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RESUMO

A doenca de Behcet (DB) € uma vasculite cronica sist€émica imunomediada,
caracterizada por manifestacdes clinicas que incluem: ulceras muco-cutineas,
comprometimento ocular, alteracdes imunoldgicas, envolvimento vascular e neurolégico.
Sua etiologia ainda é desconhecida, mas acredita-se que estd relacionada com a interacado
de fatores genéticos, ambientais e imunologicos que definem o curso da doenca. Os
tratamentos disponiveis apresentam limitacdes como alto custo e efeitos colaterais, sendo
que a busca por um tratamento bioldgico de baixo custo com potencial imunomodulador,
torna-se de grande valia. O plasma rico em plaquetas (PRP) apresenta algumas
caracteristicas que poderiam indicar o seu uso como imunomodulador devido a vasta
gama de citocinas secretadas, especialmente pela participacao do TGF- na diferenciagdo
das células Treg. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi: caracterizar o PRP de
pacientes com DB e tlceras em atividade, e avaliar seus efeitos como imunomodulador
através de aplicacdo subcutanea. Para isto, foram selecionados pacientes com diagndstico
de DB segundo os critérios do ISGBD, acompanhados no Ambulatério de Vasculites do
Hospital das Clinicas da Unicamp, no periodo de fevereiro de 2014 a agosto de 2015. Os
critérios de inclusdo foram o uso de dose maxima de 10 mg de prednisona ao dia, e
presenca de ulceras orais. Os critérios de exclusdo foram atividade neuroldgica ou ocular,
uso de anticoagulante ou antiagregante plaquetario, e neoplasia nos ultimos 5 anos. O P-
PRP foi caracterizado através da contagem de plaquetas e leucdcitos, e pela quantificacao
de 17 citocinas. Os efeitos do uso do P-PRP foram avaliados pela frequéncia de células
TCD4+, TCD8+, Treg, NK e NK ativada, além do perfil de 17 citocinas no plasma dos
pacientes, e também pelas manifestagdes clinicas através do escore BR-BDCAF, do
questiondario SF-36, e da avaliacdo do niimero e do tempo de fechamento das tlceras orais.
Os pacientes mantiveram a terapia padrao, com baixa dose de prednisona e o P-PRP foi
utilizado como adjuvante, sendo realizadas 9 aplicacdes de 3 mL, num periodo de 6
meses, com acompanhamento de um ano.
Os resultados mostraram uma mediana do nimero de plaquetas de 1.130.000 células/uL
e leucocitos de 1500/ul, apresentando valores adequados e sem variagdes siginificativas
inter e intra-individual. Os niveis de citocinas presentes no P-PRP foram relativamente
homogéneos, com excecdo do TGF-B1, o qual apresentou um aumento siginificativo
(p<0,0001) nos 6 meses (dltima aplicagdo). As avaliagdes sist€émicas mostraram
alteracdes significativas, caracterizadas pelo aumento da frequéncia de células Treg

(p=0,0416) e diminuicao de células NK ativadas (p=0,0010), durante o periodo de



seguimento dos pacientes. Contudo, ndo se observou uma correlacdo clinica com as
dosagens sistémicas. O dado clinico mais relevante foi a diminui¢do no tempo de
fechamento das ulceras durante todo o periodo de aplicagdo. Apesar de resultados
preliminares € ao pequeno numero de pacientes, nossos resultados indicam que a
avaliacdo da fungdo celular de Treg seria interessante para implementar o conhecimento
sobre o efeito do P-PRP. Além disso, critérios clinicos mais objetivos para andlise dos

resultados seriam importantes para definicao dos efeitos.

Palavras-chave: imunomodulagdo, plasma rico em plaquetas, doenca de Behget.



ABSTRACT

Behget's disease (DB) is an immune-mediated chronic systemic vasculitis,
characterized by clinical manifestations that include: mucocutaneous ulcers, ocular
involvement, immunological alterations, vascular and neurological involvement. Its
etiology is still unknown, but it is believed to be related to the interaction of genetic,
environmental and immunological factors that define the course of the disease. The
available treatments present limitations such as high cost and side effects, and the search
for a low cost biological treatment with immunomodulatory potential, becomes of great
value. Platelet rich plasma (PRP) has some characteristics that could indicate its use as an
immunomodulator due to the wide range of secreted cytokines, especially by the
participation of TGF-B in the differentiation of Treg cells. In view of the above, the
objective of this study was: to characterize the PRP of patients with DB and active ulcers,
and to evaluate its effects as an immunomodulator through subcutaneous application. For
this, we selected patients with a diagnosis of DB according to the criteria of the ISGBD,
followed in the Vasculitis Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of Unicamp,
from February 2014 to August 2015. The inclusion criteria were the use of a maximum
dose of 10 mg prednisone per day, and presence of oral ulcers. Exclusion criteria were
neurological or ocular activity, use of anticoagulant or antiplatelet agent, and neoplasia
in the last 5 years. P-PRP was characterized by platelet and leukocyte counts, and
quantification of 17 cytokines. The effects of the use of P-PRP were evaluated by the cell
frequency of TCD4 +, TCDS8 +, Treg, NK and NK activated, as well as the cytokine
profile (17) in the patients' plasma, and the clinical manifestations through the BR-
BDCAF score, SF-36 questionnaire, and the assessment of the number and timing of oral
ulcer closure. Patients maintained standard therapy with a low dose of prednisone and P-
PRP was used as an adjuvant, with 9 applications of 3 mL, over a 6-month period, with a
follow-up of one year.
The results showed a median platelet count of 1130,000 cells/uL and leukocytes of
1500/uL, presenting adequate values and without significant inter- and intra-individual
variations. The levels of cytokines present in P-PRP were relatively homogeneous, with
the exception of TGF-B1, which presented a significant increase (p <0.0001) at 6 months
(last application). The systemic evaluations during the use of P-PRP showed significant
alterations, characterized by the increase in Treg cell frequency (p = 0.0416) and decrease
in activated NK cells (p = 0.0010) during the follow-up. However, no clinical correlation

was observed with systemic dosages. The most relevant clinical data was the decrease in



the closing time of ulcers throughout the application period. Despite preliminary results
and small numbers of patients, our results indicate that the evaluation of Treg cell function
would be interesting to implement knowledge about the effect of P-PRP. In addition, more

objective clinical criteria for outcome analysis would be important in defining effects.

Keywords: Immunomodulation, platelet rich plasma, Behget disease.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doenca de Behcet

A doencga de Behcget (DB) € uma doenga inflamatéria sist€émica cronica que causa
vasculite, com quadro clinico caracterizado principalmente por lesdes aftosas orais e
genitais, lesdes de pele e alteragdes oculares. Outras manifestagdes clinicas da doenga
incluem o envolvimento do sistema nervoso central (SNC), do trato gastrointestinal
(TGI), pulmonar e cardiaco. A doencga apresenta periodos de remissdo e exacerbagdo e
sua sintomatologia pode variar de acordo com a localizacdo geogréfica (Gul, 2001;
Hirohata e Kikuchi, 2003; Harman et al., 2013).

O primeiro relato da doenga foi feito em 1937, pelo dermatologista turco Hulusi
Behcet, o qual descreveu a triade que caracteriza a doenca: inflamagao ocular recorrente,
ulceracdes orais e genitais (Behcet, 1937).

A DB apresenta distribui¢do mundial bastante diversa, sendo mais comum nos
paises do Mediterraneo, e em paises do leste europeu. As taxas mais elevadas de
prevaléncia sdo observadas em Instambul, na Turquia, com 400 casos por 100.000 adultos
(Yazici, 2010; Azizleri et al., 2003). A prevaléncia diminui em outros paises, como por
exemplo, na Espanha (6,4 casos por 100.000 adultos) e nos Estados Unidos (8,6 casos
por 100.000 adultos). No Brasil ainda ndo ha dados disponiveis.

A etiologia e patogénese ainda ndo foram totalmente elucidadas, porém a literatura
relata a associacio com o antigeno de histocompatibilidade HLA-BS5, mais
especificamente o seu subtipo HLA-B51, como maior fator genético para susceptibilidade
a DB (Gul, 2001). Infec¢des virais (Herpes simples virus (HSV-1)), algumas cepas de
streptococcus, € fatores ambientais também desempenham papel na patogénese da
doenca. Além disso, estudos recentes tém demonstrado o envolvimento das células Thl,
relacionadas a imunidade adquirida, bem como o sistema imune inato, em sua patogénese
(Harman et al., 2013; Khabbazi et al., 2013).

Dentre os fatores de mau prognéstico destacam-se o gé€nero masculino, € o
desenvolvimento precoce da doenga, antes dos 25 anos (Harman et al., 2013).

O diagnéstico da DB € essencialmente clinico, e sabe-se que sua sintomatologia
varia de acordo com o grupo étnico estudado. O critério diagndstico universalmente aceito
e mais utilizado é o determinado pelo International Study Group for Behget Disease
(ISGBD) em 1990, apresentado na tabela 1. Este critério tem sensibilidade de 91%, e
especificidade de 96% (Mat et al., 2013). De acordo com este critério, para o paciente ter

o diagndstico da DB, o mesmo deve apresentar tlceras orais como critério obrigatério,
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pelo menos trés vezes ao ano, acompanhados de ao menos dois critérios menores. Em
2014 foram publicados os critérios diagndsticos da DB baseados em pontuacio, onde a
doenca € diagnosticada se o paciente obtiver pontuacao > 4. Este critério de diagndstico

estd evidenciado na tabela 2.

Tabela 1: Critérios diagndsticos do ISGBD para doenca de Behget (1990).

CRITERIO DESCRICAO
Obrigatério Ulceras  orais maiores, menores ou
Ulceras orais recorrentes herperiformes, observada por médico ou

pacientes que tiverem pelo menos trés
episédios em um ano.

Menores

Ulceras genitais recorrentes Ulceragao ou cicatriz observada por médico.

Lesdo ocular Uveite anterior ou posterior ou células no
humor vitreo observadas na lampada de fenda
ou vasculite retiniana observada por médico
(reumatologista).

Lesdes cutaneas Eritema nodoso observado por médico ou
paciente, pseudofoliculite ou lesdes pépulo-
pustulosas ou acneiformes observadas por
médico em paciente fora da adolescéncia ou
quendo esteja em uso de corticoesterodides.

Teste de patergia positivo Observada por médico em 24-48 horas.

Tabela 2: Critérios diagnosticos ICBD (International Criteria for Behget s Disease).

Critérios Pontuacgio
Ulcera oral 2
Ulcera genital 2
Manifestagdes oculares 2
Manifestagdes articulares 1
Manifestacdes vasculares 1
Manifestacdes neuroldgicas 1
Teste de patergia 1

Doenga de Behget ¢ diagnosticada se > 4 pontos. (ICBD, 2014)
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1.2. Etiologia e patogénese
1.2.1. Susceptibilidade Genética

Virios estudos demonstram que o HLA-BS51 esté fortemente associado a doenca,
em diferentes grupos étnicos. A regido critica para a doenca de Behcet no gene do
complexo principal de histocompatibilidade humano (MHC) compreende um segmento
de 46 kb, entre o gene MHC classe I ligada as cadeias do gene MIC-A e o gene HLA-B
(Hirohata e Kikuchi, 2003). Defeitos genéticos nessa regido comumente resultam em
atividade inflamatéria cronica de baixo grau, que se exacerba de forma intermitente,
determinando o quadro clinico da doenca.

O aumento da resposta inflamatdria com aumento das funcdes de neutroéfilos, tais
como quimiotaxia, fagocitose, e producido excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROS), e a superexpressao de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a IL-8, IL-17,
IFN-y, s@o os achados proeminentes, responsdveis pelos danos na DB (Shahneh et al.,
2013).

Recentemente, uma meta-andlise (Liang et al, 2013) buscou associar
polimorfismos encontrados em vdrias citocinas (IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-10), com a
susceptibilidade para DB. Os polimorfismos: -308A/G do TNF-a, e
-1082G/A e -819C/T da IL-10 apresentaram uma associacdo significativa para a
susceptibilidade a doenga (Liang et al., 2013).

Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS) identificaram loci de
susceptibilidade para a DB nos receptores da IL.-23 (IL23R), e da IL-12 subunidade 32
(IL12RB2) e na IL-10 (Sugita et al., 2013).

1.2.2. Anormalidades imunolégicas

Virios estudos sugerem que na DB hd um predominio da resposta imune de
células Thl e Th17, encontradas em maior nimero no sangue periférico; e também pelo
aumento dos niveis de citocinas relacionadas, como IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-17. A
atividade da doenga é caracterizada pelo aumento da IL-17, quando comparada a doenca
em remissao ou controles. Os linfocitos Th17 circulantes estao envolvidos na ativacao de
neutréfilos (Sugita et al., 2013; Neves e Spiller, 2013).

Estudos recentes descreveram o aumento dos niveis de IL-22 no humor vitreo de
pacientes com uveite autoimune ndo infecciosa. As células Th22 sdo um subtipo de
TCD4* efetora, que primeiramente secretam IL-22 ¢ TNF-o. Similar as células Th17, as

células Th22 secretam IL-22, mas nao IL-17 (marcador de Th17), IL-4 (marcador de
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Th2), ou IFN-y (marcador de Thl). As células TCD4" diferenciam-se em células Th22 na
presenca de IL-6 e TNF-a, e a produgdo de IL-22 promove uma resposta inflamatdria nos
pacientes (Sugita et al., 2013).

As células natural killer (NK) sdo precursores linfoides com atividade citotéxica,
e também sdo capazes de produzir IL-17 e parecem regular a resposta Th1, em relagdo ao
estado da DB (ativo ou inativo). As células NK do estado inativo suprimem a expressao
do receptor da IL-12 e do IFN-y das células TCD4+. Pela supressao do IFN-y, estas
células podem também regular negativamente a diferenciacdo de Thl17, reduzindo o
recrutamento de neutréfilos (Neves e Spiller, 2013). Inicialmente envolvidas na
imunidade inata, e devido a secrecdo de citocinas e interleucinas também apresentam
envolvimento na imunidade adquirida (Zhang et al., 2006). Em 2010, Yamaguchi e
colaboradores publicaram um estudo avaliando a célula NK e seu estado de ativacdo
através de citometria de fluxo com o marcador CD69, um marcador de ativacdo recente
de linfécitos, encontrando uma frequéncia significativamente elevada em pacientes em
atividade quando comparados a inatividade.

As células T de pacientes com DB sdo hipersensiveis para uma variedade de
antigenos, e isto foi demonstrado quando de sua estimulacdo para produzir IFN-y na
presenca de baixas concentracOes de enteroxina B de Staphylococcus e SEC1, que ndo
sdo capazes de estimular células T de individuos saudéveis. Estes achados sugerem que
antigenos de origem microbiana podem funcionar como um gatilho da resposta
autoimune na DB, em individuos geneticamente susceptiveis, além de justificar os
recorrentes periodos de remissdo e exacerbacao da resposta inflamatoria, caracteristicos
do curso da doenga. Além do mais, as proteinas de choque térmico (HSP) estreptocdcicas
apresentam homologia com o HSP humano, que podem contribuir para a patogénese da
doenca, devido a resposta imunoldgica exacerbada apds reconhecimento pelas células T
(Hirohata e Kikuchi, 2003; Neves e Spiller, 2013).

Em 1995, Sakaguchi et al. identificaram uma sobpopulacdo de células TCD4* que
expressam a cadeia a (CD25) do receptor da IL-2, denominadas células T reguladoras
(Treg) (Sakaguchi et al., 1995). As populacdes celulares de Treg sdo heterogé€neas e
previnem a resposta imune prejudicial dirigida a autoantigenos e ndo-autoantigenos. Estas
células emergem do timo como parte normal do desenvolvimento de linfécitos T, e
residem nos tecidos periféricos, onde mantém a autotolerincia, e previnem a
autoimunidade através da inibicao dos linfécitos auto-reativos. A proteina Forkhead Box

P3 (FoxP3) é considerada o marcador especifico para Treg. Estas células desempenham
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um importante papel na patogénese de doencas autoimunes, sendo que alteracdes na
proporcao destas células no sangue periférico, ou defeito supressivo de sua fungdo in
vitro, tem sido reportado na esclerose multipla, diabetes tipo I, DB, entre outras (Kim et
al., 2012; Shim et al., 2011). O papel dessas células parece ser tdo relevante, que alguns
autores sugerem sua infus@o no tratamento dessas doengas (Sakaguchi et al., 2001).

Em relagcdo aos neutrdfilos, estas células de pacientes da DB apresentam uma
quimiotaxia aumentada quando incubados com plasma humano, sugerindo que fatores
soliveis presentes no plasma sao necessarios para a hiperquimiotaxia (Neves et al., 2009).
Em lesdes oculares, intestinais, neuroldgicas e perivasculares foi verificado um infiltrado
inflamatdrio composto principalmente de neutréfilos e linfécitos, justificando assim seu
papel relevante na patogénese (Matsuo et al., 2002; Hayasaki et al., 2004; Borhani et al.,
2007).

