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RESUMO

A sindrome antifosfolipide (SAF) € uma doencga autoimune pré-trombotica
caracterizada pela ocorréncia de trombose ou complicagdes gestacionais associadas
a presenga de anticorpos antifosfolipides. Estes autoanticorpos tém como alvo
principal proteinas plasmaticas, especialmente a beta2-glicoproteina | (B2GPI).
Apesar de o tratamento atual estar baseado na terapia anticoagulante para profilaxia
secundaria dos eventos trombéticos, tratamentos complementares para o controle da
resposta imune e manifestagdes da doenca vem sendo discutidos. Nesse contexto, o
uso de hidroxicloroquina (HCQ) pode ser um tratamento alternativo para a SAF
primaria com trombose se confirmada a capacidade da droga em reduzir o risco
trombético conferido pela doenca. Nesta tese, nés investigamos se a HCQ afeta a
resposta imune, a coagulacdo e o metabolismo bioquimico na SAF primaria com

trombose.

Pacientes com SAF primaria em anticoagulagao oral foram selecionados para
o uso de HCQ na dose diaria de 400mg por 6 meses. Apds a suspensao da HCQ e
um periodo de wash out de 6 meses, 0s mesmos pacientes foram acompanhados por
mais 6 meses. Foram analisadas amostras de sangue coletadas no inicio do estudo e

a cada 6 meses através de ensaios bioquimicos e de citometria de fluxo.

Vinte e sete pacientes foram incluidos, com idade média de 44 anos; 78% eram
do sexo feminino, 44% apresentavam hipertensao arterial sistémica, 44% dislipidemia,
7% diabetes mellitus, 77% apresentaram trombose em sitio venoso, 30% em sitio
arterial e 33% apresentaram tromboses recorrentes. A tripla positividade de anticorpos
foi detectada em 37% dos pacientes. A contagem de linfécitos diminuiu durante o uso
da HCQ (média de variacdo de -318/mm3; 95%CI -438 a -198), mas nao sofreu
alteracdo durante o periodo sem uso de HCQ. As células T CD8+ e CD4+
apresentaram diminuicdo da contagem durante o tratamento e permaneceram sem
alteracdes durante o periodo sem tratamento. J& a contagem de linfécitos TREG
(FoxP3+) aumentou durante o tratamento com a HCQ (variacdo média de 0.2U;
95%Cl 0 a 0.4) e diminuiu no periodo sem tratamento com a medicagcao (variagéo
média de -0.6U; 95%CI -0.9 a -0.1). Niveis de glicemia sérica e da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) diminuiram durante o uso da HCQ (7% e 12% de diminuicao,
respectivamente) e nao sofreram alteragéo no periodo sem o uso da HCQ. Em relagéo



aos parametros de coagulacédo estudados, ndo observamos alteracdes significativas
nos niveis de D-dimero, na expressao de FT em mondécitos e de FT em plaquetas.

Concluimos que a HCQ pode reduzir a quantidade de linfocitos T citotdxicos
circulantes, aumentar a quantidade de linfécitos TREG e diminuir os niveis de LDL-
colesterol e da glicemia em pacientes com SAF primaria, sem, entretanto, alterar
substancialmente parametros da coagulagdo. E possivel que a redugdo dos niveis de
LDL-colesterol contribuia para diminuir o risco trombético na SAF primaria, entretanto
esta hip6tese ainda precisa ser confirmada. Os resultados dessa tese podem
encorajar a realizagdo de estudos randomizados com o objetivo de avaliar se 0 uso
de HCQ reduz a ocorréncia de eventos tromboticos na SAF primaria.

Palavras chaves: Sindrome antifosfolipide, hidroxicloroquina, imunomodulagéo,
trombofilia



ABSTRACT

Antiphospholipid syndrome (APS) is a pro-thrombotic autoimmune disease
characterized by the occurrence of thrombosis or gestational complications associated
with the presence of antiphospholipid antibodies. These autoantibodies target mainly
plasma proteins, in particular beta2-glycoprotein | (B2GPI). The current treatment is
based on secondary prophylaxis of thrombotic events with anticoagulant therapy.
However, it is possible that treatments that alter the immune response have a role in
controlling the manifestations of the disease. In this context, the use of
hydroxychloroquine (HCQ) has been discussed in the medical literature as a
complementary treatment to oral anticoagulation in cases of APS. HCQ may be an
alternative treatment for primary APS with thrombosis if the ability of the drug to reduce
the thrombotic risk conferred by the disease is confirmed. In this thesis, we investigated
whether HCQ affects the immune response, coagulation and biochemical metabolism
in primary APS with thrombosis.

HCQ at 400mg/day was given to anticoagulated thrombotic APS patients for 6
months. After HCQ withdrawal and a wash-out period of 6 months, the same patients
were followed for further 6 months. Blood samples taken at baseline and at the end of
each 6-months follow-up period were analyzed employing flow cytometry and
biochemical assays.

Twenty-seven patients were included, with a mean age of 44 years; 78% were
females, 44% had systemic arterial hypertension, 44% dyslipidemia, 7% diabetes
mellitus, 77% had thrombosis in a venous site, 30% had an arterial site, and 33% had
a recurrence of thrombosis. Triple antibody positivity was detected in 37% of patients.
The lymphocyte count decreased during the use of HCQ (mean variation of -318 mm3,
95% Cl -438 to -198), but did not change during the period without HCQ use. CD8 +
and CD4 + T cells showed decreased counts during treatment and remained
unchanged during the untreated period. The TREG (FoxP3 +) lymphocyte count
increased during treatment with HCQ (mean variation of 0.2U, 95% CI 0 to 0.4) and
decreased in the period without treatment with the medication (mean variation of -0.6U,
95% CI -0.9 to -0.1). Serum glycemia and low density lipoprotein (LDL) levels
decreased during HCQ use (7% and 12% respectively) and did not change significantly
in the period without the use of HCQ. Regarding the coagulation parameters studied,
we did not observe significant changes in D-dimer , at monocyte-related tissue factor
and in platelet-related tissue factor levels .



We conclude that HCQ can reduce the amount of circulating cytotoxic T
lymphocytes, increase the amount of TREG lymphocytes, and decrease LDL-
cholesterol and glycemia levels in patients with primary APS, without, however,
substantially modifying coagulation parameters. It is possible that the reduction of LDL-
cholesterol levels contributed to decrease the thrombotic risk in primary APS. The
results of this thesis may encourage randomized studies to evaluate whether the use

of HCQ reduces the occurrence of thrombotic events in primary APS.

Keywords: Antiphospholipid syndrome, hydroxychloroquine, immunomodulation,
thrombophilia
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1.INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais da sindrome antifosfolipide

A sindrome antifosfolipide (SAF) € uma condigéo pré-trombética, adquirida, que
se caracteriza clinicamente pela ocorréncia de tromboses ou complicagcdes
gestacionais (1). Ocorre devido a producédo de autoanticorpos, chamados anticorpos
antifosfolipides, que atuam contra proteinas que se ligam aos fosfolipides de
membranas celulares, como plaquetas, mondcitos e células endoteliais (2). A proteina
alvo principal desses anticorpos é a beta2-glicoproteina | (32GPI) (2).

O diagnéstico da SAF baseia-se na deteccao de pelo menos um critério clinico
e um critério laboratorial (3, 4), descritos no quadro 1. A SAF é classificada como
secundaria, principalmente a doengas autoimunes como o IlUpus eritematoso

sistémico (LES), ou pode ser primaria, quando ndo ha outra doenga imune associada.

O padrao de presenca dos anticorpos antifosfolipides e a clinica do paciente
sugerem que haja pelo menos dois perfis de risco trombdético. Pacientes com alto risco
seriam os com tromboses recorrentes, concomitancia de tromboses arterial e venosa,
concomitancia de morbidade obstétrica e trombose, tripla positividade dos anticorpos
e associacao com LES (5). Pacientes com baixo risco seriam os com trombose venosa
profunda Unica, associada a um fator precipitante, anticorpo anticardiolipina ou anti-
B2GPI isoladamente positivos (5) (Quadro 2).
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Quadro 1: Este quadro descreve os critérios clinicos e laboratoriais necessarios para
o diagnéstico de SAF (3).

Critério Clinico (pelo menos 1)

Critério Laboratorial (pelo menos 1)

Trombose vascular

Tromboembolismo venoso (TEV);
Trombose arterial;

Trombose da microcirculacéo.

Morbidade obstétrica

Obito fetal = 10 semanas, feto
morfologicamente normal;

Parto prematuro antes de 34 semanas de
gestacdo causado por pré-eclampsia,
eclampsia ou insuficiéncia placentaria;
Abortos de repeti¢do (=3 abortos antes de
10 semanas de gestagao), sem outra

causa identificada.

Positividade de pelo menos 1 dos 3
testes; em 2 ocasioes distintas,
com 12 semanas de intervalo entre

os testes

e Anticoagulante lupico;

e Anticardiolipina IgM ou IgG, em
titulo médio ou alto (i.é. > 40 GPL
ou MPL);

¢ Anticorpo anti- B2GPI (IgM ou 1gG >
percentil 99).
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Quadro 2: Definicao dos perfis de risco trombético para pacientes com diagnéstico de
SAF (5).

Alto Risco Baixo Risco
Critérios Clinicos Tromboses recorrentes, Trombose venosa
concomitancia de tromboses profunda Unica,

arterial e venosa, concomitdncia  associada a um fator

de morbidade obstétrica e precipitante.
trombose.
Critérios laboratoriais  Anticoagulante IUpico positivo, Anticorpo

tripla positividade dos anticorpos, anticardiolipina ou anti-
associagdao com LES. B2GPI isoladamente

positivos.

1.2.Condicao pré-trombética na sindrome antifosfolipide
1.2.1. Fisiologia da hemostasia

A hemostasia é o0 processo fisioldgico responsavel pela manutencao do fluxo
sanguineo, evitando complicacbes hemorragicas e tromboticas (6). A hemostasia é
dividida em 3 etapas: hemostasia primaria, coagulagéo e fibrindlise. A hemostasia
primaria é caracterizada pela formacgédo do trombo plaquetério através da interacao
entre a camada média da parede vascular, as plaquetas e o fator de von Willebrand
(FYW) (6). A coagulacdo (hemostasia secundaria) é uma cascata de reacgdes
enzimaticas que culminam na geracdo de grandes quantidades de trombina e
consolidacdo do trombo inicialmente formado pelas plaquetas. A coagulagdo pode
ser dividida em duas fases: iniciacdo e amplificacao. A fase de iniciacao ocorre quando
o fator tecidual (FT), expresso nas células endoteliais ativadas, forma um complexo
com o fator (F) VIl ativado que ativa o FX e gera pequenas quantidades de trombina.
Na fase de amplificacdo, essas pequenas quantidades de trombina ativam o FVIll e o
FV. O FVllla promove a formacao do complexo tenase (FIX-FVllla), que ativa o FX. O
FXa liga-se ao FVa formando o complexo protrombinase, que leva a produgédo de
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grandes quantidades de trombina. Por fim, a trombina promove a conversdo do
fibrinogénio em fibrina e a consolidacdo do trombo (7). A trombina também é
responsavel pela ativagao do sistema anticoagulante natural, promovendo um controle
das fases de iniciagdo e amplificacdo. A trombina ativa o inibidor da via do fator
tecidual (TFPI), que controla a fase de iniciacdo da coagulacao. Além disso, a trombina
liga-se com a trombomodulina e com o receptor endotelial da proteina C (EPCR) para
formar um complexo que promove a conversao da proteina C em proteina C ativada.
A proteina C ativada une-se a proteina S para entao inativar o FVa e o FVllla (8).

A fibrindlise, ultima etapa do processo de hemostasia, promove a dissolucao
do trombo de fibrina. O processo de fibrindlise é iniciado pela liberacao de ativador de
plasminogénio tecidual (t-PA) pelas células endoteliais e de ativador de
plasminogénio-uroquinase (u-PA) pelos mondcitos. Ambos os ativadores levam a
conversao de plasminogénio em plasmina e sao inibidos pelo inibidor do ativador de
plasminogénio tipo 1 (PAI-1). Desta forma, é estabelecido pelo processo fibrinolitico o

equilibrio entre condigdes pré-coagulantes e pro-hemorragicas (9)(Figura 1).
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Modelo da coagulagdo baseado em superficies celulares

v
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plaquetas ativadas) Xa W2 (Trombina)
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Fibrinogénio — Fibrina

Figura 1- Representacao do novo modelo da cascata de coagulacéo (10).

1.2.2. Trombose e sindrome antifosfolipide

Na SAF, a formacao de trombos pode ocorrer indistintamente em qualquer veia,
artéria ou capilar do corpo humano, atingindo diferentes 6rgdos ou tecidos (11). A
fisiopatologia da formacdo desses trombos ndo esta bem elucidada, mas
provavelmente ha hiperestimulo a coagulacdo pela acdo dos anticorpos
antifosfolipides (12). Em particular, acredita-se que anticorpos anti-B2GP| tenham
importancia fundamental no desenvolvimento da trombose e outras caracteristicas
clinicas da SAF. A B2GPI é uma glicoproteina plasmatica que liga varios elementos

carregados negativamente, incluindo fosfolipides, lipoproteinas, plaquetas ativadas e
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células endoteliais ativadas (13). Supbe-se que os anticorpos antifosfolipides, ou o
complexo formado entre os anticorpos e a B2GPI aderida a superficie lipidica da
membrana celular, possam levar a expressédo de proteinas de adeséo e do FT em
plaguetas, mondcitos e células endoteliais (14, 15, 16). Os anticorpos antifosfolipides
interferem na cascata de coagulacdo ao promoverem a ativacdo da via do FT e a
inibicdo dos anticoagulantes naturais e da fibrinélise, levando, assim, a um estado pro-
coagulante (17). Células endoteliais ativadas parecem perpetuar o estado pré-
trombotico na SAF (7) (Figura 2). Outro possivel mecanismo imunopatoldgico seria a
ligacdo dos anticorpos anti-B2GPI a lipoproteinas de baixa densidade (LDL) através
da B2GPI aderida a estas, o que pode favorecer a fagocitose do LDL pelos macréfagos

e o desenvolvimento de aterosclerose (18).

Ativagao de

células endoteliais
Resposta imune de
Ativagao e células T

agregagao
plaquetaria

Ligagéo dos aPL a
células endoteliais e
plaquetas

x Citocinas
pro-inflamatérias

Coagulagéo
Ligacao do aPL a
beta-2-glicoproteina,
protrombina,
proteinas C e S, e L o
anexina V interferem :2:!"%93: da g:otelg? c T -
nacascata da <Ligacto dia anexinaV SINDRONME
coagulagéo S ANTIFOSFOLIPIDE
> Atividade do fator tecidual

Figura 2- Mecanismos patogénicos da SAF — adaptado de John G. Hanly, JAMC,
2003 (17).

1.3. Imunopatogénese da sindrome antifosfolipide

A maturacao dos linfocitos T helper CD4+ acontece no timo, apds exposicao a
citocinas ou antigenos especificos. As células T diferenciadas migram do timo como
células T naive para os 6rgaos linféides secundarios. Uma vez na periferia, citocinas
especificas liberadas pelas células apresentadoras de antigenos (APC) promovem
ativacdo ou inibicdo desses linfécitos, o que resulta na diferenciagdo de
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subpopulacdes de células T efetoras (Th1, Th2 e Th17) e de linfécitos T reguladores
(TREG) (19) (Figura 3). As células T reguladoras CD4+ CD25+ FoxP3+ (TREG) séo
linfocitos primordialmente envolvidos na manutengédo da autotolerancia e prevengao
da autoimunidade (20). As TREG podem inibir as células T efetoras e as APC através
da supressao da via dependente da exposicao celular, pela liberacdo da granzima e
porfirina ou, ainda, através de citocinas imunossupressoras como a interleucina (IL)10
e IL-35 (20).

Em condigdes fisioldgicas, mecanismos de imunotolerancia central impedem
que ocorra a proliferacao de células T estimuladas por autoantigenos. Entretanto, em
alguns individuos, células T autoreativas escapam desse mecanismo regulatorio
imune e tornam-se ativadas e proliferantes, o que leva ao desenvolvimento de
doencas autoimunes (19). Os mecanismos que levam a perda da imunotolerancia e
producdo de autoanticorpos ndo sdao completamente conhecidos, entretanto dois
mecanismos sao descritos: a apresentacao de autodeterminantes cripticos e a acéao
das TREG.

Dos inumeros peptideos definidos pelas sequéncias de aminoacidos do
autoantigeno, uma pequena proporcao € apresentada as células T pelas APC como
parte do processamento antigénico e apresentacao de antigeno. Estes peptideos sédo
representantes dos autoantigenos e denominados autodeterminantes dominantes,
enquanto os peptideos remanescentes, que nao foram eficientemente apresentados
pelas APC e estdo normalmente escondidos do sistema imune, sdo chamados de
autodeterminantes cripticos. O reconhecimento das células T dos autodeterminantes
dominantes nas APC determina delecdo no timo ou inativagao periférica. Por outro
lado, células T especificas para os autodeterminantes cripticos sdo componentes do
repertdério normal dessas células, mas sem contato com peptideos antigénicos na
periferia. Essas células T podem se tornar ativadas e autoagressivas se houver a
apresentacao prévia, em alta concentracao, de autodeterminantes cripticos (21). Esse
conceito representa a principal hipétese para a patogénese de doengas autoimunes.
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Figura 3. Mecanismos de controle da autoimunidade (22).

Na SAF, ambos os mecanismos de perda de imunotolerdncia ja foram
sugeridos. Estudos laboratoriais demonstraram que anticorpos antifosfolipides séo
direcionados principalmente contra o epitopo p276—290 da proteina B2GPI, um
autodeterminante criptico. Esse peptideo é apresentado ao linfécito T CD4+ por APC.
O linfécito T CD4+ subsequentemente ativa o linfocito B, que produziria anticorpos
especificos anti-p2GPI (23,24). Além disso, a disfuncdo das TREG também foi
relatada na SAF. Um estudo clinico recente demonstrou que pacientes com SAF
apresentam niveis diminuidos de IL-10, citocina produzida pelas TREG, quando

comparados com controles (25).

1.4. Tratamento da sindrome antifosfolipide com trombose

Pacientes com SAF e antecedentes trombdéticos sdo tratados com terapia
anticoagulante oral definitiva, em particular com anticoagulantes do tipo antagonistas
da vitamina K (AVK) e alvo terapéutico da anticoagulagcao de RNI entre 2,0 — 3,0 (26,
27). Esta orientagao terapéutica vem da observacao de que a taxa de recorréncia de
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eventos tromboticos em pacientes com SAF esta em torno de 5 a 16% (27), sendo a

descontinuidade da terapia anticoagulante a principal causa de recorréncia.

