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RESUMO

Contexto: O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune cronica de etiologia
multifatorial, caracterizada por periodos de atividade e remissdo. A nefrite lipica representa
uma das manifestagdes mais graves e ¢ um dos principais determinantes de morbimortalidade
no LES. A predi¢dao e confirmagdo de atividade na nefrite lipica ainda ¢ um desafio, sendo
essencial a busca por biomarcadores confidveis que auxiliem no monitoramento clinico. O
receptor TREM-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1) tem sido identificado
como um amplificador da resposta inflamatoria inata e ja foi associado a diversas condigdes
inflamatorias e autoimunes.

Objetivos: Avaliar o TREM-1 soluvel sérico (sTREM-1) como marcador de atividade de
doenca na nefrite lupica, além de comparar os valores deste biomarcador em pacientes com
nefrite ativa e LES inativo ¢ com controles saudaveis e verificar a associa¢ao dos valores de
STREM-1 com o uso de medicagdes nestes pacientes.

Metodologia: Trata-se de um estudo observacional transversal, realizado no servico de
reumatologia do Hospital Universitario Getilio Vargas (HUGV/UFAM). Os pacientes foram
divididos em dois grupos (nefrite ativa e LES inativo) baseados em achados clinicos e
laboratoriais. Os dados foram coletados a partir dos prontudrios € amostras de sangue foram
analisadas por ELISA para quantifica¢cdo de STREM-1. A analise estatistica incluiu testes ndo
paramétricos, curva ROC e modelos de regressdo linear para avaliar a associacdo entre
valores de STREM-1 e uso de medicagoes.

Resultados: Foram incluidos 176 pacientes com LES, dos quais 85 apresentavam nefrite
ativa e 91 encontravam-se com LES inativo, além de um grupo controle composto por 88
individuos saudaveis. Os resultados demonstraram que os valores séricos de STREM-1 foram
significativamente mais elevados nos pacientes com LES quando comparados aos controles
saudaveis (p < 0,0001), com uma curva ROC indicando excelente capacidade discriminatéria
(AUC = 1,00). No entanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nos
valores de sSTREM-1 entre os pacientes com nefrite ativa e aqueles com LES inativo (p =
0,293), sugerindo baixa capacidade deste biomarcador para identificar nefrite lipica ativa.
Além disso, observou-se uma associa¢dao entre niveis aumentados de sTREM-1 e o uso de
tacrolimus no grupo com nefrite ativa (p = 0,049), enquanto o uso de antimaléricos esteve
associado a redu¢do dos niveis de sSTREM-1 no grupo com LES inativo (p = 0,007).
Conclusdo: Os resultados deste estudo indicam que, embora o sSTREM-1 sérico seja um
biomarcador que diferencia individuos com LES de controles saudaveis, sua utilidade na
avaliac¢do de atividade na nefrite lapica ainda ¢ limitada. A possivel influéncia de medicagdes
utilizadas no tratamento do LES sobre os valores séricos de STREM-1 ¢ uma descoberta. Este
estudo ¢ pioneiro na andlise do STREM-1 sérico em pacientes com LES na regido Norte do
Brasil e destaca a necessidade de novos estudos longitudinais para melhor compreensdo do
papel deste biomarcador na doenga.

Palavras-chave: Lipus eritematoso sist€émico, Nefrite lupica, atividade de doenga, STREM-1,
biomarcador.



ABSTRACT

Context: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease of
multifactorial etiology, characterized by periods of activity and remission. Lupus nephritis is
one of the most severe manifestations and a major determinant of morbidity and mortality in
SLE. Predicting and confirming disease activity in lupus nephritis remains a challenge,
highlighting the need for reliable biomarkers to assist in clinical monitoring. The Triggering
Receptor Expressed on Myeloid Cells-1 (TREM-1) has been identified as an amplifier of the
innate inflammatory response and has been associated with various inflammatory and
autoimmune conditions.

Objective: To evaluate soluble serum TREM-1 (sTREM-1) as a biomarker of disease activity
in lupus nephritis, as well as to compare its levels between patients with active nephritis,
inactive SLE, and healthy controls, and to assess the association between STREM-1 levels and
the use of medications.

Methodology: This was a cross-sectional observational study conducted at the rheumatology
service of the Getulio Vargas University Hospital (HUGV/UFAM). Patients were divided into
two groups (active nephritis and inactive SLE) based on clinical and laboratory findings. Data
were collected from medical records, and blood samples were analyzed using ELISA for
sTREM-1 quantification. Statistical analysis included nonparametric tests, ROC curve
analysis, and linear regression models to assess the association between sTREM-1 levels and
medication use.

Results: A total of 176 SLE patients were included, of whom 85 had active nephritis and 91
had inactive SLE, in addition to a control group of 88 healthy individuals. The results showed
that serum sTREM-1 levels were significantly higher in SLE patients compared to healthy
controls (p < 0.0001), with a ROC curve indicating excellent discriminatory ability (AUC =
1.00). However, no statistically significant difference in STREM-1 levels was observed
between patients with active nephritis and those with inactive SLE (p = 0.293), suggesting a
limited ability of this biomarker to identify active lupus nephritis. Additionally, an association
was observed between increased sSTREM-1 levels and tacrolimus use in the active nephritis
group (p = 0.049), while antimalarial use was associated with lower sSTREM-1 levels in the
inactive SLE group (p = 0.007).

Conclusion: The findings of this study indicate that while serum sTREM-1 is a biomarker
that distinguishes SLE patients from healthy controls, its utility in assessing disease activity in
lupus nephritis remains limited. The potential influence of medications used in SLE treatment
on STREM-1 levels is a novel finding. This study is pioneering in analyzing serum sTREM-1
in SLE patients in the Northern region of Brazil and highlights the need for further
longitudinal studies to better understand the role of this biomarker in the disease.

Keywords: Systemic lupus erythematosus, Lupus nephritis, Disease activity, STREM-1,
Biomarker.
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1. INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune cronica e sist€émica de
etiologia multifatorial, caracterizada pelo desequilibrio do sistema imune e producdo de
autoanticorpos. Esses anticorpos formam imunocomplexos que se depositam em diferentes
localizagdes, resultando em inflamagdo, lesdo tecidual e disfungdo organica (BORBA NETO
et al,2023; ZELL, GRIFFITH, 2019).

Entre as manifestagdes mais graves, o envolvimento renal, particularmente a
glomerulonefrite, destaca-se como um dos principais determinantes de morbimortalidade.
Essa condicao decorre da infiltracdo de células inflamatorias e deposicdo de complexos
imunes nos glomérulos, promovendo inflamacdo e dano renal (DALL’ERA, WOFSY, 2021;
SALMON, D’AGATI 2019).

O LES tem evolugao caracterizada por periodos de atividade e remissdo, quando nao
ha manifestacdes da doenca. A avaliagdo da presenca de atividade requer integracdo de dados
clinicos, laboratoriais e métricas especificas. A natureza heterogénea da doenga torna
complexa a identificacdo de um biomarcador isolado de atividade (FARIAS, REIS-NETO,
ARAUJO, 2022; LANNA, FERREIRA, TELLES, 2019).

Nesse contexto, 0 TREM-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1), um
receptor de superficie expresso em células mieloides, surge como um potencial marcador de
atividade inflamatoria. A sua ativagdo amplifica a resposta inflamatoria inata, promovendo a
liberacao de mediadores como TNF-qa, IL-1B e IL-6 (BOUCHON, DIETRICH, COLONNA,
2000; GAO et al, 2019).

Niveis elevados de TREM-1 solavel (STREM-1) foram associados a atividade de
doengas autoimunes. Em um estudo, os niveis de sSTREM-1 foram maiores em pacientes com
infeccdo comparados aqueles com atividade de LES. Em outro, niveis altos de sSTREM-1
foram observados em pacientes com LES ativo, independente de infeccdo concomitante
(FORD, MCVICAR, 2009; KIM et al, 2009; MOLAD et al, 2013).

Além disso, abordagens terapéuticas direcionadas ao bloqueio do TREM-1 tém
potencial em reduzir inflamagdo em modelos experimentais de nefrite imunomediada (DU et
al, 2016). Portanto, a pergunta desta pesquisa ¢ se 0 TREM-1 solavel sérico em uma tnica
dosagem ¢ marcador de atividade de doenca na nefrite lupica, comparando pacientes com

nefrite ativa e pacientes com LES inativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lapus eritematoso sistémico: aspectos gerais

A taxa de sobrevida global em 5 anos no LES melhorou significativamente nos
ultimos 20 anos, alcangando 95%, e a sobrevida em 10 anos ¢ de 90%, provavelmente devido
ao diagndstico mais precoce € ao manejo das comorbidades. Embora o aumento da sobrevida
seja notavel, os pacientes ainda apresentam diminuicdo da qualidade de vida, alta frequéncia
de danos em 6rgaos-alvo, de morbidade e mortalidade (ZELL, GRIFFITH, 2019).

O LES pode afetar varios 6rgdos e sistemas, incluindo pele, mucosas, articulagdes,
rins, cérebro, serosas, pulmdes, coragdo e trato gastrointestinal. Estabelecer o diagndstico
pode ser dificil devido as manifestagcdes diversas e ao curso clinico variavel. Nenhum exame
sozinho serve como teste diagnostico definitivo, pois este ¢ baseado no somatorio de
sintomas, sinais e achados laboratoriais caracteristicos dentro do contexto clinico apropriado
(DALL’ERA, WOFSY, 2021).

Os critérios de classificagdo foram desenvolvidos para fins de pesquisa, mas na pratica
clinica, devido a sua alta sensibilidade e especificidade, sdo utilizados para diagnostico. Em
2019, foram estabelecidos os Critérios de Classificagdo EULAR/ACR, que exigem a
positividade de FAN como critério de entrada. A partir da avaliacdo de sete dominios clinicos
e trés imunoldgicos, uma pontuagdo maior ou igual a 10 classifica a condi¢do como LES

(BORBA NETO et al, 2023).

2.2. Nefrite lupica e biopsia renal

Aproximadamente 74% dos pacientes apresentardo alguma manifestagdo clinica ou
laboratorial relacionada ao acometimento renal durante o curso da doenga, cerca de 50%
desenvolvendo nefrite clinicamente significativa. A apresentagdo pode variar de hematuria ou
proteiniria assintomatica até formas mais graves, como sindrome nefrotica ou
glomerulonefrite rapidamente progressiva (SIEGEL, SAMMARITANO, 2024).

A presenca de hematuria, leucocituria e cilindriria sdo parametros para caracterizar a
atividade renal no LES. A proteiniria, seja medida em 24 horas ou pela relacdo
proteina/creatinina em amostra isolada de urina, ¢ indicador sensivel de dano glomerular e
preditor de desfechos de longo prazo. Além disso, as concentragdes aumentadas do anticorpo
anti-DNA nativo e as fracdes do complemento (C3 e C4) reduzidas podem estar associadas a

nefrite lupica ativa (FAVA, PETRI, 2019).
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Estima-se que até 90% dos pacientes apresentarao evidéncia de envolvimento renal na
bidpsia, sendo esta fundamental para confirmar o diagndstico e classificar a nefrite lupica, o
que orienta o tratamento. A bidpsia também permite avaliar a extensao e gravidade da doenca.
Quando nao pode ser realizada, tenta-se inferir a classe histopatologica utilizando variaveis
clinicas e laboratoriais (ALMAANI, MEARA, ROVIN, 2017).