A reacdo de patergia é uma reacdo de hipersensibilidade cutdnea ndo-especifica,
praticamente unica na DB. O teste de patergia € realizado através da insercdo de uma
agulha no antebrago do paciente apds desinfeccao com dlcool, observando-se a formagao
de uma pdpula ou pustula. Ao contrdrio da DB, o individuo normal nio apresenta essas
lesdes. A histologia de amostras de pele de pacientes com DB, coletadas 4 e 24 horas apds
o teste de patergia, revela inicialmente a presenca de neutréfilos, que sdo posteriormente
substituidos por um infiltrado perivascular de células mononucleares (linfécitos T,

mondcitos/macréfagos), e 5% de neutréfilos (Fresko ef al., 1993; Neves e Spiller, 2013).

1.3. Manifestacoes clinicas

As manifestacdes clinicas da doenca sdo diversificadas, variando de acordo com
o grupo étnico estudado. As manifestacdes gastrointestinais sa3o mais comuns no Japao e
nos Estados Unidos da América (EUA), e turcos apresentam mais lesdes oculares do que
os pacientes de etnia alema (O Neil et al., 1993; Zouboulis et al., 1997).

Um estudo realizado em uma populagdo brasileira, da regido metropolitana de
Campinas, incluiu 87 pacientes acompanhados no Hospital das Clinicas da UNICAMP,
demonstrando a prevaléncia das manifestagdes clinicas (Sachetto et al., 2012),

representadas na tabela 3.
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Tabela 3: Frequéncia das manifestagdes clinicas dos pacientes acometidos com DB em

uma populagdo da regido metropolitana de Campinas.

N=87

Sintomas Numero de pacientes %
Ulceras orais 87 100
Oculares 70 80,46
Ulceras genitais 67 77,01
Cutaneos 58 66,77
Sistema Nervoso Central 27 31,03
Artralgia 27 31,03
Artrite 12 13,79
Vasculares 12 13,79

Os pacientes homens e jovens tem um curso da doenga mais grave, € maior risco
de desenvolver complica¢des, quando comparados com pacientes do género feminino em
idade mais avangada. O envolvimento vascular, ocular e neurolégico sdo as causas mais

graves de morbimortalidade (Kural-Seyahi et al., 2003; Saadoun et al., 2010).

1.3.1. Lesoes muco-cutaneas

A estomatite aftosa recorrente é um dos sinais mais comuns da DB, com alta
frequéncia (Yurdakul e Yazici, 2008). A afta pode ser observada em qualquer superficie
da mucosa ndo queratinizada da cavidade oral; geralmente inicia-se como pdpula
dolorosa, e rapidamente torna-se ulcerada. As lesdes mais comuns sao as chamadas lesdes
aftosas menores, que apresentam um didmetro inferior a 10 mm e costumam cicatrizar
entre 7 a 10 dias, normalmente sem a formacdo de cicatriz (Mat et al., 2013).

As ulceras genitais em homens s@o mais comumente encontradas no escroto € na
drea inguinal, e em mulheres na vulva e nas regides femoral e inguinal. As lesdes iniciam-
se como pdapulas, evoluindo para pustulas ou necrose, formando as lesdes ulceradas. Estas
lesdes cicatrizam em torno de 2 a 4 semanas (Mat et al., 2013).

O eritema nodoso € usualmente encontrado nas extremidades inferiores, caracterizado por
nodulos vermelhos e doloridos de 1 a 5 cm de didmetro, geralmente observado em
mulheres, e sua cura ocorre em torno de 1 a 6 semanas, acompanhado por pigmentacao

(Mat et al., 2013).
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1.3.2. Comprometimento ocular

O envolvimento ocular na DB ocorre com alta frequéncia, e geralmente € bilateral
(63 a 100% dos casos). Em geral, as primeiras crises sao unilaterais e anteriores. A partir
daf as recorréncias comprometem o segmento posterior € se tornam bilaterais. A uveite é
o sintoma mais caracteristico, ¢ manifesta-se por uma diminuicdo subita da acuidade
visual, associada a hiperemia e dor periorbital de intensidade varidvel. A uveite posterior,
presente em 32-53% dos casos, € a forma mais grave, e pode comprometer o prognostico
funcional. Ocorrem focos de retinite branco-amarelados, hemorragia, em nimero e
localizagdo varidveis. A presenca desses focos pode estar associada com uma diminui¢ao

da acuidade visual, quando localizadas na regido macular (Zeghidi et al., 2014).

1.3.3. Manifestacoes neurologicas

O acometimento neuroldgico na DB € caracterizado por lesdes parenquimatosas
neurais primarias (Sindrome de neuro-Behget), ou pelo envolvimento vascular (Hirohata
e Kikuchi, 2003). As lesdes parenquimatosas caracterizam-se por lesdes morfoldgicas de
natureza inflamatodria e de pequeno porte, principalmente no tronco cerebral e da juncao
meso-diencefélica a ressonancia magnética (RMI). As lesdes vasculares podem ter uma
ampla manifestacdo clinica, identificadas morfologicamente por angioressonancia
magnética ou angio-tomografia. Clinicamente, os sintomas mais representativos sao:
cefaléia (> 50% dos casos), seguido por uma sindrome piramidal unilateral ou bilateral
(50-90%), ataxia cerebelar, e alteracdes de controle dos esfincteres (25-40%). Este
envolvimento difuso do parénquima cerebral pode também assumir a forma de encefalite,

com retardo psicomotor e distirbios de comportamento (Noel ez al., 2014).

1.3.4. Manifestacoes vasculares

O envolvimento vascular ocorre mais frequentemente em homens, e é a maior
causa de morte em pacientes jovens (Kog et al., 1992), e caracteriza-se por tromboflebite,
trombose venosa profunda, oclusdo e aneurisma de grandes artérias. O envolvimento
venoso € mais frequente (20-40%) em relacdo ao arterial (Harman et al., 2013). A
associacdo com trombofilia hereditdria, presenca de anticorpos antifosfolipidios, ou
alteracdo da fibrinodlise foi investigada, mas os resultados sdo conflitantes.

O mecanismo responsdvel pela trombose nesses pacientes ainda ndo foi totalmente
definido. Alteracao da funcao plaquetdria, hiperviscosidade, alteracao da deformabilidade

eritrocitdria podem estar envolvidos. Acredita-se que a ativagdo endotelial ligada a
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vasculite neutrofilica tenham um papel chave nesse processo trombédtico (Chambrun et

al., 2012).

1.4. Tratamento

O tipo de tratamento depende do tipo e gravidade dos sintomas, duracdo da
doenca, idade e género do paciente.

A colchicina tem sido usada devido ao seu efeito inibitério sobre as fun¢des dos
neutréfilos, resultando em melhora da artralgia, eritema nodoso e udlceras genitais. Os
efeitos colaterais como nausea, dor abdominal e diarréia sdao minimos. Contudo, a
inibicdo dos neutréfilos pela colchicina pode ndo ser suficiente para tratar as
manifestagdes mais graves (Mat et al., 2013; Hirohata e Kikuchi, 2003).

A azatioprina (AZA) foi testada em pacientes homens, para tratar lesdes oculares
e muco-cutaneas (Yazici et al.,, 1990). A AZA diminuiu significativamente os surtos de
uveite, e o desenvolvimento de outras doencas oculares, preservando a acuidade visual.
Ela também foi efetiva no controle de dlceras orais e genitais, e na artrite € nenhum efeito
colateral sério foi atribuido ao seu uso (Hamuryudan ez al., 1997; 2002).

A talidomida foi estudada para o tratamento de udlceras genitais e orais em
pacientes do género masculino, com reducao da repeticdo dos eventos, e esteve associada
a um aumento de eritema nodoso nos 2 primeiros meses de uso. Os efeitos adversos do
uso da talidomida s@o: polineuropatia, teratogénese e sedacao. (Hamuryudan et al., 1998;
Mat et al., 2013).

A ciclosporina A, um inibidor da fung¢do de células T, € usualmente o
medicamento de primeira linha utilizado para tratar os sintomas de envolvimento ocular,
como uveite, e vasculite da retina. Seu uso diminui a gravidade e a frequéncia de
acometimentos oculares, e melhora a acuidade visual, além de possuir efeitos benéficos
nas lesdes muco-cutaneas. Na prética clinica sdo utilizadas baixas doses devido aos seus
efeitos colaterais como hipertensdo, comprometimento renal e neurotoxicidade (Masuda
et al., 1989; Hirohata e Kikuchi, 2003).

Apesar dos corticdides serem amplamente utilizados na DB, existe apenas um
estudo com a inclusdo de um grupo controle placebo, e observou-se apenas melhora nas
lesdes de eritema nodoso em mulheres (Mat et al., 2006).

O uso de agentes bioldgicos apresentam resultados promissores em pacientes que
sdo resistentes ao tratamento convencional. O IFN-o diminuiu as lesdes muco-cutaneas,

e uma resposta parcial ou total da uveite. Suas limitacdes incluem alto custo, frequentes
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efeitos colaterais como artralgia, reacdes no sitio de injecdo, febre, leucopenia, alopécia,
e depressao (Deuter et al., 2010; Onal et al., 2011).

O bloqueador de TNF-a (infliximab) foi testado em um estudo controlado
placebo, com eficdcia na maioria das lesdes muco-cutdneas em homens. Contudo, trata-
se de um medicamento de alto custo e com efeitos colaterais, como o aumento do risco
de infec¢des bacterianas e tuberculose (Melikoglu et al., 2005, Sfikakis et al., 2007).

Apesar do grande progresso nas ultimas décadas para controlar as manifestacoes
oculares, muco-cutaneas e de articulacdes, mais estudos randomizados controlados sao
necessarios para avaliacdo da eficdcia no controle dos outros sintomas presentes na DB
(Mat et al., 2013).

O custo anual de um paciente com DB é de US$ 3226 + 3488, porém quando
ocorre o envolvimento neuroldgico este custo é bem maior — US$ 5005 + 2707 (Sut et
al., 2007).

Os novos estudos na busca de tratamentos utilizando imunobioldgicos ainda
possuem muitas limitacdes, como alto custo e efeitos colaterais importantes. Portanto, a
busca de novos tratamentos, de baixo custo, com menores efeitos colaterais e que
auxiliem no controle imunolégico s@o um desafio, com grande valia na prética clinica.

A tabela 4 sintetiza os principais tratamentos utilizados no tratamento da DB.
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Tabela 4: Tratamentos disponiveis na DB.

Farmaco Efeito principal / Indicacao Efeito colateral
1- Colchicina Inibe fung¢do neutrofilo Néusea, diarreia e dor
abdominal
2- Azatioprina Diminui surtos de uveite Minimo de 3 meses
3- Talidomida Ulceras orais/genitais Polineuropatia, teratogénese e
resistentes sedacdo
4- Ciclosporina  Inibidor fun¢ao da célula T — Hipertensao,
envolvimento ocular comprometimento renal e
neurotoxicidade
5- Corticoides Artralgia, comprometimento ~ Diminui¢do da producao dos
ocular hormonios naturais

corticoides, osteoporose,
ganho de peso, azia
persistente e hipertensio

Tratamentos biolégicos

1-IFN-a Lesdes muco-cutineas, Alto custo, artralgia, febre,
resposta parcial em uveite leucopenia, alopecia e
depressdo
2- Bloqueador de Lesdes muco-cutaneas Alto custo, risco de infec¢des
TNF-a

Portanto, a busca por um novo tratamento bioldgico de baixo custo e efeitos colaterais

menores, torna-se de grande valia na prética clinica.

1.5. Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O PRP ¢ definido como um concentrado de plaquetas acima do valor basal em
um pequeno volume de plasma (cerca de 4-7 vezes a concentragdo normal de plaquetas)
(Eppley et al., 2006; Marx, 2004). A metodologia de preparo do PRP é muito diversa, e
nenhuma padronizagdo de forca ou tempo de centrifugagdo foi definido para uso comum
em todas as suas aplicagdes clinicas (Liao et al., 2013).

O PRP tem mostrado resultados positivos no tratamento da osteoartrite,
degeneracdo de cartilagem, condropatia e ulceras cronicas (Patel et al., 2013; Li et al.,
2011; Torrero et al., 2012; Sarvajnamurthy et al., 2013). Além disso, o PRP tem atraido
atencao para aplicagdes em outras dreas, como doencas em que a fisiopatologia imune
estd envolvida.

As plaquetas contém os a-granulos e os granulos densos, sendo que, ja foram
descritos mais de 1100 biomoléculas incluindo fatores de crescimento, mensageiros do

sistema imune, enzimas, inibidores enzimaticos e outros componentes bioativos (Andia e
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Abate, 2013; Arnoczky e Sheibani-Rad, 2013). Dentre os fatores de crescimento
destacam-se nas publicagdes: fator de crescimento derivado das plaquetas e seus isdmeros
(PDGF-AA, PDGF-BB e PDGF-AB), fator de transformacao do crescimento (TGF-1 e
TGF-B2), fator de crescimento derivado do endotélio vascular (VEGF) e fator de
crescimento epitelial (EGF), entre outros (Eppley et al., 2006). As plaquetas e os fatores
de crescimento liberados sdo essenciais para regular os eventos celulares que ocorrem
ap6s um dano tecidual. Elas aderem, agregam, ativam a coagulac¢do, culminando com a
formagdo da malha de fibrina, e subsequentemente liberam uma grande variedade de
fatores de crescimento e citocinas (Lippross et al., 2011).

Além disso, € evidente o papel mais abrangente das plaquetas, ndo limitado apenas
as suas fungdes hemostdticas. As plaquetas participam do processo de inflamacao,
liberando diferentes substancias que sido capazes de modular a resposta inflamatéria via
interacdo com células endoteliais e leucdcitos. Os principais imunomoduladores descritos
sdo: PDGF, TGF-f, ligante de CD40 soluvel (sCD40L) e o fator plaquetdrio 4
(PF4/CXCLA4) (Cognasse et al., 2006). O TGF-f ¢ o principal imunossupressor e
evidéncias sugerem que a diferenciacdo de Treg é dependente de TGF-p. Isto foi sugerido
quando pacientes com trombocitopenia imune, os quais apresentam diminuicao de células
Treg e TGF-B, foram tratados com terapias que aumentam o nimero de plaquetas (ex:
imunoglobulina, dexametasona), e observou-se a restauragdo funcional e quantitativa de
células Treg (Semple et al., 2011).

Além do mais, CD154 que é expresso em plaquetas ativadas pode afetar a
imunidade adaptativa. Este receptor pode dar suporte a diferenciacdo de células B e
promove resposta protetora a infeccdoes mediada por células T (Semple e al., 2011).
CD40L € expressa primeiramente em células T ativadas e plaquetas, sendo uma molécula
transmembrana que desempenha um importante papel na resposta imune inata e
adaptativa. As formas soliveis de CD40L (sCD40L) possuem a habilidade de formar
trimeros, os quais sinalizam vérios processos biologicos através da ligacao a receptores,
incluindo CD40 nas células apresentadoras de antigeno (Elgueta et al, 2009). As
plaquetas sdo responsdveis por 95% da concentracdo de C40L soldvel na circulagdao
(Andre et al., 2002). O CD40L soldvel tem sido reportado em vdrias patologias imune
mediadas, incluindo a DB, por ser um mediador da inflamacdo, devido a inducdo da
producdo de citocinas e ativacdo das proteinas de adesdo celular (Toubi e Shoenfeld.,
2004, Menchén et al., 2009; Lievens et al., 2009). Sdo encontrados niveis aumentados de

sCD40L em pacientes com sindromes coronarianas agudas, lipus eritematoso sistémico
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e doencas inflamatdrias intestinais (Garlichs et al., 2001; Kato et al., 1999; Danese et al.,
2004).

O PF4/CXCL4 humano é uma proteina da familia de quimiocinas CXC, que se
liga & heparina e ¢ secretado dos a-granulos apds a ativacao plaquetdria (Luster, 1998). A
literatura € contraditéria quanto as suas propriedades pr6 e anti-inflamatérias. Estudos
reportaram que esta proteina tem se mostrado inibidor de alguns processos como: de
proliferacdo de progenitores hematopoiéticos e de células endoteliais e angiogénese
(Strieter et al., 1995; Broxmeyer et al., 1993). Além disso, PF4/CXCLA4 tem demonstrado
forte inibicao da proliferacdo de células T, bem como IFN-y e IL-2 liberados pelas células
T isoladas (Fleischer et al., 2002). Liu e colaboradores (2005) publicaram um estudo
sobre o papel do PF4/CXCLA4 nas células T CD4+ e CD25+, evidenciando que esta
proteina causa uma perda da func¢ao regulatdria deste tipo celular, in vitro. Alguns estudos
demonstraram que o PF4/CXCLA4 auxilia no trafego das células T, e outros estudos in
vitro tem sugerido uma fun¢@o no desenvolvimento de Treg (Srivastava et al., 2008; Liu
et al., 2005). Shi e colaboradores (2014) propuseram um novo papel para PF4/CXCL4 na
manutencdo da homeostase das células Th, limitando seu desenvolvimento e resposta da
célula Th17, sugerindo assim que as plaquetas apresentam papel imunolégico importante.