Entretanto, em mais de 5% dos casos, o tratamento anticoagulante pode nao
ser suficiente para prevenir a recidiva da trombose (28). Nesse contexto, terapias
complementares a anticoagulacao convencional podem constituir tratamentos de
interesse (29). O atual entendimento dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos
nas tromboses mediadas pela SAF amplia as possibilidades de associagdo do
tratamento imunomodulador ao tratamento antitrombético (30).

1.5. Papel do tratamento imunomodulador na sindrome antifosfolipide

Hidroxicloroquina (HCQ) € uma droga antimalérica que apresenta efeito no
controle de doencgas autoimunes. Os efeitos imunomoduladores da HCQ incluem:
aumento do pH nos vacuolos intracelulares dos fagécitos com interferéncia no
processo de apresentacdo do antigeno, inibicdo do reconhecimento de antigenos

pelos linfocitos T e B, e inibi¢ado da via de sinalizagao dos receptores “TOLL-like”(31).

Sugere-se que a HCQ possua, ainda, efeitos antitrombéticos. Em modelos
murinos, a HCQ diminuiu o tamanho e o tempo de estabilidade do trombo de maneira
dose-dependente e inibiu a expressao do receptor plaquetario GPIIb/llla (29). Ha
evidéncias de que a HCQ promova a inibicao da agregacao plaquetaria, induzida pelo
acido araquidénico e pelo colageno (29). Na SAF, demonstrou-se que a HCQ reverte
a ligacao do complexo antifosfolipide - B2GPIl com as bicamadas de fosfolipide das
membranas celulares, podendo atuar como imunomodulador nesta condicéo (32).

Historicamente, a HCQ ja foi usada como agente profilatico contra trombose
venosa profunda e embolia pulmonar apds cirurgia de quadril (33). Em pacientes com
LES, o uso da HCQ esté associado a menor risco de complicagbes da doenga e menor
risco trombotico. Estudos populacionais mostraram que a HCQ reduz em cerca de
70% o risco de tromboses arteriais e venosas nos pacientes com LES (34, 35), o que
sugere que a droga tem efeitos antitrombdticos. Entretanto, esse possivel efeito
antitrombético permanece controverso, uma vez que alguns estudos populacionais
em LES nao confirmaram que o uso crénico de HCQ reduz a incidéncia de trombose
nos pacientes (36). O provavel efeito protetor da HCQ contra trombose nos pacientes
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com LES pode ser derivado do efeito da droga em controlar a atividade do LES, os
danos associados a doenca e promover a diminuicdo dos niveis de colesterol (37).

Nos casos de SAF primaria, a eficacia da HCQ nas prevencbes primaria e
secundaria de tromboses nao esta estabelecida. Embora dois guidelines para o
tratamento da SAF sugiram a possibilidade de uso da HCQ em situagdes de maior
gravidade, o nivel de evidéncia clinica que sustenta essa sugestao € baixo (32,38).
Ha apenas um estudo clinico, recente, ndo randomizado, que demonstrou que 0 uso
da HCQ diminui o risco de recidiva da trombose em paciente com SAF (39). Esse
achado, entretanto, ndo foi confirmado em estudos subsequentes (40,41).

Em conclusdao, a HCQ, associada a anticoagulagdo convencional, pode ter
impacto favoravel no tratamento dos pacientes com SAF primaria e trombose. Porém,
h& a necessidade de evidéncias clinicas adicionais que apoiem a decisédo pelo uso
desta medicacao no tratamento da SAF primaria.

2. HIPOTESE

HCQ é uma medicagdo acessivel e ja utilizada com sucesso no controle da
resposta imune e do risco trombético dos pacientes com LES. Na SAF primaria, o uso
de HCQ € sugerido como tratamento complementar a anticoagulacdo oral,
principalmente em casos mais graves da doenca. Acredita-se que a acéao
imunomoduladora da HCQ possa intervir na patogénese da SAF, inibindo a atividade
dos anticorpos antifosfolipides e otimizando o tratamento anticoagulante.

Entretanto, o potencial da HCQ em levar a imunomodulagédo e ao controle do
estado de hipercoagulabilidade em pacientes com SAF primaria nao esta
estabelecido. H& poucos dados em literatura que avaliam o papel da HCQ no
tratamento da SAF primaria, e, portanto, sua aplicabilidade clinica é ainda

controversa.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo € avaliar o efeito do uso da HCQ como terapia
complementar a anticoagulacao no perfil imunolégico e hemostatico de pacientes com
SAF primaria.
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Objetivos especificos listados abaixo foram definidos para avaliagdo nos pacientes

ao longo do tratamento.

1. Avaliagdo do perfil imunolégico pela quantificacao de linfocitos T, B, NK e
TREG.
2. Determinacao do valor circulante de dimero-D e da expressao do FT nos

mondécitos e plaquetas, como marcadores de coagulacao.

3. Avaliacdo dos fatores de risco cardiovascular através da dosagem dos

perfis lipidico e glicémico.

4. METODOLOGIA

4.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo e intervencionista em que os mesmos

pacientes foram acompanhados durante um periodo de 6 meses de exposicao ao

tratamento com HCQ e durante um periodo de 6 meses sem esse tratamento.

Detalhes do desenho do estudo e do seguimento clinico estdo ilustrados na Figura 4.

Nesse estudo, os pacientes sdo seus proprios controles e os periodos com e sem uso

de HCQ s&o comparados.

* Avaliacao clinica )
nicY del © Hmg, RNI, perfil lipidico, GJ, HbA1c, Cr, U, Prot/crea, AST, ALT, FAN, C3, C4, FT, Ddim,
Hcq* | CD's*™ y

~
» Avaliagdo Clinica

Mensal | * Hmg, RNI J
* Avaliagao clinica h
gontes | © Hmg, RNI, perfil lipidico, GJ, HbA1c, Cr, U, Prot/crea, AST, ALT, FAN, C3, C4, FT, Ddim,
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*Manutencdo das medicacdes de uso continuo
** Hmg= Hemograma; RNI=Relacdo Normatizada Internacional; Perfil lipidico= Colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicérides; GJ=Glicemia de
jejum; HbA1c= Hemoglobina glicada; Cr=Creatinina; U=Uréia; Prot/crea= Relacdo proteina/creatinina urinaria; AST=Transaminase glutamico-oxalacéti

ALT=Alanina aminotransferase; FAN=Fator antinuclear; C3= fracdo C3 do complemento; C4=fragdo C4 do complemento; FT=Fator tecidual; Ddim= D-
dimero; CD’s= clusterde diferenciacdo—CD3, CD8, CD4, CD19 CD25, CD45, CD56, CD14, CD41, FoxP3.

Figura 4 — Esquema representando o seguimento clinico-laboratorial do estudo.
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4.2. Selecao dos participantes do estudo

Os participantes do estudo foram recrutados entre os pacientes com
diagnéstico de SAF primaria do ambulatério de Hemostasia do Hemocentro da
UNICAMP. Os critérios de inclusdo eram: diagnostico confirmado de SAF primaria
com trombose e idade entre 17 e 65 anos. Os critérios de exclusao foram: diagndstico
de neoplasia em atividade, outras doencas autoimunes associadas, gravidez e SAF

com complicagbes obstétricas isoladas.

4.3. Avaliacao clinica e tratamento dos pacientes

Os pacientes que aceitaram participar do estudo preencheram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), anexo Il. Apds a assinatura do termo, os
pacientes foram encaminhados para avaliacao clinica, coleta de amostras e inicio do
tratamento com HCQ.

Os pacientes incluidos no estudo foram tratados com HCQ 400mg via oral ao
dia, fornecida pelo Hemocentro e manipulada por farmacia conveniada, em
associagdo com o anticoagulante oral ja em uso por eles e de eventuais outras
medicac¢des de uso continuo. Os pacientes foram avaliados clinicamente antes do
inicio do tratamento, utilizando-se formulario padronizado (anexo lll), contendo:

e Dados da anamnese: nome, sexo, data de nascimento, descricdo do evento
trombético, recidiva da trombose e comorbidades;

e Dados do exame fisico: medidas antropométricas como peso, altura, indice de
massa corporea e circunferéncia abdominal.

Nas consultas subsequentes, os pacientes foram avaliados em relacao a
presencga de complicagdes clinicas relativas a doenca de base e aos efeitos adversos
da terapia HCQ e anticoagulante oral (espontaneamente e interrogatorio ativo). Foram
realizadas avaliagbes clinica e laboratorial mensalmente para controle dos sintomas,
hemograma e da anticoagulacao, e, ao final de 6 meses de tratamento, a coleta dos
exames do estudo (Figura 4). O tratamento com HCQ durou 6 meses. Apds 6 meses
da interrupcdo da medicacdo (periodo de wash out), foi iniciado um novo periodo

semestral de seguimento, mantendo o mesmo cronograma de avalia¢des clinicas e
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laboratoriais, com a manutencdo do anticoagulante oral e eventuais outras

medicag¢des de uso continuo (Figura 4).

4.4. Desfechos do estudo

Os desfechos avaliados nesse estudo foram laboratoriais e avaliados durante
os periodos com HCQ e sem esse tratamento.

4.4.1. Dosagem do dimero-D e complemento (C3 e C4)

Niveis plasmaticos de dimero-D foram determinados utilizando kit
imunoenzimatico que emprega a técnica de ELISA do tipo sanduiche (VIDAS D-dimer
exclusion kit, BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France), pelo laboratério de Hematologia do

Hospital das Clinicas da Unicamp.

Para a determinagcdo dos niveis de C3 e C4, foi utilizado o equipamento
automatizado BNProSpec Analyzer (Siemen Healthcare Diagnostics Inc., USA),_que
utiliza o principio nefelomeétrico, no laboratério de Imunologia do Hospital das Clinicas
da Unicamp.

4.4.2. Dosagem dos marcadores de risco cardiovascular e hemograma

Os hemogramas foram realizados no laboratério de Hematologia do
Hemocentro da UNICAMP no equipamento ADVIA® Hematology System (Siemen
Healthcare Diagnostics Inc.,USA). Os testes de colesterol, triglicérides, glicemia,
uréia, creatinina, aspartato-aminotransferase, alanina-aminotransferase e proteina
urinaria foram realizados no Laboratério de Bioquimica Clinica da UNICAMP usando

o equipamento AU5800 (Beckman-Coulter, USA) e reagentes especificos.

4.4.3. Quantificacao das diferentes populacoes linfocitarias por
citometria de fluxo

A expressao das moléculas de superficie CD3, CD8, CD4, CD 19, CD25, CD16,
CD 45, CD56 e da proteina citoplasmatica FoxP3 foi determinada pela técnica de

citometria de fluxo. Para a avaliacdo, foram adicionadas aliquotas de 100 uL da
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suspensao ajustada para 1x10° células/mL em tubos proprios para citometria. Apods,
foram adicionados anticorpos monoclonais especificos (BD-Pharmingen, USA) para a
marcacao da populagao celular a ser analisada, conjugado com os fluorocromos FITC,
PE, PerCP e APC, dependendo do painel empregado para a fenotipagem celular. As
células foram entdo incubadas por 20 minutos para a marcagcdo dos antigenos de
superficie. No caso da marcacéo intracelular da proteina citoplasmatica FoxP3, apds
a marcagdo dos antigenos de superficie, foi realizada a permeabilizagéo
(Citoperm/Citofix) das células seguida por adigdo do anticorpo anti-FoxP3. As células
marcadas, assim como as células com os isotipos controles, foram suspensas e lidas
em citdmetro de fluxo (FACSCalibur, BD BioSystems). A andlise dos resultados foi
realizada no programa FlowdJo, versao 10 (FlowJo, LLC, EUA).

Linfécitos T CD4+ ou CD8+ foram identificados pela marcacao com CD45+
(PerCP), CD3+ (FITC) e CD4+ (APC) ou CD8+ (PE), respectivamente (Figura 5 e 6).
A determinacao de linfocitos NK seguiu a seguinte ordem: CD45+ (PerCP), CD3-
(FITC), CD56+ (PE) (Figura 7). Linfécitos B foram identificados pela marcagdo com
CD45+ (PerCP) e CD19+ (APC) (Figura 8). Os linfécitos TREG foram detectados pela
marcacao CD45+ (FITC), CD4+ (PerCP), CD25+ (PE) e FoxP3+ (APC) (Figura 9).
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Figura 5— Estratégia de andlise utilizada para identificar a populagéo de linfécitos T
CD4+.
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Figura 9 - Estratégia de andlise utilizada para identificar a populacao de linfécitos
TREG.

4.4.4. Quantificacao da expressao de fator tecidual em plaquetas e
mondocitos

A quantificagdo da expressao de FT em plaquetas e mondcitos foi avaliada
através de uma amostra de 100ul de sangue coletado em tubo de EDTA ou citrato
apoés estimulo com LPS e incubacao por 1 hora em 37°C.

Para a marcacao do FT em plaquetas foram utilizados os seguintes anticorpos
monoclonais: CD41 (PE) e anti-TF (CD 142, FITC) (BD Bioscience, EUA). Para a
marcacao do FT em mondcitos foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais:
CD14 (PE) e anti-TF (CD 142, FITC) (BD Bioscience, EUA). As células marcadas,
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assim como as células com os isotipos controles, foram analisadas em citbmetro de
fluxo (FACSCalibur, BD BioSystems). A andlise dos resultados foi realizada no
programa FlowJo, versdo 10 (FlowJo, LLC, EUA) (Figuras 10 e 11). Os resultados
foram expressos como intensidade da expressdao do FT nas plaquetas e nos

mondacitos.
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Figura 10 - Estratégia de analise utilizada para marcacao do FT em plaquetas.

i}

1IZI4 1[}5

SSC-H (= 1.000)
100 150 200

-1
=

2 ™~
3

~—a
N
Ta
AN
@ 2

CD14 FLZ-H

T |'||r1|[ T T [‘|'n||]. : - it pic o !
100 150 200 350 10’ 10* 0 FTFL1-H
FSC-H (x 1,000) CD14 FL2-H

Figura 11 - Estratégia de analise utilizada para marcagéao do FT em mondcitos.

4.5. Analise estatistica

Os valores médios e o desvio padrao (DP) de todos os parametros laboratoriais
estudados foram calculados no inicio e fim dos periodos de seguimento. Foram
definidos dois periodos de seguimento: com HCQ e sem esse tratamento. Os periodos

com e sem HCQ foram comparados quanto aos valores dos parametros dosados.

A variacdo (delta) dos niveis dos parametros imunoldgicos e hemostaticos
durante os periodos com e sem HCQ foi calculada através de teste t pareado. A
diferenca de variagdo dos parametros laboratoriais entre os dois periodos de

seguimento foi calculada através de métodos de regressao linear. Essas diferengas
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foram expressas como média e 95% intervalo de confianca (95% IC). A Figura 12
ilustra as estratégias de analise estatistica utilizadas. Todas as analises foram

realizadas utilizando-se o programa SPSS versao 23.0 (SPSS Inc, Chicago, lll).

Pacientes foram seguidos em dois periodos
distintos

Periodo sem tratamento
(1) —

TO T1
Inicio do Fim do
seguimento seguimento

Variac#o (A,) dos pardmetros estudados
¢éo (A1) P Diferencadas

variagBes (A, vs. A,)

dos parametros
Periodocom hidroxicloroquina estudados entre os
) dois periodos
T0 T1
Inicio do Fimdo
seguimento seguimento —

Variagdo (A ;) dos palrémetros estudados

Figura 12 — Estratégias da andlise estatistica.

5. RESULTADOS
5.1. Populacao estudada

Foram selecionados trinta e sete pacientes candidatos ao estudo no periodo de
dezembro/2014 a dezembro/2016. Destes, houve duas recusas a participacao e uma
exclusao por constatacao de presenca de outra doencga autoimune associada a SAF
em revisao de histdria clinica (artrite psoriasica). A medicacao foi, portanto, introduzida

para trinta e quatro pacientes.

Apos a introdugao da medicacao, totalizamos sete perdas de seguimento durante
o estudo: duas exclusbées por intercorréncias clinicas - uma aos dois meses de
tratamento devido intolerAdncia a medicacdo pelos efeitos gastrintestinais
apresentados (nauseas e epigastralgia de dificil controle) e a outra por diagnéstico de
gestacao durante o segundo més do uso da medicacao. Ocorreram dois 6bitos, ambos
no segundo més de tratamento. Uma paciente teve o primeiro atendimento em sua
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cidade de procedéncia, porém foi posteriormente transferida para o Hospital das
Clinicas da UNICAMP, com desfecho relacionado a complicagées de insuficiéncia
cardiaca grave pré-existente. A segunda paciente apresentava previamente ao estudo
quadro de cardiopatia congestiva com agudizagdes frequentes, porém sem
acompanhamento cardiolégico regular; o ébito ocorreu em sua cidade de origem, de
maneira subita, com relatos familiares frustros e sem acesso a declaracao de 6bito.
Houve trés abandonos de seguimento por causas desconhecidas. Dessa forma,
obtivemos vinte e sete pacientes que concluiram o estudo. O fluxograma do estudo

esta ilustrado na Figura 13.

Pacientes elegiveis
n=37

Excluidos (n=3)
-Sem critérios de incluséo (n=1)
-Recusa a participagdo (n=2)

Incluidos no estudo
n=34

Perda de seguimento (n=7)
-Gestagao (n=1)

-Reagao adversa medicamentosa (n=1)
-Obitos (n=2)

-Abandono de tratamento (n=3)

Concluséo do estudo
n=27

Figura 13- Fluxograma do estudo com selecao dos pacientes e critérios para exclusao.

5.1.1. Caracteristicas demograficas e comorbidades dos pacientes na
inclusao do estudo

Entre os vinte e sete pacientes incluidos no estudo, houve predominio do sexo
feminino (78%), sendo a média de idade de 44 anos (DP = 12 anos). Dentre as
comorbidades detectadas, a hipertensao arterial sistémica (HAS) foi diagnosticada em
44% dos pacientes, dislipidemia em 44% e diabetes mellitus (DM) em 7%. A

positividade do fator antintucleo (FAN), em titulos maiores que 1:320, foi observada
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em 11% dos pacientes, a média do nivel de C3 foi de 1,3 mg/dl (DP=0,2 mg/dl) e a de
C4 foi de 0,2mg/dl (DP=0,1 mg/dl) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e comorbidades dos pacientes na data de

inclusdo do estudo.