A glomerulonefrite do LES ¢ classificada pela Sociedade Internacional de
Nefrologia/Sociedade de Patologia Renal (ISN/RPS) em seis categorias, com base nas
alteragdes observadas na microscopia Optica, na coloragdo por imunofluorescéncia € na
microscopia eletronica. O sistema de classificacdo também determina a descricdo de
alteracdes tubulointersticiais e/ou vasculares, embora a classe de nefrite seja inteiramente
baseada na patologia glomerular (SALMON, D’AGAT]I, 2019).

A nefrite mesangial (classes I e II) caracteriza-se por hematuria e proteinaria de baixo
grau. Na nefrite proliferativa (classes IIl e IV) pode ser encontrada hipertensdo arterial,
sedimento urindrio nefritico, variados graus de proteinuria, baixos niveis de C3/C4 e titulos
elevados de anti-DNA. A glomerulopatia membranosa (classe V) costuma apresentar
proteiniria em faixa nefrética, sedimento urindrio inexpressivo, niveis de complemento
geralmente normais e anti-DNA em baixo titulo se presente (WALLACE, WEISMAN, 2019).

O estudo LUCAS (Lupus Nephritis Class Assessment System) foi desenvolvido para
validar um instrumento preditor de classe histologica proliferativa de nefrite. A validagao
mostrou alta sensibilidade e bom valor preditivo positivo. Demonstrou eficdcia na
diferenciagdo de classes histologicas, em episodios iniciais € em recidivas, podendo ser util

em ambientes onde a bidpsia ndo estiver disponivel (DE ARAUJO JUNIOR, 2024).

2.3. Métricas de avaliacdo de doenca

O LES possui curso heterogéneo, tanto entre os pacientes quanto no mesmo individuo,
com padrdes variados de atividade, que podem ser monofasicos, cronicos ou ciclicos, com
recaidas e remissdes. Numero significativo de pacientes apresenta doenga continuamente
ativa, enquanto pequena propor¢ao experimenta longos periodos de quiescéncia. Apesar dos
avangos terapéuticos que melhoraram a evolugdo, remissdes completas e permanentes ainda
sao raras (YAZDANY, DALL’ERA, 2019).

O manejo do LES exige ferramentas para avaliar a atividade, monitorar a resposta ao

tratamento e prever o prognostico. Diversos indices foram desenvolvidos e validados para
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medir atividade, estado de remissdo ¢ acimulo de dano. Diferenciar entre manifestagoes de
atividade e aquelas que representam danos ¢ crucial. A atividade refere-se a sinais reversiveis,
decorrentes da inflamagao, enquanto o dano ¢ irreversivel e pode resultar da doenga, de seus
tratamentos ou de comorbidades (TOUMA, UROWITZ, 2019).

SLEDAI ¢ um indice global que avalia atividade de doenga nos tultimos 10 dias,
através de 24 medidas objetivas de manifestacdes clinicas e laboratoriais, com pesos
diferentes a depender da gravidade. SLEDAI2K, revisdo realizada em 2000, tem sido mais
frequentemente utilizado, por sua facilidade e reprodutibilidade (JUNG et a/, 2019).

SLE DAS foi criado para refinar os parametros do SLEDAI2K, incorporando medidas
continuas para proteinuria, contagem de articulagdes, leucdcitos e plaquetas. Essas
modificacdes resultaram em um indice de 17 itens, permitindo uma avaliacdo mais sensivel e
especifica da atividade de doenga (KOO, LU, 2023).

A defini¢do final de remissao em LES, conforme a DORIS Task Force, ¢ baseada no
SLEDAI2K com SLEDALI clinico = 0, avaliacdo global do médico (PGA) abaixo de 0,5, e
permite o uso de medicamentos como antimaldricos e glicocorticoides em doses baixas
(prednisona < 5 mg/dia) (VAN VOLLENHOVEN et al, 2021).

Estudos mostraram que um estado de baixa atividade da doenga (LLDAS) pode
reduzir igualmente o risco de danos futuros. LLDAS ¢ definido como SLEDAI2K < 4 sem
atividade em Orgdos importantes, sem nova atividade, PGA < 1, prednisona < 7,5 mg/dia e
dosagens bem toleradas de imunossupressores (FANOURIAKIS, BERTSIAS, BOUMPAS,
2021).

Dano refere-se ao desenvolvimento de sequelas decorrentes da atividade inflamatéria
do LES ou do tratamento, iniciado apds o diagnostico e presente por pelo menos 6 meses. O
indice de dano SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics Damage Index)
reflete o impacto da doenga de maneira distinta da atividade, com o acumulo precoce de
danos associado ao aumento da mortalidade (FARIAS, REIS-NETO, ARAUJO, 2022).

O desenvolvimento de biomarcadores confidveis e informativos tem sido foco de
investigacdo no LES. A identificagdo de marcadores especificos para a nefrite lipica € crucial
para o diagnostico precoce e o monitoramento da atividade da doenca. Tem objetivo também
de oferecer alternativas menos invasivas para avaliar a resposta terapéutica, o que poderia
reduzir a necessidade de biopsias renais (SOLIMAN, MOHAN, 2017; RENAUDINEAU,
BROOKS, BELLIERE, 2023).
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2.4. Abordagem terapéutica no LES

As estratégias terapéuticas visam reduzir a carga global da inflamacéo sistémica. Para
alcancar esses objetivos ¢ fundamental realizar avaliacao precisa da atividade da doencga, além
de estratificagdo conforme a gravidade do envolvimento dos 6rgaos-alvo. O tratamento
também envolve o uso de medicamentos seguros ¢ eficazes para induzir remissdo imediata e
prevenir novas recaidas, além de prevencao e manejo de comorbidades (MOK et al, 2023).

A nefrite lupica pode apresentar periodos de atividade com evolugdo rapida, exigindo
o inicio imediato do tratamento, com uma fase inicial de imunossupressao mais intensa,
seguida de uma fase de manutengdo menos toxica. O tratamento depende da classe histologica
e da forma de apresentagdo da doenga, das preferéncias do paciente e do acesso aos cuidados
médicos. Os regimes terapéuticos incluem corticosteroides e imunossupressores, como
ciclofosfamida, micofenolato de mofetila e azatioprina (REIS-NETO et al, 2024).

As abordagens para o desenvolvimento de novos tratamentos incluem modificagao das
terapias imunossupressoras existentes; administragdo combinada ou sequencial de
medicamentos; intervencdo em etapas especificas da patogénese, como ativagao de células T e
B, prevencao da formagao de complexos imunes, inducdo de tolerancia antigeno-especifica e

interrupgao de citocinas anormais (BERTSIAS, FANOURIAKIS, BOUMPAS, 2019).

2.5. Imunopatogénese do LES

A complexidade da imunorregulacdo anormal observada em pacientes com LES
dificultou a identificacdo clara dos elementos criticos subjacentes a sua patogénese. Um
avanco que contribuiu para a melhor compreensdo foi a elucidacdo do papel central da
ativacdo do sistema imune inato na regulacdo da resposta imune adaptativa, inflamacdo e
reparacao tecidual (CROW, 2021).

Alguns imunocomplexos, particularmente os que contém proteinas de DNA ou RNA,
ativam o sistema imune inato através de receptores toll-like 9 e 7. A ativagdo de células
dendriticas resulta na produg¢ado de interferon tipo 1 ¢ TNF-0, enquanto as células T produzem
interferon gama (IFN-y), IL-6 e IL-10. Assim, tanto a imunidade inata quanto a adaptativa
resultam na produgao continua de autoanticorpos (LANNA, FERREIRA, TELLES, 2019).

O recrutamento de neutréfilos e monocitos € acentuado na glomerulonefrite lupica
ativa. Uma rede complexa de ativagdo de citocinas media o influxo dessas células,

promovendo efeitos na proliferacdo mesangial, produgcdo de matriz e formacgdo de crescentes.



19

As citocinas inflamatorias e fibrogénicas reguladas positivamente incluem IL-1, receptor de

IL-2, IL-6, IFN-a e y, TNF-a e TGF- (GUPTA, KAPLAN, 2019).

2.6. TREM-1: estrutura e funcio

TREM ¢ uma familia de receptores de superficie celular do tipo imunoglobulina (Ig),
expressos em mondcitos, neutrofilos e macrofagos. Esses receptores desempenham papel
crucial em como o sistema imune responde a infecgdes e inflamagdes. Existem varias
isoformas ativadoras e inibidoras codificadas por um cluster de genes ligados ao Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), sendo o TREM-1 e o TREM-2 melhor estudados
(TESSARZ, CERWENKA, 2008; BARRAUD, GIBOT, 2011).

O TREM-1 possui um dominio extracelular que contém uma regido do tipo Ig,
responsavel pelo reconhecimento de ligantes e pela interagdo com padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs) e patogenos (PAMPs). Ele atua em conjunto com outros
receptores, como os Toll-like receptors, aumentando a sensibilidade a estimulos inflamatdrios
(COLONNA, 2003; ARTS et al, 2013).

O dominio transmembrana interage com a molécula adaptadora DAP12, que contém
um motivo de ativacao baseado em tirosina (ITAM), ativando vias de sinalizacao intracelular,
como NF-kB e MAPK, que regulam a expressdo de genes pro-inflamatdrios. Isso resulta na
producdo amplificada de citocinas e quimiocinas, incluindo TNF-a, IL-6 e IL-1 (FAN et al,
2024; MURAKAMI, KOHSAKA, 2009).

O TREM-1 pode ser clivado da membrana celular e liberado na forma soluvel
(sTREM-1). A deteccao de STREM-1 ¢ nao invasiva e pode ser feita em fluidos bioldgicos,
como soro, plasma, liquido peritoneal ou urina. Estudos clinicos mostram uma correlagao
entre altos niveis de STREM-1 e prognéstico ruim em doengas autoimunes, infec¢des e
malignidades (GIBOT et al, 2004; LI et al, 2024).

Bloqueadores do TREM-1, como o peptideo LR12, mostraram eficiacia em estudos
pré-clinicos para reduzir inflamacao e melhorar a resposta imune antitumoral. Nangibotide ¢ o
primeiro candidato a medicamento direcionado ao TREM-1 a alcangar o desenvolvimento em
fase clinica e tem sido estudado em choque séptico. Inibidores como o GF9 e o PY159
(anticorpo monoclonal agonista) apresentam potencial terapéutico para cancer e outras

doengas inflamatorias. (LI et a/, 2024; CUVIER et al, 2018).



20

3. JUSTIFICATIVA

Na capital do Estado do Amazonas, um servico de atencdo terciaria atende elevado
nimero de pacientes com doengas autoimunes complexas, incluindo o lipus eritematoso
sistémico (LES). Entre os mais de 1000 pacientes com LES cadastrados no servigo de
reumatologia de referéncia, o comprometimento renal clinicamente evidente ¢ comum e
representa uma das manifestagdes mais preocupantes da doenca, pela possibilidade de
evolucdo para disfun¢do renal, necessidade de dialise e aumento de mortalidade.

Embora avangos terapéuticos tenham melhorado o manejo, ainda ¢ desafiador predizer
que pacientes desenvolverdo nefrite lipica, quais evoluirdo com recaidas ou aqueles que
apresentardo doencga refrataria. O diagndstico € o monitoramento dependem de um conjunto
de sinais clinicos e exames laboratoriais, assim como da bidpsia renal, que ¢ um procedimento
invasivo e de acesso limitado. Nenhum marcador isolado ¢ suficiente para determinar a
atividade renal com precisdo até o momento

O desenvolvimento de marcadores especificos para diagnodstico e monitoramento,
além de novos tratamentos tem focado em etapas-chave da patogénese da nefrite lupica.
Assim sendo, o receptor TREM-1 surge como um possivel alvo, dada sua associacdo com
processos inflamatorios exacerbados. Este estudo objetiva avaliar o TREM-1 soluvel sérico
como marcador de atividade de doenga na nefrite lupica, comparando pacientes com

comprometimento renal ativo com pacientes com LES inativo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar o TREM-1 solavel sérico como marcador de atividade de doenga na nefrite

lupica.

