdo glomerular. O diafragma de filtracdo, estrutura pertencente ao
glomérulo renal, é onde estdo presentes os podocitos e a nefrina, uma glicoproteina
transmembrana que fica entre os pés citoplasmaticos dos poddcitos, sendo essencial para manter
a barreira fisica glomerular, local onde sao filtrados 0s componentes sanguineos. Entdo quando
ha lesdo glomerular, por consequéncia é esperado a presenca de nefrina e podocina na urina, e
com 0s avangos recentes da protedmica e metaboldmica, a quantificacdo dessa glicoproteina
tem se tornado possivel (ARRIENS, MOHAN, 2013).

Na lesdo renal aguda, o diagnostico precoce esta diretamente associado a melhor
resposta terapéutica. A inexisténcia de um biomarcador renal precoce, sensivel e acessivel levou
ao consideravel aumento de pesquisas nesta area nos ultimos anos. Estudos protedbmicos tém

sido empregados para identificar novos biomarcadores de comprometimento renal em diversos
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contextos clinicos, pois a creatinina sérica, como ferramenta para estimar alteracfes na taxa de
filtracdo glomerular, atua predominantemente em fases tardias de lesdo renal.

Apesar da melhora no atendimento aos pacientes com LES, a nefrite lGpica continua
sendo uma complicacdo importante, principalmente no diagnostico tardio, quando se
correlaciona com maior frequéncia de progressédo da doenca renal (SOLIMAN, MOHAN,
2017). Assim, novos biomarcadores foram estudados para melhorar o diagndstico.
Biomarcadores convencionais para avaliar a funcdo renal em nefrite lUpica, incluem
proteinuria, taxa de filtracdo glomerular e creatinina sérica. Porém, seu uso tem um diagnéstico
inespecifico e tardio (KASHANI, CHEUNGPASITPORN, RONCO, 2017; GASPARIN et al.,
2019).

No presente estudo, a perda de nefrina na urina, importante molécula especifica da
funcdo de barreira glomerular, ndo teve associagdo com proteindria, TFG e creatinina sérica em
pacientes com LES sem nefrite lUpica, sendo considerado como um indicativo da falta de
sensibilidade diagnoéstica. Além disso, a bidpsia renal, considerado um método invasivo,
continua sendo o padrdo-ouro para o diagndstico (BAJEMA et al., 2018).

A nefrite lapica afeta principalmente os glomérulos, cujas células endoteliais estdo
interconectadas com 0s poddcitos, que sdo células altamente especializadas que revestem a
superficie urinaria do tufo capilar glomerular e que, juntamente com as células endoteliais e a
membrana basal, constituem a barreira de filtracdo glomerular, assegurando sua permeabilidade
seletiva (PETERMANN, FLOEGE, 2007; HARALDSSON, NYSTROM, 2012; SABINO et
al., 2013; BROSIUS, COWARD, 2014). A lesdo dos poddcitos pode causar perda de nefrina e,
consequentemente, elevacdo da proteindria, albumindria e perda de células sanguineas na urina.
Antes desses biomarcadores convencionais, a nefrindria pode ser biomarcador especifico e ndo
invasivo de lesdo glomerular precoce (GORRIZ, MARTINEZ-CASTELAO, 2012; SANTOS
etal., 2015).

A expressdo génica de proteinas do poddcito (como nefrina e podocina, entre outras)
esta reduzida no tecido renal em diferentes glomerulopatias, inclusive na nefrite lpica. Em
paralelo, existem evidéncias de excrecdo urindria aumentada destes marcadores, por
descolamento dos poddcitos da membrana basal glomerular e/ou por apoptose. Além disso,
estudos experimentais tém demonstrado que a expressao de nefrina e podocina correlaciona-se
com a classe histoldgica de nefrite lupica (WANG et al.,2007; PERYSINAKI, MOYSIADIS,
BERTSIAS, 2011).