VEGEF € uma potente citocina que modula angiogénese e vasculogénese devido a
sua agdo mitogénica para células endoteliais (Keyt et al., 1996). Além disso, tem a
capacidade de induzir aumento da permeabilidade microvascular e vasodilatacdo
dependente do endotélio, bem como producdo endotelial de NO (Xiong et al., 1998;
Detmar et al., 1995; de Vriese et al., 2001). Ele pode ser produzido por vérios tipos
celulares incluindo macréfagos, mondcitos, neutréfilos e células endoteliais (Xiong et al.,
1998; Ladoux et al., 1993). Um forte estimulo para a produ¢do de VEGF € a presenca de
citocinas pro-inflamatérias, e ao mesmo tempo o VEGF pode promover processo
inflamatério pela mobilizacdo de leucdcitos (Takagi et al., 1996; Grutzkau et al., 1998).
Os receptores de membrana para VEGF estdo localizados nas células vasculares
endoteliais sistémicas e retinianas. Aumento dos niveis circulantes no soro ou plasma tem
sido detectado em cancer, doengas reumaéticas e inflamatdrias cronicas (Folkman, 1995).
Na literatura ha poucos estudos relacionando VEGF e DB.

Nenhum estudo clinico avaliou o efeito imunomodulador do PRP. Contudo,
algumas alteracdes sist€micas podem sugerir esse papel. Um estudo em modelo animal
(Lippross et al., 2011) que utilizou o PRP intra articular para o tratamento de artrite

reumatoide experimental, demonstrou um efeito sistémico nas concentragdes dos
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marcadores inflamatdrios, com a reducdo de 1L-6, VEGF, IGF-1 e IL-1. A andlise proteica
do PRP revelou uma baixa concentragdode IL-1a, a qual ¢ considerada uma citocina
cldssica do catabolismo pré-inflamatoério, justificando o uso do PRP com propdsito anti-
inflamatério. A IL-6, encontrada em maior quantidade no PRP, tem multiplos papéis na
regeneragdo e inflamacdo, e € considerada um modulador imune (Lippross et al., 2011).

Existem varios estudos in vitro avaliando a substituicao do soro fetal bovino por
lisado plaquetario, alguns com avaliagdo do potencial imunorregulador derivado do lisado
de plaquetas. Menard e colaboradores (2013) analisaram subtipos de célula tronco
mesenquimal (MSC) e sua suplementagdo comparando 2 tipos de cultivo (MSC com
lisado de plaqueta ou com soro fetal bovino), e 2 fontes celulares (MSC derivada da
medula 6ssea ou de gordura). Foi evidenciado que a cultura contendo células MSC
derivadas de gordura suplementadas com lisado de plaquetas aumentou os niveis de IDO
e TSG-6. O primeiro tem efeito central na funcdo supressora de célula T e o
TSG-6 diminui o recrutamento de neutréfilos. Bendinelli e colaboradores (2010)
avaliaram os efeitos anti-inflamatérios do PRP numa cultura de condrécitos e
demonstraram uma redugio na atividade de NF-kB, um regulador critico do processo
inflamatério e consequente diminui¢cdo da expressao dos genes de COX2 e CXCR4. Os
autores relatam que as moléculas chave envolvidas nos efeitos inibitérios do PRP foram
o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e TNF-a. Desta forma, existem algumas
evidéncias que sugerem que o PRP possa ter um papel como imunomodulador e portanto
estas citocinas devem ser mensuradas.

Em relacdo a efeitos colaterais e riscos, ndo ha relatos na literatura de qualquer
efeito prejudicial relacionado ao PRP, incluindo a sensibilizacdo por aplicagdes
recorrentes. Contudo, € importante ressaltar que por se tratar de terapia bioldgica celular

deve se sempre estar atento a possibilidade de inducao de tumores.

2. JUSTIFICATIVA

A DB € uma doenca rara, imuno mediada potencialmente grave e cronica.

A DB gera altos custos para o sistema de satide, que aumentam quando ocorre o
envolvimento neurolégico, uma manifestacdo clinica com incidéncia significativa
elevada, em nossa populagao.

O tratamento da DB utiliza medicamentos que apresentam limitacdes relativas a

eficécia, efeitos colaterais, e muitas vezes com custo elevado, e a busca por um novo
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tratamento biologico de baixo custo torna-se de grande valia. No contexto da

imunomodulacdo, o PRP pode representar uma opg¢ao terapéutica.

3. HIPOTESES

- O PRP de pacientes com DB pode apresentar diferencas em relacdo a individuos
sauddveis, e também entre os pacientes, sendo importante sua caracterizacao.

- O PRP, ao estimular as células Treg, pode contribuir para o controle das alteracdes

imunoldgicas observadas em pacientes com DB.

4. OBJETIVOS:
4.1. Geral
Caracterizar o PRP de pacientes com DB e ulceras em atividade, e avaliar seus

efeitos como imunomodulador através de aplica¢do subcutanea.

4.2. Especificos

- Verificar o HLA locus B dos pacientes com DB;

- Caracterizar o PRP dos pacientes com DB e tlceras em atividade através da avaliacao
de fatores de crescimento (PDGF, VEGF, EGF, TGF-p), citocinas e interleucinas;

- Analisar os efeitos da aplica¢do subcutinea de PRP autdlogo em pacientes com DB,
através de questiondrios de atividade da doenca e qualidade de vida;

- Analisar o perfil sistémico de citocinas, interleucinas e frequéncia celular de subtipos T
e NK, antes e sequencialmente até o periodo de um ano de seguimento pés-aplicacdo do

PRP.

5. METODOLOGIA
5.1. Selecao dos pacientes e aspectos éticos da pesquisa

Este foi um estudo piloto prospectivo com follow-up de 1 ano. Foram revisados
todos os prontudrios médicos dos pacientes com diagndstico de DB atendidos no
Ambulatério de Vasculites do Hospital das Clinicas/Disciplina de Reumatologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (HC/FCM-
UNICAMP), no periodo de fevereiro de 2014 a agosto de 2015. O diagnostico de cada
paciente foi revisado de acordo com os critérios para DB estabelecidos pelo ISGBD.

Os prontudrios dos pacientes foram analisados, retrospectivamente, em relacio ao

género, critérios diagndsticos, idade de inicio dos sintomas, idade do diagnéstico da DB,
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frequéncia das manifestagdes clinicas apresentadas no inicio e/ou no decorrer da DB e
exames laboratoriais.

Ap6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo I)
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa humana (anexo II), os pacientes foram
submetidos a rotina de exame reumatolégico. O protocolo clinico laboratorial incluiu
dados de identificagdo, historia da doenga, uso de medicamentos, antecedentes pessoais
e familiares, exame fisico referente aos varios 6rgaos e sistemas e a realizacao dos exames
laboratoriais de rotina: hemograma, determinacdo do VHS (Wintrobe), urina I, dosagem

da uréia, creatinina, aminotransferases e sorologias para hepatites B, C e HIV.

5.1.1. Critérios de inclusao e exclusao

A partir da andlise clinico laboratorial foram selecionados os pacientes de acordo
com os seguintes critérios de inclusdo: diagnéstico confirmado de DB de acordo com
ISGBD; recorréncia minima de trés episodios de atividade da doenca no tultimo ano,
presenca de tlceras orais/genitais, sem uso de corticéide ou no maximo com 10 mg didrios
(prednisona).

Os critérios de exclusdo foram: acometimento do sistema nervoso central e/ou
quadro ocular em atividade, alteragdes hematoldgicas ou renais, antecedente de neoplasia
nos ultimos 5 anos, uso de corticdides em doses didrias acima de 10 mg e uso de

anticoagulantes.

5.2. Tipagem de HLA-B

A tipagem de HLA locus B foi realizada utilizando-se o kit de DNA SSP Classe I
locus especifico B (One Lambda, Thermo Fisher, California). Para isto uma amostra de
sangue periférico foi colhida em tubo EDTA e foi feita a extracio de DNA por meio do
llustra Blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, Reino Unido). Apds a
extragdo, foi feita a quantificacdo do DNA por meio do Nanodrop, onde a relagao 260/280
acima de 1,8 foi definida para todas as amostras. Posteriormente, as amostras foram
adicionadas ao kit e foi feita a identificacdo de positividade das amostras, de acordo com

as instrugdes do fabricante.
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5.3. Preparo do PRP

O PRP preparado foi o P-PRP, isto é, PRP pobre em leucécitos. O sangue dos
pacientes foi coletado através de puncao venosa em 6 tubos de 8,5 mL com anticoagulante
acido citrato dextrose (ACD), um tubo de 4,0 mL para o hemograma, contendo o
anticoagulante EDTA e um tubo seco de 8,0 ml. Esta quantidade de 63 ml foi coletada a
cada aplicacdo de PRP.

O PRP foi preparado por dupla centrifugacdo (Amable et al., 2013). Apds a
primeira centrifugacdo, a 300 x g por 5 minutos, o plasma foi coletado sem a camada
leucocitéria (buffy coat), deixando aproximadamente 1 cm acima das hemadcias. O plasma
foi distribuido em tubos falcon estéreis de 15 ml, e centrifugado novamente, a 700 x g
por 17 minutos, para concentrar as plaquetas. Foram retirados 80% da parte superior do
volume do plasma, correspondente ao plasma pobre em plaquetas (PPP) e os 20% de
plasma restante no tubo na parte inferior, juntamente com o pellet de células, foi
homogeneizado com abocath 14G e transferidos para uma seringa de 5 ml. A figura 1
demonstra as etapas de preparo do P-PRP. Ao final, apds a obtenc@o do PRP, uma aliquota
foi retirada para verificar a concentracdo de plaquetas e leucécitos, comparando com o
valor basal obtido no tubo de hemograma. O sangue coletado no tubo seco (sem
anticoagulante) foi centrifugado a 1560 x g por 15 minutos para obten¢ao do soro. Apds
a centrifugacdo, 1 ml foi adicionado a seringa de 3 ml e utilizado como ativador do P-
PRP, sendo misturado com o P-PRP na proporcado de 1:6 (0,5 ml de soro para 2,5 ml de

P-PRP) no momento da aplicagao.
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Figura 1: Esquema do preparo de P-PRP, produzido in house. A) Tubos contendo anticoagulante ACD
separados para coleta; B) Pun¢o venosa para coleta de sangue; C) Tubos apds a coleta de sangue periférico;
D) Tubos ap6s a primeira centrifuga¢do a 300 x g por 5 minutos, evidenciando a separagdo do plasma
(por¢do superior), hemdcias (porcdo inferior) e uma camada intermedidria constituida de células brancas
(buffy-coat); E) Retirada do plasma com seringa e abbocath, evitando a retirada da camada de buffy-coat;
F) Tubo falcon estéril com todo o plasma dos tubos ACD; G) Plasma apds a segunda centrifugacéo a 700
x g por 17 minutos, evidenciando o pellet de células na porcao inferior do tubo; H) Ressuspensdo do pellet

de células com 20% do volume do plasma total, constituindo assim o P-PRP, adicionado a seringa.
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5.4. Caracterizacao do P-PRP

A caracteriza¢do do P-PRP incluiu a contagem de plaquetas e leucécitos (em todas
as coletas), concentracao de citocinas no P-PRP basal, e no preparado ap6s 3 meses e 6
meses do inicio do tratamento.

Os fatores de crescimento PDGF-AA, VEGF, EGF, TGF-1 foram mensurados
através da tecnologia de Luminex (Millipore). Para todas essas dosagens foi seguido o
protocolo do fabricante. O TGF-1 necessita de um preparo das amostras que inclui a
acidificagdo com HCI previamente a sua quantifica¢do, identificando assim a forma ativa.

As interleucinas IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-21, as
citocinas TNF-a, IFN-y e o CD40L foram quantificados pela plataforma CBA
(Cytometric Bead Array) de sensibilidade alta (fg/mL) e normal (pg/mL). Os métodos
foram empregados de acordo com o custo das técnicas e os kits de alta sensibilidade foram
utilizados sempre que disponiveis (TNF-o, IL-1p, IL-2, IL-8, IL-10, IL-12). Para a
dosagem de todas estas citocinas no P-PRP, néo foi realizada a ativagdo destas amostras
com soro dos pacientes. No momento de preparo do P-PRP uma aliquota foi armazenada

em biofreezer para posterior leitura.

5.5. Tratamento com P-PRP autélogo

As primeiras seis aplicacdes do PRP autdlogo foram realizadas com intervalo de
15 dias entre cada aplicacdo, totalizando um periodo de trés meses de tratamento.
Posteriormente, foram realizadas mais 3 aplicagdes, com intervalo de 30 dias,
completando um periodo de 6 meses de tratamento. Os pacientes foram acompanhados
por 12 meses ap0s a primeira aplicagdo, sendo avaliados a cada 3 meses.

A figura 2 evidencia o desenho do tratamento com P-PRP.
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3 meses — quinzenal 3 meses - mensal

T

6 meses tratamento
(9 aplicagbes de P-PRP)

(1) Caracterizagio do P-PRP 4 Basal
4 3 meses
(2) Avaliagao Clinica |4 6 meses
“ 9 meses
(3) Avaliagao Biologica 412 meses

Figura 2: Desenho do estudo apresentando esquema de aplicacio e avaliagado clinica, bioldgica e

a caracterizacdo do P-PRP dos pacientes com DB.

O volume total empregado foi de 3,0 ml, sendo 2,5 ml de P-PRP e 0,5 ml de soro
aut6logo utilizado como ativador, injetado por via subcutinea na regido periumbilical, de
forma lenta (figura 3). A via subcutanea foi escolhida por ja ser utilizada em outros
protocolos com outros medicamentos e pela seguranca, uma vez que a via endovenosa
poderia ter o risco de injecdo de grumos plaquetdrios. O paciente foi liberado

imediatamente apds a aplicacdo.

Figura 3: Aplicag@o periumbilical do P-PRP em pacientes de DB.
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5.6. Avaliacoes Sistémicas
5.6.1. Perfil Biologico

A quantificag@o das citocinas avaliadas no P-PRP foi realizada em amostras de
plasma dos pacientes antes do uso do P-PRP e a cada 3 meses, até completar 12 meses
apods a primeira aplicacdo (basal, trés meses, seis meses, nove meses € doze meses). A
metodologia foi a mesma empregada no P-PRP. Para isto, foram coletados dois tubos em

citrato 3,8%, seguindo as instru¢des do fabricante dos kits (plasma citratado ou EDTA).

5.6.2. Quantificacao celular

Nos 5 tempos ja definidos (basal, trés meses, seis meses, nove meses € doze
meses) foi coletada amostra de sangue periférico em tubo de heparina para quantificagdo
celular através da citometria de fluxo. O protocolo foi padronizado para quantificacdo de
populacdes de células TCD4, TCDS8, NK, NK ativada (CD69) e Treg. A 100 ul de sangue
total adicionados a cada tubo previamente identificado, foram adicionados 1:50 (2 ul) dos
respectivos anticorpos, conforme descrito na tabela a seguir (tabela 5), e incubados por
30 minutos a 4 °C, protegidos da luz. Todos os anticorpos utilizados foram da BD

Pharmigen (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA).

Tabela 5: Anticorpos utilizados para identificagdo fenotipica celular através citometria

de fluxo.
Tubos Anticorpos e Fluorocromos
Branco -
Branco Permeabilizado -
TCD4/ CD8 CD45 Percp, CD3 FITC, CD4 APC, CD8 PE (1:200; 0,5 pl)
NK CDA45 Percp, CD3 FITC, CD16 APC (1:10; 10 ul), CD56 PE
(1:10; 10 pul)
NK ativada CD3 FITC, CD56 PE, CD69 APC (1:6; 15 ul)
Treg CD45 FITC, CD4 Percp, CD25 PE, FoxP3 APC*

* FoxP3 foi adicionado ao tubo apenas apés realizagdo do protocolo de permeabiliza¢do

As células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) e centrifugadas, e foi
adicionado o tampao de lise de heméacias (BD Facs Lysing — BD Biosciences, Nova
Jersey, EUA). As células foram incubadas por 15 minutos em banho de gelo e protegidos

da luz. Ap6s 15 minutos, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas duas vezes e
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entdo adicionados 200 pl de paraformaldeido 1% e mantidos em geladeira protegidos da
luz, até o momento da leitura. Nos tubos branco permeabilizado e Treg, apds a lavagem
com PBS e centrifugacdo foi adicionado o tampado Fix/Perm (BD Biosciences, Nova
Jersey, EUA) previamente diluido, e incubado por 45 minutos a 4 °C, protegido da luz,
para promover a permeabilizacdo da membrana e nucleo celular. Apds a incubacdo, as
células foram lavadas com tampao Perm/Wash e centrifugadas a 4 °C. Este procedimento
foi repetido duas vezes. Posteriormente, foi adicionado 2 ul de FoxP3 (1:50) (BD
Biosciences, Nova Jersey, EUA) no tubo de Treg e incubado por 45 minutos a 4 °C,
protegido da luz. Apés os 45 minutos, as células foram lavadas com tampao Perm/Wash
e centrifugadas a 4 °C. Este procedimento foi repetido duas vezes. Foi adicionado 200 pl
de paraformaldeido 1% e armazenados em geladeira, protegidos da luz até a leitura, a

qual foi realizada no dia seguinte.