4.2. Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, laboratoriais e das métricas
dos participantes com LES;

e Comparar os valores de sSTREM-1 sérico de participantes com LES e controles
saudaveis;

e Comparar os valores de sSTREM-1 sérico de participantes com nefrite lupica ativa e
LES inativo;

e Identificar associacdo entre os valores de STREM-1 encontrados e as medicagdes

em uso entre os participantes com LES.
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5. METODOLOGIA

5.1. Aspectos éticos

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Universitario Gettlio Vargas (HUGV) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e foi
aprovado em julho de 2023 sob o nimero CAAE 69194523.4.0000.5020 (ANEXO A). A
pesquisa foi conduzida de acordo com os principios éticos da Declaragdo de Helsinque e

normativas do Conselho Nacional de Saude.

5.2. Tipo e local de estudo
Estudo observacional transversal, realizado no servico de reumatologia do

Ambulatério Aratgjo Lima (AAL)/HUGV/UFAM.

5.3. Populacio e amostra estudada

Neste servigo estdo cadastrados 1025 pacientes que preencheram os critérios de
classifica¢do para LES. A amostragem foi feita por conveniéncia, composta por pacientes que
estavam em acompanhamento ambulatorial durante o periodo do estudo, com diagndstico de
nefrite lupica em atividade, comparados a pacientes com LES inativo, em uma distribui¢ao

1:1.

5.3.1. Critérios de inclusdo
Foram incluidos no estudo os pacientes maiores de 18 anos que:

e Apresentavam diagnostico de lupus eritematoso sist€émico baseado nos critérios de
classificagido EULAR/ACR de 2019 (ANEXO B);

e Apresentavam acometimento renal pela doenca, definido através da presenca de
proteinuria de 24 horas maior que 500 mg (ou relagdo proteina/creatinina > 0,5), com
ou sem alteragdes de sedimento urinario (hemattria, cilindros celulares ou
leucocittria), com SLEDAI2K (ANEXO C) maior ou igual a 4 — pacientes com nefrite
em atividade;

e Apresentavam LES sem atividade nos ultimos 6 meses de acompanhamento, com

SLEDAI2K menor que 4 — grupo de comparagao;
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e Acompanhavam regularmente no AAL, com registro em prontuario correspondente ao

periodo de 6 meses antes da coleta de amostra de sangue.

5.3.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes que:

e Apresentavam diagnostico de nefrite lupica classe VI (ANEXO D) por meio de
biopsia renal,

e Apresentavam outra causa mais provavel para o quadro renal, dentre elas diabetes
melito, hipertensdo arterial sistémica e sindrome do anticorpo antifosfolipideo;

e Apresentavam infec¢do de qualquer foco no dia da coleta da amostra de sangue;

e Tiveram registro de dados incompletos no prontudrio, com comprometimento de

dados da pesquisa no periodo avaliado, bem como prontuérios extraviados.

5.4. Coleta de dados

Foi realizado levantamento através dos agendamentos ambulatoriais no periodo de
novembro de 2023 a setembro de 2024 dos pacientes com diagnostico de LES e nefrite lupica.
As datas das consultas subsequentes foram verificadas e os participantes foram convidados no
dia das consultas, apds a realizagdo destas e preenchimento dos critérios de inclusao, a
participarem do estudo. A formalizagdo foi feita com a assinatura do TCLE (ANEXO E).

Procedeu-se entdo a coleta de 10 ml de sangue de veia periférica em tubo de coleta
com gel e ativador de codgulo, com auxilio de duas colaboradoras. A equipe utilizou
equipamentos de protecao individual, como luvas, méscara, gorro e avental descartavel, como
medidas de seguranga para o manuseio de material bioldgico. A coleta foi padronizada para
garantir uniformidade, com treinamento da equipe e protocolos previamente estabelecidos. O
processamento das amostras foi realizado no laboratorio do HUGV.

Constituido um biorrepositorio, que ¢ uma colecdo de material biolégico humano,
coletado e armazenado ao longo da execug¢do de um projeto de pesquisa especifico, apds o
devido consentimento do participante da pesquisa (através do TCLE), autorizando a coleta, o
deposito, o armazenamento e a utilizacdo do material.

As amostras encontram-se armazenadas no Laboratério de Imunologia e Doengas
infecciosas do Programa de pos-graduacao em Imunologia basica e aplicada da UFAM, em

Manaus/AM, sob responsabilidade do orientador deste projeto, em freezer em temperatura de
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-80° C, até a apresentacdo e publicagdo dos dados desta pesquisa. Apds este prazo, este
material bioldgico seréd destruido e o biorrepositorio serd encerrado.

O participante da pesquisa foi orientado que poderia retirar a qualquer tempo e sem
quaisquer 6nus ou prejuizos o consentimento de guarda e utilizagdo da amostra de sangue
armazenada, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo, por escrito e com
assinatura, cabendo aos pesquisadores a devolug¢do. Caso nova pesquisa vier a ser realizada
com o material, serd submetida novamente a aprovacao do CEP institucional.

Os prontuarios dos participantes foram avaliados, para confirmar a regularidade no
acompanhamento nos ultimos 6 meses. O registro de dados foi realizado em instrumento de
coleta especifico (ANEXO G) e os dados referentes a identificagdo foram codificados para
evitar a perda do anonimato. Obtidos entdo os dados sobre o perfil demografico, clinico e
laboratorial dos participantes.

O processamento da amostra e quantificacdo de STREM-1 sérico foi realizado por
outras duas colaboradoras, no laboratorio de Imunologia Molecular da UFAM, através de kit
de ELISA da Thermofisher (catdlogo n° EHTREMI — 96 tests), conforme instrugdes do
manual (ANEXO H). Utilizadas também, apds assinatura de termo de consentimento,
amostras de sangue de 88 controles saudaveis, pareadas pela idade, para comparacao dos
valores de STREM-1 com o total de participantes com LES.

Os dados foram inseridos e armazenados em banco de dados no formato compativel
com o software Microsoft Excel, depois de finalizada a coleta, protegido por senha,
posteriormente preparado para a analise estatistica. As amostras de sangue serdo armazenadas
até publicagdo dos dados deste trabalho. A consisténcia dos dados foi verificada antes da

analise estatistica, com inspe¢do manual e identificagdo de possiveis inconsisténcias.

5.5. Variaveis de interesse

Os principais dados avaliados foram sexo, idade, tempo de diagnostico, procedéncia,
critérios de classificagdo de LES, presenga de bidpsia renal, classificagdo histologica de
nefrite, dados clinicos (presenga de HAS e didlise) e laboratoriais (proteinuria, creatinina
sérica, anti-DNA nativo, complemento sérico e urindlise), métricas de avaliagdo de doenca,
uso prévio e atual de medicagdes e valores de STREM-1 sérico.

Entre as métricas utilizadas estavam: avalia¢dao de atividade de doenga (SLEDAI2K ¢

SLE DAS); indices de remissao e baixa atividade (DORIS e LLDAS, respectivamente); indice
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de dano SLICC; LUCAS, instrumento preditor de classe histologica proliferativa de nefrite; e
inferéncia clinico-laboratorial de classe de nefrite pela propria autora.

Os desfechos avaliados foram: comparacao dos escores SLEDAI2K e SLE DAS nos
participantes com LES; comparagdo dos valores de STREM-1 entre os controles saudaveis e o
total de participantes com LES; comparacdo dos valores de STREM-1 entre os grupos com
nefrite ativa e LES inativo; associacdo dos valores de sSTREM-1 com as medicagdes em uso

nos grupos com nefrite ativa, LES inativo e em todos os participantes com LES.

5.6. Analise dos dados

O tamanho amostral foi calculado utilizando o G*Power para um teste t de
compara¢do de médias entre dois grupos independentes (pacientes com nefrite lipica ativa e
pacientes com LES inativo). Foi utilizado um tamanho de efeito (Cohen's d) de 0,5,
correspondente a um efeito médio, erro alfa de 0,05 (nivel de significancia de 5%) e poder
estatistico de 95%. Com esses parametros, o calculo resultou em 88 participantes por grupo,
totalizando 176 participantes para o estudo, com um poder real de 95,14%.

As analises estatisticas foram realizadas na linguagem R por meio do IDE RStudio, na
versao 2023.12.1 Build 402. O nivel de significancia adotado foi de 0,05 para todos os testes
estatisticos. Para a descricdo das caracteristicas dos participantes, foram utilizadas analises
exploratorias dos dados por meio de tabelas de contingéncia, nas quais a variavel das colunas
representou os grupos caso (nefrite ativa) e controle (LES inativo). Os percentuais
apresentados foram calculados com base no niimero total de observagdes de cada coluna.

As varidveis qualitativas foram representadas pela contagem absoluta (n) e pela
porcentagem (%). Para a comparacdo entre os grupos, foram aplicados o Teste do Qui-
quadrado e o Teste Exato de Fisher. Ja para as varidveis quantitativas, a representacao foi feita
por meio da mediana e do primeiro (Q1) e terceiro (Q3) quartis. Nesses casos, foi utilizado o
Teste de Mann-Whitney. Foram ainda incluidas linhas identificadas como "Sem informagao"
para indicar dados ausentes.

Construidas curvas ROC para avaliagdo da capacidade discriminativa dos escores
SLEDAI2K e SLE DAS no grupo nefrite ativa. Calculados por classificagao binaria e teorema
de Bayes os valores de sensibilidade e especificidade para diferentes cut-off de escores

SLEDAI2K e SLE DAS em todos os participantes com LES.
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A comparagao dos valores de STREM-1 sérico entre os controles saudaveis e o total de
participantes com LES foi realizada através de teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de
comparagdes multiplas ndo paramétricas. A representacao dos dados foi feita através de
boxplot e foi construida curva ROC para analise.

Para comparagdo dos valores de STREM-1 entre os grupos nefrite ¢ LES inativo, as
analises foram iniciadas por meio da visualizagdo da distribui¢do dos dados da varidvel
sTREM-1 em visdo estratificada por grupo. Dadas as caracteristicas da distribui¢dao dos dados,
o teste utilizado para avaliar a diferenca estatistica entre as medidas resumo de cada grupo foi
o teste de Mann-Whitney. Os dados foram representados por meio de boxplot e foi construida
curva ROC para analise.

A associagdo dos valores séricos de STREM-1 e as medicagdes em uso foi iniciada por
meio da visualiza¢do da analise grafica da distribuicdo dos dados da variavel STREM-1. Os
dados apresentavam formato assimétrico com valores extremos. Para contornar essa questao
foi utilizada nos dados a aplicacdo do logaritmo natural (In), que resultou em diminuicao da
dispersao e, assim, foi possivel aplicar analises mais simples.

Procedeu-se com o modelo de regressao linear e foram utilizadas analises tomando
como variavel resposta o STREM-1. A validag¢ao foi feita por meio do Half-Normal plots com
envelope de simulagdes para verificar adequagdo. Foi realizada uma sele¢do de varidveis
através de um algoritmo, comegando com todas as medicagdes através de regressdo linear
simples, primeiro no grupo nefrite ativa, depois no grupo LES inativo e, por fim, uma

regressao linear multipla com todos os participantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Selecao e inclusao dos participantes da pesquisa

De 1025 pacientes cadastrados no ambulatdrio, 813 prontuarios estavam disponiveis.
448 foram triados e encontravam-se elegiveis. Excluidos 268 participantes, que apresentavam
atividade em outro 6rgdo que ndo o rim, que tinham outro diagnéstico mais provavel para
glomerulonefrite, que apresentavam infeccao ou que nao consentiram participar da pesquisa.