Participantes

n=27
Idade, média (DP) anos 44 (12)
Sexo feminino , n (%) 21 (78)
Uso de estatina, n(%) 11(40)
Hipertensao Arterial Sistémica, n (%)* 12 (44)
Dislipidemia, n (%)* 12 (44)
Sobrepeso, (IMC>25 e <30kg/m2)* 7 (26)
Obesidade, (IMC>30kg/m2)* 10 (37)
Tabagismo, n (%) 5(18)
Diabetes Mellitus, n (%)* 2(7)
Positividade de FAN, n (%) 3(11)
Niveis de C3, média (DP) mg/dl 1,3 (0,2)
Niveis de C4, média (DP) mg/dl 0,2 (0,1)

*Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia- 2016/2017

5.1.2 -Caracteristicas clinicas associadas a SAF na inclusao do estudo

Ao tracarmos o perfil da presenca de anticorpos antifosfolipides, observamos
que, ao diagnéstico, oito pacientes (30%) apresentavam positividade isolada para o
anticorpo anticoagulante lupico (LAC); seis pacientes (22%) tinham dupla positividade
para LAC e anticorpo anticardiolipina (aCL) ou anticorpo anti2-GPl e a tripla
positividade de anticorpos foi descrita em 10 (37%) dos pacientes (Tabela 2).

Em relacdo a condicdo trombédtica dos pacientes na inclusdo do estudo,
observamos a predominancia do primeiro evento trombético em sitio venoso (22

casos; 77%), mais comumente com episédio de trombose venosa profunda (TVP). Em
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todos os casos cuja apresentacao inicial foi em leito arterial (8 casos; 30%), 0 evento

trombatico foi 0 acidente vascular cerebral (AVC) (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas associadas a SAF na data de inclusdo do estudo.

Participantes

n=27
Perfil de Anticorpos Antifosfolipides
Positividade isolada para aCL ou ap2GPI,n (%) 0 (0)
Positividade isolada para LAC,n (%) 8 (30)
Dupla positividade para aCL e aBGPI, n (%) 3 (11)
Dupla positividade para LAC e aB2GPI (ou aCL), n (%) 6 (22)
Tripla positividade, n (%) 10 (37)
Sitio do primeiro episddio trombotico
Trombose Venosa, n (%) 22 (77)
TVP, n(%) 21 (77)
TEP n (%) 5(18)
Sitio incomum, n (%) 1(3)
Trombose Arterial, n (%) 8 (30)
AVC, n (%) 8 (30)
Periférica , n (%) 0 (0)
Trombose Recorrente, n(%) 9 (33)
Sitio de recidiva da trombose
Trombose Venosa, n(%) 7 (26)
Trombose Arterial, n(%) 2 (11)
Numero de eventos trombdticos, média (DP) 1(1)
Tratamento antitrombético
Varfarina, n(%) 27 (100)
Acido acetilsalicilico, n(%) 8 (30)
Tempo desde a primeira trombose, média (DP) anos 8 (9)
Tempo desde a ultima trombose, média (DP) anos 4 (6)
Complicacoes obstétricas* , n (%) 5 (33)

*Complicagdes (aborto, perda fetal ou outras complica¢des relacionadas a SAF)

autorreportadas em 15 pacientes com histérico de gestacao.



38

5.1.3- Dados laboratoriais hematoldgicos e bioquimicos na inclusao do estudo

Foram realizadas andlises dos principais parametros hematol6gicos dos
pacientes. Nao observamos alteracbes importantes destes parametros,
especialmente em condigbes que poderiam estar relacionadas a manifestagbes da
SAF como anemia (média hemoglobina [Hb] basal:13,7g/dl e DP=1,8g/dl),
plaguetopenia (média plaquetometria: 216000/mm3; DP=37881/mm3) e linfopenia
(mediana 1630/mm3; DP=391/mm3). Também n&o evidenciamos estado de
hipercoagulabilidade avaliado pelo D-dimero nestes pacientes (meédia 144 ug/L;
DP=99,3 ug/dl) (Tabela 3). E importante notar, entretanto, que os pacientes estavam

em uso de anticoagulante oral.

Tabela 3- Dados laboratoriais de exames de hematologia e exames bioquimicos na
data de inclus&o no estudo dos pacientes que concluiram os estudo.

Parametros Participantes
n=27
Hb g/dl, média (DP) 13,9 (1,5)
Ht %, média (DP) 42,1 (4,9)

Leucécitos totais(/mm3), média (DP)
Neutrofilos (/mm3), média (DP)

6490 (1756)
3719 (1144)

Linfécitos(/mm3), média (DP) 1869 (474)
Mondcitos (/mm3), média (DP) 379 (139)
Plaguetas (/mm3), média (DP) x103 221 (42,6)
Glicemia de jejum (mg/dl), média (DP) 96,5 (38,4)
Colesterol total (mg/dl), média (DP) 171 (37,5)
Triglicérides (mg/dl) média (DP) 165 (119)
Colesterol LDL (mg/dl), média (DP) 112,7 (35,9)
Colesterol HDL (mg/dl), média (DP) 48,7 (13,8)
Creatinina (mg/dl), média (DP) 0,7 (0,2)
Uréia (mg/dl), média (DP) 26 (11,1)
AST (mg/dl), média (DP) 19,7 (8,9)
ALT (mg/dl), média (DP) 20,6 (4,6)
Dimero-D (ug/L), média (DP) 141 (61,2)
Proteina/creatinina urinaria média, (DP) 0,12 (0,20)
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5.2. Comparacao dos resultados entre os periodos com e sem tratamento com
hidroxicloroquina

5.2.1. Efeito da HCQ no perfil imunolégico

Observamos que no periodo de tratamento com HCQ houve queda da
qguantidade circulante de linfécitos CD8+ (média -4.9, 95% IC -8,01 a -1,85), enquanto
no periodo sem HCQ a quantidade de linfocitos CD8+ aumentou. Desta forma, o
tratamento com HCQ diminuiu em 56.7% a quantidade de CD8+ circulante em relacéao

ao nao tratamento.

Fenémeno contrario foi observado em relacao aos linfécitos TREG circulantes.
Houve incremento no periodo de tratamento com HCQ (média 0,21, 95% IC -0,01 a
0,44), enquanto no periodo sem HCQ a quantidade de linfécitos TREG diminuiu. Desta
forma, o tratamento com HCQ aumentou em 75% a quantidade de TREG circulante
em relacédo ao ndo tratamento.  Constatamos, também, uma tendéncia a diminuicao
da quantidade de linfocitos CD4+ circulantes durante o tratamento. No periodo de
tratamento com HCQ né&o houve variacao da quantidade de CD4+ (média 0,54, IC -
2,59 a 3,66). J& no periodo sem HCQ, houve aumento significativo da quantidade
circulante de CD4+ (média 4,25, 95% IC 1,28 a 7,23). O tratamento com HCQ levou
a diminuicao relativa de CD4+ em 8.8%, quando comparado ao n&o tratamento.

Nao foi observado efeito da HCQ nos outros parametros do perfil imunolégico
(frac6es C3 e C4 do complemento, linfécito CD19+ e linfécito CD56) (Tabela 4).
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Tabela 4- Efeitos da hidroxicloroquina nos parametros imunoldgicos

Niveis no periodo, média Variagdo no P Diferenca entre os P
(DP) periodo, periodos, média (95%
Inicio Fim média (95% IC) IC)
C3 (mg/dl)
Nao tratamento 1,25 (0,15) 1,24 (0,15) -0,01 (-0,06 a 0,05) 0,84 Referéncia
Tratamento 1,23 (0,19) 1,22 (0,21) -0,01 (-0,05 a 0,03) 0,56 -0,01 (-0,07 a 0,06) 0,84
C4 (mg/dl)
Nao tratamento 0,24 (0,07) 0,25 (0,07) 0,01 (-0,01 a 0,02) 0,36 Referéncia
Tratamento 0,24 (0,08) 0,24 (0,08) 0,00 (-0,01 a 0,01) 0,94 -0,01 (-0,02 a 0,01) 0,49
CD4 (%)
Nao tratamento 41,8 (8,41) 46,1 (7,45) 4,25 (1,28 a 7,23) 0,01 Referéncia
Tratamento 44,72 (9,21) | 45,2 (7,69) 0,54 (-2,59 a 3,66) 0,73 -3,72 (-7,94 a 0,50) 0,08
CD8 (%)
Nao tratamento 18,23 (8) 24,18 (25,2) 5,95 (-4,64 a 16,54) 0,26 Referéncia
Tratamento 23,64 (6,93) | 18,71 (8,97) | -4,93 (-8,01 a-1,85) | 0,001 -10,88 (-21,64 a -0,12) 0,05
CD19 (%)
Nao tratamento 10,08 (3,7) 12,3 (17,5) 2,24 (-5,10 a 9,58) 0,54 Referéncia
Tratamento 10,24 (3,81) | 9,75 (3,75) -0,49 (-1,78 a 0,80) 0,44 -2,73 (9,86 a 4,40) 0,45
CD56 (%)
Nao tratamento 9,54 (5,9) 9,3 (4,9) -0,21 (-1,46 a 1,04) 0,74 Referéncia
Tratamento 10,92 (8,6) 11,37 (6,15) 0,46 (-2,63 a 3,54) 0,76 0,76 (0,32 a 1,20) 0,69
TREG (%)
Nao tratamento 1,36 (0,84) 0,81 (0,3) -0,55 (-0,95 a -0,14) 0,01 Referéncia
Tratamento 0,94 (0,56) 1,15 (0,65) 0,21 (-0,01 a 0,44) 0,07 0,76 (0,32 a 1,20) 0,001

Analisamos, também, a variacao no perfil de autoanticorpos diagnésticos de
SAF dos pacientes entre os periodos com e sem tratamento com HCQ. No inicio do
estudo, o anticorpo anticardiolipina IgG estava positivo em 9 pacientes. Apos 6 meses
de uso de HCQ, o anticorpo anticardiolipina IgG tornou-se negativo em 77,8% desses
pacientes (n=7). Dentre os 16 pacientes com anticorpo anticardiolipina IgG negativo,
houve positivagdo do anticorpo apos o uso de HCQ em 12,5% (n=2). A mudanca de
perfil do anticorpo anticardiolipina 19G, ilustrada na figura 14, foi estatisticamente
significativa (P=0,009).
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Anticardiolipina IgG pré e pos tratamento

Neg/Pos _
Negeo |
Pos/Pos _

P=0,009

0,0% 5,0% 10,0% 150% 20,0% 250% 30,0% 35,0% 40,0% 450% 50,0% 55,0%

Figura 14- Variacdo da presenca do anticorpo anticardiolipina IgG pré e pos

tratamento com hidroxicloroquina

O anticorpo anti-B2GPI estava presente em 15 pacientes. Apds 6 meses de uso
de HCQ, o anticorpo anti-B2GPI tornou-se negativo em 33,3% desses pacientes (n=5).
Dentre os 9 pacientes com anticorpo anti-B2GPI negativo na data da inclusdo do
estudo, houve positivacdo apoés o uso de HCQ em 11,1% (n=1). A mudanca de perfil
do anticorpo anti-B2GPI esta ilustrada na figura 15.

a32GP-1 pré e pds tratamento
B P P P=0,07

Neg/Pos -

eg/ve: [

vos/eo: -
vos/nes |

0,0% 5,0% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0% 35,0% 40,0% 45,0%

Figura 15 - Variacéao da presenca do Anticorpo anti-B2GPI pré e pés tratamento com

hidroxicloroquina
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5.2.2. Efeito da HCQ nos parametros hematolégicos

O efeito da HCQ nos parametros hematoldgicos esta descrito na Tabela 5. A
média dos valores de linfécitos era 1869/mm3 (DP=474/mm3) no inicio do periodo de
tratamento com HCQ e caiu para 1551/mm3 (DP=384/mm3) ao final desse periodo.
Durante o periodo de nao tratamento, a média dos valores de linfcitos era 1626/mm3
(DP=404/mm3) no inicio e 1668/mm3 (DP=438/mm3) ao final do periodo. Os niveis
de hemoglobina n&o variaram significativamente nem no periodo de tratamento com
HCQ (média 13,9g/dl, [DP=1,58g/dI] no inicio; média 13,7g/dl, [DP=1,78g/dl] no fim do
periodo de tratamento; P=0,23) e nem no periodo sem HCQ (média 13,8 g/dl
[DP=1,9g/dl] no inicio; média 13,8g/dl [DP=1,9g/dI] no fim do periodo sem tratamento;
P=0,98).

A diferenga média da contagem de leucdcitos entre os periodos com e sem
HCQ foi de -871,67/mm3 (95% IC -1484,08 a -259,27/mm3), o0 que resultou num efeito
do tratamento com HCQ em reduzir a contagem de leucécitos totais em 15% quando
comparado ao néo tratamento. A diferenga meédia da contagem de linfocitos entre os
periodos com e sem HCQ foi de -360,92/mm3 (95% IC -519,86 a -201,97/mm3), o que
resultou num efeito do tratamento com HCQ em reduzir a contagem de linfécitos em

16% quando comparado ao nao tratamento.
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Tabela 5 — Efeitos da HCQ nos parametros hematol6gicos para controle de toxicidade

hematoldgica.

Niveis no periodo, média Variacao no periodo, P Diferenca entre os P
(DP) média (95%IC) periodos, média
Inicio Fim (95%IC)
Hemoglobina, g/dl
Nao tratamento 13,88 (1,9) 13,88 (1,9) 0,00 (-0,34 a 0,34) 0,98 Referéncia
Tratamento 13,9 (1,58) 13,7 (1,78) -0,26 (-0,69 a 0,18) 0,23 -0,26 (-0,81 a 0,28) 0,34
Leucécitos,/mm3
Néao tratamento 5700 (1334) | 5860 (1724) 127,60 (-372,71 a 0,60 Referéncia
627,91)
Tratamento 6490 (1756) | 5720 (1477) -744,07 (-1132,59 a 0,001 -871,67 (-1484,08 a -
-355,56) 259,27) 0,006
Neutréfilos,/mm3
Nao tratamento 3480 (984) | 3474 (1300) | -5,72 (-459,75 a 448,81) 0,98 Referéncia
Tratamento 3719 (1144) | 3341 (960) -377,78 (-728,34 a - 0,04 -372,06 (-926,50 a
27,21) 182,38) 0,19
Linfécitos,/mm3
Néao tratamento 1626 (404) 1668 (438) 42,40 (-66,71 a 151,51) 0,43 Referéncia
Tratamento 1869 (474) 1551 (384) -318,52 (-438,39 a - 0,001 -360,92 (-519,86 a -
198,64) 201,97) <0,0001
Monacitos,/mm3
Néao tratamento 357 (114) 327 (97) -29,60 (-66,24 a 7,04) 0,11 Referéncia
Tratamento 379 (139) 339 (124) -39,63 (-91,34 a 12,08) 0,13 -10,03 (-72,78 a 52,72) 0,75
Plaquetas,10/mm3
Nio tratamento 20,8(3,78) | 21,4(4,09) | 6,060 (-7,089 a 19,409) 0,35 Referéncia
Tratamento 221 (4,26) | 21,5(531) | -6,000(-19,411a7,411) | 0,37 -12,160 (-30,584 a
6,264) 0,19

5.2.3. Efeito da HCQ no perfil hemostatico

Os resultados do efeito da HCQ no perfil hemostatico estao detalhados na
Tabela 6. Os niveis de D-dimero aumentaram (no periodo sem o tratamento, inicio
com média de 177,5 ug/dl (DP=103,9u/dI) e fim de 228 ug/dl (DP=132,6), P=0,04; no
periodo com a HCQ, a média inicial foi de 141,9 (DP=61,2) e a média ao final do
periodo foi de 175,4 ug/dl (DP=88,8), P=0,03, entretanto deve-se considerar o fato
dos pacientes estarem em anticoagulacdo oral e dos valores de D-dimero
permaneceram baixos durante todo o estudo. A média da expressdo do FT em
plaguetas foi de 5,95U (DP=7,74U) no inicio do periodo de tratamento com HCQ e
3,88U (DP=1,84U) no final desse periodo (P=0,19). No inicio do periodo sem
tratamento a média da expressao foi de 3,07U (DP=1,8U) e se manteve no término
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desse periodo (média 3,6U [DP=2,75U]). A expressao de FT em mondcitos diminuiu
no periodo sem tratamento (médias no inicio e fim do periodo sem tratamento de
20,74U (DP=24,17U) e 4,38U (DP=3,88U), respectivamente (P=0,001). J& com o
tratamento, ndo houve variagdo significativa na expressdo de FT em mondcitos,
médias no inicio e fim do periodo foram de 48,95U (DP=42,4U) e 27,9 U (DP=34,1U),
respectivamente (P=0,10). O tratamento com HCQ nao teve efeito sobre a expressao

do FT em mondcitos, quando comparado ao nao tratamento (P=0,73).

Tabela 6- Efeitos da hidroxicloroquina nos parametros da hemostasia

Niveis no periodo, média (DP) Variagao no periodo, P Diferenca entre os P
Inicio Fim média (95%IC) periodos, média
(95%IC)
Dimero D(u/dl)
Nao tratamento 177,5 (103,9) 228 (132,6) 50,95 (1,77 a 100,13) 0,04 Referéncia
Tratamento 141,9 (61,2) 175,4 (88,8) 33,42 (3,71 a 63,13) 0,03 -17,53 (-71,97 a 36,91) 0,52
C41-FT (U)
Nao tratamento 3,07 (1,8) 3,6 (2,75) 0,52 (-0,10 a 1,13) 0,09 Referéncia
Tratamento 5,95 (7,74) 3,88 (1,84) -2,07 (-5,26 a 1,12) 0,19 -2,59 (-5,67 a 0,50) 0,1
CD14-FT (U)
Nao tratamento 20,74 (24,1) 4,38 (3,88) -16,36 (-26,00 a -6,72) 0,001 Referéncia
Tratamento 48,95 (42,4) 27,9 (34,1) -21,02 (-46,29 a 4,24) 0,10 -4,66 (-31,43 a 22,10) 0,73

Ainda sobre a avaliagdo da variacao de condicdes relacionadas a hemostasia
nos pacientes, procedemos o calculo do percentual de tempo dentro do alvo
terapéutico (TTR) da anticoagulacao oral, obtido pelo método Rosendaal (42). Nao
houve variacdo entre os dois periodos do estudo, sendo a média de TTR 55,5%
(DP=28%) durante o uso da HCQ e 58,2% (DP= 26,3%) durante periodo sem esse
tratamento (P=0,65) (Figura 16).
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Figura 16 — Tempo em faixa terapéutica (TTR) nos 2 periodos em estudo.