5.7. Critérios de Avaliacao
O critério clinico foi representado pelo nimero e durabilidade dos episddios de
atividade da doenga no periodo de 12 meses, sendo avaliados a cada 3 meses, através dos
questiondrios de atividade da doenca (Behget’s Disease Current Activity Form - BR-
BDCAF) ja validado no Brasil em 2007 por Neves e colaboradores (Neves et al., 2007),
e de qualidade de vida (SF-36) (anexo Il e IV).
Os pacientes registravam a quantidade de dlceras em pele e mucosa para avaliacao
do tempo entre o inicio e a cicatriza¢do, nimero e sitios de acometimento das tlceras nos

periodos de atividade da doenca (anexo V).

5.8. Analise Estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo foi feita uma
tabela de freqii€ncia das varidveis categéricas com valores de freqii€éncia absoluta (n) e
percentual (%), e estatisticas descritivas das varidveis numéricas com valores de média,

desvio padrdo, valores minimo e maximo e mediana.

Para comparar as varidveis entre os tempos foi utilizada a ANOVA para medidas
repetidas. Os dados foram transformados em postos (rankings) devido a auséncia de

distribuicao normal. O nivel de significincia adotado para este estudo foi de 5%.
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6. RESULTADOS
6.1. Casuistica

Neste estudo a partir dos critérios de elegibilidade foram selecionados 77
pacientes (63 em consulta e 14 por prontudrios), no periodo de fevereiro de 2014 a agosto
de 2015. A partir dos critérios de inclusdo e exclusiao, 65 pacientes foram excluidos por
diversos motivos, como demonstrado na figura 4. Apenas 12 pacientes foram
considerados elegiveis para a pesquisa. Esta alta taxa de pacientes ndo elegiveis deve-se
aos critérios de inclusdo do estudo e as caracteristicas clinicas dos pacientes em nossa
populacgdo e regido demogréfica. Dos 12 considerados elegiveis, 2 desistiram no momento
da inclusdo, 1 paciente foi excluido por uso de drogas ilicitas e 1 por estar gestante. Desta
forma, 8 pacientes foram incluidos neste estudo. As caracteristicas destes pacientes estao

descritas na tabela 4.

M= 63 pacientes
14 prontuarios
(N=7T7)

Elegiveis
N=12

Exclusdo
N=65

-15 (19,5%) atividade ocular
-12 (15,5%) sem atividade da doenca

-10{13,0%) dose superior a 10 mg de
corticoide/d -1 gestante

- 10 (13,0%) DB incompleta - 1 Uso de drogas ilicitas
- 5 (6,5%) neurobehget [

-5 (6,5%) em anticoagulacdo -

-4 (5,2%) ndo quiseram participar
-4 (5,2%) uso de imunobioldgicos
2 pacientes
retiraram TCLE

apos 3 meses

I
N=6 pacientes completaram
seguimento de 12 meses

Figura 4: Fluxograma de inclusdo e exclusdo dos pacientes segundo os critérios de eligibilidade

Exclusao
-2 refiraram TCLE

do estudo.
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Tabela 6: Descricdo dos pacientes inclusos na pesquisa considerados elegiveis.

Paciente Idade Inicio Diagnéstico  HLA Medicamentos

sintomas

1 40 33 33 B*15 E B*35 Colchichina 0,5 mg, PDN 5
mg*, AZA, ibuprofeno

2 36 21 23 B*38 E B*53 CE, MTX, AZA PDN 10
mg, Colchicina 0,5 mg

3 31 23 23 B*51 E B*53 AZA 150 mg, **PDN 10
mg*

4 39 22 23 B*08 E B¥*44 CE, AZA, TALIDOMIDA,
MTX, Colchichina** 0,5
mg, PDN*

5 48 23 29 B*08 E B¥44 PDN 10 mg*, Colchicina 0,5
mg,

6 63 31 41 B*14 E B*48 CE - Clorambucil, MTX,
Colchicina 0,5 mg , PDN 10
mg

7 61 38 43 B*15 E B*53 CE, MTX, AZA, talidomida,
PDN 10 mg

8 48 23 23 B*15 E B*48 CE — deflazacort 30 mg,

Colchicina 0,5, Clorambucil

** Sem medicacdo * Alteracdo na dose

PDN — prednisona, CE — corticoesterdide, MTX — metotrexato, AZA — azatioprina.

As medicagdes em vermelho estavam em uso pelos pacientes em todo o periodo de
estudo. As medicacdes em preto fazem parte do histérico de medicamentos utilizados
pelos pacientes.

Dos 8 pacientes 4 eram do sexo masculino e 4 feminino. Em relacdo a etnia, 50%
caucasianos e 50% afrodescendentes. A média de idade dos pacientes inclusos foi de 45,8
+ 11,5 anos. A idade média de inicio dos sintomas da doenca de Behget nestes pacientes
foi de 26,8 + 6,3 anos. Em média, o diagndstico destes pacientes foi feito 3 anos apds o
inicio dos sintomas (29,8 *+ 8,4 anos). Em relacdo ao historico familiar da doenca de
Behcet 25% dos pacientes apresentavam irmdos com a doenca. O HLA-B*51 foi
verificado em apenas um paciente (12,5%), associado a histérico familiar da doenca.
Interessante notar que o HLA-B*15 e HLA-B*53 foi encontrado em trés pacientes
(37,5%).

Entre as comorbidades, 32,5% apresentavam osteoporose, 25% hipertensao
arterial e 12,5% diabetes mellitus tipo 2. Em relagdo as manifestagdes clinicas, por ser um
critério de inclusdo, 100% dos pacientes apresentavam ulceras orais. Além disso, 87,5%

apresentavam ulceras genitais, 100% lesdes oculares sem atividade, 50% lesdes cutaneas
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e 25% sequelas do sistema nervoso central sem atividade. Dos 8 pacientes, 2 optaram por
sair da pesquisa apds 3 meses, e desta forma foram acompanhados apenas 6 pacientes até

o periodo de 1 ano.

6.2. Caracterizacao do P-PRP autélogo
Os efeitos colaterais relatados pelos pacientes com o uso do P-PRP foram dor no
local da aplicagdao com duracdo de 3 a 4 dias e dor generalizada no corpo na semana da

aplicacdo em 5 dos 6 pacientes do estudo, especialmente quando o nimero de leucdcitos
do PRP foi maior.

6.2.1. Quantificacao de plaquetas de leucocitos

O PRP foi caracterizado quanto ao nimero absoluto de plaquetas e leucécitos em
sua composi¢do e também em relacdo ao nimero de vezes (folds) que se concentrou,
quando comparado ao valor basal. Pode-se verificar que todos os P-PRPs apresentavam
nimero de plaquetas acima de 1.000.000 /ul, em média 1.130.000 (5 x o valor basal),
como demonstrado na figura 5. Os resultados também mostraram uma homogeneidade
no numero de plaquetas obtidos nos P-PRPs, ndo havendo variagdo significativa em todas

as aplicagOes (p=0,7440).
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Figura 5: Recupera¢do de plaquetas no P-PRP. A) Niimero absoluto; B) Valor de plaquetas em relacdo a

concentragdo basal (folds).

Em relacdo aos leucdcitos, verificou-se uma maior dispersidade dos valores de
contagem, sendo que a média de células brancas encontradas em todas os P-PRPs foi de
1500/ul (0,5 x valor basal), conforme evidenciado na figura 6.

Como o objetivo era a preparagdo de um PRP pobre em leucdcitos, o que nio

vinha sendo obtido com sucesso, a partir da 4* aplicagdo houve uma alteragdao no preparo
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do PRP, com a retirada do uso do freio (brake) na primeira centrifugagdo. Esta mudanca
permitiu a manuten¢do do mesmo nimero de plaquetas, com reducdo do nimero de
leucdcitos. Como esperado, verificou-se que houve uma variagao significativa no nimero
de leucécitos (p=0,0014), sendo que o nimero médio de leucdcitos nas 4 primeiras
aplicacdes foi de 3525 células/ul, e da quinta até a nona aplicagdo a concentracao média

de leucdcitos foi de 808 células/ul.
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Figura 6: Recuperag@o de leucdcitos no P-PRP. A) Nimero absoluto de leucécitos; B) Valor de leucécitos

em relacdo a concentragdo basal (folds)

6.2.2. Quantificacao de Fatores de Crescimento

A quantificacdo de fatores de crescimento evidenciou que ndo houve diferencas
significativas na concentracdo de todos os fatores avaliados nos diversos tempos, com
excecdo do TGF-Bl. As dosagens tiveram pouca variacdo, evidenciando uma
homogeneidade do P-PRP aplicado, como demonstrado na figura 7.

A mediana e valores minimo e maximo para VEGF foram: basal 1362 (635,8 —
3764) pg/mL, 3M 1347 (452,7 — 3330) pg/mL, 6M 1376 (786 — 2465) pg/mL p=0.6071.
Para EGF foram: basal 1001 (241,5 —2275) pg/mL, 3M 954,7 (364,8 —2963), 6M 1181
(448 — 2377) pg/mL, p=0.7155. Para PDGF-AA foram: basal 51192 (43166 — 104909)
pg/mL, 3M 89041 (26436 — 288586) pg/mL, 6M 50619 (27821 — 106204) pg/mL
p=0.6774. Para PF4/CXCL4 foram: basal 82337 (739,9 — 1007000) pg/mL, 3M 23397
(1096 - 1390000) pg/mL, 6M 83694 (56613 — 92420,5) pg/mL, p=0,0746.
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Figura 7: Concentragio dos fatores de crescimento no P-PRP, quantificados através da plataforma
Luminex, durante o periodo de aplicagdo nos pacientes. A) VEGF; B) EGF; C) PDGF-AA; D)
PF4/CXCLA.

O TGF-B1 mostrou um aumento significativo (p<0.0001) em 6 meses quando
comparado ao valor basal e 3 meses, como evidenciado na figura 8. A mediana e valores
minimo e maximo de TGF- 1 foram: basal 120935 (76245 — 187411) pg/mL, 3M 117292
(83460 — 161593), 6M 371765 (194342 —434320) pg/mL.
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Figura 8: Concentragdo de TGF-B1 ativo no P-PRP durante o periodo aplicacido nos pacientes de Behget,

quantificado através do Luminex com tratamento de acidificacdo prévio.

6.2.3. Quantificacao citocinas

Ao longo das aplicagdes (periodo de 6 meses de tratamento) foi realizada a
dosagem de 12 proteinas no P-PRP, entre interleucinas, citocinas e SCD40L, utilizando a
metodologia CBA de alta sensibilidade (fg/mL) e sensibilidade normal (pg/mL). Foi
verificado que a maior parte destas proteinas apresentavam niveis muito baixos, inferiores
ao limite de deteccao do kit, sendo desta forma divididas em categéricas e numéricas. As
varidveis categoricas classificadas como presente ou ausente foram: IFN-y, 1L-13, IL-17,
IL-21, IL-2, IL-12. A frequéncia destas variaveis estd descrita na tabela 7.

Tabela 7: Frequéncia das variaveis categdricas dosadas no P-PRP dos pacientes com

DB.
Proteina Tempo Ausente Presente
(%) (%)

IFN-y Basal 100 -
3M 83,3 16,7
6M 100 -

IL-13 Basal 50 50
3M 33,3 66,7
6M 100 -

IL-17 Basal 50 50
3M 66,7 33,3
6M 83,3 16,7

IL-21 Basal 100 -
3M 83,3 16,7
6M 100 -

IL-2 Basal 83,3 16,7
3M 83,3 16,7
6M 100 -

1L-12 Basal 83,3 16,7
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3M 100 -
6M 83,3 16,7

As varidveis consideradas numéricas foram: sCD40L, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e IL-1p.
A quantificacio mostrou que houve pequenas variacdes dentre as proteinas,
demonstrando um P-PRP relativamente homogéneo nos periodos avaliados, como
demonstrado nas figuras 9 e 10. Para as amostras de sensibilidade normal os valores de p
foram: sCD40L p=0.2910, IL-6 p=0.9177. A mediana e valores minimo e miximo para
sCD40L foram: basal 7764 (4377 — 12094) pg/mL, 3M 5645 (3293 — 14408) pg/mL, 6M
4073 (3035 — 9136) pg/mL. Para IL-6 foram: basal 1.3 (0 — 4,6) pg/mL, 3M 0,7 (0 —7,1)
pg/mL, 6M 1,0 (0 —2,7) pg/mL, conforme evidenciado na figura 9.
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Figura 9: Concentracdo de sCD40L e IL-6 quantificados por meio do CBA de sensibilidade normal no P-
PRP dos pacientes ao longo do periodo das aplicagdes. A) sCD40L; B) IL-6.

Em relacdo as proteinas dosadas por alta sensibilidade, apenas a IL-10 variou
siginificativamente, atingindo o menor valor em 6 meses, e siginificativo quando
comparado ao valor basal (p=0.0088), conforme verificado na figura 10. A mediana e
valores minimo e maximo para para IL-10 foram: basal 271,3 (113,5 — 909,9) fg/mL, 3M
276,5 (64,51 — 615,2) fg/mL, 6M 21,1 (0 —236,3) fg/mL. Para TNF-a foram: basal 0 (0-
829,3) fg/mL, 3M 0,98 (0 — 631) fg/mL, 6M 9,1 (0 — 548,8) fg/mL, p=0.9463. Para IL-
1B foram: basal 78,68 (0—578,4) fg/mL, 3M 15,6 (0 —1528) fg/mL, 6M 166,4 (0—513,1)
fg/mL, p=0.7022. Para IL-8 foram: basal 11208 (8549 —20789) fg/mL, 3M 11830 (7020
—222793), 6M 9322 (779,1 — 14880) fg/mL, p= 0.1572, como descrito na figura 10.
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Figura 10: Concentracéo de fatores de crescimento quantificados através de CBA de alta sensibilidade no

P-PRP dos pacientes ao longo do periodo das aplicagdes. A) TNF-a; B) IL-15; C) IL-8; D) IL-10.

6.3. Avaliacao bioldgica dos pacientes de Behcet
6.3.1. Escore Clinico

Ao avaliar o escore clinico dos pacientes pelo BR-BDCAF ao longo dos 12 meses
de seguimento verificou-se que ndo houve modifica¢des significativas em relagdo a
atividade da doenca, como verificado na figura a seguir (figura 11). A mediana e valor
minimo e maximo foram: basal 7,0 (2,0 — 16,0), 3M 5,0 (2,0-18,0), 6M 7,0 (1,0 — 18,0),
OM 6,5 (1,0-17,0) e 12M 8,5 (4,0-14,0), p=0,5056.
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Figura 11: Escore clinico mensurado por meio do BR-BDCAF dos pacientes ao longo do periodo de

seguimento. A) Mediana dos resultados; B) Resultados do escore clinico por paciente.

6.3.2. Tempo de cicatrizacao e niimero de dlceras orais

Foram avaliados 2 parametros: nimero e tempo de fechamento das ulceras orais.

Em relacdo ao ndmero de tlceras orais foi verificado que houve variacao ao longo do

periodo de seguimento, sendo que na segunda aplicacdo a quantidade de ulceras foi

significativamente menor em relacdo aos periodos basal e 4* aplicagdo. Aos 9 meses

observou-se uma maior quantidade de udlceras orais nos pacientes, sendo significativa

quando comparada a sexta aplicacdo. A mediana do ndmero de tlceras em cada aplicacio

estd representada na figura 12. Na figura 13 estdo descritos os mesmos dados com

acompanhamento de cada paciente.
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Figura 12: Griéfico evidenciando a mediana do nimero de ulceras orais dos pacientes com DB ao longo

do periodo de seguimento.
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Figura 13: Grafico representando o nimero de ulceras de cada paciente ao longo do periodo de

seguimento do estudo.