O presente estudo mostrou que pacientes com LES sem doenca renal clinica tiveram

associacdo de perda de nefrina na urina com VCAM-1 e Syndecan-1, que sdao ambos
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biomarcadores vasculares envolvidos na disfuncdo endotelial. No lGpus, assim como em
algumas outras doencas autoimunes, a vasculite pode ser uma manifestacdo importante,
ocorrendo principalmente durante surtos de piora do LES (SALMON et al., 2012; CALLE-
BOTERO, ABRIL, 2020). A vasculite € a inflamagéo dos vasos sanguineos com invasao das
células imunes, causando estenose, oclusdo, formacdo de aneurisma, seguida ou ndo de
hemorragia (BARILE-FABRIS; HERNANDEZ-CABRERA; BARRAGAN-GARFIAS,
2014). A poliartrite nodosa é o tipo de vasculite mais prevalente no LES. Na vasculite de
pequenos vasos, uma poliangeite microscopica afeta os vasos renais, causando lesdo renal e
nefrite lGpica (SOLIMAN, MOHAN, 2017; DAVIDSON, ARANOW, MACKAY, 2019).

Estudos recentes tém demonstrado que niveis elevados de VCAM-1 contribuem para a
fisiopatologia do LES e também podem ser usados como biomarcador (LEWIS et al., 2016;
GASPARIN et al., 2019). Além de seu papel como biomarcadores de ativacdo imune, estudos
demostram a associagdo dos biomarcadores aqui avaliados — VCAM-1, Syndecan-1 e Ang-2 -
a um processo continuo de inflamacdo, sendo um indicador preditivo de complicacdes da
vasculite, como lesdo renal, sinalizando melhor prognéstico da lesdo renal (NEVES et al.,
2019). Em outras doencas glomerulares semelhantes, como a nefropatia diabética, foi
observado o importante papel dos niveis sisttmicos do VCAM-1 para um melhor diagndstico
com associagdo de marcadores de disfungdo glomerular (BRUNO et al., 2008; ZHENG et al.,
2011).

Por meio do presente estudo, observou-se que os niveis de Syndecan-1 associados ao
dano glomerular no LES revelam neves-insights novas perspectivas no contexto do diagnostico
precoce da nefrite lUpica. Além disso, alguns estudos mostram a associacao do syndecan-1 com
doenca renal crénica e seu papel como um biomarcador para o diagndstico de outras doengas
renais em diferentes contextos, incluindo lesdo renal aguda em doencas infecciosas, apds
cirurgia cardiaca e em pacientes criticos (NEVES et al., 2019; PADBERG et al., 2014).

7 CONCLUSAO

Através desta pesquisa foi possivel observar que o uso de novos biomarcadores de lesdo
renal precoce na pratica clinica, de modo associado a outros parametros envolvidos na
fisiopatologia e no prognostico do LES, podem facilitar o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes de tratamento e monitoramento de nefropatias associadas ao LES, bem como contribuir
para a prevencdo de agravos ao quadro clinico dos pacientes. Vale destacar que para a

implementacdo de protocolos institucionais que envolvam o uso de novos biomarcadores de
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les&o renal no LES, torna-se necessario a realizacdo de estudos de validacdo que assegurem sua
aplicabilidade.

Embora nédo tenha sido observada associacdo entre nefrindria e proteinuria, TFG e
creatinina sérica em pacientes com LES sem nefrite lGpica, o estudo apresentou associagdo
entre nefrinuria e os biomarcadores VCAM-1 e Syndecan-1, que sdo biomarcadores vasculares
envolvidos na disfuncgdo endotelial.

As limitacdes da pesquisa incluem o reduzido tamanho da amostra, que pode ter evitado
a deteccdo de mais efeitos associados a nefrindria. No entanto, foi evidenciada associacdo com
biomarcadores endoteliais especificos. Assim, mais estudos sao necessarios para estabelecer o
papel dos novos biomarcadores de lesdo renal no LES e sua aplicacdo na pratica clinica.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 — Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado: INVESTIGACAO
DE NOVOS BIOMARCADORES DE LESAO RENAL E DE PROGNOSTICO EM PACIENTES COM
LUPUS ERITREMATOSO SISTEMICO ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
CANTIDIO que tem por objetivo avaliar biomarcadores de lesio renal ¢ endotelial em pacienles com
lupus.