5.2.4. Efeito da hidroxicloroquina nos parametros bioquimicos

Houve variagdo negativa em alguns parametros bioquimicos durante o
tratamento com HCQ, conforme demonstrado na Tabela 7. A diferenca média dos
niveis de glicemia de jejum entre os periodos com e sem HCQ foi de -8,75mg/dl (95%
IC -16,77 a -0,73 g/dl; P=0,03), o que resultou no efeito do tratamento com HCQ em
reduzir os niveis de glicemia de jejum em 9,8% quando comparado ao nao tratamento.
A diferenga média dos niveis de LDL-colesterol entre os periodos com e sem HCQ foi
de -14,36mg/dl (95% IC -27,75 a -0,97, P=0,04), o que resultou em uma reducao nos
niveis LDL-colesterol em 14% quando comparado ao nao tratamento. Niveis de
hemoglobina glicada nao apresentaram variagdo com o tratamento quando
comparados os periodos com e sem HCQ (P=0,28). Também n&o foram observadas
alteragdes nos niveis de HDL-colesterol (médias inicial e final sem o tratamento: 45,4
mg/d [DP=13,9mg/dl] e 45,9mg/dl [DP=13,5mg/dl], P=0,76; com o tratamento:
48,7mg/dl [DP=13,8mg/dl] e 48,4mg/dl [DP=14mg/dl], P=0,83) e de triglicérides
(médias inicial e final sem tratamento: 143,8mg/dl [DP=98,0mg/dl] e 114,8 mg/dl
[DP=52,7mg/dl), P=0,13; com a HCQ, o nivel médio no inicio do periodo foi de
165mg/dl [119mg/dl] e final de 133mg/dl [DP=88,1mg/dI], P=0,11. A diferenga média
dos niveis de creatinina entre os periodos com e sem HCQ foi de 0,07mg/dl (95% IC
0,01 a 0,149/dl; P=0,03) o que resultou no aumento de 8% dos niveis da creatinina
com o uso da HCQ, porém esse aumento nao foi acompanhado por alteracdo da
relagdo proteina/creatinina urinaria (variagao entre os periodos foi nula, 0,95% IC -
0,04 a 0,083 mg/dl, P=0,93). Transaminase glutdmico-oxalacética e alanina



aminotransferase ndo sofreram variagées com o tratamento. (Tabela 7).

Tabela 7- Efeitos da hidroxicloroquina nos parametros bioquimicos
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Niveis no periodo, média Variacao no periodo, P Diferenca entre os P
(DP) média (95%Cl) periodos, média
Inicio Fim (95%Cl)
Glicemia de jejum
(mg/dl)
Néao tratamento 89 (9,4) 91 (13,4) 1,7 (-3,7a7) 0,51 Referéncia
Tratamento 96,5 (38,4) 89,4 (31,1) -7,1 (-12,2a-2,0) 0,01 -8,75 (-16,77 a-0,73) 0,03
Hb glicada (%)
Néao tratamento 5,89 (1,5) 5,62 (1,02) -0,27 (-0,52 a -0,01) 0,04 Referéncia
Tratamento 5,8 (1,32) 5,6 (1,04) -0,11 (-0,27 a 0,06) 0,19 0,16 (-0,13 a 0,45) 0,28
LDL-colesterol (mg/dl)
Nao tratamento 102,3 (31,0) 103,4 (31,7) 1,13 (-7,56 a 9,8) 0,79 Referéncia
Tratamento 112,7 (35,9) 99,5 (23,9) -13,23 (-23,7 a-2,7) 0,02 -14,36 (-27,75 a -0,97) 0,04
HDL-colesterol (mg/dl)
Néo tratamento 45,4 (13,93) 45,9 (13,5) 0,50 (-2,83 a 3,83) 0,76 Referéncia
Tratamento 48,7 (13,8) 48,4 (14) -0,37 (-3,73 a2 2,99) 0,83 -0,87 (-5,50; a 3,76) 0,71
Triglicérides-
colesterol (mg/dl)
Nao tratamento 143,8 (98,05) 114,8 (52,7) | -28,96 (-66,63 a 8,71) 0,13 Referéncia
Tratamento 165 (119) 133 (88,1) -32,52 (-72,97 a 7,94) 0,11 -3,56 (-57,88 a 50,76) 0,90
Creatinina (mg/dl)
Néao tratamento 0,81 (0,28) 0,80 (0,3) -0,01 (-0,05 a 0,03) 0,61 Referéncia
Tratamento 0,78 (0,20) 0,84 (0,27) 0,06 (0,01 a0,11) 0,02 0,07 (0,01 a 0,14) 0,03
Relagao
proteina/creatina
urinaria
Nao tratamento 0,07 (0,04) 0,07 (0,05) 0,00 (-0,02 a 0,02) 0,95 Referéncia
Tratamento 0,12 (0,20) 0,12 (0,16) 0,00 (-0,03 a 0,03) 0,93 0 (-0,04 a 0,03) 0,93
ALT (UN)
Nao tratamento 20,5 (7,5) 22,4 (22,8) 1,84 (-5,52 a 9,20) 0,61 Referéncia
Tratamento 20,6 (4,64) 19,8 (5,44) -0,78 (-2,31 a 0,75) 0,30 -2,62 (-11,22 2 5,99) 0,93
AST (U/1)
Nao tratamento 20,9 (9,1) 20,1 (10,5) -0,80 (-4,26 a 2,66) 0,64 Referéncia
Tratamento 19,7 (8,9) 19,9 (9,01) 0,22 (-2,08 a 2,53) 0,84 1,02 (-3,9 a 5,43) 0,64

6. DISCUSSAO

A SAF primaria € uma condigdo clinica autoimune, com prevaléncia

predominante em adultos jovens, que pode cursar com fendmenos trombdéticos em

qualquer leito vascular. Caracterizada pela presenca dos anticorpos antifosfolipides,

a fisiopatogenia dos eventos trombdtico € bastante estudada e compreende a ativagao

de células endoteliais, o estimulo do FT, a hiperagregacao plaquetaria e a
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hipercoagulabilidade (2). Menos estabelecida, porém, é a importancia das alteracoes
imunoldgicas associadas a SAF primaria na hipercoagulabilidade e no risco trombaotico
(26). Do ponto de vista clinico, nota-se que pacientes com SAF primaria podem ter
tromboses de repeticdo mesmo em vigéncia de anticoagulagao eficaz (27), o que
sugere que tratamentos além da anticoagulacdo possam ser necessarios para o
controle do risco trombotico. Nesse contexto, o tratamento imunomodulador poderia
ser benéfico na SAF caso comprovado seu efeito no controle da resposta imunoldgica
e da hipercoagulabilidade relacionadas a doenga.

A HCQ é uma medicacao antimalarica de metabolismo hepatico e excrecao renal
lenta, com tempo de eliminacéo total de aproximadamente 50 dias (31). A droga tem
acao imunomoduladora em diversas doencas reumatoldgicas, em especial no LES e
artrite reumatoide (AR), em que é utilizada para prevenir crises de exacerbacéo e
complicagdes trombéticas (36). Entretanto, em algumas doencas, como na sindrome
de Sjogren (43), esse efeito clinico da HCQ nao é observado. No contexto da SAF
primaria, ha poucas evidéncias clinicas sobre o potencial imunomodulador e
antitrombdético da HCQ na doenca.

No presente estudo pudemos observar que, em pacientes com SAF primaria, o
tratamento com HCQ esté associado a diminui¢cdo da contagem de linfécitos totais, de
linfécitos CD4+ e CD8+ e ao aumento de linfécitos TREG. Apesar das alteracdes do
perfil imunoldgico, o tratamento com HCQ néo alterou o perfil hemostatico dos
pacientes, avaliado pela quantificacdo de Dimero-D no plasma e da expressao de FT
em mondcitos. Observamos, ainda, que o uso de HCQ foi associado a queda da
glicemia de jejum, LDL-colesterol e triglicérides.

Em relagdo ao efeito imunomodulador, o tratamento com HCQ foi associado a
reducéo relativa de 23% na quantidade de linfocitos totais circulantes, reducao relativa
de 10% nos linfécitos CD4+ circulantes, redugao relativa de 58% nos linfécitos CD8+
circulantes e aumento relativo de 174% na quantidade circulante de TREG. E
importante notar que o grupo de pacientes deste estudo foi caracterizado pelo
predominio por mulheres na 52 década de vida, com perfil predominante de dupla e
tripla positividade para anticorpos antifosfolipides e valores limitrofes de C3 e C4, o
que sugere que sejam pacientes de maior complexidade imunoldgica (44). Estudos
anteriores ja demonstraram que tal complexidade imunoldgica é compativel com a

SAF primaria trombética, tendo sido descritos na SAF primaria a diminuigcdo de
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linfécitos TREG (45), o aumento da ativacdo de células CD4+ e CD8+ (46) e o
consumo do complemento (47). Um estudo brasileiro prévio mostrou que a quantidade
de linfécitos TREG circulante € 2.7 vezes menor em pacientes com SAF primaria
(quantidade média de TREG=0,71%) quando comparados a controles saudaveis
(quantidade média de TREG=1,93%) (45). A quantidade de TREG circulante também
foi aproximadamente duas vezes menor em pacientes com SAF secundaria a LES
(média = 2.4%) em comparagao com pacientes lupicos sem SAF (média = 2.4%) e
com controles (média = 4.3%) (48). Outro estudo clinico demonstrou que os niveis de
TREG circulantes em pacientes com LES em atividade (média = 2.24%) eram duas
vezes menos que em pacientes com LES fora de atividade (média = 4.41%) e 1.73
vezes menor que em controles (3.89%) (49). A associacdo entre aumento da
quantidade de TREG e controle da atividade do LES ja foi demonstrada também em
estudos que avaliaram a resposta a corticosteroides (50). Nao ha, até o momento,
valores de referéncia para niveis patolégicos de TREG circulante e tampouco se sabe
quais seriam os niveis de TREG necessarios para o controle terapéutico da atividade
autoimune. Entretanto, como ha registros na literatura de que valores duas vezes
aumentados de TREG estdo associados a doenga autoimune em atividade,
acreditamos que o efeito da HCQ em aumentar aproximadamente duas vezes 0s
niveis de TREG circulante, como observado neste estudo, possa ser suficiente para
promover um controle da atividade autoimune da SAF primaria.

Além da diminuicdo de TREG, o aumento de linfécitos T CD4+, T CD8+ e a
polarizacao para resposta linfocitaria tipo Th1 parecem estar associados a patogénese
da SAF (51). Estudos em modelo animal mostraram que a transferéncia de linfécitos
T de camundongos com SAF pode induzir a doenga em camundongos sadios (52).
Ha evidéncias da presenca de linfécitos T CD4+ autorreativos contra a proteina B2-
GPI em pacientes com SAF e em individuos saudaveis (53), entretanto, somente os
linfécitos T CD4+ autorreativos dos pacientes com SAF teriam a capacidade de
promover a produc¢ao dos anticorpos anti-B2GPI pelos linfécitos B (54). Em modelos
murinos com SAF, durante a doenca em atividade, foi observado aumento de IL-10 e
diminuigdo da produgéo de interferon — gama e IL-2, que resulta em diminuigdo das
citocinas do tipo 1 (55) . O tratamento com anticorpo monoclonal idiopatico (MoAb)
melhorou as manifestagdes clinicas e laboratoriais da doenca e esteve associado com
o incremento dos niveis das citocinas tipo 1 e da supressao das do tipo 2, 0 que pode

indicar que a polarizacao das citocinas tipo 1 participa da patogénese da SAF (51,55).
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Em humanos, os dados da literatura sobre o tipo de resposta imune celular
predominante na SAF ainda sao inconclusivos. Em um estudo, linfécitos T CD4
autorreativos de pacientes com SAF apresentaram uma resposta do tipo Th1 (54),
enquanto outros estudos em linhagens celulares procedentes de linfocitos T CD4+
autorreativos demonstraram a existéncia de clones com o perfil de citocinas Th0/Th2
e também do tipo Th1 (56,57). O efeito da HCQ em diminuir a quantidade de linf6citos
T CD4+, quando comparado ao n&o tratamento, observado nesta tese sugere um
impacto da HCQ no controle da resposta do tipo Th1, resposta esta que faz parte da
fisiopatologia da SAF.

Estudos clinicos prévios demonstraram que o aumento de linfécitos T CD 8+
estava diretamente correlacionado a ativacao endotelial (58). Além disso, estudos em
modelos murinos de SAF mostraram que o controle da atividade de linfécitos T CD8+
pode levar a imunotolerancia nesses animais (59). Apesar de nao haver estudos de
inducao de imunotolerancia em humanos com SAF com os quais possamos comparar
nossos resultados, acreditamos que a redug¢do dos niveis de linfécitos T CD8+ pela
HCQ, como observado neste estudo, possa contribuir para o controle da citotoxicidade
associada a doenca. Desta forma, nossos achados mostraram que a HCQ tem efeito
modulador sobre linfocitos T, em especial os TREG, que séo linfécitos potencialmente
associados a patogénese da SAF. Esses resultados sugerem que a droga possa ter
efeito em controlar as alteragées imunoldgicas da doenca.

Assim como a resposta celular contra self € bem definida nas doencas
autoimunes, a funcéo da resposta autoimune humoral também é bastante detalhada.
Trata-se de uma resposta altamente especifica para cada doencga autoimune e que
resulta na produgédo de autoanticorpos definidores do diagndstico e, algumas vezes,
do prognéstico dessas doencas (60). Na SAF primaria, reconhece-se como alto risco
trombotico a tripla positividade de anticorpos, cuja presenga pode indicar um
tratamento mais agressivo do ponto de vista da anticoagulacdo e do controle de
fatores de risco cardiovasculares (43). Entretanto, o valor dos autoanticorpos no
seguimento dos pacientes ainda é pouco esclarecido, mas alguns dados sugerem que
eles podem atuar como preditores da resposta ao tratamento (60). Em nosso estudo,
observamos que cerca de 77% dos pacientes inicialmente positivos para o anticorpo
anticardiolipina IgG tornaram-se negativos apds o uso por seis meses da HCQ, o que
sugere que a HCQ pode regular a produgédo dos autoanticorpos na SAF. Entretanto,

tal analise foi limitada devido a anticoagulagao oral com varfarina, comprometendo a
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confiabilidade dos resultados do anticorpo anticoagulante lupico, que ndo puderem
ser re-testados ao longo do estudo. Outra limitacao foi a impossibilidade de seguir a
avaliacdo no periodo sem o uso da HCQ, por questbes técnicas. Portanto,
entendemos os nossos dados como preliminares, sendo necessarios estudos futuros
para confirmar o papel da HCQ na negativacao dos autoanticorpos nos pacientes com
SAF priméria.

As principais manifestagcdes da SAF, entretanto, sdo a hipercoagulabilidade e
a trombose e, para que uma medicagao seja efetiva, é necessario que controle esses
aspectos da doenca. Em relagdo a um possivel efeito anticoagulante da HCQ, nosso
estudo mostrou que a medicacao aparentemente nao altera o perfil hemostatico dos
pacientes com SAF primaria. Os parametros de coagulagéo, avaliados pelos valores
de D-dimero, ndo foram alterados pelo tratamento com HCQ. Além dos valores de D-
dimero, a expressdo do FT nos monécitos, uma das principais alteracbes pro-
trombéticas associadas a SAF, também nao sofreu alteracdo com o tratamento com
HCQ. Observamos apenas a diminuicdo ndo significativa da expressao do FT nas
plaquetas apds o uso da HCQ. Todavia, o significado clinico da expressédo do FT em
plaquetas € menos estabelecido e ndo ha evidéncias que permitam associar este
parametro ao risco trombdético do paciente. Dessa forma, apesar de termos observado
que a HCQ provoca imunomodulacao na SAF, um potencial efeito de modulacéo da
coagulacao nao foi observado.

Resultados de um estudo recente, em que vinte e dois pacientes com SAF
primaria foram avaliados imediatamente antes e apds trés meses de uso de HCQ
200mg ao dia, também sugerem que a HCQ nao tem acao anticoagulante. Nesse
estudo, o tratamento com HCQ, apesar de estar associado a redugdo de 25% dos
niveis séricos de FT, ndo foi capaz de alterar o potencial de geracdo de trombina dos
pacientes (61). E possivel, porém, que a HCQ exerca acdo antitrombdtica através do
controle de outros elementos envolvidos na hemostasia que ndo foram avaliados
neste estudo. Como exemplos, um estudo recente em voluntarios sadios mostrou que
a HCQ pode diminuir a agregacgao plaquetaria dependente do tromboxano A2 (62) e
estudos in vitro mostraram que a HCQ pode reverter o bloqueio da ligacdo entre
anexina V (um potente anticoagulante natural) e fosfolipides promovido pelos de
anticorpos antifosfolipides em células endotelias de veia umbilical (63) e diminuir a
liberacao de redes extracelulares de neutréfilos em amostras de sangue de pacientes

com neoplasia pancreatica (64). Portanto, uma avaliacdo mais extensa do perfil
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hemostatico dos pacientes em uso de HCQ € necessaria antes que possamos afirmar
gue a medicagao nao tem efeito anticoagulante em humanos. Entretanto, € importante
ressaltar que tal analise ampliada da coagulagdo em pacientes com SAF primaria
trombdtica pode ndo ser viavel, uma vez que esses pacientes fazem uso obrigatério
de anticoagulantes, que interferem em quase todos os testes da coagulagéo, e a
retirada destes medicamentos para fins de pesquisa poderia ser antiético. Até o
momento, nossos resultados e os resultados de outros estudos ndo confirmam que a
HCQ tenha efeito anticoagulante em pacientes com SAF primaria.

O risco tromboético na SAF e em outras doencas autoimunes é resultado néo
apenas da hipercoagulabilidade sanguinea, mas também da acao de fatores de risco
cardiovascular como a hipertensdo arterial sistémica e a hiperlipidemia (65,66).
Considerando tal contexto, a escala global de SAF (GAPSS), baseada no perfil de
anticorpos antifosfolipides e autoimunes e nos riscos cardiovasculares convencionais,
€ uma importante ferramenta para a estratificacdo de risco trombético nesses
pacientes (66) e pode auxiliar, na pratica clinica, uma proposta terapéutica mais
ampla. Por essa escala, fatores como hipertensdo arterial sistémica e hiperlipidemia
estao tao associados com o risco de trombose na SAF quanto a positividade para os
anticorpos antifosfolipides. Ha, ainda, modelos experimentais e estudos clinicos que
mostraram uma associacao entre a SAF e a formacao precoce e acelerada de placas
ateroescloticas (67), endossando ainda mais esses conceitos.

E interessante notar que nesse estudo observamos que o uso da HCQ esteve
associado a diminuicao dos niveis de LDL-colesterol e glicemia. Tal efeito da HCQ
sobre esses marcadores, especialmente sobre o LDL-colesterol, ja foi descrito em
estudos com outras doengas autoimunes. Uma avaliagcdo longitudinal de pacientes
com diagndstico de LES constatou a queda nos niveis de LDL-colesterol ap6s o uso
de HCQ (43,68). Ha evidéncias na literatura sobre o efeito redutor da HCQ nos niveis
glicémicos. Um estudo retrospectivo em uma coorte de pacientes com diagnéstico de
AR constatou diminuicdo do risco de DM com o uso da droga (69). Uma reviséo
sistemadtica reforgou o achado do efeito da HCQ sobre o controle glicémico e na
diminui¢do do risco de DM tipo Il (70). O estudo de coorte de Baltimore evidenciou a
melhora, pela HCQ, do perfil glicémico de pacientes lupicos através da diminui¢cdo da
resisténcia insulinica e da hemoglobina glicada (37,71). Diversos estudos prévios
apontam para um efeito antitrombético da HCQ que aparentemente esta associado

ao controle da aterosclerose acelerada, observada em doengcas como LES e AR,
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através da ativacdo de mondécitos e de linfécitos T e atuacdo sobre a disfuncao
endotelial e o estresse oxidativo comuns na dislipidemia (72). Soma-se, ainda, a
descricdo em um estudo da diminuigao, pela HCQ, do risco de eventos trombéticos
particularmente arteriais em pacientes com AR (73). Desta forma, € possivel que o
efeito da HCQ em atenuar os fatores de risco cardiovasculares através,
especialmente, dos controles lipidico e glicémico (40, 68, 72, 73) contribua para que
a medicacao também diminua o risco trombotico dos pacientes.