O numero de dias para fechamento das ulceras foi significativamente maior no
tempo basal quando comparado a quase todo o periodo de aplicagdo do P-PRP, com
excecdo da quinta, sétima e oitava aplicacdo. Apds o término das aplicagcdes (6 meses),
verificou-se um aumento no nimero de dias para fechamento das ulceras. A mediana do
tempo em dias para o fechamento das ulceras orais estd evidenciada na figura 14. A
variacdo individual do tempo para fechamento no periodo de seguimento estd

demonstrada na figura 15.
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Figura 14: Gréfico evidenciando a mediana do tempo (em dias) para o fechamento das ulceras orais no

periodo de seguimento dos pacientes. * p=0,036; ** p=0,031.
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Figura 15: Gréfico evidenciando o tempo (em dias) para o fechamento das udlceras orais de cada paciente

no periodo de seguimento do estudo.

6.3.3. Avaliaciao da qualidade de vida (SF-36)

O questiondrio de qualidade de vida Short Term (SF-36) avalia 8 dominios:
funcional, fisico, dor, geral, vitalidade, social, emocional e mental. Ao longo do periodo
de seguimento nio foram observadas variagcdes significativas em nenhum dos dominios.
A descricao destes dados com mediana, valores de minimo e médximo e valor de p esta

representada na tabela 8.
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Tabela 8: Descrigdao dos dados relacionados ao questiondrio de qualidade de vida (SF-

36), com os valores de mediana minimo e maximo e valor de p de cada dominio durante

o periodo de seguimento dos pacientes.

Dominio Tempo | Mediana Valor Valor Valor de p
Minimo Maximo
Funcional Basal | 75,0 45,0 100,0 0,3942
3M 70,0 50,0 95,0
6M 72,5 5,0 100,0
oM 65,0 45,0 80,0
12M 65,0 35,0 95,0
Fisico Basal 87,5 0,0 100,0 0,8670
3M 50,0 0,0 100,0
6M 62,5 0 100,0
oM 75,0 50,0 100,0
12M 62,5 0,0 100,0
12M 62,5 0,0 100,0
Dor Basal 51,5 32,0 72,0 0,6650
3M 41,0 10,0 100,0
6M 57,0 0,0 84,0
oM 51,0 0,0 62,0
12M 46,5 0,0 61,0
Geral Basal 56,0 32,0 70,0 0,4898
3M 39,5 5,0 65,0
6M 61,0 27,0 92,0
oM 39,5 17,0 77,0
12M 42,0 15,0 72,0
Vitalidade Basal | 40,0 5,0 100,0 0,5478
3M 50,0 5,0 95,0
6M 55,0 5,0 95,0
oM 55,0 30,0 60,0
12M 35,0 5,0 70,0
Social Basal 56,25 0,0 100,0 0,2894
3M 50,0 0,0 87,5
6M 68,75 37,5 100,0
oM 68,75 50,0 100,0
12M 75,0 0,0 100,0
Emocional Basal 100,0 0,0 100,0 0,0936
3M 16,7 0,0 100,0
6M 100,0 0,0 100,0
oM 83,3 33,0 100,0
12M 83,3 0,0 100,0
Mental Basal 66,0 24,0 80,0 0,9199
3M 66,0 0,0 80,0
6M 70,0 4,0 92,0
oM 62,0 12,0 92,0
12M 60,0 4,0 96,0
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6.3.4. Frequéncia celular
As células NK foram identificadas como dupla positividade para CD56+ e CD16+

e negatividade para CD3-, conforme observado na figura 16.
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Figura 16: Caracterizacdo fenotipica da populacdo de células NK dos pacientes com DB. Dots plots
representativos da andlise de citometria de fluxo. A) Populacdo de linfécitos identificados com base nas
carcteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC); B) Leucdcitos identificados como CD45+; C) Dot
plot representativo da populacio de células CD3-; D) Dot plot da populagdo de células NK, identificadas
por meio da dupla positividade para CD56+ e CD16+.

As células TCD4 foram identificadas como dupla positividade para CD3+ e

CD4+, conforme observado na figura 17.
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Figura 17: Caracterizacdo fenotipica da populacdo de células TCD4+ dos pacientes com DB. Dots plots
representativos da andlise de citometria de fluxo. A) Populacdo de linfécitos identificados com base nas
carcteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC); B) Leucdcitos identificados como CD45+; C) Dot
plot da populagdo de células TCD4+, identificadas por meio da dupla positividade para CD3+ e CD4+.

As células NK e TCD4+ ndo mostraram variagdes significativas em sua

frequéncia quando avaliadas durante o periodo de seguimento, como observado na figura
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18. A mediana e valores minimo e maximo da frequéncia celular para a célula TCD4+
foram: basal 37,6 (31,7 — 52,9)%, 3M 38,8 (31,3 — 52,0)%, 6M 39,5 (34,2 — 49,9)%, M
35,85 (30,6 — 42,0)%, 12M 39,9 (11,7 — 53,7)% (p=1,000). Para as células NK (CD 3-
CD16+ CD56+) foram: basal 38,0 (25,8 — 54,9)%, 3M 33,75 (21,6 — 64,5)%, 6M 37,6
(19,2 -47,7)%, OM 41,1 (20,3 — 48,0)% e 12M 29,1 (0,03 — 49,8) (p=0,7432).
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Figura 18: Frequéncia (%) dos diferentes tipos celulares durante o periodo de seguimento dos pacientes;

A) TCD4+; B) NK (CD16+ CD56+).

As células CD8 foram quantificadas através da dupla positividade CD3+ e CD8+,

conforme observado na figura 19.
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Figura 19: Caracterizacdo fenotipica da populagdo de células TCD8+ dos pacientes com DB. Dots plots
representativos da andlise de citometria de fluxo. A) Populacdo de linfécitos identificados com base nas
carcteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC); B) Leucdcitos identificados como CD45+; C) Dot

plot da populagdo de células TCD8+, identificadas por meio da dupla positividade para CD3+ e CD8+.

As células NK ativadas foram identificadas como previamente descrito por
Yamaguchi et al., (2010) como CD3- e dupla positividade para CD56+ E CD69+, como

descrito na figura 20.
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Figura 20: Caracterizacdo fenotipica da populag¢do de células NK ativadas dos pacientes com DB. Dots
plots representativos da andlise de citometria de fluxo. A) Populagdo de linfécitos identificados com base
nas carcteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC); B) Dot plot da populagdo de células
identificadas como CD3-; C) Identificacio da populagdo de células NK; D) Dot plot da populacdo de células
NK ativadas, identificadas por meio da dupla positividade para CD16+ e CD69+.

As células T reguladoras foram quantificadas através da marcacdo CD4+ CD25+

FoxP3+, como observado na figura 21.
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Figura 21: Caracteriza¢do fenotipica da populagcdo de células Treg dos pacientes com DB. Dots plots
representativos da andlise de citometria de fluxo. A) Populacdo de linfécitos identificados com base nas
carcteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC); B) Dot plot da populagdo de células identificadas
como leucécitos pela presenca de CD45+; C) Identificagdo da populacdo de células T com dupla
positividade CD25+ CD4+; D) Dot plot da populacdo de células Treg, identificadas por meio da dupla
positividade para FoxP3 e CD4+.

Ao avaliar a frequéncia das populagdes, as células CD8+ apresentaram um
aumento significativo aos 9 meses (p=0.0329) em relagdo ao valor basal, conforme
evidenciado na figura 22. A mediana e valores minimo e maximo da frequéncia e valor
de p, foram: basal 28,25 (22,9 —36,2)%, 3M 26,0 (16,3 —34,9)%, 6M 28,4 (21,6 —34,5)%,
OM 31,4 (19,9 —35,8)%, 12M 27,1 (24 — 58,2)%, p=0.0328.

Como verificado na figura 22, a frequéncia de NK ativada basal mostrou-se
significativamente elevada quando comparada aos valores obtidos aos 3 e 12 meses. Aos
9 meses foram observados valores siginificativamente elevados da frequéncia de NK
ativada quando comparado a todos os outros tempos de avaliacdo. A mediana, valores
minimo e méximo e o valor de p para NK ativada foram: basal 3,1 (0,6 — 8,8)%, 3M 1,2
0,2 —4,6)%, 6M 1,3 (0,01 — 4,2)%, OM 25,0 (3,1 — 52,4)%, 12M 1,1 (0,01 — 5,5)%,
p<0.0010.

Verificou-se uma frequéncia significativamente maior de células Treg no tempo
de 3 meses quando comparado a 12 meses, € de 6 meses quando comparado a 9 meses,
conforme evidenciado na figura 22C. A mediana, valores minimo e maximo e o valor de
p encontrados foram: basal 5,7 (0 — 8,3)%, 3M 12,2 (0 — 17,4)%, 6M 1,2 (0,9 — 6,2)%,
OM 0,5 (0,02 -1,5)% e 12M 1,1 (0,4 — 1,6)%, p=0.0416.
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Figura 22: Frequéncia de diferentes populagdes celulares ao longo do periodo de seguimento. A) TCD8+;

B) NK CD69+ (atividade da doencga); C) Células T reguladoras (CD4+ CD25+ FoxP3+).

6.3.5. Avaliacao sistémica
6.3.5.1. Fatores de crescimento

A quantificacdo de TGF-f1, EGF e PDGF-AA e no grupo de pacientes tratados
nao mostrou diferencas significativas ao longo do periodo de seguimento, como
demonstrado na figura 23. A mediana e valores minimo e maximo, e valor de p para TGF-
B1 foram: basal 5489 (2041 — 10072) pg/mL, 3M 4040 (961,5 —41101), 6M 6906 (2415
—48474) pg/mL, OM 10869 (6624 — 278552) pg/mL, 12M 6774 (2976 — 17293) pg/mL,
p= 0.1034. Para PDGF-AA foram: basal 324,6 (59,7 — 2199) pg/mL, 3M 378,5 (22,1-
42603), 6M 216,8 (0 —326.1) pg/mL, 9M 208,5 (0 — 1285) pg/mL, 12M 119,0 (0 —256,6)
pg/mL, p= 0,2099. Para EGF foram: basal 18,3 (9,3 — 25,0) pg/mL, 3M 17,3 (0 — 2936)
pg/mL, 6M 12,1 (0 — 102,2) pg/mL, 9M 3,3 (0- 55,0) pg/mL, 12M 4,3 (0 — 85,0) pg/mL,
p=0.2661.
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Figura 23: Concentracdo de citocinas no plasma dos pacientes ao longo do periodo de seguimento,
quantificados por meio da plataforma Luminex, ndo apresentando alteracdes significativas. A) EGF; B)

PDGF-AA; C) TGF-BI1.

O VEGEF apresentou um decréscimo ao longo do seguimento, atingindo o menor
valor em 12 meses, sendo significativamente menor quando comparado ao valor basal, 3
meses e 6 meses (p=0.0050), como evidenciado na figura 24 A. Além disso, o valor basal
foi significativamente maior do que aos 9 meses de seguimento. A mediana e valores
minimo e mdximo encontrados foram: basal 736,5 (452,7 — 1648) pg/mL, 3M 542,7 (81,0
—1491) pg/mL, 6M 521,2 (244,5 — 874,0) pg/mL, OM 144.,6 (21,1 —995,3) pg/mL, 12M
142,8 (100,9 — 870,2) pg/mL.

A concentragdo sistémica de PF4/CXCL4 mostrou alteracdes, atingindo o menor
valor em 6 meses, sendo significativamente menor do que aos 12 meses (p=0.0128),
conforme verificado na figura 24B. A mediana e valores de minimo e maximo
encontrados foram: basal 1536 (829,9 — 17044) pg/mL, 3M 3106 (1007 — 18694), 6M
1157 (628 — 2670) pg/mL, OM 2035 (815,3 — 3608) pg/mL, 12M 3968 (2027 — 5124)
pg/mL.
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Figura 24: Concentracdo das citocinas no plasma dos pacientes ao longo do periodo de seguimento,

quantificadas por meio da plataforma Luminex. A) VEGF; B) PF4/CXCLA4.

6.3.5.2. Concentracao das citocinas

Assim como no P-PRP, muitas das interleucinas e citocinas quantificadas no

plasma dos pacientes de DB apresentaram valores indetectaveis pela metodologia de

CBA, mesmo utilizando kits de alta sensibilidade, sendo que estas proteinas foram

classificadas como varidveis categdricas e numéricas. As varidveis categdricas foram

classificadas apenas como presente ou ausente. A descricdo da freqiiéncia destas varidveis

esta descrita na tabela 9.

Tabela 9: Frequéncia das variaveis categdricas dosadas no plasma dos pacientes

com DB.
Proteina Tempo Ausente (%) | Presente
(%)

IFN-y Basal 66,7 33,3
M 66,7 33,3
6M 100 -
IM 83,3 16,7
12M 66,7 33,3

IL-13 Basal 83,3 16,7
3M 100 -
6M 100 -
oM 50 50
12M 33,3 66,7

1L-17 Basal 66,7 33,3
M 83,3 16,7
6M 83,3 16,7
oM 83,3 16,7
12M 66,7 33,3
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IL-21 Basal 100 -
M 100 -
6M 100
oM 83,3 16,7
12M 66,7 33,3
TNF-a Basal 100 -
3M 83,3 16,7
6M 83,3 16,7
oM 83,3 16,7
12M 66,7 333
IL-1B Basal 100 -
M 100 -
6M 100 -
oM 100 -
12M 83,3 16,7
IL-2 Basal 83,3 16,7
M 83,3 16,7
6M 100 -
oM 100 -
12M 100 -
IL-12 Basal 100 -
M 83,3 16,7
6M 100 -
oM 83,3 16,7
12M 100 -

As proteinas classificadas como detectdveis foram: IL-6, sCD40L, IL-8 e IL-10. A 1L-6
nao mostrou variagdo significativa ao longo do periodo de seguimento dos pacientes,
como verificado na figura 25. A mediana e valores minimo e maximo e valor de p
encontrados foram: basal 2,2 (0 — 3,3) pg/mL, 3M 1,5 (0- 5,6) pg/mL, 6M 0,4 (0 — 4,0)
pg/mL, OM 3,4 (0 - 8,7) pg/mL, 12M 3,8 (0,3 —5,4) pg/mL, p=0.3915.

IL-6
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Figura 25: Concentracdo de IL-6 plasmadtica quantificada por meio de CBA de sensibilidade normal, ndo

apresentando alteracdes significativas ao longo do periodo de seguimento dos pacientes com DB.
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A concentragdo de IL-10 mostrou um decréscimo ao longo do periodo de
seguimento, ocorrendo uma diminui¢do significativa (p<0.0001) em 12 meses quando
comparados aos tempos basal, 3M e 6M, conforme verificado na figura 26A. A mediana
e valores minimo e mdximo encontrados foram: basal 170,0 (95,1 — 487,4) fg/mL, 3M
160,1 (56,9 — 288,2) fg/mL, 6M 143,0 (58,5 — 357,2) fg/mL, OM 5,6 (0 — 154,3) fg/mL,
12M 9,1 (4,4 — 67,6) fg/mL.

A concentragdo de IL-8 apresentou uma variacdo e aos 9 meses mostrou uma
diminuicdo significativa em comparagdo ao valor basal e 3 meses (p=0.0459), como
descrito na figura 26B. A mediana e valores minimo e mdximo encontrados foram: basal
1517 (508,6 — 4395) fg/mL, 3M 1943 (749,5 — 4736) fg/mL, 6M 1471 (534,9 — 3103)
fg/mL, OM 344.8 (52,4 — 2596) fg/mL, 904,8 (409,0 — 6224) fg/mL.

A concentracdo de sCD40L mostrou alteracdes ao longo do periodo de
seguimento, com diminui¢do significativa aos 6 meses, em comparacdo ao valor basal, 9
meses € 12 meses, conforme observado na figura 26C. A mediana e valores minimo e
mdaximo encontrados foram: basal 22,0 (1,8 — 171,2) pg/mL, 3M 9.9 (0,5 — 38,8) pg/mL,
6M 2,2 (0 —4,6) pg/mL, OM 16,2 (1,7 — 22,3) pg/mL, 12M 24,1 (17,3 — 50,9) pg/mL.
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Figura 26: Concentracdo de citocinas no plasma dos pacientes de DB ao longo do perfodo de seguimento,

quantificadas por através do CBA de alta sensibilidade e baixa (sCD40L). A) IL-10; B) IL-8; C) sCD40L.
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7. DISCUSSAO

A DB ¢ uma doenca em que se observam importantes alteracdes bioldgicas
relacionadas ao sistema imunoldgico, que uma vez ativado promove a liberagdo de
citocinas e interleucinas de perfil inflamatério, gerando o quadro clinico caracterizado
por periodos de remissdo e exacerbagdo (Gul, 2001). Devido a sua gravidade, o fato de
ser crOnica e apresentar resposta heterogénea ao tratamento convencional ou bioldgico,
impulsiona a busca por outras alternativas terapéuticas. Nesse sentido, um produto
bioldgico de baixo custo com potencial imunomodulador torna-se uma possibilidade de
grande valia.