2 - Procedimentos que serio realizados

Este projeto seri desenvolvido na Farmicia ambulatorial do Hospital Universitario Walter
Cantidio, onde vocé ja recebe seus medicamentos ,ndio sendo necessario nenhum deslocamento fora
do ja usualmente feito para o seu tratamento,inicialmente .Para que vocé possa colaborar com nossa
pesquisa serdo coletadas amostras de sangue (5 ML) ¢ urina (1 FRASCO DE COLETA), no dia da coleta
programada pelo seu médico, para seus exames de rotina. tais como: Hemograma completo, creatinina.
velocidade de hemossedimentagdio . taxa de filtragdo glomerular.

Estes exames ji fazem parte da rotina do secu tratamento . mas caso vocé accile participar serd
acrescentado apenas mais dois exames , sem que seja necessario realizar outra coleta.

No decorrer da pesquisa seus dados seriio registrados ¢ faremos o acompanhamento no periodo de seis
meses a um ano , os dados registrados serfio:

a)  Identificagdo: Nome, idade. sexo. cor. profisso, escolaridade. naturalidade. procedéncia.

b)  Diagndstico.

¢)  Tempo de doenga — Tempo decorrido entre o primeiro sintoma ¢ o diagnéstico.

d)  Medicagdes em uso: tratamento farmacologico utilizado

Serd feita avaliagéio laboratorial geral e da fungdo renal (pesquisa em prontudrio):

Hemograma completo, velocidade de hemossedimentagiio, glicemia de jejum, uréia. creatinina, taxa de
filtragdo glomerular, sodio (Py,:). potassio (Px.), cdlcio (Pess), fosforo (Peo) e magnésio (Pay)
plasmaticos, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT). acido drico. proteinas
totais. lipidograma

Os novos biomarcadores que serdo estudados sdo:
FGF23, SYNDECAN- |

4 - Riscos: A) Risco minimo. como um possivel acesso mal puncionado
Medidas de controle: Solicitaremos que outro profissional realize o pracedimento e medidas
de cuidados serdo administrados, como gelo)
B). Possivel constrangimento ao responder questiondrio
: Medidas de controle: Paciente serd encaminhado a uma sala restrita, para seu conforto ou nio
Prosseguir com as perguntas);

5 — Beneficios: Vocé terd o acompanhamento das possiveis lesdes renais ¢ endoteliais. com marcadores
mais sensiveis que os usuais. podendo assim detectar problemas relacionados sua lerapia e prognéstico
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mais rapido, e reverter suas possiveis complicagdes mais rapidamente:

6 — Vocé tem a liberdade de refirar seu consentimento a qualquer momento ¢ deixar de participar
do estudo, sem prejuizo para seu tratamento no Hospital Universitario Walter Cantidio;

7 - Vocé tem direito de confidencialidade — “As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagio de nenhum paciente™;

8 — Vocé tem direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, guando
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

09 — Nio hi despesas pessoais para o vocé, incluindo exames e consultas. Também nio ha
compensagio financeira relacionada a sua participacio. Se existir qualquer despesa adicional, ela
sera absorvida pelo or¢amento da pesquisa.

10 - Eu, Valeska Queiroz de Castro, pesquisador do referente estudo, me comprometo a utilizar os
dados e 0 material coletado somente para esta pesquisa.

11 - Em qualguer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador ¢ Valeska Queiroz de Castro, que pode ser
encontrado no enderego Av. Senador Virgilio Tavora 2400 BL B apt 1002 Dionisio Torres tel: 85
996843361

“Se vocé tiver alguma consideragiio ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com 0 Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo Tedfilo; fone:
3366-8589 — E-mail: cephuweia huwe.ufe.br”

Caso vocé se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes que leu ou que foram lidas para
vocé sobre os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados. seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes € que sua participagdo ¢ voluntaria. que
ndio hé remuneragdo para participar do estudo e se vocé concordar em participar solicitamos que assine no
espago abaixo.

Assinatura do paciente/representante legal  Data !

Assinatura da testemunha Data /

Para casos de pacientes menores de 18 anos. analfabetos. semianalfabetos ou portadores de deficiéneia
auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data A
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ANEXO B - QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO E ECONOMICO

QUESTIONARIO SOCI0 ECONOMICO

Nome: ____

Mome social: i ;

Data de nascimento: .