Em relagcéo aos efeitos adversos, a HCQ é uma droga bem tolerada, segura em
dose padronizada; contudo, seu uso continuo ou em altas doses pode apresentar
alguns efeitos adversos, principalmente pela sua capacidade de acumulo em
hemacias e em alguns 6rgaos como olhos, rins e figado (74). Sintomas relacionados
a intolerancia géastrica e diarreia sdo comuns e em geral trataveis com sintomaticos
(74). Outros eventos induzidos pela HCQ, também descritos como comuns, sdo
miopatia, cardiomiopatia, psicose, alopecia e retinopatia (75). A retinopatia é a
complicacdo relacionada ao uso prolongado da HCQ mais amplamente estudada,
justificavel pelo dano irreversivel potencialmente associado a perda da visdo, mesmo
apds descontinuidade da medicagéao (76). Estudo recente indicou que a toxicidade
ocular ndo é rara, entretanto, esta diretamente relacionada a dosagem diaria e a
duracao do uso da HCQ, assim como a outros fatores de risco, mas confirma o uso
da medicagdo como seguro mesmo por periodos prolongados, com vigilancia a sinais
precoces de toxicidade (77). Entre 0s nossos pacientes foram realizados exames
oftalmolégicos durante o uso da medicacao a apds sua suspensao, sem achados de
toxicidade local.

Apesar de a HCQ apresentar excrecdo renal predominante, um estudo de
coorte retrospectivo com pacientes lupicos e doenca renal avangada foi inconclusivo
quanto a nefrotoxicidade e a necessidade de ajuste de dose neste estagio de
acometimento (78). Estudo em modelo murino de LES evidenciou prevencado de
proteindria e injuria renal com o uso diario da medicacéo (79). Em nosso estudo,
observamos um aumento do nivel plasmatico de creatinina apds o periodo de
tratamento com a medicagao, sem, entretanto, caracterizar injuria renal.

Algumas limitagbes do nosso estudo devem ser destacadas. Primeiramente, o
namero de pacientes incluidos é pequeno, o que pode ser justificado pela raridade da
SAF primaria. Apesar do numero, o estudo teve poder suficiente para demonstrar o

efeito da HCQ no perfil imunol6gico e bioquimico dos pacientes com SAF primaria.
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Segundo, as analises do perfil hemostatico foram comprometidas pelo fato dos
pacientes estarem em uso de anticoagulantes e, como discutido acima, a retirada do
anticoagulante para a realizagéo de testes da coagulacdo ndo poderia ser realizada
por questbes éticas. Terceiro, analisando nossos resultados, observamos que o
periodo de seis meses estabelecido como wash out pode ter sido insuficiente para
que o efeito da HCQ fosse dissipado, isso porque os niveis de alguns parametros ao
inicio do periodo sem HCQ permaneciam alterados, aparentemente por um efeito
residual do tratamento com HCQ. Um estudo chinés que objetivava analisar a
farmacocinética da HCQ em uma formulacao de referéncia de HCQ constatou o longo
tempo de meia-vida da droga, porém nao ha evidéncia em literatura sobre a
quantificacdo temporal da duragéo dos seus efeitos apés sua descontinuidade (80). E
possivel, portanto, que o desenho do estudo ndo seja adequado para avaliar os efeitos
da HCQ caso a droga tenha um efeito residual que se mantenha por tempo prolongado
apds a suspensao do tratamento. Finalmente, os desfechos deste estudo sao
intermediarios, e estudos que avaliem desfechos clinicos sdo necessarios para

estabelecer o papel da HCQ no tratamento da SAF primaria.

7. CONCLUSAO

Através da avaliagdo comparativa dos parametros de coagulacao,
quantificacao de linfécitos T, B e TREG por citometria de fluxo e andlise de condi¢cdes
metabdlicas entre os periodos com e sem HCQ, pudemos descrever efeitos da droga
nos sistemas imunolégico e hemostatico nos pacientes com SAF primaria. Houve
acao imunomoduladora especialmente as custas da supressao dos linfécitos CD8+ e
CD4+ e aumento quantitativo dos linfécitos TREGs, em acordo
com o descrito na literatura, ainda que em pacientes com diagnéstico de LES
associado. Nao observamos, entretanto, uma regulagéo da hipercoagulabilidade uma
vez que os parametros da coagulacdo estudados nao sofreram variacdo com o
tratamento. Finalmente, observamos um efeito hipolipemiante da HCQ que, apesar de
nao ter por ora justificativa bioldgica, ja foi descrito também no contexto de outras
doengas autoimunes.

Concluimos, dessa maneira, que ha uma acao imunomoduladora da HCQ que
possivelmente contribui com a atividade autoimune da SAF, com alteracdo da
quantificacdo especialmente de linfécitos T CD8, CD4 e TREG circulantes. Além
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disso, ainda que a modulagao da atividade pré-coagulante nao tenha sido observada,
o efeito da medicacdo sobre o perfil metabdlico dos pacientes, especialmente o
metabolismo lipidico, pode ter algum papel como profilaxias priméaria e secundaria
para eventos trombdticos eventuais. Entretanto, esse possivel efeito deve ser
confirmado em estudos futuros.

Julgamos necessario, por fim, estudos com desfecho clinico para avaliar a
eficacia da HCQ na prevengdo da trombose na SAF primaria e confirmar a
potencialidade da HCQ como droga de tratamento em pacientes com diagnéstico de
SAF primaria, associada a anticoagulagao oral ja amplamente estabelecida.
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Messe contexto, o emprego da hidroxicloroguina (HCQ) vem sendo discutida, na literatura médica, como
fratamento complementar & antic oagulag 3o oral nos casos de SAF. A HCQ é eficaz no tratamenio de
doencas autoimunes por mecanismos de acdo ainda pouco elucidados. Em pacientes com lipus eritematoso
sistémico (LES), a HCQ pode prevenir reativagfes da doenga e diminuir a incidéncia de trombose, porém,
ainda ndo ha evidéncias clinic as da eficacia da medicacdo nos casos de SAF. Este estudo tem o objetivo de
avaliar oimpacto clinico do uso da HCQ nos pacientes com SAF. Para tal, propomos associar o fratamento
com HCQ a terapia anticoagulante convencional, em uma coorte de pacientes com SAF primario. Serdo
avaliados o perfil imunolégico e marcadores de hipercoagulabilidade antes e apés o inicio do fratamento com
HCQ.e a avalia; 30 desses parametros sera utilizada

para evidenciar se a HCQ pode promover confrole da resposta imune e tambeém controle adicional da
atividade pré<oagulante nos pacientes com SAF primario.

Objetivo da Pesquisa:

Ohbjetivo Primario: O objetivo primario desfe estudo & avaliar o impacto clinico do uso da HCQ, como terapia
complementar a anticoagulag&o, no tratamento de pacientes com SAF. O impacto clinico do fratamento sera
avaliado pelo perfil imunologico e de parAmetros de coagulacdo em uma coorte de pacientes com SAF
primario pré e pos-fratamento com HCQ.

Objetivo Secundario- 1. Avaliar parametros da coagulagdo através da quantificacdo dos niveis plasmaticos
do fator tecidual e da determinacio do valor do dimero-D no plasma pré, apds 6 meses e apos 12 meses do
uso de HCQ 2. Quantificar linfocitos T, B e TREG nos pacientes pré, apos 6 meses e apos 12 meses do uso
de HCQ 3. Dosar os niveis séricos de PCR, L4, IL-6, IL-8, IL-10 nos pacientes pré, apds 6 meses e apos
12 meses do uso de HCQ. 4. Comelacionar os parametros imunolagicos estudados com o fipo e titulagdo do
anticorpo presente, e com a apresentacdo clinica da doenga e presenca de comorbidades associadas a
risco cardio-reno-vascular (cbesidade, dislipidemia, diabetes, hipertensao).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos a que o paciente estara sujeito ao participar da coleta s&o hematoma efou pequena dor no
local da puncdo venosa. Além disso, pode haver alguma reagao adversa medicamentosa relacionada a
HCQ, tais como: toxicidade ocular, neuromiopatia, ototoxicidade, convulsdo, depresséo da medula 6ssea,
cardiomiopatia, sintomas gastrointestinais, cefaleia, prurido e reagdes urticariformes. Beneficios:
Possibilidade de melhora em perfis imunolégico e pré-coagulante do paciente, com
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melhor potencial de controle da doenca.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Pendéncias emitidas em parecer anterior,

Sobre o estudo:

1)Este & um estudo fase 2, com cusio previsto de R 38.500,00 e descricdo de financiamento proprio.
Apresentar forma de financiamento da pesquisa.

RESPOSTA® O laboratdrio de Pesquisa em Hemostasia do Hemocentro-UNICAMP dispde do convénio n®
630AIU, cuja verba & fornecida por empresa particular e administrada pela FUNCAMP. Essa verba é
suficiente para os custos planejados em nosso orgamento”. PENDENCIA RESOLVIDA.

2)Apesar de informar que havera ressarcimento se o paciente vier & instituicdo apenas para a pesquisa,
nao consta este valor no planejamento de custos.

RESPOSTA: Foram incluidos os valores estimados, referentes a possiveis ressarcimentos com transporte
alimentac 8o (R$5000,00). foram adicionados, ainda, o custo da medicag o hidroxicloroquina a ser
disponibilizada aos pacientes durante o periodo da pesquisa (R$ 15000,00)". PENDENCIA RESOLVIDA.

3)Coloca gravidez como critério de exclusdo, mas ndo informa se havera comprovagdo deste dado antes
do inicio do tratamento.

RESPOSTA "Incluimos, como critério de selecdo dos pacientes, a avaliacdo inicial de mulheres

em idade fértl com HCG plasmatico, considerando a gestagdo como critério de exclusdo. Tal exame
podera ser repetido em qualguer fase do estudo na suspeita de estado gravidico”. PENDEN CIA
RESOLVIDA.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio cbrigatéria:

Os seguintes termos foram apresentados, em acordo com o0s preceitos dares. 466-2012 e Res. 441-2011:

- Folha de rosto assinada pela coordenagdo do HEMOCENTRO-UMICAMP.

- Regulamento de biorrepositdrio, identificando o projeto associado e profissionais responsaveis pela guarda
do material bioldgico.

- TCLE reformulado, com identific agdo do pesquisador, linguagem acessivel ao pardicipante,
esclarecimentos sobre participacdo voluntara,confidencialidade, descricdo dos procedimentos, seus riscos e
possiveis beneficios. Foi colocado objetivamente a independéncia do participante de
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se retirar da pesquisa sem detrimento da assisténcia a sua salde.

- Projeto detalhado e formuldrio gerado pela plataforma brasil.

- 2 Anexos, referentes a ficha e acompanhamento dos pacientes.

- carta de anuéncia e compromisso com o estudo, emitida pelo responsavel pelo ambulatério de
hemostasias.

- bula do medicamento, com registro MS MS_ 1.1300.1000_ A consulia no site da ANVISA informa
deferimento do produto até 01-2016.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias eLista de Inadequagdes:

Pmjeto considerado aprovado, apos resolugdo satisfatona de todas as pendéncias.
Em reunifio do colegiado de 22-07-2014.

Situagdo do Parecer;

Aprovado

Necessita Apreciagdc da CONEP:

HET]

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

- Se o TCLE fiver mais de uma pagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso. € 0
pesquisador responsavel deverdo rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na
Ultima pagina do referido termo (Carta Circular n® 003/2011/CONEPICNS).

- Cabe ao pesquisador desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado, elaborar e
apresentar os relatorios parciais e final, bem como encaminhar os resuliados para publicagdo com os
devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal t&cnico paricipante do projeto (Resolucdo
466/2012 CHNS/MS). Os relatarios deverdo ser enviados através da Plataforma Brasil- icone Notificacdo.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo deverdo ser apresenfadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada (com destague) e suas justificativas. As
modificacfies deverdo ter parecer de aprovacdo deste CEP antes de serem implementadas.
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes

Titulo do Projeto: Estudo do papel da hidroxicloroquina na imunomodulagéo e no
controle da hipercoagulabilidade em pacientes com diagnéstico de sindrome

antifosfolipide

Responsaveis pelo projeto: Dra Sabrina da Silva Saraiva
Dra. Fernanda Loureiro de Andrade Orsi
Profa. Dra. Simone Appenzeller

Profa. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi

Eu, ;
ldade: , RG: , HC/AIH/RH: ;

ou em caso de menores e incapazes, O responsavel legal,

RG: , responsavel pelo(a) menor ou incapaz
, Idade: ,

RG: , Grau de Parentesco: ,

Residente a Rua/Av.

CEP: ,Telefones: ,

concordo em participar, ou que o paciente participe, do presente estudo, apos estar
absolutamente esclarecido (a) dos propositos do mesmo.

Este estudo pretende avaliar o efeito terapéutico da hidroxicloroquina nas alteracdes
imunoldgicas e hemostaticas que podem estar envolvidas na ocorréncia de trombose
em uma doenca grave, chamada sindrome antifosfolipide (SAF). Nestas doencgas, o
risco de tromboses e suas complicacées hemorragicas sao grandes e o emprego de
uma medicacdo imunossupressora, como a hidroxicloroquina, pode acrescentar
beneficios ao tratamento anticoagulante. Fatores ligados a imunidade e a coagulagéao
serdo dosados antes e apds 6 meses e 12 meses do uso da hidroxicloroquina. Os
resultados da dosagem desses fatores serdo comparados com a evolucéo clinica dos
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doentes durante o tempo de vigéncia deste estudo. O tratamento anticoagulante
continuara durante o estudo, o tratamento com hidroxicloroquina sera acrescentado.
Caso o Sr(a) nao queira participar do estudo, o tratamento convencional contra sua
doenca esta garantido e ndo sofrera nenhum prejuizo nesta Instituigcao.
Caso o Sr (a) concorde em participar do estudo, devera iniciar o tratamento com
hidroxicloroquina 400 mg por via oral, diariamente, adquirido por meios proprios. O
controle clinico do seu tratamento sera realizado mensalmente no ambulatério de
Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP, mantendo a rotina ja estabelecida para
controle de sua anticoagulacéo, sem proposta de visitas adicionais ao servi¢co. Antes
do tratamento, e a cada 6 meses até completar 1 ano, o Sr(a) devera coletar 20mL de
sangue para que as andlises laboratoriais, que vao detectar os efeitos da
hidroxicloroquina no seu organismo, seja realizadas.
Os riscos a que o Sr(a) estara sujeito ao participar da coleta sdo hematoma (mancha
roxa) e/ou pequena dor no local da puncao venosa. Este estudo nao oferecera a(o)
senhor(a) nenhum outro risco importante. A hidroxicloroquina é uma medicacao
segura, amplamente utilizada em outras doencgas, que pode acarretar os seguintes
efeitos colaterais: toxicidade ocular,neuromiopatia, ototoxicidade, convulsao,
depressdo da medula 6ssea, cardiomiopatia, sintomas gastrointestinais, dor de
cabeca, prurido.

Sua participacédo no estudo contribuird para a avaliacdo de um tratamento que pode

ser mais eficaz para os casos de SAF.

Outras informacodes:

1. O (a) senhor (a) estara livre para negar-se a participar do estudo ou desistir do
estudo a qualquer tempo, mesmo que inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. Caso o (a) senhor (a) ndo concorde ou desista, a qualquer momento, de participar
do estudo, ndo havera nenhum prejuizo ao tratamento da sua doenga em curso ou
da doenca que afeta o(a) menor ou incapaz por quem o(a) senhor(a) é
responsavel.

3. O (a) senhor (a) podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que aparecam durante
o estudo, sobre o0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-
las.

4. O material sanguineo plasma colhido neste estudo sera utilizado somente para os
objetivos propostos e gostariamos de saber se o senhor (a) concorda que seu

plasma possa ser armazenado.
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1 Sim [1Nao

5. O seu sangue armazenado ficara disponivel no biorrepositério de amostras
bioldgicas do Laboratério de Hemostasia e Biologia Molecular do Hemocentro de
Campinas/ UNICAMP.

6. Todas as informacdes obtidas pelo estudo terao um carater sigiloso e confidencial
e serdo usadas apenas com a finalidade de divulgacao e publicacdo cientifica, e a
identidade dos participantes sera sempre preservada.