Quatro participantes foram excluidos pela impossibilidade de coleta de sangue.
Coletadas amostras de 176 participantes, inicialmente 88 classificados como sendo do grupo
nefrite ativa e outros 88 com LES inativo. No entanto, apos reavaliagdo, devido leucocituria e
hematuria de outra etiologia, 85 participantes foram classificados como tendo nefrite ativa e

91 como LES inativo (figura 1).

Pacientes cadastrados como lupus
eritematoso sistémico no servico
(n=1025)
Pacientes com registro de 6bito ou
prontudrios extraviados
(n=212)
§ Pacientes com prontuario disponivel
E para avaliag@o
’?n (n=2813)
é’ Pacientes sem agendamento
ambulatorial durante o periodo
(n=1365)
Pacientes triados através do
agendamento ambulatorial
(n=448)
Participantes excluidos
(n=272)
1§ Participantes incluidos (n = 176)
% Nefrite ativa (n = 88)
k= LES inativo (n = 88)
@ !
4 Participantes incluidos (n = 176)
g Nefrite ativa (n = 85)
< LES inativo (n =91)

Figura 1. Fluxograma sobre elegibilidade e inclusdo dos participantes
Fonte: Elaborado pela autora.
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6.2. Dados gerais dos participantes com nefrite lupica e lapus inativo

O sexo feminino teve predominio, com propor¢do de cerca de 9 mulheres para 1
homem, ndo se observando diferenca entre os grupos. O grupo nefrite tinha idade menor e
apresentava também menor tempo de doenga comparado ao LES inativo. No entanto, a
mediana de tempo de doenga no grupo nefrite foi considerada elevada. Quanto a procedéncia,
ndo houve diferenca entre os grupos, apesar de se supor que haveria mais pacientes com

nefrite na capital, devido melhor infraestrutura de saude (tabela 1).

Tabela 1. Dados gerais dos participantes com LES incluidos

Grupo
Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valor’
N=91' N =385’
Sexo 0,700
Feminino 83 (91%) 76 (89%) 159 (90%)
Masculino 8 (9%) 9 (11%) 17 (10%)
Idade 42 (35;53) 33 (25;41) 38 (30; 48) <0,001
Idade ao diagnéstico 29 (21; 38) 23 (18;29) 26 (19; 33) <0,001
Tempo de doenca 13 (6; 20) 8 (4;16) 11(5;18) 0,022
Procedéncia 0,600
Capital 73 (80%) 71 (84%) 144 (82%)
Outros 18 (20%) 14 (16%) 32 (18%)

"n (%); Mediana (Q1; Q3), onde Q1 é o 1° quartil e Q3 o 3° quartil.
? Teste de Quiquadrado; Teste Mann-Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.3. Critérios de classificacido para LES entre os participantes

FAN nuclear homogéneo foi o mais frequente, sendo os padrdes nucleolar e quasi-
homogéneo os menos encontrados, este tltimo provavelmente por ter sido mais recentemente
identificado. Houve ainda denominagdo inadequada de alguns padrdes (somente nuclear e
nuclear pontilhado), possivelmente por falha na descrigdo do exame.

Os critérios clinicos mais encontrados foram manifestagdes cutaneas e artrite. Houve
diferenca entre os grupos em relacdo a artrite, mais frequente no grupo LES inativo, e
serosite, mais presente no grupo nefrite. Algo a destacar ¢ que quase 50% dos participantes do
grupo LES inativo havia apresentado nefrite previamente. Como esperado, complemento

baixo e anti-DNA reagente foram mais identificados no grupo nefrite (tabela 2).
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Tabela 2. Critérios de classificagio EULAR/ACR 2019 para LES entre os participantes

Grupo
Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valor’
N=91" N =85'

FAN padrio 0,700

Citoplasmatico pontilhado reticular 2 (2,3%) 0 (0%) 2 (1,2%)

Nuclear 0 (0%) 2 (2,6%) 2 (1,2%)

Nuclear homogéneo 42 (48%) 40 (51%) 82 (50%)

Nuclear pontilhado 6 (6,9%) 4 (5,1%) 10 (6,1%)

Nuclear pontilhado fino 15 (17%) 12 (15%) 27 (16%)

Nuclear pontilhado fino denso 4 (4,6%) 2 (2,6%) 6 (3,6%)

Nuclear pontilhado grosso 18 (21%) 16 (21%) 34 (21%)

Nucleolar 0 (0%) 1 (1,3%) 1 (0,6%)

Quasi-homogéneo 0 (0%) 1 (1,3%) 1 (0,6%)
Sem informacao 4 7 11
Dominios clinicos
Febre 7 (7,7%) 7 (8,2%) 14 (8,0%) 0,900
Hematologico 44 (48%) 47 (55%) 91 (52%) 0,400
Neurologico 11 (12%) 11 (13%) 22 (13%) 0,900
Cuténeo 85 (93%) 76 (89%) 161 (91%) 0,300
Serosite 26 (29%) 40 (47%) 66 (38%) 0,011
Articular 74 (81%) 51 (60%) 125 (71%) 0,002
Nefrite 45 (49%) 85 (100%) 130 (74%) <0,001
Dominios imunologicos
Anticorpos antifosfolipideos 8 (8,8%) 12 (14%) 20 (11%) 0,300
Complemento baixo 32 (35%) 60 (71%) 92 (52%) <0,001
Anti-DNA nativo 39 (43%) 56 (66%) 95 (54%) 0,002
Anti-Sm 12 (13%) 15 (18%) 27 (15%) 0,400

"1 (%).
? Teste Exato de Fisher; Teste de Quiquadrado.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.4. Caracteristicas das bidpsias renais entre os participantes

No registro de bidpsias renais realizadas foi encontrado maior nimero no grupo
nefrite. Contudo, percentual considerdvel do grupo LES inativo também havia realizado. Das
biopsias do grupo nefrite, 3 (10,3%) apresentaram resultado inconclusivo, nimero
considerado relevante, ja que se trata de um procedimento invasivo, ndo isento de risco. Os

indices de atividade e cronicidade foram registrados em 23 (82,1%) participantes com classes
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proliferativas, ndo havendo diferenca quanto a estes indices entre os grupos, apesar de se

acreditar que seriam mais elevados no grupo nefrite (tabela 3).

Tabela 3. Registro de biodpsias renais e classes de nefrite lupica entre os participantes

Grupo
Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valor’
N=91' N =85’

Biopsia renal 17 (19%) 29 (34%) 46 (26%) 0,020
Classe de biopsia 0,034

I 4 (24%) 1 (3,4%) 5(10,9%)

I 3 (18%) 2 (6,9%) 5(10,9%)

/v 0 (0%) 1 (3,4%) 1(2,1%)

v 9 (53%) 10 (34,5%) 19 (41,3%)

IvV/iV 0 (0%) 3 (10,3%) 3 (6,5%)

\% 1 (5,9%) 9 (31%) 10 (21,7%)

Inconclusiva 0 (0%) 3(10,3%) 3 (6,5%)
Indice de atividade 6(4;9) 5(4;11) 6(4;11) 0,900
indice de cronicidade 0(0;4) 3(2;6) 2(0;5) 0,100
Sem informagao 82 71 153

"1 (%); Mediana (Q1; Q3), onde Q1 ¢ o 1° Quartil ¢ Q3 o 3° Quartil.
? Teste de Quiquadrado; Teste Exato de Fisher; Teste de Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.5. Dados clinicos e laboratoriais avaliados entre os participantes

Somente participantes do grupo nefrite estavam em hemodialise, entretanto o
percentual de 6% desta amostra foi considerado baixo. A elevagdo da pressao arterial foi mais
frequente no grupo nefrite, bem como todos os dados laboratoriais avaliados. Anti-DNA
nativo ndo foi feito em 38 (21,6%) participantes, sendo 14 (16,5%) no grupo nefrite, o que
pode estar relacionado a dificuldade no acesso a realizagdo do exame neste servigo.

A proteinuria de 24h foi o exame mais realizado para quantificagdo, enquanto a
relacdo proteina/creatinina em amostra isolada de urina foi avaliada em somente 30 (17%)
participantes. Os valores de medianas destes exames foram consideravelmente mais elevados

no grupo nefrite, o que permitiu classificar de forma adequada os dois grupos (tabela 4).
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Tabela 4. Dados clinicos e laboratoriais avaliados entre os participantes

Grupo

Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valor’

N=91' N =385’
Dialise 0 (0%) 5(5,9%) 5(2,8%) 0,025
HAS 16 (18%) 47 (56%) 63 (37%) <0,001
Sem informagao 4 1 5
EAS normal 83 (95%) 15 (18%) 98 (58%) <0,001
Sem informagao 4 2 6
Hematuria 2 (2,3%) 28 (34%) 30 (18%) <0,001
Cilindruria 0 (0%) 16 (19%) 16 (9,4%) <0,001
Leucocituria 0 (0%) 44 (53%) 44 (26%) <0,001
Complemento baixo 14 (16%) 41 (48%) 55 (32%) <0,001
Sem informagao 2 0 2
Anti-DNA nativo reagente 26 (39%) 41 (58%) 67 (49%) 0,026
Sem informagao 24 14 38
Creatinina sérica 0,80 (0,60; 0,97) 0,91 (0,70; 1,40) 0,81 (0,66; 1,12) <0,001
Sem informagao 1 0 1
Clearance de creatinina 97 (79; 113) 84 (53; 115) 90 (68; 113) 0,027
Relacao proteina/creatinina 0,11 (0,06; 0,25) 2,14 (0,76; 4,90) 0,65 (0,17; 2,25) <0,001
Sem informagao 79 67 146
Proteiniria de 24h 153 (115;303) 1416 (905; 2500) 523 (153; 1440) <0,001
Sem informacao 14 4 18

"1 (%); Mediana (Q1; Q3), onde Q1 é o 1° Quartil e Q3 o 3° Quartil.
? Teste Exato de Fisher; Teste Quiquadrado; Teste de Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.6. Métricas de avaliacdo de doenca entre os participantes

Os indices de atividade (SLEDAI2K e SLE DAS) permitiram distinguir
adequadamente os dois grupos avaliados, assim como os indices de remissao (DORIS) e baixa
atividade de doenca (LLDAS). Os participantes do grupo nefrite ativa apresentaram maiores
valores de mediana de SLEDAI2K e SLE DAS e ndo preencheram critérios DORIS e
LLDAS.

O indice de dano SLICC foi maior no grupo nefrite, possivelmente associado a

gravidade da doenga e ao tratamento utilizado. A inferéncia clinico-laboratorial de classe de



32

nefrite foi realizada somente nos participantes com nefrite, pois estes apresentavam alteragdes
laboratoriais que possibilitaram a avaliacao.

O instrumento preditor de classe proliferativa de nefrite lapica (LUCAS) identificou
valores mais elevados no grupo nefrite e também permitiu discriminar os dois grupos.
Entretanto, como ¢é necessario anti-DNA nativo, creatinina ¢ EAS para o calculo, os dados

ausentes podem ter interferido no resultado encontrado (tabela 5).