Neste estudo, os principais resultados encontrados foram divididos de acordo com
a fun¢do de cada proteina, desta forma, o perfil anti-inflamatério foi representado por:
PF4/CXCLA4, IL-10 e células Treg. Em contrapartida, o pré-inflamatdério foi representado
por sCD40L, VEGF, IL-8 e células NK CD69+.

No periodo das aplicacdes, houve uma tendéncia do perfil anti-inflamatério,
devido ao aumento de PF4/CXCLA e da frequéncia de Treg e diminui¢do de NK ativada,
especialmente nos primeiros 3 meses, onde a frequéncia da aplicacdo foi quinzenal.
Embora ndo encontrada correlacdo clinica houve alteracdes bilogicas de relevancia.

Recentemente, estudos tém evidenciado que além de sua participagdo na
hemostasia, as plaquetas também tém papel importante em outros processos bioldgicos,
como na inflamacio e imunidade. A interacao com células brancas e células endoteliais,
tanto de maneira indireta quanto por mecanismos contato dependentes, fazem das
plaquetas uma célula circulante com funcio relevante (Smyth et al., 2009; Srivastava et
al., 2008; Morrel et al., 2014). Além disso, uma gama de biomoléculas pré e anti-
inflamatoérias também sdo secretadas a partir dos granulos plaquetdrios. Entre estas
moléculas as que estdo relacionadas com func¢ao anti-inflamatéria sdo o PF4/CXCLA4 e
TGF-1.

O PF4/CXCLA4 atua inibindo a proliferacdo de células T efetoras e estimula a
diferenciagdo da célula de funcdo reguladora (Treg). O TGF € uma molécula com impacto
na diferenciacdo das células Treg (Zhou et al., 2008). Gerdes e colaboradores (2011)
verificaram que células TCD4+ co-cultivadas com plaquetas se diferenciaram em células
Thl, Th17 e Treg. O fen6tipo Th1/Th17 foi observado nos primeiros 2 dias, seguidos por
um fendtipo regulador. Parece que a orquestragdo destas moléculas, em conjunto com o

ambiente ao qual estdo expostas ird determinar uma resposta pr6 ou anti-inflamatéria.
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Assim, os estudos in vitro em cultura de células e o papel imunolégico das
plaquetas foram a base de nossa hipdtese para o desenvolvimento desta pesquisa, um
estudo piloto clinico exploratério do PRP como imunomodulador.

A eleicdo dos pacientes com DB foi decorrente do fato da doenca apresentar
alteragdes imunoldgicas, com um perfil inflamatério importante, no qual o PRP poderia
exercer uma imunomodula¢do, com correlagdo clinica.

Neste estudo optou-se pelo uso de P-PRP devido a fisiopatologia da DB. Como
os pacientes apresentam células T em atividade e muito reativas, houve a preocupacao de
se utilizar um PRP com menor ndimero de leucécitos, a fim de evitar uma reacio
inflamatoria de maior gravidade. O uso do PRP contendo ou ndo leucécitos € motivo de
controvérsias na literatura. Existem autores que defendem a presenca de leucdcitos para
o tratamento de lesdes traumaticas devido ao estimulo da resposta imune contra infeccdes,
promovendo quimiotaxia, proliferacao e diferenciacdo de células, e inducdo da producdo
da matriz extracelular e angiogénese (Cieslki-Bielecka et al., 2007; Moojen et al., 2008;
Wrotniak et al., 2008; Yuan et al., 2012). Por outro lado, outros autores pontuam que o
uso de leucdcitos promove também a liberagdo de citocinas inflamatérias, como IL-1f,
TNF-a, EROS e metaloproteinases, que podem apresentar um efeito deletério na presencga
de lesoes teciduais (McCarrel et al., 2012).

Uma das primeiras medidas foi caracterizar o PRP, uma vez que isso tem sido
enfatizado na literatura: a necessidade de avaliacdo de parametros que possam ser
correlacionados com os resultados clinicos e que permitam uma comparacio entre oS
estudos. Assim, foi feita a contagem de plaquetas e leucdcitos, e a dosagem de fatores de
crescimento, citocinas, interleucinas, PF4/CXCL4 e sCD40L no P-PRP dos pacientes
com DB. A quantificacdo desses fatores € muito relevante, uma vez que € creditado aos
mesmos a fun¢do do PRP, apesar de poucos estudos na literatura realizarem essa andlise.
Além disso, ndo tinhamos conhecimento se a heterogeneidade da doencga, também se
refletiria no PRP, com grande variacao individual. Isso por sua vez poderia interferir no
tipo de resposta imunomoduladora de cada paciente, uma vez que se trata de uma
terapéutica bioldgica autdloga.

Outra questao foi investigar se 0 uso do P-PRP poderia interferir com os processos
inflamatdérios e imunomoduladores dos pacientes, levando a mudangas nos componentes
presentes P-PRP preparado ao longo do tempo de tratamento. Assim, foi incluida a

avaliacdo desses parametros do P-PRP ao longo do periodo de aplicacdo,
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A padronizacdo do P-PRP foi realizada conforme o descrito por Amable e
colaboradores (2013), e nossos resultados mostraram que o produto atingiu a qualidade
esperada quanto ao nimero de plaquetas e leucocitos em relacdo ao nimero observado
no sangue periférico, apds a alteragdo da técnica sem o uso do brake. Todos os P-PRPs
tiveram um aumento de 3 a 5 vezes o valor basal de plaquetas.

Em relacdo a concentragdo de interleucinas e citocinas no PRP, nos poucos
estudos clinicos com pacientes com outras doengas, as dosagens foram realizadas uma
Unica vez, de forma transversal. Além disso, a diversidade de protocolos de preparo do
PRP dificulta a comparagdo dos resultados obtidos.

No estudo de Amable e colaboradores (2013) foram incluidos individuos
sauddveis, e o PRP foi ativado com cloreto de célcio ou trombina antes da dosagem, o
que pode contribuir para o aumento da secrecdo dos fatores pelas plaquetas.

Em relacdo ao PRP, verificamos que a concentracdo de PDGF-AA estava mais
alta em nosso estudo, obtendo-se um valor de 100 ng/mL vs. 9,0 ng/mL no estudo de
Amable. O EGF também obtivemos um valor mais alto de 550 pg/mL no estudo de
Amable vs. 1000 pg/mL. O TGF-B1 e IL-8 apresentaram uma concentragcao inferior em
nosso estudo. Para TGF-f1 o valor foi de 120 ng/mL vs 210,0 ng/mL no estudo de
Amable. A dosagem de IL-8 foi 10 vezes inferior em nosso estudo com valores de 11,2
pg/ml comparados a 120 pg/mL no estudo de Amable. Estas variagdes podem ser
decorrentes de caracteristicas populacionais.

A avaliagdo plasmadtica de parametros associados a inflamac¢do e imunidade na
DB tem sido descrita, e muito se discute sobre sua correlacdo quanto a atividade da
doenca. Estudos demonstraram uma superexpressao de IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a na DB,
indicando o curso inflamatério da doenga (Evereklioglu et al., 2002; Sayinalp et al.,
1996), mas outros referem uma discordancia quanto ao perfil Th1 versus Th2 (Frassanito
et al.1999, Mantas et al., 1999; Raziuddin et al., 1998).

Como nossa proposta foi avaliar se o P-PRP teria um efeito imunomodulador na
DB, definimos que a andlise dos parametros plasmadticos deveria ser realizada antes,
durante, e apds 3 e 6 meses do final das aplicacdes, uma vez que poderiam ser observados
efeitos tardios. Também consideramos alguns dados e escores clinicos que pudessem
refletir a atividade da doenca, e para avaliar o efeito clinico do P-PRP, além de avaliar a
correlagdo com os parametros plasmaéticos.

A IL-8, conhecida como fator ativador e quimiotdtico para neutrdfilos, é

produzida predominantemente por macréfagos, células T, granuldcitos e células
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endoteliais. Esta interleucina estd envolvida na conversdo da infiltracdo mononuclear para
granulocitica e causa um aumento da adesdo dos leucdcitos do sangue periférico as células
endoteliais, fazendo uma ligacdo entre a ativacdo do sistema imune e alteragcdes
endoteliais na DB (Pineton et al., 2012; Duzmarlar et al., 2009; Gur-Toy et al., 2005). A
IL-8 tem sido associada a diferentes manifestacOes clinicas envolvendo lesdes orais,
acometimento dermatolégico e manifestagdes oculares (Gur-Toy et al., 2005). Por outro
lado, Duzmarlar e colaboradores (2009) verificaram niveis elevados de IL-8 em pacientes
com DB que apresentavam comprometimento vascular, sugerindo um alerta a
possibilidade de desenvolvimento dessas lesdes, mas isto ndo foi confirmado em outros
estudos (Akkurt et al., 2014).

Apesar de em geral a IL-8 estar aumentada na DB, tem-se discutido sua relacdo
com a atividade da doenca. Estudos evidenciaram uma elevacao significativa de IL-8 em
pacientes com doenca ativa quando comparados a pacientes em inatividade ou controles
sauddveis (Duzmarlar et al., 2009; Mege et al., 1993; Everkioglu et al., 2002; Bardak e
Aridogan, 2004); ou elevagdo nos pacientes independente da atividade da doenca em
relagc@o aos controles (Sahin et al., 1996).

Evereklioglu e colaboradores (2002) verificaram que pacientes em atividade da
doenca apresentaram valores de IL-8 significativamente elevados quando comparados a
pacientes em inatividade. Os pacientes foram classificados em ativos ou inativos devido
aos sintomas que apresentavam préoximo ao periodo da coleta de sangue, sendo que a
atividade foi caracterizada por ao menos trés sinais clinicos comuns da DB segundo o
ISGBD. Os inativos foram classificados devido a auséncia de sintomas 3 meses anteriores
a admiss@o. Os valores médios de IL-8 encontrados foram: 7,2 pg/mL (atividade DB),
5,3 pg/mL (inatividade) e 5,4 pg/mL (controles).

Em nosso estudo observamos valores inferiores aos descritos em outras
publicacdes que avaliaram pacientes com DB, e mesmo em relacio aos controles
sauddveis. Este foi um achado constante durante todo o periodo de seguimento, com uma
média de 1,5 pg/mL, diminuindo para 0,7 pg/mL aos 9 meses, mesmo na presenga de
ulceras orais e outros sinais clinicos de atividade da doenca. Uma hipétese seria que o uso
de medicamentos como corticéides e imunossupressores, mesmo em baixa dose
pudessem contribuir para essa diminui¢do. Aos 9 meses, houve uma piora clinica da
maioria dos pacientes, o que levou ao aumento da dose de corticoides ou introducdo de
outros imunossupressores, o que pode ter contribuido para uma diminuicao ainda maior

dos niveis de IL-8 no plasma. Contudo, nos outros estudos os pacientes também estavam
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sob uso de medicamentos. Também € importante ressaltar que um dos critérios de
exclusdo deste estudo foi a presenga de manifestacdes graves da doenga e em atividade
(alteracdes neuroldgicas e oculares), o que também pode explicar em parte os niveis
séricos menores. Além do mais, o momento da coleta possa explicar essas diferencgas,
visto que a meia vida das interleucinas € muito curta, € a maior parte destes estudos
utilizaram como critério de atividade a presenca de manifestacdes clinicas no momento
da coleta, as vezes até necessitando uma maior dose dos medicamentos utilizados.

A IL-10 € uma citocina do tipo Th2 que desempenha um papel na inibicdo de
citocinas derivadas da célula Th1, diminuindo assim as respostas mediadas por Th1 (Ben
Ahmed et al., 2004). Ela também acarreta uma inibi¢do da atividade das células NK e
macréfagos, e consequentemente de suas citocinas liberadas e estimulo a diferenciacdo e
proliferacdao de células B (Willians et al., 2004). A IL-10 é uma potente citocina anti-
inflamatdéria com efeitos tanto na resposta imune inata quanto adaptativa e estd envolvida
no controle de doengas autoimunes (Kuhn et al., 1993; Rubtsov et al., 2008; Saraiva e
O’Garra, 2010). As células dendriticas, mondcitos, macréfagos, células TCD4+, células
B e T regulatdrias sdo as principais fontes secretoras de IL-10.

No contexto da DB, ocorre uma disparidade de resultados em relagdo a IL-10.
Raziuddin e colaboradores (1998) reportaram um aumento nos niveis de IL-10 e outras
citocinas derivadas da resposta Th2 em pacientes com DB e baixos niveis de IFN-y. Em
contraste, Lehner (1999) sugeriu um perfil de células Th1 em pacientes com DB ativa,
devido ao aumento significativo de IFN-y sem aumento de IL-4. Por outro lado, Mantas
e colaboradores (1999) nao encontraram diferengas significativas entre a média dos
valores séricos de IL-4 e IL-10 nos pacientes com DB.

No estudo de Aridogan e colaboradores (2003) foram incluidos 40 pacientes com
DB sendo que 27 foram classificados como ativos, pois apresentavam sintomas classicos
segundo o ISGBD e iniciaram a terapia com colchicina. Os 13 pacientes inativos nio
faziam uso de nenhuma terapia. A IL-10, quantificada por ELISA, apresentou niveis
significativamente aumentados em pacientes com a doenca ativa, quando comparados
aqueles em inatividade e controles. Os valores médios encontrados foram: 69,12 pg/mL
(pacientes em atividade), 7,37 pg/mL (pacientes em inatividade), e 10,74 pg/mL
(controles). Estes valores sdo muito superiores aos niveis encontrados em nosso estudo.
Os niveis médios de IL-10 mostraram diminui¢do no periodo de seguimento, alcangando
niveis significativamente menores aos 9 e 12 meses em relagio ao basal. Os niveis médios

da IL-10 em nosso estudo foram de 1,7 pg/mL caindo para 0,7 pg/mL em 9 meses.
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Novamente nossa hipdtese € que esta alteragdo possa ser atribuida a nao atividade da
doenca em nossos pacientes, com apenas a presenga de tulceras orais, sendo que na
literatura os pacientes apresentam 2-3 sintomas clinicos, e ao uso de medicamentos,
especialmente devido ao aumento da dose a partir de 9 meses. Contudo, a metodologia
também deve ser considerada uma vez que os controles no estudo de Aridogan e
colaboradores (2003) apresentavam niveis superiores ao observado em qualquer dosagem
dos nossos pacientes.

Cekmen e colaboradores (2003) avaliaram os niveis plasmaticos de VEGF em 39
pacientes com DB, sendo 22 em atividade e 17 em inatividade, e controles. A
classificacdo de atividade / inatividade foi definida por critérios laboratoriais como
hemossedimenta¢do e quantifica¢do de neutréfilos, e critérios clinicos. Dentre os critérios
clinicos, os pacientes em atividade tinham que apresentar no momento da admissao 3 dos
5 maiores achados clinicos da DB (lesdo de pele, uveite, patergia positiva, aftas orais ou
genitais). Neste estudo, nenhum dos pacientes ou controles recebeu qualquer medicacdo
tépica ou sist€mica por no minimo 2 semanas antes da coleta de sangue. Os niveis de
VEGEF foram dosados por ELISA e os valores médios no plasma foram significativamente
maiores em comparagao ao controle: 347,6 £ 87,1 pg/mL (atividade), 219,9 £ 51,6 pg/mL
(inatividade) e 103 + 43,6 pg/mL (controle). Nosso estudo encontrou valores superiores
de VEGF no plasma dos pacientes com DB quando comparado ao estudo de Cekmen e
colaboradores (2003). O valor basal médio de 848,6 pg/mL foi muito superior, ocorrendo
uma diminuicdo gradual significativa ao longo do periodo de seguimento, com o menor
valor em 12 meses atingindo um valor médio de 262,4 pg/mL. Este foi semelhante ao
valor dos pacientes em inatividade relatados no estudo de Cekmen (2003). Existem alguns
fatores no contexto da DB que podem ser responsaveis pelo aumento da concentragdo de
VEGF plasmadtica. Pela DB ser uma vasculite com inflamacdo sistémica, as préprias
caracteristicas da doenga j4 induzem a formacao de novos vasos e podem ser fonte da
producdo de VEGF (Kaiser et al., 1999). Além do mais, as citocinas pro-inflamatdrias
possuem a capacidade de estimular a expressdo de VEGF (Neufeld ez al., 1999). Contudo,
ndo podemos deixar de observar que nossos pacientes apresentavam um quadro clinico
mais leve, e ndo conseguimos evidenciar um perfil de citocinas associado a inflamagao,
o que desfavorece ser essa a causa desses niveis de VEGF.