7. A sua discordancia em participar do estudo ndo acarretara a(o) senhor(a) prejuizo
em qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente
em qualquer servi¢co de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamacao relacionada a esta pesquisa o senhor (a)

podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-

UNICAMP (Fone: 19-3521-8936)
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ANEXO Il — Avaliacao dos pacientes com SAF e trombose

Qe
i HEMOCAMP
Avaliacao do Paciente com Histérico e
Trombose

Nome do Paciente: N° de cadastro:
HC: Sexo: o Feminino 0 o Masculino 1
Idade na época da trombose: Data de Nascimento:
Data do diagnéstico da trombose: / /
Data da coleta dos dados: / /

Forma de coleta de dados: o Paciente+revisédo do prontuario-0 o Somente através da revisdo do prontuario-1

Endereco: n° compl.
Cidade/ estado: Telefone ( ) Celular:( )
E-mail: |Profiss€10:
Escolaridade: o ausente 0 o 1o Grau 1 o 2o Grau 2 o 3o Grau 3
Origem étnica: o Branco 0 o Afrodescendente 1 o Oriental2 o Outros 3:
Tipo de trombose: o TEV 0 oOAA1 olAM 2 Numero de episodios:
Locais de ocorréncia: TV Cerebral o 13 Sem Informagé&o o 20
MIE distal o1 TEP O 7 TV Mesent o 14 TVP outras localizacdes o 21
MIE proxi o 2 TV Cavaroc 8 TV Esplénica o 15 AVC indeterminado o 22
MID distal 0 3 TV portan 9 TVS MIE © 16 TIA0 23
MID proxi o 4 TV retina o 10 TVS MID 0 17 AVC arterial o 24
MSE 0 5 TV Renal o 11 TVS MSE 0 18 TAretina o 25
MSD o 6 TV SNC o012 TVS MSD o 19 TA Renal o 26

Caracteristica: o Espontdnea- 0 o Provocada -1 Confirmacéo por imagem: o Sim-0 o N&o-1

Fatores desencadeantes ou doencas associadas a época da trombose:

Imobilizacéo nos 3 meses prévios: 1 o Sim o N&o

Pequenos traumas de membros inferiores (nas 2 semanas prévias) 2 o Sim o N&o

Internacéo por motivos clinicos por mais de 3 dias (nos 3 meses prévios) 3 o Sim o Nao

Infecg@o (abscesso) localizada proximo a trombose 4 o Sim o N&o

Viagens nas Ultimas duas semanas o Avido-5 o Carro-6 oOnibus-7 oTrem-8

Duracéo da viagem: horas
Cirurgia (c/ mais de 30 minutos de durag&o anestesia geral, peridural ou ragqui nos ultimos 3 meses) 9 o Sim
o Nao

Quimioterapia (nos 3 meses prévios): 10 o Sim o N&o

Neoplasia em atividade ou no ultimo ano: 11 o Sim o Nao

Doenca autoimune: 12 o Sim o Néo
Uso de anticoncepcional (uso no momento da TEV) 13 0 Sim o N&o - Tempo: Qual:
Terapia de reposicdo hormonal (atual): 14 o Sim o N&o

Estimulo hormonal para coleta de évulos 15 o Sim o Néao
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Periodo gestacional: 16 o Sim o N&ao

o 1° trimestre 17

0 2° trimestre 18

o 3° trimestre 19

Pos-parto (até 3 meses): 20 o Sim o Ndo Tipo: o Vaginal 21

o Cesariana 22

Neoplasia mieloproliferativa: 23 o Sim o Nao

Hemoglobinuria Paroxistica Noturna: 24 o Sim

o N&o

Presenca de cateter venoso central no sitio da trombose: 25 o Sim

o N&o

Purpura trombocitopénica trombética: 26 o Sim

o N&o

Insuficiéncia cardiaca congestiva grave (Classe Ill ou IV) 27 o Sim o N&o

Sindrome nefrética: 28 o Sim o N&o

Ma formacé&o vascular: (hemangioma gigante) 29 o Sim o Néo

Doencas infecciosas nos 3 meses que antecederam a TEV sem internagéo 30 o Sim

o Nao

oPneumonia 31

nCistite 32 oPielonefrite 33 oSinusite 34 0Otite 35 ode Garganta 36 oGripe 37

o Artrite 38 cBursite 39 cErisipela 40 oCelulite 41

oHIV Positivo 42 oDengue 43

o Outros 44:

Tromboflebite nos ultimos 3 meses:(comprovada por método imagem) 45 o Sim o Nao

o N&o tratou 46

o anti-inflamatorio 47 o anticoagulante oral 48

oheparina 49

Comorbidades

Diabetes mellitus: 1 o Sim o N&o

Disfung@o hepatica: 2 o Sim o N&o

Dislipidemia: 3 o Sim o Nao

Ins. Renal:4 o Sim o Nao

HAS: 5 o Sim o Néao

Cirurgia prévia 6. o Sim o Néo

Histéria Gestacional:

|Gestagc’)es_ Partos__  Abortos __ Nascidos Vivos__ Nascidos Mortos

Complicacdes gestacionais: o Sim o N&o 0

|4HAS 1 DM 2 opré eclampsia 3

oeclampsia 4

osindrome HELLP 5

oRCIU 6

oparto prematuro 7

Historia Familiar:

oNao 0 oTEV1 o OAA2 oAVCI3 olAM4

Tipo de parentesco:1° grau (aveés, pais, irméos, filhos) o 1 2° grau (tios, primos) o 2

numero de parentes:

Habitos: o N&o 0 oFumo 1 oAlcool 2 oDrogas ilicitas 3

Mantinha o habito na época da trombose: o Sim 1

o N&o 0

Medicamentos: o antiHAS 0 oAINES 1

DAAS 2 cestatinas 3 o protetor gastrico 4 opsicotropicos 5

Uso de anticoagulantes: o N&o 0 o heparina 1 owarfarin 2 omarcoumar 3 o dabigatran 4 crivaroxaban 5

Medidas Antropomeétricas:

Peso:

Circunferéncia abdominal:

Altura:

Obesidade: o Sim 1 o Nao 0

IMC:
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ANEXO IV - Avaliacao mensal dos pacientes do estudo

n
¥

UNICAMP

Formulério de Reavaliacdo Mensal dos Pacientes

OATUIOMIH
2AMAMAD

Nome:
RH: Inicio HCQ: / /
Data: / /
Nao Leve Moderado | Grave

Uso regular da medicacéo

Eventos trombéticos atuais

Presenca de sinais de sangramento
(Hematomas, Equimoses,
Sangramento gengival, Sangramento
Nasal)

Fatigabilidade / cansacgo

Alteracdo na acuidade visual / visao
borrada

AlteragcGes emocionais (nervosismo,

inquietacao)

Alucinacdes (visuais, auditivas,

sensitivas)

Dor e/ou fraqueza muscular

Irritacdo gastrointestinal (diarreia, perda
de apetite, nauseas, dor)

Cefaleia

Prurido

Manchas na pele, urticaria

Descoloragéo do cabelo/queda de

cabelo

Alteracao da coloracao da pele, unhas
ou cavidade oral

Tontura

73
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ANEXO V - Artigo publicado referente a tese de doutorado

Throm bosis Besearch 136 {2o15) 1074 -1178

journal homepage: www.elsevier.com/|locate/thromres

Contents lists available at ScienceDirect

Thrombosis Research

Full Length Artide

Recurrentthrombosisinantiphospholipid syndrome may be associated
with cardiovascular risk factors and in?ammatoryresponse

®-

Sabrina da Silva Saraiva %, [sadora Fernandes Custodio  Bruna de Moraes Mazetto 2, Marina Pereira Collela 2,
Erich Vinicius de Paula b, Simone Appenzeller ¢ Joyee Annichino-Bizzachi b, Fernanda Andrade Orsi 247
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Available online 2= October 2ins

Keywords

Anti phasphatipid antibody
Antithrombatic agents
Thrambaesiz

Prgnosis

Recurrence

Intradue fion: Antiphospholipid syndmme [APS) is a pro-thre mbe tic auk immune disease that affects different
vascular beds, with potential rizk & rrecurrence, Systemic lupis ervthematosus (SLE), speci?caut antibodies
pro?leand athero genic diso rders have been descrbed as rick facto = b rthe ccowrmence of 7 st thrombesis inpa-
tients with antipho spholipid antibedies (aPL). However, facto r= associated with recurrent thro mbo sis have not
vet been co mpletely elucidated in APS, The aim o fthis studywas o evaluate the association o f mourment throm-
bosis with markers of inTammation, auts immunity and the presence of atherwgenic diso rders in APS patients,
Materiaiz andme thedr Weperformed a retro spective evaluation ofa o hort of APS patients inorderte determine
if markers o f in7 ammatio n, auts immunity and cardicvasodar rskwere asseciated with recurrence of thro mbe-
sis,
Recuirz: Onehundred Tee npatients with APSwere inchded, 6o % had primary APS, H istorvef recurrent throm-
boziz was positive in38.5% of pabients, and 40% ofthem were onoral antico agulants at the time of eowrence.
Independent rickfacty r= associated with recurrent thro mbe sis were arterial hypertenzion (OF = 37, g5%CI =
1.6-8.5, P= o.002) and monocytesiz above 500 u/mne (OF = 2.4, 95% CI = 1.2-5.3; P = 0.02). These factor=s
were particularly relevant in cases of venous index event.
Conclurion: The results suggest that arterial hvpertension and mono cvie counts may be independent factors for
thro mbesis eowmrenee in APS. G iven the merbidity ef recurrent cases, the results mav supportthe evaluationaf
therapeutic measures teo a rigid contml ofbleod pressures and medulation of in?ammatory response in APS, as
additio nal prophylaxis against the moumenee ofvascularevents,

£ 2015 EEevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Antiphospholipid antibodies (aPL) mayv activate endothelial cells,
monocytes and plaielet inducing both procoagulant and in? ammatory

Antiphospholipid = wmdrome (APS) iz a pro-thrombotic autoimomme
condition that affects different vascular beds with potential rizk for
thrombosizs eairrence [1]. The described incidence of recurrent thromy
bosis ranges from 5 to 1686 [2-4]. The discontinmation of antithrombotic
treatment iz the leading canee of recurmences [ 5-8]. However, in more
than =% of cazes, antithrombotic treatrent mav not be enoush o pre-
wvent recurrent thrombosis [ 5,9]; and signi? cant mobidity and mortality
have been detected [2,10]. In addition to antibombotic treatment, fur-
therfactors nmavtherefore plava roleon thrombosiz ecumrencein APS.

T Cormsponding author at: Department of Clinical Pathology, Faculty of Medical
Sciences, Universitv of Campin as, Rua Carlos Chagas, 480, Campinas, SP 13083970, Brazil.
E-madl addres ferarsigunicamp hr (FAL Orsi).

hitp: ffdx doiarg oo ahjthmmres 2oi5.000 029
3443848 T 2on5 Ekevier Ltd. All rights reserved.

states that enhance the individual risk for thrombosis [11]. Indeed, the
pw?le of aPL antibodies and the diagnosis of s wiemic lupus ervibena-
tosie (SLE) are markers of APS severity [4.6 12,135]. However, the pres-
ence of autnantibodies and in? ammation mav ot be enowsh o
trigeer thrombosis, and additional mechanisme mayv be necessary [ 11].
Clinical studies have denonstrated that the risk for thrombosis in pa-
tientz with positiwe aPL is increaszed in the presence of additional cardio-
wasoular risk fackors [14], such & hyperenzion [1=15], dwlipidemia
[12,15] and sooking [16]. Whether these atherogenic disorders could
alzo play a role on thrombosis eowrmence in patients with APS has not,
however, been well established vet.

Therefore, we hvpothesized that the described risk factors for? =t
thmombosis could possiblv contribute for thrombosis recurrence in
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APS. In thiz context, the aim of this stud v was to evaluate the ssociation
of eourent thrombosiz with biclogical maders of in? anmation, auto-
immunity and the presence of atherogenic disomders in APS patient=.

1. Material and Thethods

1.1 Study design and patienis relection

This is a retmspective cohort study on the risk of thmmbosis reomr-
rence in APS patieniz. The study cobo it induded patient who had a
clinical diagnosis of APS and were treated at the Henaiology and Henp-
ztzeis Center at the Universityof Campinzs, Brazil. The cohorthad been
followed-up since APS wee diagnosed. Patient were evaluated every
month fororal anticoagulation control, dinical featores were ecomed
ewry O monthe and moutine laboratorv teste of periphera blood
zmear, blood glucose, lipids disorders, rena function and autoimoune
dizeaze were performed at least once a vear. In oder to present throm:
bosiz recurrence, after the diagnosiz of thrmbotic APS wae con? rmed,
patients received prolonged anticoamilant treatment; patients with ar
terial thrombosis also received antiplatelet.

Swnevdassi? cation criteria wereused for AP S diagnosis [ 17]. APS
was diagnosed in patients withpersistent positiveaPL antibodyplus a
hiztorvefthrombosis orAPS- szociated pregnancy conplications. Per-
sistentpositive aPL werede? ned as persistent positive lapus anticoagy
lant (LA): perziztent pozitive I2G or I1gM anticardiclipin (aCL) at
mioderate to high titles (M40 GPL or MPL) o rpersistent positi ve (Mthe
goth percentile) 12G/1gM anti-betaz glycoprotein 1 (af=2GP 1), attwo
distinct times, at least 1= weelz apart. Two testz were pedormed for
LA identi?catio n: partial thromboplastin activated time and dilute
Rueszell = viper wenom time; LA wae considered positive if atleastone
of the two teztz was positive. Inhowee ELISA aszawe were perfo rmed
forthedetectionof aCL and af2GP 1, as previouslvdescribed [ 18]. All
aP Laszawe were performed inthe Labo rato rvof Hemoztaziz atthe He-
matology and Hemotherapv Center at the Uniwersity of Campinas,
B razil. Thelaborato ryparticipates in UK Natio nal E xtermnal Qualitvas-
sessment Scheme for Blood Coagulation (UENEQAS), an international
external qualitv assezsment (EQA) program

Thmmboticevents were characterized as venos o rarterial, accond-
ingto the vescuarbed whe e thrombosisocourred. Venouos thrombosis
aevents were further di vided into venous thrombeembol smand throme
bosis of umsual sites. Arterid thrombosis events were divided into
strokeand no o st ke izchemic events suchas: myocardial infarction,
peripheral arterial thrombosis o rischentia of srallesdremities. Throme
boticevents were con? rmed byimage exame, such as Wtresound (US),
computerized tomegraphy( CT), magne tic respnance | ME), ventil atio n/
perfieion lung zcan, orbiopsies, according to thesite of thrombeosis.

Incases of dinical suspicions of recurrent venous thrombo sis, anew
TS was peformed and the resuliz were compared with those of thelast
available examination. Recurrent venowe thmomboziz was disgnosed in
the caze thata previowl viuly compressiblez egment (contralateral o r
ipsilateral) was no longercompressible o rinthe case thatan increaze
ofthe residual thrombus during comprezzion was detected. Incazesof
suspicion of a new arterial thmmbasis, syvmptomre of ischemia and
new images exane (CTorMER) wereperformed to con? rmthe diagrno-
ziz. Diagnosis of myocardial infarctio n depended on the alterations of
electrocardio gram and cardiac enz vimes.

Patientz were enmlled for the study between November 2013 and
December 2014 The indusion criteria comprised diagnosis of APS and
history of at least one thrombotic epizede. Patient who did not ful?ll
the disgnostic criteria for APS and patient= without previous thrombosis
were excloded. The diagnosiz of SLE wes perfommed accomding to
established ariteria [10.20].

One bunded and twenty ore patients diagnosed with APS wem
atiended at the outpatient wnit of the Hemainlogy and Henpstasis Cen-
terat the Universityof Campinge during the enmllment period. Exclod-
ed patients had AP3 with onlvobstetric complications (=), positive aPL

without AP3 (2] and lack of labo rato rvcriteria for the APS diagnosiz
(=2). One hhmdred 7 fteen patients were induded in the studv.

The stud v was co nducted in compliance withthe Hekinki Dedara-
tion. The local E thical Committes 0 n Human Research appro ved this
study and written informed conzent was obtained from patient= or
their attending relatives.

12 Patienis' clirical svaluation

Following the enrollment for the stud v, patients’ dinical features
wemr retrospectiwly collected from medical chartz and interviews.
The comorbidities related to the riskof cardiovasculardisease e vl uated
were: obesity, hvpertension, d velipidemia, diabetes and chronic renal
disease. Obesity was de? ned as bod y mass index above 30 kg/ oe#; arte-
rial hvpertenzion was de?ned a= persiztent zistolic blood pressure
above 130 mm He, persistent diastolic blood pressure abowe
gomm Hg, oruseof antthypertensive dnagz. D wlipidemia was de” ned
ashighlevelzoflowdensitycholestercl (LD L= 160 mg/dLor4.1 mmel/
L), highlevels of trig] weerides (TG = 150 mg/dLori7mmel/L)orlow
levels ofhigh density cholesterol (HDL b 4o mg/dLor 1.0 mmol/ Lfor
meno rHDL bsomg/ dLori.3mool/L fo rvomen), erieeofstatins. Di-
abetez and chronic renal dizease were diagnosed according to
established criteria [ 21,22]. To evaluate whether theanticoagulation
control was adequate, time within therapeutic range (TTR) of allpa-
tients was calculated acoo Ming to previous studies[23].

Dataregarding laboratory testing, such a= cholesterol and triglveer
ides, ervthro cvie sedimentation rate (ESE), C-reactive protein( CEP),
antimiclear antibodv by 7uworescence (ANA), anti-DNA antbody
(aDMA), complement components C3and Ca, creatinine, urea and pro-
teinuria, were collected retrospectivelv and recorded in stroctured
stud vform Laborato rvexame wer peformedinthe Laboratorvof Cline
ical Pathologvof the Clinical Hospita at the University of Campinas.
Elood couniz werepero rmed teing ADVIAE HemainlogvSyetem( Sie-
men Heal theare Diagnostics Inc., USA) and con? rmmed manuall v, bio-
chemiztrv exame were performed uzing COBASE ModuarAnalvzer
(Foche Diagnostics, Switzerland), zerum high seneitive CRP, Czand Cq
lewels were measured with a nephelometric method, with aBNProSpec
Arnahrer(Siemen Healthcare Diagnostics Inc., TTSA), ANA wee evaluated
using indirect immmuine? uorescence on HEp-2 cells (Kallestad™, Bio-
rad, US4), aDNA was ewaluated using indirect immuns? worescence
(Virge®, Hemagen, USA). ESE was performed by pipetting
anticoagulated whole bloed in a narrow vertical tube and then waiting
for 1 h for the ervthrocwtes to sette down, the height of supernatant
dearplasma wee measured in millimeters (oom).

Current dinical data were collected fro mstructured q uestionnaires
byihe stud vpersonnel duringoutpatients vizits and histo rical dinical
data were obtained from electronic or paper medical chartzs. Image
exans con? rming the thmmboticepisode andlabo rato rveams were
akzo obtained frommedical chartz . All patient=" dinical and laboratory
data were reviewed by two hemaiologists.

Az the purpose of the shud v was to evaluate factors associated with
thmombosis recurrence, for patient with mudtiple thrombosis we con-
zidered the dinical data and labomtory teste ecorded during the vear
of the last recurrence. Also, TTR was calculated using INE. values from
atleat 3 months before the recumence. For patients with single throm:
bozis, we conzidered dinical and lsbomtorydata at incusion and TTR
fromthe ntal follow-up period.

13 Stemirtical analy sis

Categorical dataare expressed as absolute numberand percentage
(%), continuous data are expreszed a= median and inteng uartile (10Q).
Categp rical variables werecompared using Chi-squareor Fisherexact
test. To compare continuows varables between twoe groups Mann—
Whitne v renk test was performed. Lo gistic regres sion and ROC curve
weme performed to identifv risk factors fo rthrombe sis recurrence and
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Takle 1
Demographic distibution, cinieal presentation and comorbidities of APS patients.