Tabela 5. Métricas de avaliagdo de doenga entre os participantes

Grupo
Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valorz
N=91' N =285’

SLEDAI2K 0(0;2) 10 (8; 14) 4 (0; 10) <0,001
SLE DAS 0,4 (0,4; 1,3) 11,7 (9,7; 14,5) 2,1(0,4;11,5) <0,001
LLDAS 77 (85%) 0 (0%) 77 (44%) <0,001
DORIS 74 (81%) 0 (0%) 74 (42%) <0,001
Dano SLICC 0(0;1) 1(0;2) 1(0;2) 0,008
Classe clinica

11 - 28 (33%) 28 (33%)

111A% - 1 (1,2%) 1 (1,2%)

v - 39 (46%) 39 (46%)

IvV/vV - 15 (18%) 15 (18%)

v - 2 (2,4%) 2 (2,4%)
LUCAS 12 (8;36) 62 (30; 87) 33 (10; 74) <0,001
Sem informagao 28 16 44

"' Mediana (Q1; Q3), onde Q1 € o 1° Quartil e Q3 o 3° Quartil; n (%).
? Teste de Mann Whitney; Teste de Quiquadrado.
Fonte: Elaborado pela autora

Na tabela 6 foram avaliadas as categorias de SLEDAI2K e SLE DAS. Observa-se que
o SLE DAS pareceu diferenciar melhor os participantes do grupo LES inativo do que o
SLEDAI2K, pois o percentual de remissao foi mais alto no grupo LES inativo com o SLE

DAS. No grupo nefrite ativa o percentual de moderada/grave atividade também foi mais

elevado com o SLE DAS comparado ao SLEDAI2K.



Tabela 6. Categorias de SLEDAI2K e SLE DAS entre os participantes

Grupo
Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valor’
N=91" N =85’
SLEDAI2K atividade <0,001
Muito grave 0 (0%) 5 (5,9%) 5(2,8%)
Grave 0 (0%) 29 (34%) 29 (16%)
Moderada 0 (0%) 38 (45%) 38 (22%)
Leve 35 (38%) 13 (15%) 48 (27%)
Remissao 56 (62%) 0 (0%) 56 (32%)
SLE DAS atividade <0,001
Moderada/grave 0 (0%) 79 (93%) 79 (45%)
Leve 1 (1,1%) 6 (7,1%) 7 (4,0%)
Remissao 90 (99%) 0 (0%) 90 (51%)
"1 (%).

? Teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 2 mostrou que o SLE DAS foi discretamente superior ao SLEDAI2K na
discriminagdo de nefrite lipica ativa com a comparagdo entre as curvas ROC (p = 0,014).
Outra vantagem do SLE DAS ¢ o menor tempo necessario para o calculo devido a menor
quantidade de itens deste escore comparado ao SLEDAI2K. Os valores de sensibilidade e
especificidade calculados por classificagdo binaria e teorema de Bayes para diferentes cut-off

de SLEDAI2K e SLE DAS em todos os participantes estdo demonstrados na tabela 7 e 8,

respectivamente.
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Figura 2. Capacidade discriminativa dos escores SLEDAI2K e SLE DAS para nefrite lupica em atividade.
2A: Curva ROC para avaliar SLEDAI2K para nefrite lpica com cut-off 4 mostrou sensibilidade de 100% e
especificidade de 90,1%, VPP 90,43%, VPN 100%.
2B: Curva ROC para avaliar SLE DAS para nefrite lipica com cut-off 2,48 mostrou sensibilidade de 100% e
especificidade de 98,9%, VPP 98,8%, VPN 100%.
VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo Negativo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7. Valores de sensibilidade e especificidade calculados para diferentes cut-off do escore SLEDAI2K,
considerando os grupos LES inativo e nefrite lupica ativa.

Cutoff  Sensibilidade Especificidade VPP VPN Youden's AUC Escore
0 100% 0% 48.3% - 0,000 0,992 1,000
2 100% 61,54% 70,83% 100% 0,615 0,992 1,615
4 100% 90,11% 90,43% 100% 0,901 0,992 1,901
6 84,71% 100% 100% 87,5% 0,847 0,992 1,847
8 76,47% 100% 100% 81,98% 0,765 0,992 1,765
10 57,65% 100% 100% 71,65% 0,576 0,992 1,576
11 40% 100% 100% 64,08% 0,400 0,992 1,400
12 38,82% 100% 100% 63,64% 0,388 0,992 1,388
14 30,59% 100% 100% 60,67% 0,306 0,992 1,306
16 16,47% 100% 100% 56,17% 0,165 0,992 1,165
18 8,24% 100% 100% 53,85% 0,082 0,992 1,082
20 5,88% 100% 100% 53,22% 0,059 0,992 1,059
28 1,18% 100% 100% 52% 0,012 0,992 1,012

VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo Negativo. Valores calculados por classifica¢do binaria
e teorema de Bayes.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 8. Valores de sensibilidade e especificidade calculados para diferentes cut-off do escore SLE DAS,
considerando os grupos LES inativo e neftite lupica ativa.

Cutoff Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Youden AUC Escore
2,48 100% 98,9% 98,84% 100% 0,989 1,000 1,989
6,62 100% 100% 100% 100% 1,000 1,000 2,000
6,88 98,82% 100% 100% 98,91% 0,988 1,000 1,988
7,19 97,65% 100% 100% 97,85% 0,976 1,000 1,976
7,29 96,47% 100% 100% 96,81% 0,965 1,000 1,965
7,41 95,29% 100% 100% 95,79% 0,953 1,000 1,953

VPP = Valor Preditivo Positivo, VPN = Valor Preditivo Negativo. Valores calculados por classificagdo binaria ¢
teorema de Bayes.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.7. Medicacoes de uso prévio e atual entre os participantes

Quanto ao uso prévio de medicagdes, o grupo nefrite fez uso mais frequente de
ciclofosfamida, como esperado, porém cerca de 1/3 dos participantes do grupo inativo
também havia feito uso. Todos os outros imunossupressores foram mais utilizados nos
participantes com nefrite, exceto o metotrexato, que foi mais usado no grupo inativo, devido
as manifestacdes clinicas mais frequentes neste grupo, € o rituximabe, que ndo apresentou
diferenca entre os grupos.

Com relagao ao tratamento em uso, a maior parte dos participantes encontrava-se em
uso de prednisona, porém esta foi mais frequente e com dose mais elevada no grupo nefrite.
Nao houve diferenca na frequéncia de uso de rituximabe e antimalaricos entre os grupos, estes
ultimos porque sao recomendados em todos os pacientes. O uso de antiproteinuricos e demais
imunossupressores foram mais frequentes nos participantes com nefrite, exceto a azatioprina,

provavelmente por causa das caracteristicas e gravidade deste grupo (tabela 9).
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Tabela 9. Uso prévio e atual de medicag¢des entre os participantes

Grupo

Caracteristicas Inativo Nefrite Total, N = 176’ p-valor’

N=91' N =85’
Uso prévio
Ciclofosfamida 29 (32%) 54 (64%) 83 (47%) <0,001
Micofenolato 6 (6,6%) 23 (27%) 29 (16%) <0,001
Azatioprina 25 (27%) 36 (42%) 61 (35%) 0,038
Metotrexato 17 (19%) 6 (7,1%) 23 (13%) 0,022
Rituximabe 5(5,5%) 10 (12%) 15 (8,5%) 0,140
Tacrolimus 0 (0%) 6 (7,1%) 6 (3,4%) 0,012
Uso atual
Prednisona 66 (73%) 79 (93%) 145 (82%) <0,001
Dose de prednisona 5(5;5) 5(5;20) 5(5;10) <0,001
Antimalaricos 65 (71%) 65 (76%) 130 (74%) 0,400
Antiproteinuricos 39 (43%) 68 (80%) 107 (61%) <0,001
Ciclofosfamida 0 (0%) 7 (8,2%) 7 (4,0%) 0,005
Micofenolato 18 (20%) 52 (61%) 70 (40%) <0,001
Azatioprina 19 (21%) 8(9,4%) 27 (15%) 0,035
Rituximabe 0 (0%) 3 (3,5%) 3 (1,7%) 0,110
Tacrolimus 0 (0%) 8(9,4%) 8 (4,5%) 0,002

"1 (%); Mediana (Q1; Q3), onde Q1 ¢ o 1° Quartil ¢ Q3 o 3° Quartil.
? Teste de Quiquadrado; Teste Exato de Fisher; Teste de Mann Whitney.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.8. Comparacio dos valores séricos de STREM-1 entre controles saudaveis e o total de
participantes com LES

A distribuicdo dos valores séricos de STREM-1 foi avaliada por meio de boxplot
(figura 3A), permitindo a visualiza¢do da dispersdo dos valores nos controles saudaveis e no
total de participantes com LES. Os resultados mostraram distingdo evidente entre os grupos (p
<0,0001), com os controles saudaveis apresentando valores baixos de STREM-1, enquanto os
participantes com LES exibiram concentragdes elevadas.

Para avaliar a capacidade de sTREM-1 em diferenciar controles saudaveis de
individuos com LES foi construida uma curva ROC (figura 3B) e a area sob a curva obtida foi
de 1,00, demostrando excelente capacidade de discriminacdo do marcador (p < 0,0001). Para

cut-off de 213,9 pg/mL a sensibilidade calculada foi 99,4 (IC 95%: 96,8 — 99,9%) e



37

especificidade 100% (95% — 100%). Apesar da alta capacidade discriminativa observada, ¢
necessario considerar possiveis vieses interferindo nesses resultados, como os controles

saudaveis selecionados e o processamento realizado nas amostras.
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Figura 3. Comparacido do sSTREM-1 sérico entre controles saudaveis e todos os participantes com LES.
3A: Boxplot de STREM-1 sérico nas duas populagdes.
3B: Curva ROC demostrando a capacidade de discriminagdo do marcador sTREM-1 sérico em controles
saudaveis e todos os participantes com LES.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.9. Comparacao dos valores séricos de STREM-1 entre os grupos inativo e nefrite

A andlise da distribui¢do dos valores séricos de STREM-1 entre os grupos com LES
inativo e nefrite lupica ativa foi realizada por meio de boxplot (figura 4A). Os resultados nao
mostraram distingdo entre os grupos (p = 0,293), com valores obtidos de mediana de STREM-
1 de 344,84 pg/mL no grupo com LES inativo e de 327,81 pg/mL no grupo com nefrite ativa.

Para avaliar o desempenho diagnostico do sSTREM-1 na diferenciacdo entre pacientes
com nefrite ativa e aqueles com LES inativo foi construida uma curva ROC (figura 4B). A
area sob a curva obtida foi de 0,58 (IC 95%: 0,46 — 0,63), indicando uma capacidade baixa de
discriminacdo entre os dois grupos. A curva ROC demonstra que, apesar da diferenga nos
valores de STREM-1 entre os grupos, a capacidade deste biomarcador em diferenciar

pacientes com nefrite ativa e lupus inativo apresenta limitagdes significativas.
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Figura 4. Comparacido do sSTREM-1 sérico em participantes com LES inativo e participantes com nefrite ativa.
4A: Boxplot de STREM-1 sérico nas duas populagdes.
4B: Curva ROC demostrando capacidade de discrimina¢do do marcador STREM-1 sérico em participantes com
LES inativo e participantes com nefrite ativa.

Fonte: Elaborado pela autora.

6.10. Associacao do uso de medicacoes com os valores séricos de sSTREM-1

Na tabela 10 encontra-se descrito modelo de regressdo linear que avaliou associagao
do uso de medicagdes com niveis séricos de sTREM-1. A medica¢do que apresentou
significancia estatistica, resultando em aumento de sTREM-1 foi o tacrolimus no grupo
nefrite ativa (coeficiente beta = 0,58, valor p = 0,049). Na figura 5A, observa-se que o valor
ajustado de STREM-1 foi maior em participantes do grupo nefrite que usavam tacrolimus.

Também se identificou significAncia estatistica com o uso de antimalaricos, que
resultou em reducdo dos valores séricos de STREM-1 no grupo LES inativo (coeficiente beta
= -0,54, valor p = 0,007). Verifica-se na figura 5B que o valor sérico ajustado de sSTREM-1
foi menor nos participantes do grupo LES inativo que usavam antimalaricos.