RG: _ CPF —

E-mail:

1. Sexa:

{ ) Mascubng ( ) Femining

2. ldede: Anos completos.

3. Estado Civil:

() Solteiro(a) { ) Viduo{a)

{ ) Casado(a) { ) Wivo com companheira

{ ) Separado(a) / Divorciado(a) { ) Vivo com campanheire

4. Naturalidade:

[ ) Brasileira(a) {)Estrangeiro Qualpais?

5. Estado de origem:; & Municipio de origem: o

6. Em relacho & cor da pele, vocé se considera:;

{ ) Branco { )} Amarelo (oriental)

{ ) Pardo { ) Wermelho (indigena)

{) Preto { ) Prefiro ndo declarar

7. Em seu municipio de crigem vock morava na regiao.

{ ) Urbana (cidade) { | Rural {fazenda, sitio, chacara, aldeia, vila
agricola, ete.)

8. Wunicipic em gue mora hoje:;

- 9. Em que localidade da cidade seu domicibo se encontra?

{ ) Bairro na periferia da cidade ( | Fawela / Cortigo

{ | Bairro na regiao central da cidade { | Regido rural (chacara, sifio, fazenda, aldeia,
{ | Bairro no centro expandida da cidade elc.)

{ ) Condominio residencial fechado (JOutees ___

{ ] Conjunto habitacional (COHU, COHAB, BNH,

ete.)

10. Com quem vocé mora? (mais de uma opgao podera ser marcada)

() Pais { ) Filhos

() Conjuge { ) Sogros

{ } Companheiro (a) { ) Parentes

() Amigos { ) Empregados domésticos
[ ) Qutros

( ] {ou) Sozinho (a)



11. Atualmente vacé:

{ ) Apenas estuda

[} Trabalha & estuda

(| Apenas trabalha

{ ) Esta desempregado (a)

12. Qual & o seu trabalho ou ocupagao principal?

{ } Esta de licenga ou incapacitado de estudar /
trabalhar -

| ) Esta aposentada (&)

{ ) Naa trabalha nem estuda

13. Qual & a sua renda individual mensal?
[} Menos de 1 salano minimo

) De um a menos de dais salarios minimos

( ) De dois a menos de trés salarios minimos

() De trés a menos de quatro salarios minimos
{ ) De quatro & menos de cinco salarios minimos
() De circo a mencs de seis salarios minimos

{ ) De seis a manos de sete salirios minimos
{ ] De sete a menos de oito salarios minimas
{ ) De gito a menos de nove minimos

() De nove a dez salarios minimos

{ ) Acima de dez salarios minimos

14. Qual & renda familiar mensal (considerando a soma da renda dagueles que moram e confribuem

para a sustento do lar)?

{ } Menos de 1 salaric minimo

( y De um a menos de dois salaros minimos

( ) De dois & menos de rés salarios minimos

() De trés a menos de quatro salarios minimos
() De quatre a2 menos de cinco salarios minimos
{ ) De cinco a menos de seis salarios minimes

{ | De sais a menos de sete salarios minimos
{ | De sete a menos de cito salérios minimos
{ | De oito a menos de nove minimaos

{ | De nove a dez salarios minimoes

[ } Acima de dez salarios minimos

15. Qual a sua participagao na vida econdmica do grupo familiar?

{ ) Nao trabalho e sou sustentado par minha
familia ou outras pessoas

{ ) Trabalho e sou sustentado parcigiments por
minha familia ou oulras pessoas

{ ) Trabalho £ sou responsavel apenas por meu
préprio sustento

16. No seu domicilio ha (quantos?):
() Aparelho de Som7? ___

() Televisgo?

() Geladeira?

() Freezer independente?

{ } Maguina de lavar reupa®

{ ) Computador (micro ou notebook]?

{ } Trabalho, sou responsavel por meu proprio

sustents & ainda contribun parcialmente parao
sustento da familia

{ ) Trabalho e sou o principal responsavel pelo
sustenta da familia

{ ) Outra situagia

() Telefome fio?