APS patients
N=unuj5
Female:mals Ay
Age (median, 1)) =8 {w1—g1)
Follow-up in years (median, T} 7 {3=13]
Primary SAF:secondary SAF L=
Crestatiomal oo idi y:m) ey
Trueflen et verwomeszarhe rial g
S ponta nesoes: provaokesd Ry
Recurrent thrambasis, n (%) A4 (38.3%)
O treatment reewment thrombosis, o (%) 17 {14.8%)

Hypertension, n (%)
Dizhetes, n (%)

Dyslipidemia, n (%)

“Diata relatesd to 52 women with histery of pregnancy.

to estimate optimnal cut-off values, respectively. A binary logistic regres-
sion was performed Eing thrombosis recurmence & the dependent var-
iable and each possible parameter associated with thrombosis
recurrence & covariate. For the univariate anal wiz we inchaded as oo-
variates: age, gender; comorbidities (hypertension, disbetes, obesity,
dwslipidemia, chronic lidne v diseaze, delipidemia), characteristics of
the 7=t thmombotic event (aredal v=. ®nous, spontaneous . pro-
wked), patients persena habits (zooking, adoohol or drug dbuse), fame
ilv history of thrombosis, in?anmmatory pm?le (ESR, CRP, peripheral
countz of neutrophils, omocvies and 1vmphocvies, plazsma lewk of
Czand Cq) and avinantibodies pro?le (aPL pmo?le, ANA and aDNA) A
rmudtivariate logistic regreszion andyziz was then performed with the
parameters that were statistically sesociaied with recurrence by univar-
iate analwiz, witha P value of o.10r less, and adjusted for age and gen-
der. Data were analwed weing SPSS wrsion 20.0 (SP3S Inc., Chicgp, IL,
TU5A). Graphs were drawn using GraphPad Prism wermion 6.0 (GraphPad
Software, San Diegp, CA, USA)L P b 0.05 was comsidered statisticall v
signi’cant.

1. Results

Ore hundred ?fteen patients with APS wee included. The median
timesinee 7 et thombosis was 7o wars (IQ = 3.0 13.0 warx ), median
age atdiagnosis was 28.0 vears old (1Q = 21.0-41.0 warx-old) ard the
ratio fermale tomale was 2.7 1. The vee cularbed of the thrombo ticindex
ewnt was venous in 76 patients (66.1%) and arteria in 99 (53960,

Secondarv APS was diagnosed in 4o patients (40%s), 4zhad SLE, 1had
Sjegrensyndrome, 1had psoriasis/ pseriatic arthritis and 1 had aute im-
mune lvinphoproliferative syndrome. Patienis comorbidities were obe-
zity in 2178 of cases, hypertension in 30.4%, diabetes in 8.8,
dvaipidemia in 35.7%, and chronic renal dizease in 14.8%. Table 1
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shows the dempgraphic distribution and clinical presentation of the
cohort.

Forty four patientz (38.7%) had multiple thrombotic events, the
mumberof recurrent thromboticevents ranged frome o 4 and the re-
currence rmte was similaracco rdingto the index event, 3% forarterial
and 40% for venowe index event (P = o0.2). In the majoritvof cases, the
new thm mbotic ewento courred inthe zame vascul arbed of thepre vious
episode( 81.5% forveno s and 8z.4% fo rarterial index event).

Patients withrecurrent thro mbosis presented higher prevdenceof
hvpertension( 48% vs.20%, P= 0.002), highermo noc vie covnt{ median
IONoCItes = 400 V5. 4000,/ T P = 0.04), higherlewls of CRP (me-
dianCR Plevels = 0.36vs.0.22mg/dL; P = 0.04)and non-signi? cantin-
creased ESR values (medianESE = 18 5. 27mmy/h; P = 0.08), these
mesuliz are lhetrated in Fig. 1.

Factorz elated to the rizkof recurrence ingeneral venoe thro mbo-
embolizmi( not APS), such as sender, age and spontansoe 7 =t throm
boziz, were not aszo ciated with nultiple thromboszis in APS. Markers
of high risk APS, such as triple positivity foraPL (LA, af 2GP1orlgG-
ACL),asz0 ciation of o bstetric mo rbidityand thrombo zis and SLE were
notassociated withrecurrentthrombosis neither. Riskfactors associat
ed with recurrent thromboszizs were hypertersion (P = o0.002) and
monecytosisabove So0w it (P = o.02), onboth univarate and o -
tivariate analveziz. Table 2zummarizes the riskfacto re azzociated with
recurrent thrombosiz in this APS coho i

Factors associated withrecurrentthrombosis weredistinctaccord-
ingto the siteof the indexevent. Aftera venous index event, riskfactors
azsociated with thrombosiz recurrence, on univariate anal veis, were:
hwpertenzion (OR = 9.4 95% CI = 28312 P b o001,
menecviesN soow/ mne (OR. = 3.1,95% Cl= 1.2-8.3, P = c.oz),and
complementCaNo.36g/L(OR =8.2,05% Cl = 1.5-43. 7 P= 0.01).
On multi variate anal vsis, the independent riskfacto r= asso ciated with
recurrence after venous index event were hypertenzion (P b o.0o1),

and mo necytes N 500 u/mme (P = o.02); results areshown in Table =

After arterial indexevent, risk factors aszociated with thro mbosis re-
currence,o nunivariate analysis, wereESR = 2omm/h(OR = 5.8, 958
Cl=1.1-32.0,P=0.02),and CRP =0.36g/ L (OR=8.2, 0z 0 = 1.5
437 ; P = 0.01). On el tivariate analysis, ESR = 22mmh was the inde-
pendent rizskfactor associated with recurmence afterarteria thrombosis
(OR =8.2,95% Cl = 1.0262.2 P = o.o02).

On- treatment recurrence iz aparticulard vageressive manifestation
of APS representing patients for whomthe antithrombotic treatment
iz notenough to preent a new eventof thrombosis. Seventeen patients
{14.8% of the total cohort and 40% of patients with recurmence) had re-
current thrombosis despite of the prolonged antithmo mbotic therapy.
From thoze, 6 patients were alzo using anti-platelets when the v pre-
sented the new event of thrombosis.

Ampong patients on prolonged anticoagulation, the INE. contmol was
good and median time in thempeutic range was 678% (IQ = s5o-
Boug%s). Furthermore, TTR. of patients who presented on-treatment

P=0.04

== =

APS APS APS
Single Recurrent Single
Thrombosiz Thrombosis Thrombesis

2.0+
1.0-
(0.5~

0.0 ¥
APS APS APS
Recurrent Single Recurrent
Thrembasis Thrombosis Thrombasis

Fig. 1. This ! gureillustrat es A the distribution of ESR alues, B, the distribution of moneote countanmsd C. thelevels of C- mactive pmtein (CRF) in APS patients with single orrecurment

thmmhasis. P values wers caloulated using Man n-Whitney rank test.
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Table 2
Potential risk factors associated withre current thrombosis in A PS. Association of clinieal
parameters amd recumrent thrombasis by univaniste anahsiz.

Table 3
Trlexpee el et vk Fanctovrs azsociated with recumrent th mmb osiz socording to the vaseular
site of the index event.

Parameter Eeta R square® OR g5% CT P"
Age =013 AT wad  ogh-1af 0ah
Gemder (females) - ooy o ol agb-wol oo
Smaking - L 01 ogh-2ah o8y
Spontaneosns thrombesis - og88  oang 061 oms5-1gs o2
Triple pasitive aPLr - g g oph Dzgo1gy o558
Comeomitant ohetetric morbidity - o536 ooz o058 wiB-1B7 o3gs
Secon dary APS Ly andWng 1wy agr-z6h os8
Ty perte nesinmd 1312 e a7 1.6-A.5 AR
Monoomtes H o0 w/mmeid ofge o F3E 1la=5.3 [iN -

“ Wagelkerke B square,

TOR, 5% CT and P values were caleulated using bogistic regression.

" Triple positive aPL = positivity of the 3 anti phosph olipid ant hodies: Tepes antionsg
ulant plus anticardinlipin plus anti-hetasghooprotein.

dom multivariate analysiz, hyvpertension (leta =1 g6, OR =38, 5% Ol =1.6-8.8,F
u/mmd {Beta = ogpog,0R = 2.5, 95% Cl=13-56,P=
w.0z) were indepen dent factors related to thrombosiz recurrenes. Nagelkerke B square
fivr the whaole mode] = oo,

= ooz jand monne vtes N 50

recurrence was similarto the TTE. of patients who did not present on-
treatment recurrence {median TTE. = 63.6%, IQ = 51—70% vs. median
TTR = 0%, [ = 5=80%, mspectiwelv. P = o.24). Rick factors
a=zociated with on-treatment thiombosis ecurrence weme: ESE (OR
= 103, 95% CI = 1002104, P = 0.04) and non-stroke ischemic
events (OR = 4.36 g95% CI = 1.o5-18.1, P = 0.o4).

1. Dizcussion

In the present sindy, we retrospectiely evaluated a cobort of APS
patient in order to determine possible markers azzociated with throme
bosiz reaurrence. The miteof thrombosis reourmence was 38%, and 408 of
the patient who suffered mcurrent thmonbosiz were on pmlonged an-
tithrombotic treatment. The mte of treatorent faillure was in accordance
with that reported bv previous studies [= 4.9 10.24]. Of note, walues of
TTE, an inportant maderof the qualityof the anticoagulation control
[2=], were not associated with on-treatmrent thrombosis recurrence,

In the studied cohort, risk factors aszociated with recurrence were ar-
terial hypertension and increased oo nocvie count, particulard vincases of
recurrence after wnous indexewent. Beormence afterarterial index event
and on-treatment recurne noe were associated higherE SE. values, ho wever
thiz ?nding should be regarded with caution due to the weak statistical
association between ESE. values and recurrencein these cases,

Athemgenicoo nditions, mainly arterial hypertension, have been de-
zcribed as inportant riskfacts 1= for 7 rst thrombosis in APS [4,10,12,15
16]. Arteria hyvpertension mav act as a complementary mechanism,
along with aP L antibodies, to the patho genesis of thrombosis in APS
[11,14]. Arterial hypertension i= aprevalent condition in patients with
autoimmune dizorders and mavposzibl vbe trizgered by the actionof
in?ammatorycvio kines inendothelial cellz and veecular wall [26]. In
additionto the association of arterial hypertension with the o courrence
ofthe 7 ret thrombotic event, demonstrated by otherstudies [ 12,15].0ur
results consistentvdemonstrated that arterial hvpertension mav fur-
ther worsen the clinical course of the vescularevents associated with
APS. 30, ourrezuliz reinforce the inmpo rtance of arterial hvpertension
onthe dinical course of APS.

Inourochort, atleast three markers of in? ammation were increased
in patients with recurrent thrombozis: CRP levelz, ESE values and
o no cvie counit. Particulad v, increased monocyvie count wee asso cated
with the risk of thrombosis recurrence. Mo nocvtes have been recog-
nized as kev cells for the pathogenesiz of APS [11] and previows
*in vitro” and dinical studies have demonstrated anincreazed activation
of mono cvtes in patients with AP3[27.28]. Arecent caze—controlstud v
has alzo demoetrated that o nocyvte count maybe ariskfactorfor ve-
noE thrombo embolism| 2g]. Forthe pathoge nesis of thrombo tic APS,
the imrmune-complexfo rmed byvaCLoraf 2GPiand theirantigens, in

Paramster Venous index event™

Beta Oulds ratia 45% OT P
Flyperte nesion FRT 1.0 H-0-365 P b o as
Maonoeytes H 500w/ mms 150 3.8 LU BN B o= iz

FOR, 95% CTamd P valueswerecaloulated wsing multiplelogist icre gression. Nagel kerke
R square for the whoele model = o.339.

particularLD Lexidized, would acti vate monocyvies to express tissue fac-
tor, to secrete in? ammato rvcvio kines [ 11,27] and poszibl v contribute
to the formatio nof atherveclerotic plagues o n the vascuar wall [3o0].
In acoo rdance with previous studies, our resultz further suggestthat
nonocvinsis may plava role on APS prognosis.

In addition o the importance of inf ammairy Esporee, our resulis
failed to demonstrate any ssociation between thrombosiz eourrence
and the autpinmune pro?le. The diagnosiz of SLE, the prezence of pos-
itive ANA and the aPL antibodiss pro?le were not azsociated with
thrombosiz recurtence in the present cohort. These 7ndings were unex-
pected zince af2GP 1, anti- prothrombin, high 125 anticardiolipinlewls
and, more recently, tiple positive aPL antibodies hawe been reported
as risk factos for 7rst and mulitiple thrombotic events [1,.31.32]. Howev
erthe aszociation of aPL antibodies pro?le with APS prognosziz i= contro-
versial and has not been con” nmed by some studies [4.5]. Furthemmre,
a relatonship between aPL proTle and APS dinical presentation i dif? -
cult to establizh as there i= great intervarability of antibodies esulis
among different labomiohes [33].

Thiz shudvhae the limitation of being retrospective; therefore zome in-
formation has possibly been mizzed during the follow-up, becawee the
regiztration of the dinical daia was not prospectively contolled. The
strengths of thiz studv are the indusion of a well-zdlecied APS oohort
whose diagnosiz and treatment were uniformly performed. All APS
cases were diagnozed by the zame medical am and according to the Sid-
nev aitena [17. The aPL sesas wee done by the sane laboratory, which
takes part of a periodic external quality aszeszment program. Further-
nore, patents’ oral anticoagulation was conimolled in the same instibe
tiorr the mean TTR of the center &= 6% . Finally, the median follow-up
was 7 vears, which iz an adequate time of follow-up for the evaluation
of 3LE progreszion, thrombosis recurmence and prognosiz in APS [34]

2. Conclusion

Ourresults suggestthatincreased in? ammatorvresponse, possiblv
mediated by monocyvtes, and the diagnosis of arterial hypertension
might be related to a worse prognosis in cases of thrombotic APS.
Thesze ?ndings mayv possiblvaupport the future evahmtion of the mpew
ticmeasures to rigid co ntrolof blood preszsures and modulation of ine
T ammato v response in APS a= additional prophvaxiz against the
recurrence of vescularevents.
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Abstract

Triple positivity (TP) for antiphospholipid antibodies(aPL) may identify aPL carriers with
poorer prognosis. The clinical impact of TP in primary antiphospholipid syndromePAPS)
remains unclear and further clinical evidences are needed to validate TP as a marker of
severity. The aim of this study was to evaluate the impact of TP on the clinical course of
PAPS with thrombosis(t-PAPS). We performed a retrospective analysis of a cohort of t-
PAPS patients, comparing groups of patients with TP and non-TP profiles according to
their demographic, clinical and laboratory features. We included 105 patients with t-
PAPS, the median follow-up time of 3.7 years. Twenty-two patients(21%) had TF; the
demographic distribution, the presence of cardiovascular risk factors and the site of
thrombosis were similar between TP and non-TP patients. The frequency of thrombotic
events did not differ between TP and non-TP patients during the study period. Pregnancy
morbidities were more frequent in women with t-PAPS and TP than in those with non-TP
profile (80% vs. 52 8%, P 5 0.058). Patients with +-PAPS and TP presented, at diagnosis,
higher dEVVT ratio (median R 5 244 vs. 1.57, P = 0.0001), higher aCL titer (median 5
BOUIws, 35 U1 P = 0.0001), lower C3 levels (median 5 1.08 vs. 1.20 mg dL‘", P 5 0.001),
lower C4 levels (median 5 022 vs. 0.25 mg dL*', P 5 0.05) and higher frequency of
positive AMA test (50% vs. 20%, P 5 0.008) than patients with t-PAPS and non-TP.
Lower-than-normal levels of C3 was independently associated with TP (OR 551, P 5
0.02). The presence of TP in patients with t-PAPS was associated with immune
derangement, with no effect on the clinical course of the disease.

aPL positivity, as type | (more than cne positive aPL), type lla (LAC
present alone), type Ilb (@CL present alone) and type lic
(ab2GP1present alone).' Recently, Pengo et al. suggested that the posi-

Primary antiphospholipid syndreme (PAP 5) is a prothrombotic condidion
that affects different vascular beds, with no detectable underlying
dizeazes, and iz associated with the peristent presence of at least one
antiphospholipid antibody (aPL). lupus anticoagulant (LAC), anticardioli-
pin (aCL) or anti-b2ghycoprotein| (ab2GP4)"

Antiphosphelipid antibodies are widely used as diagnostic markers
of antiphospholipid syndrome (APS), however the profile of these anti-
bodies may alzo play a role in the clinical presentation of the diseasze
Miyakis et al. suggested that APS should be categorized according to

tivity for the three aPL antibedies, known as triple positivity (TP}, was an
independent risk factor for thrembosis in aPL asymptomatic carriers?
Further studiez confimed that TP was a promising prognostic marker
able to identify aPL carrers, and possibly APS patients, with poorer
prognosis and worse clinical course

However, APS is a heterogeneous disease and the clinical rele-
vance of the aPL profile, in particular TP, in the clinical course of PAPS
has not et been confrmed.®® A recent meta-analysis demonstrated

AmJ Hematol. 2017,82:1162-11688.
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that each aPL (LAC, aCL, and aB2GP1) were independenthy associated
with increazed rigk of thrombosis in PAPS, particularty LAC was assodi-
ated with the highest ris.k.? Furthermore, aPL test results are highty

wvariable across different I:al:n:lr:atl:lrie.?,.,&_l':I

and the interdaboratory var-
ability may impact the use ofthese tests as prognostic markers.

Thus, we hypothesized that aPL profile may not be an overall prog-
nostic marker of PAPS and should be validated according to local par-
ticularities. In this context, the aim of this study was to evaluate the
impact of aPL profiles, in paricular TP, on the clinical presentation of

thrombotic PAPS.

2 | METHODS

21 | Patients selection and follow-up

We evaluated the presence of TP in a cohort of thrombotic PAPS
patients treated at the Hematolegy and Hemotherapy Center at the
University of Campinas, Brazil Patientz were enmlled between
November 2013 and Movember 2016. Those who did not fulfill the
diagnestic crteria Br APS, patients with systemic autoimmune diseazes
and patients without previcus thrombosis were excluded.

One hundred and nine patients diagnosed with PAPS were attended
at the outpatient unit of the Hematology and Hemostasis Center at the
University of Campinas during the enroliment pered. The patients who
were excluded had: APS with obstetric complications alone 2) or
incomplete laboratory results for APS diagnosis (2). One hundred and
five patients were included in the study.

APS was diagnesed in patients with persistent pesitive aPL anti-
body plus a history of thrombosis or obstetric complications. P ersistent
positive aPL were defined as persistent positive LAC, persistent posi-tive
IgG orlgM aCL at mederate to high titers (=40 GPL or MPL) or persistent
positive (= the 99th percentile) 1gG/gM anti-betaZ glyco-protein 1
(ab2GP1), at two disting times, with an interval of at least 12 weeks.'
The laberatory participates annually in the United Kingdom MNatienal
External Quality Assezzment Service for Blood Ceagulation (UK
NEQAS) for LAC assays.

The cohort had been followed since PAPS diagnesis. Thrombotic
events were confimned by imaging examinations, in cases of dinical
suspicion of recurrent venous thrombesis, a new imaging examination
was performed and the results were compared with those of the last
available examination. All patients received prolonged anticoagulant
treatment with warfarn; patients with arerial thrembosis also received
antiplatelet agents.