Quando se avaliaram os valores séricos de sTREM-1, considerando todos os
participantes com LES, constatou-se que antimaldricos e tacrolimus apresentaram
significancia estatistica, encontrando-se redu¢do de sSTREM-1 com o uso de antimaldricos
(coeficiente beta = -0,31, valor p = 0,036) e aumento de STREM-1 com o uso de tacrolimus
(coeficiente beta = 0,66, valor p = 0,046).

Nas figuras 5C e 5D, nota-se que o valor sérico ajustado de STREM-1 foi maior no
total de participantes com LES que usavam tacrolimus e menor nos que usavam

antimalaricos. No entanto, esta ultima andlise tem uma varidvel ndo significativa interferindo
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nos resultados (antiproteintricos, p = 0,114), se ela for retirada as outras duas perdem a

significancia estatistica.

Tabela 10. Analises de regressdo linear simples e multipla da associagdo dos valores séricos de STREM-1 e

medicagdes em uso entre os participantes

log(TREM-1)

Preditores Estimativas IC p-valor

A

(Intercepto) 6,00 5,82 -6,18

Tacrolimus 0,58 0,00-1,16 0,049
B

(Intercepto) 6,56 6,22 — 6,89

Antimalaricos -0,54 -0,94 - -0,15 0,007
C

(Intercepto) 6,44 6,15-6,74

Antimalaricos -0,31 -0,60 — -0,02 0,036
Antiproteinuricos -0,21 -0,47 - 0,05 0,114
Tacrolimus 0,66 0,05-1,35 0,046

A: Analise de regressdo linear simples de valores de STREM1 e medica¢des em uso no grupo nefrite ativa.

Observacdes 85, R -0.250.

B: Analise de regressdo linear simples de valores de STREMI1 e medicagdes em uso no grupo LES inativo.

Observacdes 91, R*-0,274.

C: Analise de regressdo linear multipla dos valores de STREM1 e medicagdes em uso no total de participantes

com LES. Observagoes 176, R? Nagelkerke 0,060.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 5. Modelos ajustados de associagdo de valores do log sSTREM-1 sérico com o uso de medicagdes.
5A: Modelo univariado no grupo com nefrite lapica ativa.
5B: Modelo univariado no grupo com LES inativo.
5C e 5D: Modelo multivariado no total de participantes com LES.
Fonte: Elaborado pela autora.
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7. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o papel do sSTREM-1 sérico como marcador de atividade de
doenga na nefrite lupica em pacientes de um hospital terciario em Manaus/AM. Descreveu-se
as caracteristicas demograficas, clinicas, laboratoriais e¢ de métricas destes pacientes
comparados aqueles com LES inativo. Compararam-se os valores de STREM-1 entre estes
grupos e com controles saudaveis. Buscou-se associacdo dos valores de sTREM-1 e as
medicagdes em uso nos grupos com nefrite ativa, LES inativo e no total de participantes.

Foram excluidos pacientes com infecg¢do nesta pesquisa, pois em estudo de Kim et al
(2009) que avaliou pacientes febris com LES, com objetivo de diferenciar entre infecg¢do e
atividade, demonstrou-se que os niveis séricos de STREM-1 estavam elevados no grupo com
infeccdo comparado ao grupo com atividade e controles saudaveis. J& Ajmani et al (2019),
que também avaliaram o sTREM-1 na diferenciacdo entre infec¢do e atividade, nao
verificaram diferenca significativa entre aqueles com atividade e com infecgao.

No presente trabalho observaram-se valores elevados de STREM-1 em participantes
com LES em comparacdo a controles saudaveis, assim como Molad ef a/ (2013) e Ajmani et
al (2019) demonstraram, estes, contudo, avaliaram pacientes com infecgdo. Liu et al (2017),
Bassyouni et al (2017) e Yue et al (2023) identificaram valores maiores de STREM-1 em
pacientes com LES do que em controles saudaveis, no contexto de avaliacdo de manifestagoes
clinicas e atividade de doen¢a, como neste estudo.

Yue et al (2023) demonstraram que a curva ROC de sTREM-1 na comparacao de
pacientes com LES e controles saudaveis a revelou como biomarcador valioso, com AUC de
0,95 (IC 95%: 0,91-0,99). Entretanto, algo a destacar sdo os valores encontrados nesta
comparagdo na presente pesquisa e a curva ROC obtida (AUC de 1,00), o que pode estar
relacionado ao processamento de sTREM-1 nesta amostra ¢ a populagdo de controles
saudaveis selecionada.

Foram encontrados valores bastante homogéneos de STREM-1 entre os controles
saudaveis, o que se contrapde aos estudos de Saurer et a/ (2012) e Molad et al (2013), que
encontraram niveis heterogéneos de STREM-1 no sangue de controles saudaveis, sugerindo
que sTREM-1 pode nado refletir apenas sua modulagdo pelas respostas inflamatorias, mas
também pode ser influenciado por fatores inatos ou étnicos.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas na comparagdo dos

valores séricos de STREM-1 entre participantes com nefrite ativa e LES inativo neste estudo,
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0 que nao permitiu estabelecer o papel do sSTREM-1 como marcador de atividade na nefrite
lupica. Molad et al (2013) ndo evidenciaram correlacdo dos niveis de sTREM-1 com
SLEDALI, niveis de complemento ou anti-dsDNA. Liu et al (2017) verificaram que os niveis
de creatinina, PCR e anti-dsDNA estavam mais elevados no grupo com altos niveis de
sTREM-1, indicando, segundo os autores, que os niveis de STREM-1 foram correlacionados
com atividade da doenca. No entanto, somente a avaliacao de creatinina, PCR e anti-dsDNA
ndo permite a confirmagao de atividade em pacientes com nefrite lupica.

Yue et al (2023) observaram associacao positiva entre niveis de sSTREM-1 e SLEDAI,
além de demostrarem que aqueles com maiores niveis de sSTREM-1 apresentaram valores
mais baixos de C3 e niveis mais altos de creatinina. Bassyouni et a/ (2017) evidenciaram que
os niveis de sTREM-1 estavam associados a alto escore SLEDAI e a presenca de
manifestagdes neuropsiquiatricas (Beta = 0,234, p = 0,034). Por outro lado, ndo encontraram
associacao com comprometimento renal, o que corrobora com os achados desta pesquisa.

Em modelo experimental de nefrite imunomediada, Du et al (2016) observaram que os
niveis urindrios de STREM-1, mas ndo os niveis séricos, aumentaram significativamente em
amostras da linhagem nefritica suscetivel a doenga, indicando que a producdo local de
TREM-1 no rim inflamado pode contribuir para a patogénese.

Molad et al (2023) demonstraram que os niveis de sSTREM-1 na urina e no plasma
estavam elevados em pacientes com nefrite lupica ativa e apresentaram correlagdo positiva
significativa com escore mais alto do SLEDAI2K. Contudo, somente niveis urinarios de
STREM-1 foram significativamente associados a escore mais alto de SLEDAI renal e grau
mais elevado de proteinuria. Esses achados permitem notar que a deteccdo de sSTREM-1 na
urina pode ser mais adequada que a avaliagdo sérica em pacientes com nefrite lipica.

Quanto a associagdo de niveis de sTREM-1 ¢ medicagOes utilizadas, foram
evidenciados valores mais altos de STREM-1 com o uso de tacrolimus no grupo nefrite, o que
¢ divergente do encontrado em estudo experimental. Em modelo murino, o tratamento com
tacrolimus reduziu significativamente a expressdo de DAP12, levando a reducdo na ativacao
dos receptores associados, dentre eles 0 TREM-1 (ZAWAWI et al, 2012).

Em modelo experimental de ceratite fingica, o tacrolimus inibiu a ativagdo do TREM-
1 em estadgio inicial, reduzindo a produgdo de IL-1B, TNF-o e outras citocinas pro-
inflamatorias. No entanto, em estagio tardio, a expressdo de TREM-1 aumentou mesmo com

o tacrolimus, sugerindo que este fAirmaco tem um efeito transitorio na regulagdo desta via
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(HUANG et al, 2014). Como ¢ utilizado na nefrite lupica refratdria, em pacientes que se
encontram em estagios nao iniciais da doenca, isto pode ter influenciado nos valores elevados
de sTREM-1 encontrados. Uma possibilidade aventada com estes achados ¢ a realizagao de
estudos avaliando o sSTREM-1 como marcador neste perfil de pacientes.

O uso de antimalaricos no grupo inativo se associou a valores mais baixos de STREM-
1, 0 que corrobora com a continuidade da avaliacdo deste marcador no LES, ja que esta ¢ uma
das principais medicagdes utilizadas na doenga. Molad et a/ (2013) identificaram em modelo
murino um novo mecanismo mediado por metaproteinase 9 (MMP-9) para a liberagcdo de
TREM-1 em macréfagos. A liberagdo de TREM-1 foi encontrada como positivamente
correlacionada com a atividade da MMP-9 e foi inibida pela cloroquina (um inibidor do
TLRY), o que sustenta os achados da presente pesquisa.

Bassyouni et al (2017) ndo encontraram diferencas significativas nos niveis de
STREM-1 em relagdo ao uso de medicacdes. Em estudo de Molad et al (2023), nem os niveis
urinarios nem os plasmaticos de STREM-1 foram afetados pelo tratamento em curso,
incluindo a dose didria de prednisona, micofenolato, ciclofosfamida, azatioprina, belimumabe
e rituximabe, assim como a hidroxicloroquina. Este, portanto, € o primeiro estudo a identificar
uma possivel associagdo de sSTREM-1 com o uso de medicagdes em pacientes com LES.

Entre as limitagdes do estudo, algo a salientar ¢ que se trata de um estudo transversal,
o que torna dificil classificar os participantes com nefrite ativa ou com LES inativo avaliando
em um unico momento, dada a variabilidade do curso da doenca e a influéncia do tratamento
instituido. Sendo assim, o ideal seria avaliar estes pacientes em um estudo longitudinal, a fim
de concluir melhor sobre o papel de STREM-1 na nefrite lupica.

Outra informagdo a ressaltar ¢ que foi evidenciada heterogeneidade significativa dos
dados no grupo nefrite, o que pode estar relacionado aos participantes estarem em estagios
diferentes da doenca, alguns com diagnostico recente, outros com algum grau de resposta
apods tratamento, uns com recaida e outros com doenga refrataria. Por isso, seria interessante
classificar melhor os pacientes de acordo com o estagio da doenca, ja que foi observada

associagdo de niveis altos de sSTREM-1 com medicacao utilizada para nefrite refrataria.