Em relagdo ao sCD40L, estudos prévios evidenciaram niveis aumentados da
molécula em pacientes com DB tanto em sua forma ativa quanto inativa quando

comparados ao controle (Fernandez et al., 2012). Estes niveis elevados em pacientes com
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DB podem ser responsaveis pela resposta inflamatdria observada nestes pacientes,
mesmo com opinides contraditérias sobre se 0 SCD40L sozinho é capaz de induzir uma
reacao inflamatéria em células endoteliais (Henn et al., 2001; Chen et al., 2008). Contudo,
nenhum dos diferentes tratamentos determinou uma diminui¢do significativa dos niveis
de sCD40L (Cantarini et al., 2016). Cantarini e colaboradores (2016) avaliaram 57
pacientes com DB classificados em ativos ou inativos baseados na presenca de pelo
menos 2 achados clinicos, seja uveite, tlcera oral/genital, doenca cutanea, acometimento
do sistema nervoso central, ou doenga gastrointestinal. Foi considerado como alta dose
de prednisona aquela entre 0,1 — 1,0 mg/kg/dia. Os valores médios de CD40L solivel
foram significativamente elevados em relacdo ao controle, tanto para pacientes ativos
quanto em inatividade (p<0.0001) e foram: 2016 ng/mL, 3354,8 ng/mL e 3489,9 ng/mL,
respectivamente. Fernandez e colaboradores (2012) avaliaram 30 pacientes com DB e 28
controles, e demonstraram que os niveis médios de sCD40L foram significativamente
elevados nos primeiros: 2228 pg/mL e 179 pg/mL, respectivamente. Nao se demonstrou
uma correlacdo entre os niveis de sCD40L e o nimero de plaquetas. Nossos resultados
mostraram que os niveis médios de sCD40L foram menores do que os relatados na
literatura. Os pacientes apresentaram um valor basal maior, com diminui¢do ao longo do
seguimento, sendo significativamente menores aos 6 € 9 meses. Os valores médios
encontrados em nosso estudo foram: 50,6 pg/mL basal, 12,0 pg/mL 3 meses, 2,2 pg/mL
6 meses, 14,9 pg/mL 9 meses e 27,3 pg/mL 12 meses.

No contexto da DB, Wilson e colaboradores (1988) avaliaram o perfil plaquetario
de 9 pacientes com DB, todos com a presenca de pelo menos 3 caracteristicas clinicas
para critério diagndstico. Os pacientes clinicamente ativos apresentaram uma maior
hemossedimentacdo e estavam sem tratamento. Nao se observou diferenca nos niveis de
PF4/CXCLA4 entre os pacientes em atividade ou inativos, com valores médios de 38
ng/mL e 40 ng/mL, respectivamente. Em nosso estudo demonstramos valores superiores
de PF4/CXCLA4 em todo o periodo de seguimento. Os valores médios da concentracdo de
PF4/CXCLA foram: 4200 ng/mL (basal), 5777 ng/mL (3 meses), 1534 (6 meses), 2214
(9 meses) e 3799 (12 meses), sendo significativamente menor aos 6 meses, ao fim da
terapia com P-PRP, quando comparado a 12 meses.

Assim como em outros estudos publicados, a principal limita¢do deste estudo foi
que todos os pacientes ja haviam recebido tratamento, e medicagdes como
corticoesterdides e imunossupressores reduzem a transcricdo das citocinas pro-

inflamatoérias como a IL-8, TNF-a, IL-1B. A colchicina tem demonstrado diminui¢do
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significativa dos niveis de IL-6, IL-8 e TNF-a em pacientes com DB muco-cutanea (Sun
et al., 2009). A ciclosporina pode inibir significativamente a inflamacdo ocular de
pacientes com DB e a expressao de IL-17 e IFN-y (Chi et al., 2010). O IFN-a induziu
inibicdo da expressdo de IL-17 e aumento da producdo de IL-10 pelas células
mononuleares e TCD4+ in vitro (Liu et al., 2011). A terapia com anti-TNF-a suprime a
diferenciacdo da célula T efetora em pacientes com DB e uveite (Sugita et al., 2012).
Portanto, torna-se dificil avaliar o real nivel de citocinas em estudos com a inclusio de
pacientes ja fazendo uso destas medica¢des (Durmazlar et al., 2009). Mas por outro lado,
como todos os pacientes dos estudos, incluindo o nosso, faziam uso de medicamentos, a
diferenca das concentragdes deve ter influéncia de outros fatores nao bem identificados,
incluindo a metodologia e populagdo estudada. Por se tratar de uma doenga com extrema
variacdo clinico-laboratorial, também fica dificil a comparag¢do dos resultados. Nesse
sentido, talvez essas dosagens sejam importantes na comparagao intra-individual. Além
disso, mesmo com kits de alta sensibilidade, nem sempre € possivel a deteccao das
interleucinas e citocinas plasmdticas. Em nosso estudo das 12 selecionadas apenas 6
puderam ser quantificadas. Por esse motivo hd uma tendéncia aos estudo in vitro.

O uso de questiondrios de autorrelato também representa uma limitacdao, uma vez
que € uma anélise subjetiva, porém nao dispomos de outras formas de avaliacdo da doenca
como marcadores, sendo esta a unica metodologia para avaliacdo. O ndo uso de controles
neste estudo foi uma limitacao importante, porém este estudo foi um estudo inicial, piloto.

Em relacdo a andlise celular, verificou-se uma grande alteracao nas células Treg
e NK ativadas (CD69+).

As células regulatorias T CD4+ CD25+ constituem cerca de 3 a 7% das células T
CD4+ no sangue periférico de humanos, mantendo assim a auto tolerancia imunoldgica
(Baecher-Allan et al., 2001; Ciriaco et al., 2004; Homan e Von Herrath, 2004). A
remogao desta populacdo de roedores normais levou ao desenvolvimento espontaneo de
varias doencas auto-imunes. Estudos t€m demonstrado que estas células também
desempenham um papel critico no controle de vdrias rea¢des imunes contra bactérias,
virus, fungos e parasitas intracelulares (Belkaid et al., 2002; Iwashiro et al, 2001;
Montagnoli et al., 2002; Singh et al., 2001). O marcador CD25 ¢ diferencialmente
regulado devido a ativacdo de células T, ndo permitindo uma distingdo categorica entre
as c€lulas T regulatdrias ou recém ativadas. Devido a esse fato, a identificacdo de FoxP3

como fator de transcricdo para o desenvolvimento e funcao da célula T CD4+ CD25+ em
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camundongos tem surgido para oferecer uma solugdo a essa questao (Khattri et al., 2003;
Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003).

Walker e colaboradores (2003) em seu estudo demonstraram que o fendtipo regulatério
das células T pode ocorrer de duas formas: selecdo timica (Treg natural) e ativagdo da
célula T periférica (Treg induzida). A selecdo timica das células T regulatorias € diferente
do processo convencional da célula T. Ao contrario da diferenciacdo da célula T CD4+
efetora, as Tregs sdo induzidas pelo reconhecimento do MHC na presenc¢a do peptideo
agonista no timo, uma situagdo em que normalmente resultaria na delecdo das células T.
A interagdo cognata do antigeno com o receptor de célula T parece ser essencial para a
induc¢do do gene FoxP3 e aquisi¢do do fendtipo supressor (Apostolou et al., 2002; Jordan
et al., 2001). A Treg induzida periférica depende de vdrios fatores, especialmente de
condicdes imunogénicas e influéncia externa de algumas citocinas. Dentre as citocinas,
destaca-se o TGF-B, com varias evidéncias sugerindo sua participagdo na geragdo de
iTregs (Wan et al., 2006). Estudos em humanos e camundongos t€ém mostrado que a
inducdo de FoxP3 em células CD4- CD25- é mediada por TGF-f, porém a presenca de
IL-6 em conjunto bloqueia a expressao e guia a diferenciacdo para células Th17 (Fantini
et al., 2004; Tran et al., 2007; La Cava, 2008; Afzali et al., 2010).

O mecanismo de acao das células Treg tem sido estudado. Experimentos in vitro
demonstraram que a supressdo da producdo de citocinas nas células T efetoras é
dependente do contato célula-a-célula, pois quando estas células (T efetora e Treg) foram
cultivadas com estimulo e separadas por uma membrana semipermedvel, a supressao nao
ocorreu (Takakashi er al., 1998; Thornton e Shevach, 1998; Askenasy et al.,, 2008).
Gondek e colaboradores (2005) sugerem que o efeito supressor das células Treg seja
mediado por citotoxicidade, induzindo a morte do linfécito efetor. Pandiyan e
colaboradores (2007) mostraram que o efeito nos linfocitos ocorre pelo consumo de 1L-2
pelas Tregs, levando a uma falta desta citocina essencial para a sobrevivéncia das células
efetoras e consequentemente a apoptose.

Hamazoui (2007) estudou a presenga e as caracteristicas das células T CD4+
CD25+ de pacientes com DB. Em seu estudo foi demonstrado que a freqiiéncia de células
T CD4+ que expressam CD25*e" & significativamente aumentada durante a atividade da
doenca quando comparada ao estdgio de remissao. Nenhuma diferenca significativa foi
observada nos niimeros de células T CD4+ CD25"€" no sangue periférico de pacientes
em remissdo e controles. Fenotipicamente, as células T CD4+ CD25*"" expressam altos

niveis de RNAm de FoxP3. Estas células quando isoladas apresentaram caracteristicas
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funcionais de células T regulatdrias, suprimindo a proliferacdo de células T CD4+ CD25-

Em nosso estudo, verificamos que os pacientes com DB apresentavam uma
frequéncia basal muito baixa de Treg, praticamente nula e que apds as aplicagdes de P-
PRP observou-se um aumento significativo na freqii€ncia celular desta populagdo. No
entanto, € importante ressaltar que ndo foi avaliada a fun¢ao celular das Treg. Estudos de
pacientes com doengas autoimunes, especialmente a artrite reumatoide, evidenciaram que
as células Treg CD4+ CD25+ eram capazes de suprimir a proliferacdo de células T
efetoras, porém incapazes de suprimir a secrecao de citocinas pré-inflamatorias de células
T ativadas e mondcitos (Ehresntein et al., 2004). Esta deficiéncia das células Treg de
pacientes com artrite reumatoide estd associada a uma expressdo e funcao defeituosa de
CTLA-4, uma molécula chave relacionada a funcdo supressora das células Treg. Nesse
sentido, como observamos um aumento de Treg ao longo das aplicacdes, a avaliacdo da
func¢do dessas células teria sido interessante, para compreender o efeito desse achado.

Outra célula em que houve variacdes significativas ao longo do seguimento dos
pacientes com DB foi a NK ativada (CD69+). CD69 € uma glicoproteina transmembrana
do tipo IT amplamente expressa e relacionada com as lecitinas do tipo C em animais. Ela
exibe expressao regulada em uma variedade de células da linhagem hematopoiética como:
neutréfilos, mondcitos, células T e B, NK e plaquetas. A ativagdo destes tipos celulares
resulta na inducdo da expressao de CD69 na superficie celular (Natarajan et al., 2000).
Esta molécula é seletivamente expressa em infiltrados celulares crénicos que estdo
envolvidos na patogénese de doencas como artrite reumatoide, lipus, esclerose e AIDS
(Gonzélez-Amaro et al., 2013; Marzio et al., 1999). A rapida indugdo da expressao de
CD69 em células T sugere ativagdo e/ou diferenciacdo, que ocorre com a participagdo do
sCD40L. Estudos in vitro demonstraram que o anticorpo monoclonal anti-CD69
estimulou a produgdo de IL-2, aumentando a proliferacdo da célula T, e também de TNF-
a. Os achados de estudos in vitro mostraram alteracdes que caracterizam um papel pro-
inflamatdrio tanto por mecanismos diretos ou indiretos (Testi et al., 1989; Cebridn et al.,
1988; Mclnnes et al., 1997). Contudo, estudos com animais transgénicos com a indugao
da expressdao de CD69 ndo demonstraram uma maior condicdo inflamatéria, sugerindo
assim um duplo papel da molécula (Feng et al., 2002; Nakayama et al., 2002).

No contexto da DB, um grupo japonés publicou um estudo sobre o perfil
NKI1/NK2 e NK CD69+ em pacientes com doenga ativa e inativa durante o curso da

doenca, e controles. A doenca ativa foi definida como sintomatologia tipica da DB que
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necessitou de introducdo ou aumento dos corticoides sistémicos. Este subgrupo
apresentou quantidades significativamente maiores de NK CD69+ quando comparados
aos pacientes em inatividade ou controles (Yamaguchi et al., 2010).

Em nosso estudo, observamos grandes variagdes na frequéncia das células NK
CD69+ e menor frequéncia de Treg durante o curso da DB, sendo que aos 9 meses houve
uma piora clinica nos pacientes.

Ao avaliarmos a evolucdo dos pacientes e os resultados laboratoriais,
verificamos uma mudanga significativa em alguns parametros como PF4/CXCLA4, IL-10
e Treg, favorecendo altera¢des anti-inflamatérias durante o periodo de uso do P-PRP. E
importante ressaltar que o P-PRP foi utilizado como adjuvante independente da terapia
imunossupressora dos pacientes com alteragdes muco-cutineas refratdrios a terapia
convencional. Apds o término das inje¢des, houve uma tendéncia a inversdao do perfil,
com aumento de marcadores pré-inflamatérios os quais mostraram uma diminui¢do
novamente apds 9 meses, provavelmente devido ao aumento da dose da medicacdo
convencional em alguns pacientes que apresentaram piora neste periodo. Podemos
questionar se a freqiiéncia de injecoes de P-PRP e o periodo de acdo possa ser
determinante para o efeito bioldgico. Os melhores resultados foram obtidos ao longo de
3 meses de tratamento com um intervalo de 15 dias entre as injecdes. Este estudo sugeriu
um efeito benéfico do P-PRP aut6logo sobre o perfil biolégico dos pacientes com BD.

Contudo, ao avaliar o perfil desses marcadores e de Treg, que sugerem um efeito
benéfico do P-PRP, ndo observamos uma associagdo com a melhora clinica desses
pacientes (escore clinico e nimero de ulceras orais). A tnica mudanga favordvel foi a
diminui¢do do nimero de dias para o fechamento das ulceras. Apesar dos critérios de
qualidade de vida e BR-BDCAF nao terem mostrado uma resposta favordvel, ficou
evidente que houve diminuicao no tempo de cicatrizagdo de ulceras orais, durante todo o
periodo de aplicacdo do P-PRP. Apesar de parecerem antagOnicos, esses resultados
ressaltam que por se tratar de uma doenca muito heterogénea, nem sempre uma
ferramenta de avaliacdo consegue detectar todos os pormenores dos achados clinicos.

Nao ha relatos na literatura de efeitos deletérios associados ao uso do PRP, mas
85% dos pacientes deste estudo referiram dor no local da aplicacdo, com duragdo de 3 a
4 dias e dores generalizadas na semana de aplicacao, especialmente no inicio do estudo
quando o numero de leucdcitos no P-PRP apresentava-se mais elevado. Um dos
mecanismos envolvidos no processo inflamatério ndo infeccioso, e que tem sido muito

discutido, € a liberacao de padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS) como
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resposta ao estresse (Schaefer, 2014). Talvez a aplicagdo do P-PRP possa ter induzido
esse tipo de reagdo.

Apesar de ser um estudo piloto, com pequeno nimero de pacientes, o interessante
foi a andlise de inimeros marcadores sistémicos e celulares ao longo do tempo de
observacao, durante e ap6s o uso do P-PRP, e que podem ser interessantes para o melhor
conhecimento e caracterizagdo da DB.

Também a caracterizagdo do P-PRP, incluindo a avaliagdo dos fatores que sao
descritos e associados aos efeitos terapéuticos do PRP, e a demonstragdo da pequena
variacdo intra e inter-individual sdo fatores relevantes para esse tipo de terapia,
independente da DB.

A figura 27 resume os principais achados deste estudo, divididos em perfil pré e

anti-inflamatério das citocinas e quantificacio celular estudada.
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Figura 27: Principais resultados do estudo evidenciando os resultados dos perfis pro e
anti-inflamatdrio e suas variagdes durante todo o periodo de seguimento dos pacientes

com DB.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os parametros analisados o P-PRP apresentou uma qualidade
adequada, atingindo uma concentracdo média de plaquetas de 5 vezes o valor basal, e um
nimero de leucécitos médio de 0,5. Com excecdo do TGF-f1, que mostrou uma elevagao
em 6 meses de aplicacdo, a quantificacdo de citocinas apresentou-se relativamente
homogénea durante o periodo de seguimento dos pacientes.

O perfil sist€émico dos pacientes com DB durante o uso do P-PRP apresentou
alteracdes significativas, sendo principalmente respresentando pelo aumento da
frequéncia de células Treg em trés meses, porém esta frequéncia ndo foi mantida, e
diminui¢do de células NK ativadas, sugerindo um efeito protetor. A avaliacdo da fungdo
de Treg seria interessante para definir o real efeito biol6gico do P-PRP.