Patients were evaluated every month for oral anticeagulation con-
trol, and clinical features were recorded every & months and routine labo-
ratory tests induding perpheral bloed smear, blood glucose, lipids and
renal function were performed at least once a year Patienks were
screened at diagnosis and then annually during the followeup for
systemic auteimmune diseases, the Dllowing screening tests were
performed: antinuclear anfibodies (ANA) complement C3 and C4, anti-
double-stranded DNA (dsDMA). In addition, in the presence of dinical
signs and symptoms of systemic autoimmunity, such as preteinuna or
hematolegi-cal disorders, further investigations were performed as
neceszary. The

SARLAINVA Cra

diagnosis of systemic lupus enthematous (SLE) was confimmed
according to established criteria.’’ Patients in this cohort presented no
associated autoimmune disease atthe time of diagnosis of PAPS,

We retrospedively reviewed the demoegraphic, dinical, and labora-
tory features recorded at diagnosis and during follew-up. The profile of
aPL antibodies was considered TP when LAC, ab2GP1 and aCL were
positive. Other profiles were considered nonriple positive (non-TP).

The study was conducted in compliance with the Helsinki Declara-
tion. The lecal Ethical Committee on Human Research approved this
study and written informed consent was obtained from patients or their
attending relatives.

22 | Laboratory procedures

LAC assays performed in nenhospitalized patients were considered for
AP S diagnosiz. Blood was collected prior to the initiation of any antico-
agulant drug regimen or after a sufficient period of drug discontinua-tion.
Low maolecular weight heparin (LMWH) and warfarin were withdrawn 24
h and at least 5 days prior to the blood collection, respedively. Patients
used no other anticoagulant apart fom warfarn or LMWH in the study
period. We alzo performed thrombin time (TT} and prothrombin time (PT)
assays in the same sample collected for LAC assay. When either TT or
PT was prolonged, LAC assay was not performed.

The solid phase assays were performed following the international
guideline from the Intemational Society of Thrombesis and Haemostasis
(ISTHY® and the LAC assays were performed following the guidelines
from both ISTH' and Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)."
Plazma samples were used for LAC and two assays based on different
principles were applied: dRWWT [HemosIL® dRWWT, Instrumen-tation
Laboratory, USA) and Adivated Parial Thromboplastin Time (APTT)
with silica as activator. For that assay we used HemosIL™ APTT-SP
(Instrumentation Laboratory, USA) until 2013 and Silica Clotding Time
(SCT) (HemesIL® SCT, Instrumentation Laboratory, USA) after 2014,
Azsays were perfomed using ACL-TOP® Hemostasis Sys-tem
(Instrumentation Laboratory, USA). Results of screening tests were
suggestive of LAC when the clotting times were longerthan the local cut-
off value, calculated as 95th percentile. Mix assay and confirmatory tesi
were always performed when screening tests were suggestive of LAC.
Confirmatory tests were performed for dRWWT and APTT-SP or SCT by
increazing the concentration of phospholipids in the test Presence o
LAC was confimed by a comedion percentage of above the local cut-of
wvalue (95th percenfile) in the confimatory assay. In addi-tion, we
described the dRWWT results as dRWWT ratio, which is the ratio

between screening and confimmatory results.

The antiphespholipid antibodies with =olid phase were tested in
patient serum by “in house®™ ELISA immunological assays, with
cardiolipin or b2GP1 as antigen (Sigma-&ldrich, USA) as previously
described. '

2.3 Statistical analysis
Descriptive statistics were used for categorical data and expressed as
frequencies (percentage). Fisher exacttest was used to compare
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TABLE 1 Demographic distibution, dinical presentation, and comorbidities oft-PAPS patients, according to the antiphospholipid profie
WILEY
Triple positivity; Nontriple positivity,
N 522 NS583 P*
Female: Male 16: 6 54028 0.45
Age of diagnosis, median (|QRF years 29.0(245-34.8) 327 (22.2-45.0) 0.32
Time since first thombesis, median QR ) years 8.0 (3.5-13.0) 45 (2.0-5.0) 0.29
Time of followeup, median QR ) years 3T(1682) 37 (1.0-85) 0.85
Hypertension, n (%) 6 [27.7%) 28 (33.7%) 0.81
Dy=lipidemia, n (%) 7 (31.8%) 38 (45.7%) 0.25
Obesity, n (%) 7 [(31.8%) 25 (37 7%) 0.53
Smoking, n (%) 4 [25%) 22 (34.9%) 0.55

QR 5 interguartile range.
*P value was calculated using Fisher exact test or Mann—\Whitney test.

categorcal data. Continucus data were reported as median and inter-
quartile range (IQR} and the differences were tested using Mann-
Whitney. Comelation analysss wers perbrmed using Spearman test.
Univariate logistic regression was used to evaluate the assodation of
serological and dinical parameters with TP. A multivariate logistic
regression analysis was performed with the parameters that were stat-
istically associated with TP by univariate analysis, with a P value of 0.1
or less, and adjusted for age and gender. The multivariate logistic

regression models were un using block entry. Data were analyzed

using SPSS for Windows version 15.0 (SPS5, Chicago, IL) Graphics
were generated using GraphPad Prism, verzion 5 for Windows (Graph-
Pad Software, La Jella, CAL P = 0.05 was considered statistically
significant.

3|RESULTS

We induded a total of 105 patients with thrombetic PAPS with a median
followsup time of 3.7 years (IQR 1.1-8 Syears). Twenty-two

TABLE 2Laboratory data of t-PAPS according to the antiphosphelipid profile

Triple positivity, N 522

dRWAT ratio, median (QR) 244 (208-2.80)
APTT-5P or SCT, % of positive results 63.2

1gG aCL U1, median (IQR) 50 (40-80)

Igh aCL Ul, median (1QR) 25 (20-32.5)
ab2GP1,% of positive resufts 100

ANA positivity, n (%) 10 (50%)

€32 levels, median (QR) g L”' 1.08 (0.97-1.32)
C4 levels, median (OR) g L°'

Hemoglobin levels, median QR ) g 4L’

0.22 (0.14-0.27)
14.3 (12.7-15.7)

Leucocytes counts, median (IQR}'rnma 5 910 (4 390-7 345)

Neuwtrophilz counts, median [’_Il'.‘lP.}'rnm:1 3 350 2 3374 127)
Lymphocytes counts, median (IllR)'mm'3

Platelets counts, median (IClF‘.}'n'lm3I

1725 (1 157-2 187)
207 000 (165 000-243 000)
IQR 5 Interguartile range.

Normal reference

Nontriple positivity; N 583 Ps values

1.57 (1.468-2.0) < 0.0001 2

355 0.01 Negative

35 (20-40) < 0.0001 <40

20 (14.2-50) 041 =40

335 = 0,000 Negative”

15 (20.3%) 0.008 Negative

1.30 (1.15-1.48) 0.001 0818

025 (0.20-0.32) 0.05 0104

144 (13.1-15.4) 0.31 Female: 12-18;
Male: 13-17

7 320 (5 702-9 205) n.02 3 800-10 000

4615 (3 512-5 843) n.02 1 500-7 500

1979 (1 480-2 542) 0.13 1 000-3 500

235 000 (184 000-221 000} 0.06 130 000-400 000

DRWWT 5 Dilute Ruzsell Viper venom time, APTT 5 activated partial thromboplastin time, SCT 5 silica clotting time, aCL 1gG Ul 5 anticardiolipin 196G
unitz, aCL Igh Ul 5 anticardiolipin Igh unitz, ab2GP1 5anti-befa-2 glicoprotein-1, ANA 5 antinudlear antibody, C3 5 complement C3, C4 5 complement

c4.
*P value vas calculated using Mann-Whitney test.

‘.’The local cut-offvalues for dRWAWT ratio were calculated for each reagent lot (percentile S5th) and varied from 1.1 to1.2.
The local cut-off values for ab2GP1 were calculated for each reagent lot (percentile 58th) and varied from 15 to 20 Ul
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foreach reagent lot and varied from 1.1 o 1.2} P value was calculated using MannWhitney test.

PAPS 5 antiphospholipid syndrome. aCL- anticardiolipin dRWVWT 5 diluted Russell viper venom time

patients (21%) had TP for aPL, while the distrbution ofthe other pro-files
were; 48.6% single positiity for LAC, 12.4% =ingle positivity for ab2GP1
or aCL, 11.4% double positivity for LAC plus ab2GP1 (or aCL) and 5.6%
double positivity foraCL and ab2GP1.

The demographic distribution was similar between patients with TP
and non-TP profie (Table 1}, and the presence of TP was not asso-
ciated with age or gender. Asthe presence of cardiovascular risk fac-tors
may also worsen the prognosis of APS, we evaluated whether patients
had comerbidities associated with higher nsk of cardiovascular eventis,
such as hypertension, diabetes, dyslipidemia and smoking. The
prevalence of cardiovascular risk factors was similar between patients
with TP and non-TP profile (Table 1).

Patients with TP presented, at diagnosis, higher dRVAT ratio
{median R 5 244 vz, 1.57; P < 0.0001}) higher frequency of positive
APTT-5P or SCT assays (68.2% vs 35.58%; P 5 0.01), higher |gG aCL
titer (median 5 S0UI vs. 35 Ul, P =< 0.0001), and higher frequency of
positive ANA test (S0% wvs. 18%, P 5 0.007) than patients without TP.
Titers oflgh aCL were similar between TP and non-TP patients {median
5250 vs 2001 P 5 0.41). Lower levels ofthe complement proteins C2
and C4 were observed in patients with TP compared to

patients without TP profile. The median C3 levels were 1.04 mg dL*'
{IOR 5 086-1.19) in patients with TP and 1.30 mg 4L*' (IQR 5 1.15
1.45) in patients with other aPL profles, P = 0.0001. The median C4
levels were 0.22 mg dl*' QR 5 0.14-0.27) in patients with TP and 0.25
mg dL*' (IQR 5 0.20-0.32) in patients wih other aPL profiles, P 5 0.05.
The levels of the complement protein C3 were comelated with higher
titers of 1gG-aCL (r 520.359, P 5 0.02) and higher values of dRVT ratio
(r 5 20.570, P = 0.00}. Laboratory results are shown in Table 2 and
Figure 1 illustrates the significantly different results between TP and non-
TP patients.

Clinical features related to +PAPS, such as the site of thrombosis
(arterial or venous) and the incidence of thrombosis recurrence, vere
similar between groups. The median number of thrombotic episodes
during the followsup pericd was 1.4 in patients with TP profile and 1.5 in
patients with non-TP profile. However, pregnancy morbidities were more
frequent in women with TP than in these without TP profile du~ing the
followeup period. Fify-one women got pregnant during the followup
period, pregnancy morbidities related to APS occumed in 80% of TP
patients versus 52.8% of non-TP patients (P 5 0.05). Family history o
thrombotic events was more frequent in patients with t-
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TABLE 2 Clinical presentation and course oft-PAPS, according to the antiphospholipid profile W] L EY
Triple positivity; N 5 22 Nontriple positivity; N 583 p*
Site ofthrmmbosis Arteral Venous, n (%) AT (T7%) 5 (23%) 55 (B6%) 2834%) 0.58
Multiple thrombosis, n (%) 3 (36.4%) 29 (34.9%) 1
Relap=e during anticoagulation treatment, n (%) 2 (0.1%) 9(10.8%) 0.ar
Pregnancy merbidities, n (%f 12 (30%) 19 (52.8%) 0.05
Family history of ischemic or thrombotic events, n (%) 3 (18.8%) 30 (47.6%) 0.03

*P value was calculated using Fisher exacttest

“These data are related to 51 women vith history of pregnancy (15 TP and 36 Non-TP).

PAPS and TP than in patients with the nen-TP profile. The dinical pre-
=sentation of patients is shown in Table 3. The only patient who dewvel-
oped clinical features of SLE during the followsup had the TP profie.

In multivariate analysis adjusted for gender and age, TP was inde-
pendently associated with lower than nomal levels of C3 levels (OR 5
5.1, 95%CI 5 1.2-21.0, P 5 0.02).

3.1" Differences within groups of aPL profile

We alzo evaluated the occurrence of multiple thrombosis, pregnancy
morbidities, positive AN A test and complement C3 consumption in each
of the following aPL profiles: single positivity for LAC (n 5 51), =single
positivity for ab2GP1 er aCL (n 5 13), double positivity for LAC plus
ab2GP1 or aCL (n 5 12), double postivity for aCL plus ab2GP1 (n 5 7),
and TP (n 5 22).

AN A test was positive in 25 2% of patients with single positivity for
LAC, 168.7% of patients with single positivity for ab2GP1 or aCl, 12.5%
of patients with double positivity for LAC plus ab2GP1 (or aCL), 57% of
patients with double positivity for aCL plus ab2GP and 41.7% of patients
with TP. The median and interguartie range of complement C3 levels
were 1.31 gL' (1.17-1.47) in patients with single positivity for LAC, 1.28
g L*' (0.87—1.42) in patients with single positivity for ab2GP1 or aCL,
1.29 g L*' (0.99—1.51) in patients with double positivity for LAC plus
ab2GP1 oraCl, 120g L*' (1.04—124) in patients with double positivity
foraCL plus ab2GP, and 1.04 g L*' 0.96—1.1%) in TP patients.

Multiple thrombosis cccurred in 35.3% of patients with single pos-
itivity for L&C, 38.4% of patients with single positivity for ab2GP1 or aCL,
25% of patients with double positivity for LAC plus ab2GP1 (or aCL),
42 8% of patients with double positivity for aCL plus ab2GP1and 356.4%
of patients with TP. APS- related morbidities during pregnancy cccurred
in 40% of patients with single positivity br LAC, 71 4% of patients with
single positivity for ab2GP1 or aCL, 20% in double posi-tivity for LAC
plus ab2GP1 or aCL, 50% in double positivity for aCL plus ab2GP, and
80% of TP patients.

4 DISCUSSION

Patients with t-PAPS present potential rizk for thrombosis recurrence,
even under anticoagulation treatment'™ and for the development of
systemic autoimmune dissase. '™ Up to 10% of PAPS patients develop

SLE in the course of the disease'™ and thmmbosis recurence rate is
about S to 16%.""" However, there are no validated parameters for risk
classification in PAPS, and markers of prognosis are needed to improve
the treatment approach toward patients with higher risk for developing of
PAPS related complications.

In the present study, we could observe that TP antibody profile in
patients with PAPS and thrombosis was assocated with a higher fre-
quency of pregnancy morbidities. The site of thrombosis and the occur-
rence of new thrombetic events were not related to TP profile. Patients
with TP alse had evidences ofimmune derangement, such as higher lgG
aCL titers and dRWWT ratio, postive ANA test and comple-ment
consumption, the development of systemic autoimmunity how-ever, was
rare. When we evaluated each aPL profile separately, we observed that
the prognosis of thrombosis was not affeded by the presence of LAC.
The number of patients in the subgroups, however, was small and no
conclusion could be drawn regarding the specific role of LAC in t-PAPS
prognosis.

The assodation of TP with multiple dinical manifestations of PAPS
has been documented in a cohort of patients with obstetric PAPS. In that
cohort, TP was associated with history of previous thrombosis and higher
risk of thrombosis and pregnancy morbidity during new pregnan-cies.™
Although our results suggested that TP is asscdated with the cccumence
of both cbstetric and vascular complications in PAPS, the rsk for
obstetric events in women with t-PAPS however, was high in all aPL
profiles. That finding raises the necessity of conducting appropriate
prophylaxis against these complications in women with PAPS,

We observed no assodiation between TP and the site of thrombo-sis
or thrombosis recumence This finding was not expeded because
previous clinical studies have shown that TP confers higher rigk for the
development of thrombosis and recument thrombotic events.*== We
believe that the risk ofthrombosis in APS may not be attributed solely to
the aPL prefile 1t iz important to highlight that inter-laboratony vari-ability
of aPL assays is high and the resufts rely on the assays, reagents,
equipment and interpretation strategies employed in the laboratories.
The lack of standard assays or rekrence plasmas contributes to this
variability.®'® Therefore, the reproducibility of TP detection between
laboratories is expectedto be low

Moreover, clinical parameters may also play a role in the prognosis
of PAPS. Recent data fom a cohort of patients with APS observed that
the aPL profile was not different between patientz with or without
thrombotic recurences, while diabetes, familial thrombophilia and
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anticoagulation withdrawal were independent risk facors for recur-
rence;.ﬁ Indeed, major risk factors for thrombosis, such as hyperipid-
emia, arterial hyperension and obesity, seem to play an important role in
thrombosis development and recurrenc&.24_2? A recent APS score of
rigk, the Global Anti-Phospholipid Syndrome score (GAPSS), demon-
sfrated that hyperlipidemia and hypertension are independent nsk fac-
tors for poorer outcomes in M:‘S.24 In the present study, we could
observe that cardiowascular risk factors are highly prevalent in our pop-
ulation. Hypertension was present in 32% of patients, 42% had hyper-
lipidemia and 30% were cbese. The prevalence of these comorbidities
was similar between patients with or without TP.

In the present study, triple positivity for aPL was also associated
with laberatory ®atures that suggest immune derangement, such as
higher dRVYT ratio, higher aCL titers, positive ANA and complement C3
con-sumption. The significance of these findings are wet to be
determined, because, atthough the diagnosis of systemic autoimmunity
may be gues-tioned no patient fulflled the criteda for SLE or other
systemic auteim-munity, and only cne patient developed SLE during the
followsup time. In the present study, we observed that C3 levels
decrease particularly in patients with TP and remain within the nomal
range in patients with other aPL profiles. The complement activation in
APS was reported in muring modelz and dinical studies and may
contribute to procoagulant activity.™ In dinical studies, the activation of
the complement pathway was detected in all types of aPL profies, but
particulary in patients with LAC, and double or triple positivity of aPL =
Hypocomplementemia was alzo comelated with procoagulant activity in a
dinical study that incduded 36 patient with PAPS® Therefore,
complement activation may play a role in the cossialk between
inflammation and hypercoagulability APS.*'

Nevertheless, there are zome limitations in this study that must be
highlighted. First, thiz is an observational and retrospective study, and
therefore zome clinical infermation may have been miszed during the
followsup. Furthermore, P AP S is a relatively rare disease, which con-
tributes to the small zample size of the study and may influence the
precision of the results. The data assodating the presence of TP with
concomitant vascular and obstetric complications in PAPS confims
previpus data; however the number of pregnant women in the study was
lowe. Prospedtive studies in women with PAPS would be necessary to
evaluate the nsk fctors associated with the occumence of both
thrombotic and obstetric complications.

In condusion, our results suggest that dlassification of aPL profie, in
particular triple positivity, was not encugh to identify patients at higher
rigk of severe thrombosis, thrombosis recurrence or other com-plications
of t-PAPS. TP was assodiated with higher levels of aPL anti-bodies and
complement consumption and the dinical significance of these findings
in PAPS is vet to be determined.
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