44

8. CONCLUSAO

Este ¢ o primeiro estudo do Amazonas com o STREM-1 sérico em pacientes com
lupus eritematoso sistémico. Através dele permitiu-se descrever as caracteristicas destes
pacientes de um hospital tercidrio de Manaus/AM, demonstrar que o sTREM-1 sérico ¢
elevado em pacientes com LES em comparagdo a controles saudaveis e identificar possiveis
associacoes entre este marcador e medicacdes utilizadas para a doenga, como o tacrolimus e
os antimalaricos. No entanto, ndo se conseguiu evidenciar o papel do sSTREM-1 sérico como

marcador de atividade de doenga na nefrite lupica.
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ERITEMATOSO SISTEMICO



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO EULAR/ACR 2019
PARA LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Dominio Critério Pontuacio
e s e Fator antinuclear (FAN) > 1:80 nas células HEp-2 ou Critério
Critério de entrada . .. e
equivalente positivo obrigatorio
Dominios e critérios clinicos
Constitucional Febre 2
Leucopenia 3
Hematoléogico Trombocitopenia 4
Hemolise autoimune 4
Delirium 2
Neuropsiquiatrico Psicose 3
Crise epiléptica 5
Alopécia ndo cicatricial 2
Mucocutianeo Uleeras orais . 2
Lupus cutineo subagudo ou discoide 4
Luapus cutaneo agudo 6
Serosite Derrame pleural ou pericardico 5
Pericardite aguda 6
Musculoesquelético Envolvimento articular 6
Proteinuria > 0,5 g/24h 4
Renal Nefrite lapica classe Il ou V 8
Nefrite lipica classe III ou IV 10
Dominios e critérios imunologicos
Anticorpos Anticardioli.pina
. P Antibeta2glicoproteina I 2
antifosfolipideos Anti ,
nticoagulante lupico
Complemento C3 ouC4 bgixos 3
C3 e C4 baixos 4
. . Anti-dsDNA
Anticorpos especificos Anti-Sm 6

Pontuacao total

Classificar como lipus eritematoso sistémico se pontuacio > 10

Fonte: Adaptado de Borba Neto et al, 2023




ANEXO C - SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS ACTIVITY INDEX 2000
(SLEDAIZK)
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SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS ACTIVITY INDEX 2000 (SLEDAI2K)

Pontuacao Descricao Definicao
8 Convulsdo Inicio recente. Excluidas causas metabolicas, infecciosas ou drogas
Habilidade alterada de realizar atividades normais devido a grave
distirbio na percepgdo da realidade. Inclui alucinagdes, incoeréncia,
8 Psicose perda significativa de associa¢des, conteudo inadequado do
pensamento, pensamento iléogico, comportamento  bizarro,
desorganizado ou catatonico. Excluir uremia e drogas
Fungdo mental alterada com prejuizo da orientagdo, memoria ou
outra fun¢do intelectual, com inicio e flutuagdes subitas. Inclui
alteragdo do nivel de consciéncia com diminuigdo da capacidade de
3 Sindrome cerebral concentracdo e incapacidade de sustentar atengdo no meio ambiente
organica em pelo menos dois dos seguintes pardmetros: distirbio da
percepcao, discurso incoerente, insdnia ou sonoléncia diurna ou
atividade psicomotora aumentada ou diminuida. Excluir infecg¢des,
causas metabdlicas ou drogas
Alteragoes retinianas do LES. Inclui corpos citoides, hemorragia
8 Disturbio visual retiniana, exsudato seroso ou hemorragia na coroide, neurite optica.
Excluir hipertensdo, infec¢@o e drogas
3 Alteragdo de par Inicio de neuropatia sensorial ou motora de nervos cranianos
craniano
S Cefaleia intensa e persistente, pode ser do tipo enxaqueca, mas tem
8 Cefaleia lupica . L ‘o
que ser refrataria ao uso de analgésicos narcoticos
3 Acidente vascular Novo acidente vascular cerebral. Excluir aterosclerose
cerebral
Ulceragdo, gangrena, nodulos em dedos, infartos periungueais,
8 Vasculite hemorragias pontuais, biopsia ou arteriografia comprovando
vasculite
4 Artrite Mais de duas articula¢gdes com dor, edema ou derrame articular
4 Miosite Fraqueza/dor muscular prolxim.al associada ao aumento de CK- .
T/aldolase ou ENMG ou bidpsia muscular compativel com miosite
4 Cilindraria Granular ou hematica
4 Hematuria > 5 hemacias/cp. Excluir infec¢do, nefrolitiase ou outra causa
4 Leucocituria > 5 leucocitos/cp. Excluir infecgdo
4 Proteinuria >0,5g/24h
5 Erupcao cutanea Erupg¢ao cutanea (Rash) com sinais de inflamagao
(Rash)
2 Alopecia Queda de cabelo anormal difusa ou localizada
2 Ulcera mucosa Ulceras orais ou nasofaringeas
. Dor toracica pleuritica com atrito ou derrame pleural ou
2 Pleurite
espessamento pleural
. . Dor pericardica com pelo menos um dos seguintes distirbios:
2 Pericardite . ~
derrame, atrito ou altera¢des no ECG ou no ECO
. Diminuigdo de CH50, C3, C4 abaixo do limite de normalidade do
2 Complemento baixo e
laboratorio
2 Anti-DNA Anti-DNA acima do valor normal do exame
1 Febre > 38°C. Excluir infecgdo
1 Plaquetopenia < 100.000 plaquetas/mm’. Excluir drogas
1 Leucopenia <3.000 leucécitos/mm’. Excluir drogas

Fonte: Adaptado de Farias, Reis-Neto, Araujo, 2022.
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ANEXO D — CLASSIFICACAO DA GLOMERULONEFRITE DO LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO SEGUNDO A INTERNATIONAL SOCIETY OF
NEPHROLOGY/RENAL PATHOLOGY SOCIETY (2023)
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CLASSIFICACAO DA GLOMERULONEFRITE DO LUPUS ERITEMATOSO

SISTEMICO SEGUNDO A INTERNATIONAL SOCIETY OF NEPHROLOGY/RENAL

PATHOLOGY SOCIETY (2023)

Classe | Nefrite lipica Glomérulos normais & microscopia optica.
I mesangial minima | Depdsitos imunes mesangiais a imunofluorescéncia.
) ) Hipercelularidade puramente mesangial em qualquer grau ou expansdo da matriz
Nefrite lupica . . ) ) o .
Classe ) mesangial a microscopia Optica, com depdsitos imunes mesangiais. Pode haver
mesangial . . L L
II ) ) alguns depositos subepiteliais ou subendoteliais isolados, visiveis a
proliferativa ) ) ) ) . . ) ) )
imunofluorescéncia ou & microscopia eletronica, porém ndo a microscopia optica.
] ] Glomerulonefrite endocapilar ou extracapilar; focal, segmentar ou global; ativa ou
Classe | Nefrite lupica o o
focal inativa, envolvendo menos de 50% de todos os glomérulos, tipicamente com
I1I oca
depositos imunes subendoteliais focais, com ou sem alteragdes mesangiais.
] ) Glomerulonefrite endocapilar ou extracapilar; difusa, segmentar ou global; ativa
Classe | Nefrite lupica o o )
) ou inativa, envolvendo > 50% de todos os glomérulos, tipicamente com depositos
v difusa ) S . o
imunes subendoteliais difusos, com ou sem alteragdes mesangiais.
Depositos imunes subepiteliais globais ou segmentares ou suas sequelas
Classe | Nefrite lupica morfoldgicas a microscopia optica ¢ a imunofluorescéncia ou a microscopia
A% membranosa eletronica, com ou sem alteragdes mesangiais. Pode ocorrer em combinagido as
classes IIT ou IV e pode evidenciar esclerose.
Nefrite lapica Mais de 90% dos glomérulos globalmente esclerosados, sem atividade residual.
Classe
com esclerose
VI

avangada

Fonte: Adaptado de Borba Neto ef a/, 2023
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

O(A) sr(a). esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa: AVALIACAO DO
TREM-1 SOLUVEL SERICO COMO MARCADOR DE ATIVIDADE DE DOENCA NA NEFRITE
LUPICA, que esta sendo desenvolvido por Béarbara Seabra Carneiro, médica reumatologista do
HUGYV, sob orientagdo do prof. Dr. Antonio Luiz Ribeiro Boechat Lopes.

O objetivo deste projeto € avaliar a proteina TREM-1 como marcador de atividade de doenga
na nefrite lupica, comparando pacientes com lipus eritematoso sistémico em atividade renal e
pacientes com doenca controlada, além de correlacionar o tratamento da doenca com os valores
encontrados deste possivel marcador. O(A) sr(a). esta sendo convidado(a) porque tem diagnostico de
lupus eritematoso sistémico e encontra-se em acompanhamento neste ambulatorio.

Caso aceite, a sua participacdo consiste no consentimento autorizando a coleta, o deposito, o
armazenamento ¢ a utilizagdo da sua amostra de sangue e do seu material genético, além da
autorizacgdo da revisdo de seu prontudrio para obtencao de dados clinicos e laboratoriais referentes as
consultas nos ultimos 6 meses. Sua amostra de sangue sera utilizada para quantificacdo de sSTREM-1
sérico, sendo usada somente para este fim.

As amostras de sangue e dados genéticos ficardo armazenados e serdo processados no
Laboratorio de Imunologia e Doengas infecciosas do Programa de pds-graduacdo em Imunologia
bésica e aplicada da UFAM, em Manaus/AM, sob responsabilidade do orientador deste projeto, até a
apresentagdo e publicagdo dos dados desta pesquisa (marco de 2025). Apds este prazo o material sera
destruido e a colecdo de amostras, conhecido como biorrepositorio, sera encerrada. O(A) senhor (a)
sera informado se a sua amostra de sangue for perdida ou destruida antes do fim desta pesquisa.

Caso uma nova pesquisa venha a ser realizada com o material armazenado, serd novamente
submetida para aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa e solicitado o seu consentimento para o uso
de sua amostra. Seu nome, assim como os dados fornecidos, serdo mantidos em sigilo absoluto.
Solicitamos ainda sua permissdo para divulgacdo dos resultados da pesquisa em eventos cientificos
nacionais e internacionais.

O(A) sr(a). tem plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma para o tratamento que recebe no servico de
reumatologia do Ambulatério Araujo Lima da Universidade Federal do Amazonas. A qualquer tempo
€ sem quaisquer Onus ou prejuizos, o(a) sr(a). também pode retirar o consentimento de guarda e

utilizacdo de sua amostra de sangue ¢ dados genéticos armazenados, valendo a desisténcia a partir da
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data da comunicacdo da decisdo e formalizagdo desta por escrito € com assinatura, cabendo aos
pesquisadores a devolugdo das amostras de sangue ao sr(a) ou seu representante legal.

Toda pesquisa com seres humanos envolve riscos aos participantes. O presente projeto tem
possiveis riscos relacionados a coleta da amostra de sangue, dentre eles dor no local, hematoma, mal
estar, etc. A fim de diminuir este risco a coleta sera realizada por profissional experiente. H4 também
possibilidade de exposicdo da sua identidade, com perda do anonimato. No entanto, para evitar isso o
seu nome ndo sera inserido no formulario de pesquisa € o banco de dados sera protegido por senha que
somente os pesquisadores terdo acesso.

Como a maior parte dos dados serdo coletados diretamente dos prontuarios, ndo haverd
prejuizo no seu seguimento ambulatorial, visto que as datas das consultas permanecerdo as mesmas ¢
ndo serdo solicitadas visitas adicionais ao ambulatério. Devido a isso ndo serdo concedidos beneficios
materiais ou financeiros. Contudo, com os resultados desta pesquisa, visamos identificar um possivel
novo marcador de atividade renal do lipus eritematoso sistémico, permitindo iniciar o tratamento mais
precocemente e acarretando melhores desfechos da doenga.

O(a) sr(a). tera acesso garantido aos resultados relacionados a esta pesquisa, tanto de forma
individual quanto coletiva. Tera ainda a op¢ao de tomar ou ndo conhecimento destas informagdes. Se
tiver interesse, podera receber uma copia destes resultados. O(a) sr(a). dispde do tempo que julgar
necessario para que possa refletir sobre sua participagdo, consultando, se necessario, seus familiares ou
outras pessoas que possam ajuda-lo(a) na tomada de decisdo livre e esclarecida.

Caso o sr(a). venha a apresentar despesa decorrente da participacdo na pesquisa, haverd
ressarcimento. Sera fornecida alimentagdo (almogo ou lanche), se precisar permanecer por mais tempo
no ambulatério devido a pesquisa, ¢ valor da passagem do transporte de ida e volta em dinheiro caso
tenha que comparecer ao ambulatério em data diferente da consulta.