Neste estudo piloto, com um pequeno nimero de pacientes, mesmo nao se
evidenciando uma correlacdo clinica com as alteragdes sist€émicas, observamos
objetivamente uma diminui¢do no tempo de fechamento das ulceras durante todo o
periodo de aplicacdo do P-PRP. Estes achados favorecem um efeito do P-PRP em

pacientes com DB e tlceras orais.
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10. ANEXOS
10.1. Anexo I

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DA ACAO DO TRATAMENTO FEITO COM
PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM PACIENTES COM DOENCA DE
BEHCET”

Responsdveis pelo projeto: Orientadora: Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi

Doutoranda: Stephany Cares Huber

Convite

Vocé estd sendo convidado a participar desta pesquisa clinica porque vocé tem
Doenca de Behget (DB). A Doenca de Behget é uma inflamag¢do no corpo todo, devido a
pré- disposicdo genética, que ocasiona uma intensa resposta das células de defesa do
paciente podendo comprometer os olhos, a pele, o sistema nervoso, os pulmdes, o trato
gastro intestinal, entre outros. Nesta pesquisa, serd utilizado um tratamento novo, ainda
em estudo, chamado Plasma Rico em Plaquetas (PRP). O plasma € a parte liquida do seu
sangue, e as plaquetas sdo fragmentos de células presentes neste plasma, que apresentam
a principal fun¢do de estancar sangramentos, portanto o PRP € um pequeno volume de
plasma que apresenta um grande nimero de plaquetas. O uso de PRP neste estudo é
investigacional, o que significa que ele estd sendo estudado e ndo foi aprovado pelas
autoridades regulatdrias brasileiras como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria —
ANVISA.

Sua participacao neste estudo € totalmente voluntdria. A pesquisa incluird somente
pessoas que aceitem participar. Leia este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com cuidado e tome a sua decisd@o. Mesmo se vocé decidir participar, vocé € livre para
sair do estudo a qualquer momento, sem dar explicacdo. Isso ndo ird afetar seus cuidados
clinicos futuros de nenhuma forma. Além disso, se vocé decidir ndo participar, seus
cuidados clinicos ndo serdo prejudicados e ndo haverd nenhuma penalidade ou perda de
beneficios que vocé tem direito. A pesquisadora do estudo ird conversar com vocé sobre
este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, peca a ela para explicar alguma

palavra ou informagao que vocé nao entender claramente.
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Informacoes Gerais

Este estudo serd realizado no Ambulatério de Medicina Regenerativa/
Hemocentro — Unicamp. Vamos avaliar os possiveis beneficios da aplicagdo de PRP em
pacientes com DB. As plaquetas, que estdao em grande quantidade no PRP, apresentam
pequenos graos em seu interior que sao substancias necessdrias e importantes, podendo
auxiliar na cicatrizacdo, regenera¢do de tecidos, e também podem promover a regulacdo
do sistema de defesa do paciente (imunolégico).

Este tipo celular € obtido do sangue, através de pun¢do da veia, em seguida serd
processado em ambiente livre de contaminagdo, em laboratorio, para obtencdo do PRP.
Os componentes presentes nas plaquetas podem regular o sistema de defesa do organismo
(sistema imunoldgico) no processo da DB. Portanto, esse estudo pretende avaliar a acio
do tratamento feito com PRP em pacientes com Behget, como reguladoras do sistema de
defesa do organismo. As aplicagdes dessas células ocorrerdo a cada quinze dias nos
primeiros trés meses e depois mensalmente até completar um ano de tratamento. Vamos
realizar exames para avaliar a resposta imunoldgica do senhor (a), além de verificar se
houve melhora nas manifesta¢des clinicas da doenga em relacio ao inicio do tratamento,
para analisar se o tratamento estd tendo efeito.

No inicio do tratamento vamos coletar amostras de sangue para realizar uma
avaliacdo da funcdo do figado e rins, através do sangue, e o senhor (a) responderd a um
questiondrio, que inclui dados relativos ao diagndstico, tratamento, e evolucao clinica
(esta mesma avaliacao serd novamente realizada a cada 2 sessdes de aplicagdo).

Para o tratamento, a cada aplicacio, vamos coletar 55 mL de sangue do senhor (a)
em tubos a vicuo livres de contaminagdo. Esses tubos irdo passar por dois processos de
centrifugacao, até chegar ao produto final, que serd um concentrado de plaquetas, o qual
serd imediatamente injetado debaixo da pele, na parte inferior do abdome. As aplicagdes
serdo realizadas com intervalo de 15 dias entre cada aplica¢do nos trés primeiros meses
de tratamento, passando para uma por més até completar um ano de tratamento,
totalizando em no méaximo 15 aplicacdes, durante doze meses de tratamento. Para avaliar
o tratamento serdo feitas 5 coletas de sangue do paciente, uma antes do tratamento, € as
outras quatro apds 3, 6, 9 e 12 meses do inicio do tratamento, onde serdo avaliadas
substancias que fazem parte da inflamag¢do e do comprometimento imunolégico na
doenca. Se houver piora tanto na resposta imunoldgica quanto nos sintomas, o tratamento

serd suspenso. O senhor (a) serd liberado (a) imediatamente apds a aplicacao.



90

Dentre os possiveis riscos do paciente com a utilizagdo do PRP autélogo,ou seja,
do préprio organismo, destacamos: riscos anestésicos, infec¢do local, inicio de quadro de
dor leve na drea injetada, aumento da medicagdo analgésica. Devemos ressaltar ainda que
riscos mais graves como desenvolvimento de tumores, coma ou 6bito podem ocorrer,
mesmo ainda ndo havendo relatos na literatura médica de tal ocorréncia. Estes estao riscos
relacionados com o uso de terapia celular, ou seja, qualquer tratamento em que utilizamos
células. Lembramos que o paciente continua sujeito as complicagcdes pertinentes a sua
doenca de base.

O beneficio esperado com a sua participacdo seria a regulacdo do sistema
imunolégico, verificado através da diminui¢do de populacdes celulares alteradas em sua
doenca e diminuicdo da inflamacdo. Além disso, espera-se aumento na quantidade de
células reguladoras, e consequentemente a melhora das manifestacdes clinicas dos
pacientes, sendo esperada uma menor atividade da doenga avaliada através da diminui¢do
da sintomatologia em termos de quantidade e intensidade de crises.

Outras informacoes:

1. O voluntirio estard livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. O voluntario podera tirar todas suas duavidas que tiver, ou que aparecam durante o
estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

3. Caso seja realizado outro estudo com este material, o senhor (a) serd devidamente
informado e questionado se concorda com a participacdo de outro estudo. Este novo
estudo s6 serd realizado apds nova autorizacdo do comité de ética em pesquisa desta
instituicao.

4. Todas as informacdes obtidas pelo estudo terdo um cardter sigiloso e confidencial e
serdo usadas apenas com a finalidade de divulgacdo e publicacdo cientifica, e sua
identidade serd preservada.

5. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretard nenhum prejuizo em
qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer
servigo de nosso hospital.

6. Portanto, tendo em vista as consideragdes explicadas acima, o senhor (a) podera
escolher em relagdo a este estudo uma das seguintes opgoes:

a. () Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final

desta pesquisa.
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b. () Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu

material bioldgico, sendo necessdrio meu consentimento a cada nova pesquisa, que

devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

¢. () Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu

material biolégico, dispensando meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser

aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Autorizacao do paciente

Leia esta secdo com cuidado e, se estiver de acordo, assine e date no final na pagina.

Eu recebi detalhes dos efeitos colaterais conhecidos ou previsiveis e riscos da
medicacdo e dos procedimentos do estudo que eu possa receber.

Eu entendi que sou livre para aceitar ou recusar a minha participagdo a qualquer
momento sem dar explicacdo. A minha decisdo em aceitar ou recusar minha
participacdo nao terd nenhum efeito sobre a minha continuacdo no tratamento.
Vou manter todos os meus direitos aos tratamentos disponiveis.

Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam utilizados somente para
a finalidade do estudo, sob forma codificada, no que diz respeito a
confidencialidade dos meus dados.

Eu nédo vou perder nenhum direito que eu tenha, segundo as leis locais, assinando
e datando este documento.

Eu 1i e entendi a informacao apresentada neste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecida. Foi dada a mim a oportunidade de fazer perguntas e todas as
perguntas foram respondidas.

Eu (ou meu representante legal) assinarei e datarei duas vias deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Receberei um original assinado e datado e

outro original e datado sera guardado nos arquivos médicos da pesquisa.

O documento serd assinado simultaneamente, (isto é, mesma data), por todas as partes

envolvidas:
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Nome do Paciente (letra de forma) RG
/ /
Assinatura Data
/ /
Endereco Data de Nascimento
Nome do Representante Legal (se aplicavel) RG

Relacdo com o paciente

/ /
Assinatura Data
/ /
Endereco Data de Nascimento

Consentimento para armazenamento de amostra

Caso além de participar da pesquisa vocé concorde em manter a amostra coletada
armazenada no Biorrepositério do Laboratério de Hemostasia do Hemocentro da
UNICAMP, assine seu nome diante da op¢do “SIM, aceito que minha amostra seja
armazenada”. Neste caso, vocé deve estar ciente que esta amostra s6 podera ser utilizada
apos sua autorizagdo. Caso ndo concorde, assine seu nome diante da opgdo “N&o, ndo
aceito que minha amostra seja armazenada”.

] SIM, eu aceito que minha amostra seja armazenada

[J NAO, eu ndo aceito que minha amostra seja armazenada
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Qualquer tipo de queixa ou reclamacao relacionada a esta pesquisa o senhor (a) podera
entrar em contato com o Comité de ética em Pesquisa (CEP) da FCM — UNICAMP
(Telefone: 19 —3521-8936).

Campinas___/___/

Assinatura do Voluntario

Joyce M. Annichino-Bizzacchi Stephany Cares Huber
Médico - Pesquisador Doutoranda

Telefone: (19) 3521- 8601 Telefone: (19) 3521-8755
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10.2. Anexo I1

Parecer circunstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP (W““‘“
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA ACAO DO TRATAMENTO FEITO COM PLASMA RICO EM
PLAQUETAS EM PACIENTES COM DOENCA DE BEHCET

Pesquisador: Stephany Cares Huber

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 27542214.3.0000.5404

Instituigao Proponente: Centro de Hematologia e Hemoterapia - HEMOCENTRO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 566 541
Data da Relatoria: 03/04/2014

Recomendagoes:
SEM

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto considerado aprovado.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
MNao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Cabe ao pesquisador desenvolver ¢ projeto conforme delineado, elaborar e apresentar os relatorios parciais
e final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico participante do projeto (Resolucdo 466/2012 CNS/MS).
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10.3. Anexo II1
FORMULARIO DE ATIVIDADE DA DOENCA DE BEHCET (BR-BDCAF)

Data da avaliacao:

Nome: Sexo: M /F

Escala de auto classificacdo de bem-estar nos ultimos 28 dias (paciente deve escolher uma

face)
TN, ’_“«] wl T B f" ST
W WD ey
Escala de auto avaliacdo de bem-estar de hoje (paciente deve escolher uma face)

OQOOOOOE

" ™

CARACTERISTICA CLINICAS ATIVIDADE OUTROS
DETALHES CLINICOS
Fadiga 01234
Dor de cabeca 01234
Ulceragao oral 01234
Ulceracao genital 01234
Lesdes de pele eritema nodoso 01234
Tromboflebite
Superficial
Pastulas
ArticulagOes artralgia 01234
Artrite
Gastrointestinal ndusea ou vOomito 01234

Dor abdominal /

Diarréia com sangue
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Impressao do  profissional sobre a atividade nos dltimos 28  dias
N f’.".‘xlfi : f"'"w TN T

[-.\"I.\_.."II I:'. 5 ||ll |'§_"_\' g FJ_H\'.'I

- "—-:-F"Il M e

Inten¢do de iniciar ou mudar o tratamento?

Medicagdes em uso

Alteracdes na medicacio




10.4. Anexo IV
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Versao Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida -SF-36

1- Em geral vocé diria que sua saude é:

Excelente Muito Boa

Boa

Ruim Muito Ruim

1 2

5

2- Comparada ha um ano atras, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?

Muito Melhor | Um Pouco Melhor

Quase a Mesma

Um Pouco Pior

Muito Pior

1 2

3

4

5

3- Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé€ poderia fazer atualmente durante um

dia comum. Devido a sua satde, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste

caso, quando?

Atividades

Sim, dificulta
muito

Sim, dificulta
um pouco

Nao, nao
dificulta de
modo algum

a) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr,
levantar objetos pesados, participar em
esportes arduos.

b) Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador de
po, jogar bola, varrer a casa.

\S]

c¢) Levantar ou carregar mantimentos

d) Subir varios lances de escada

e) Subir um lance de escada

f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se

g) Andar mais de 1 quilometro

h) Andar vérios quarteirdes

1) Andar um quarteirdo

J) Tomar banho ou vestir-se

bt | e | e | e | et | e | e |

[\SRR\SNE SRR \ORL ORE ORI O] | \}

(OSH USROS RUSH RO R RUSH LUV ) RUN)

4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu

trabalho ou com alguma atividade regular, como conseqii€éncia de sua saude fisica?

Sim Nio
a) Voce diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 2
c¢) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p.ex.| 1 2
necessitou de um esforco extra).
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5- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu

trabalho ou outra atividade regular didria, como conseqiiéncia de algum problema

emocional (como se sentir deprimido ou ansioso)?

Sim Niao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 2
¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado 2
como geralmente faz.

6- Durante as tultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas

emocionais interferiram nas suas atividades sociais normais, em relagdo a familia, amigos

ou em grupo?

De forma nenhuma

Ligeiramente

Moderadamente

Bastante

Extremamente

1

2

3

4

5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as ultimas 4 semanas?

Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave
1 2 3 4 5 6
8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal
(incluindo o trabalho dentro de casa)?
De maneira Um pouco Moderadamente Bastante Extremamente
alguma
1 2 3 4 5

9- Estas questdes sao sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé

durante as dltimas 4 semanas. Para cada questdo, por favor dé uma resposta que mais se

aproxime de maneira como voce€ se sente, em relacdo as tltimas 4 semanas.
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A maior{Uma boa|Alguma Uma
Todo pequena
Tempo parte  do|parte  do|parte do parte do Nunca
tempo tempo tempo
tempo
a) Quanto tempo vocé
tefrn se sentindo cheio de 1 5 3 4 5 6
vigor, de vontade, de
forga?
b) Quanto tempo vocé
tem se sentido uma 1 2 3 4 5 6
pessoa muito nervosa?
¢) Quanto tempo vocé
tem se sentido tao
deprimido que nada pode ! 2 3 4 > 6
anima-lo?
d) Quanto tempo vocé
tem se sentido calmo ou 1 2 3 4 5 6
tranqiiilo?
e) Quanto tempo vocé
tem se sentido com 1 2 3 4 5 6
muita energia?
f) Quanto tempo vocé
tem se sentido 1 2 3 4 5 6
desanimado ou abatido?
g) Quanto tempo vocé
tem se sentido esgotado? ! 2 3 4 > 6
h) Quanto tempo vocé
tem se sentido uma 1 2 3 4 5 6
pessoa feliz?
i) Quanto tempo vocé
tem se sentido cansado? ! 2 3 4 > 6

10- Durante as ultimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua saude fisica ou problemas

emocionais interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes,

etc)?
Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena Nenhuma parte
Tempo tempo tempo parte do tempo do tempo
1 2 3 4 5




11- O quanto verdadeiro ou falso € cada uma das afirmagdes para vocé?
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A maioria

A maioria

Definitivamente Niao Definitivamente
. das vezes ! das vezes
verdadeiro . sei falso
verdadeiro falso
a) Eu costumo obedecer
um pouco mais 1 ’ 3 4 5
facilmente que as outras
pessoas
b) Eu sou tdo saudavel
quanto qualquer pessoa 1 2 3 4 5
que eu conheco
c) !Eu ac}}o que a minha 1 ’ 3 4 5
saude vai piorar
d) Minha sadde é 1 ’ 3 4 5

excelente




10.5. Anexo V

REGISTRO DE ULCERAS ORAIS
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Data de inicio

Data de

fechamento

Numero de

dlceras

Tamanho das

dlceras

Localizacado
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Sintoma

(ex.: dor de
cabeca, dor nas
articulacoes,
pseudofoliculite,

pele)

Duracao
(ex.: 1 dia, 2
dias)

Intensidade
(forte, fraca,

insuportdvel)

Medicacao
(aumento da
dose ja
tomada,

dipirona, etc)

Data da dor/

alteracdo