{ | Telefore celular?
{ ) TV por assinatura? ___
[ 1 Automdvel?

{ ) Motacicleta?

17. Vocé elou sua familia tem convénio com plano de saide (médica ou odontoldgico|?

{}5im

18. Qual ¢ 5eu grau maxime de escolaridade?
{ } Ensino superior incompleto

{ } Ensino supenor completa

{ ) Especializacio

{ } Primeirg grau completo

{ } Begundo grau completo

() Nao

[ | Mestrado

[ ] Doutorade

[ ) Pos-Dowtorada

[ ) Primeirg grau incomplato
{ ) Segundo grau incompleto
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18, Vocé cursou ensino médio e fundamental em:
) escolas piblicas em sua totalidade;

( } & maior parte (mais de 55%) em escolas
plblicas;

[ ) metade em escolas publicas, metade em
escolas privadas

{ )& maior parte (mais de 55%) em escolas
privadas;
{ ) em escolas privadas inteiramente;

20. Vooi cursou ou cursa o ensing superior em universidade plbiica?

() Sim

() Nao

21, Vank Cursa ou Cursou ensing superior em Universidade privada?

() Sim, sem bolsa;

() Sim, com bolsa;

Se obtém ou obteve bolsa, favor especificar o
tipo de bolsa concedida:

22. Em relagio & religigo, vocd diria que &
() Alelsta

{ ) Agnostico

() Acredito em Deus mas néo sigo nenhuma
religido

{ ) Catdlico

( } Catdlico ndo praticanta

{ ) Protestante (evangéico, batista, mérmon,
calvinista, luterano, testemunha de Jeova ou
outra)

de

(| Nao

( ) Espirita kardecista

{ ) Praticante de religido afro-brasileira
(umbanda, candombla)

{ ) Budista

{ ) Mugulmano

{ ) Judeu

{ ] Tenho gutra rebgiso. Clual?

{ | Prefirn née declarar

de 2019

PACIENTE
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HUWC

UFC - HOSPITAL
UNIVERSITARIO WALTER Wﬂ\o
CANTIDIO DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGACAO DE NOVOS BIOMARCADORES DE LESAO RENAL E DE
PROGNOSTICO EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO

Pesquisador: Valeska Queiroz de Castro

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 06540918.4.0000.5045

Instituigio Proponente: Hospital Universitario Walter Cantidio/ Universidade Federal do
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.245.436

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto desenvolvido Valeska Queiroz de Castro, como dissertagdo de mestrado, sendo
orientada pelo Prof Geraldo Bezerra da Silva Junior. Atualmente, a investigagao de lesao renal é baseada
nos niveis de creatinina sérica e taxa de filtragao glomerular ,que sao marcadores usualmente empregados
para avaliar a fungao renal,bem como nos niveis de albumina urinaria.No entanto um vasto niumero de
condigdes renais agudas pode existir sem induzir aumento significativo nos niveis de creatinina sérica. Ja foi
evidenciado que & necessario que ocorra prejuizo de 50% da fung&o renal para que possa ser identificado o
aumento de creatinina sérica.De maneira semelhante , ha estudos que indicam que a albumindria , mesmo
sendo considerada como padrao ouro na avaliagéo de lesdo renal , apresenta-se inalterada mesmo apos o
acometimento a estrutura glomerular. A analise protedmica esta sendo utilizada para determinar o perfil de
diferentes proteinas envolvidas nas fases iniciais da lesao renal. A identificagéo de novas proteinas permitiu
a identificagdo de biomarcadores associados a fase inicial ou funcional de lesoes renais isquémicas e
nefrotoxicas. A analise dessas proteinas pode ser feita por pela medida da expressdo de RNAm, 2-D DIGE
(two-dimensional difference gel eletroctrophoresis), SELDI (surface-enhanced laser desorption ionization),
cromatografia, imunohistoquimica e SNP (single nucleotide polymorphism). A procura

Enderego: Rua Capitao Francisco Pedro,1290

Bairro: RodolfoTeofilo CEP: 60.430-370
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8589 Fax: (85)99267-4630 E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br
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