Estdo assegurados ao sr(a). o direito a pedir indenizagdes e a cobertura material para reparacao
a dano causado pela pesquisa. Garantimos ao sr(a). a manutengdo do sigilo e da privacidade de sua
participacdo ¢ de seus dados durante todas as fases da pesquisa e posteriormente na divulgagdo
cientifica.

O(A) sr(a). pode entrar com contato com a pesquisadora responsavel Barbara Seabra Carneiro
para informacdo adicional no endereco Rua Afonso Pena, 691, 1° andar, Centro, Manaus/Amazonas.
CEP: 69020-160, pelo telefone (92) 3305-4795 ou pelo e-mail barbara seabra@hotmail.com.

O(A) sr(a). também pode entrar em contato com o Comité de Etica do Hospital Universitario
Getulio Vargas (CEP/UFAM) e com a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), quando
pertinente. O CEP/UFAM fica na Rua Tomas de Vila Nova, n° 4, Praga 14 de Janeiro, Manaus,
Amazonas, Fone: (92) 3305-1181, ramal 2004, e-mail cep.ufam@gmail.com.


mailto:cep.ufam@gmail.com
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O Comité de Etica em Pesquisa é um colegiado multidisciplinar e independente que recebe e
avalia projetos de pesquisa envolvendo seres humanos e animais de acordo com as diretrizes € normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Sauide. Foi criado para defender os interesses dos sujeitos em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos e cientificos.

Este documento (TCLE) sera elaborado em duas vias, que serdo rubricadas em todas as suas
paginas, exceto a com as assinaturas, e assinadas ao seu término pelo(a) sr(a).,, ou por seu

representante legal, e pelo pesquisador responsavel, ficando uma via com cada um.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO
Li e concordo em participar da pesquisa, autorizando o uso do meu prontuario, bem como a

coleta, armazenamento e utilizagdo da minha amostra de sangue e material genético para fins

especificos deste projeto de pesquisa.

Manaus, AM, de de

Impressao

Assi ici . o
ssinatura do participante dactiloscopica

Assinatura do pesquisador Responsavel
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ANEXO F — TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DE DADOS - TCUD
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TERMO DE COMPROMISSO DE UTILIZACAO DE DADOS — TCUD

Nos, pesquisadores abaixo relacionados envolvidos no projeto de pesquisa “AVALIACAO
DO TREM-1 SOLUVEL SERICO COMO MARCADOR DE ATIVIDADE DE DOENCA NA
NEFRITE LUPICA”, assinaremos esse TCUD para a salvaguarda dos direitos dos participantes da
pesquisa.

As informagdes necessarias ao estudo estdo contidas no prontuario dos pacientes cadastrados com
diagnostico de lupus eritematoso sistémico, nos arquivos do Ambulatorio Aratjo Lima do Hospital Universitario
Gettilio Vargas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), e se referem as caracteristicas clinicas e
laboratoriais de sua doenca nos ultimos 6 meses de acompanhamento que serdo coletados no periodo de
novembro/2023 a setembro/2024.

Teremos o compromisso em manter a confidencialidade sobre os dados coletados, como estabelecido
na Resolugdo CNS 466/2012 ¢ suas complementares, e, ao publicar os resultados da pesquisa, manteremos o
anonimato das pessoas cujos dados foram pesquisados.

Nos comprometemos a codificar os dados de identificagdo do participante ao coletar os dados para
nosso instrumento de coleta de dados, para aumentar a confidencialidade e assegurar o anonimato do
participante.

Declaramos, ainda, estar cientes de que ¢ nossa responsabilidade a integridade das informagdes e a
privacidade dos participantes da pesquisa. Também nos comprometemos que os dados coletados ndo serdo
repassados a pessoas ndo envolvidas na equipe da pesquisa abaixo relacionada.

Estamos cientes do direito do participante da pesquisa a solicitar indenizacdo por dano causado pela
pesquisa (por exemplo, a perda do anonimato) nos termos da Resolugdo CNS n°. 466, de 2012, itens [V.3 e V.7;
e Codigo Civil, Lei 10.406, de 2002, artigos 927 a 954, Capitulos I, "Da Obrigacdo de Indenizar", ¢ II, "Da
Indenizacao", Titulo IX, "Da Responsabilidade Civil").

Teremos compromisso ainda com a guarda, cuidado e utilizagdo das informagdes apenas para
cumprimento dos objetivos previstos na pesquisa citada acima aqui, € que somente serdo coletadas apds a

aprovagdo do protocolo de pesquisa no Sistema CEP/CONEP.

Manaus,
Pesquisador CPF Assinatura
Barbara Seabra Cameiro 910.307.902-30

Antonio Luiz Ribeiro Boechat Lopes 417.793.202-72
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IDENTIFICACAO
Codigo do paciente: Idade: Procedéncia:
Sexo: Ano do diagnostico: Data de coleta:
FAN: CRITERIOS DE CLASSIFICACAO EULAR/ACR 2019 Pontos:
(2) | Febre (2) | Delirium (8) | Biopsiarenal I ou V (2) | Alopecia
(3) | Leucopenia (3) | Psicose (10) | Biopsia renal III ou IV (2) | Ulcera oral
(4) | Trombocitopenia | (5) | Convulséo (5) | Derrame pleural/pericardico | (4) | Lapus cutdneo subagudo/discoide
(4) | Anemia hemolitica | (4) | Proteiniria >0,5g/24h |(6) | Pericardite (6) | Lupus cutaneo agudo
(6) | Artrite (3) |C3ouc4d 4) |C3eC4 (2) | Anticoagulante Iipico
(6) | Anti-dsDNA (6) | AntiSm (2) | Antibeta2glicoproteina I (2) | Anticardiolipina
COMPROMETIMENTO RENAL ( ) DOENCA CONTROLADA ( )
() | Hematuria ()| C3 baixo ( ) |Hipertensdo arterial () | Proteinuria
()| Cilindruria ()| C4 baixo ( ) |Dislipidemia ()| Creatinina alterada
()| Leucocittria () | AntiDNA reagente | ( ) |Hipoalbuminemia ()| Edema de membros inferiores
BIOPSIA RENAL () Nao realizada
Data: ‘ Classe: ‘ Atividade: ‘ Cronicidade:
IMUNOSSUPRESSORES UTILIZADOS PREVIAMENTE

() | Ciclofosfamida ()| Micofenolato de mofetila/sédio | ( )| Azatioprina
() | Metotrexato () | Rituximabe () | Tacrolimus/ciclosporina

NA DATA DA COLETA Proteina TREM-1 sérica:
SLEDALI: ()Ate3 ()4atéell ( )Maior ouigual 12 () Nao definido
Manifestacoes: () mucocutanea ( )articular () hematologica () neurolégica () serosite
Medicacdes em () prednisona — dose: ( )antimalarico ( )IECA ( )BRA
uso: () ciclofosfamida ( ) micofenolato ( ) azatioprina ( ) rituximabe ( ) tacrolimus/ciclosporina

Proteintria de 24 horas: Relagdo proteina/creatinina:

Urinalise: () hemattria ( ) cilindriria ( ) leucocittria () proteiniria | Hipertensdo arterial: () sim () ndo

Complemento baixo: ( ) sim ( )ndo Anti-DNA nativo reagente: ( ) sim ( ) ndo

Creatinina sérica:

Hipoalbuminemia: ( ) sim ( ) ndo

Fonte: Elaborado pela propria autora
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INSTRUCOES PARA REALIZACAO DO TESTE ELISA DE STREM-1

invitrogen PRODUCT INFORMATION SHEET

Human TREM-1 ELISA Kit

Catalog Number EHTREM1 (96 tests), EHTREM1X10 (10 x 96 tests)
Rev.7

Product description

The Human TREM-1 ELISA Kit iz a solid-phase :andwich Enzyme-Linked Imnmmnosorbant Assay (ELISA) dezigned to detect and
quantify the level of human TREM-1 in serum_ plasma and cell culture media.

Contents and storage
Upon receipt, store at 2-8°C for 6 months or -20°C for 1 vear.

Cat. No. EHTREM1 Cat. No. EHTREM1X10

e {96 tests) {10 x 96 tests)
Human TREM-1 Antibody Coated wells, 86-well plate 1 plate 10 plates
Human TREM-1 Biotin Conjugate 2 vials 20 vials
Human TREM-1 Standard, recombinant human TREM-1 2 vials 20 vials
'Wash Buffer Concentrate (20X) 25 mL 12x25mL
Assay Diluent A (contains 0.08% sodium azide) 30 mL 10 x 30 mL
Assay Diluent B (5X) 15 mL 10x 15 mL
Streptavidin-HRP (500X) 0.2mL 10x0.2 mL
TMEB Substrate 12mL 10x12mL
Stop Solution SmL 10x8mL
Adhesive Plate Covers 2 20

CAUTION! This kit contains materials with small quantities of sodium azide. Sodium azide reacts with lead and copper
4y plumbing to form explozive metal axides. Upon dizpozal, flush drains with a large vohume of water to prevent azide
ti\. accumulation. Avoid mzestion and contact with eves, skin and mucous membranes. In caze of contact, rinze affected area
with plenty of water. Obzerve all federal, state and local regulations for dispozal

Materials required but not supplied
+ Diztilled or deionized water
« Microtiter plater reader with software capable of measuring at 450 nm
« Plate washer-automated or manual (manifold dizpenszar)
« Calibrated adjustable precizion pipettes and glass or plastic tubes for diluting solutions

Procedural guidelines

« Review the Procedural guidelines and Plate washing directions in the ELJS4 Technical Guids at thermofisher.com for details
prior to starting the procedure.
« Reagents are lot-specific. Do not mix or interchange different reagent lots from various kit lots.

Prepare 1X Wash Buffer

1. Allow Wash Buffer Concentrate (20X) to reach room tamperature and mix to redizzolve any precipitated salts.
2. Dilute 20 mL of the Wash Buffer Concentrate into 380 mL of deionized or distilled water. Label as 13 Wash Buffer.
3. Store the concentrate and 1X Wash Buffer in the refrigerator. Use the diluted buffer within one month.

Prepare diluent
* Azzay Diluent B should be diluted 5-fold with deionized or distilled water before use.

. i di ; ThermoFisher
For Research Uze Only. Not for uze in diagnostic procedures. SCIENTIFIC

Disponivel em: https://www.thermofisher.com/elisa/product/TREM1-Human-ELISA-Kit/EHTREM1
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ITEM

DESCRICAO

Fevereiro/23 a
Julho/23

Revisao
Bibliografica

Submissdo
ao CEP

Recrutamento
de pacientes'

Agosto/23 a Margo/24 a
Fevereiro/24 Setembro/24

Outubro/24 a
Margo/25

Coleta e armazenamento
de amostras de sangue'

Coleta de dados do
prontudrio’

Analise
Estatistica

Apresentagdo e
publicagdo
dos dados

'O recrutamento dos pacientes somente ocorrera apos a aprovagio do protocolo no Comité de Etica em Pesquisa
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PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

PLANILHA DE ORCAMENTO
Descrigao Unidade Quantidade Custo unitario Total
Papel A4 Resma 4 R$ 25,00 R$ 100,00
Caneta Unidade 20 R$ 3,00 R$ 60,00
Pastas Unidade 4 R$ 4,00 R$ 16,00
Impressoes Unidade 300 R$ 1,00 R$ 300,00
Fotocopias Unidade 500 R$ 0,25 R$ 125,00
Grampeador Unidade 2 R$ 13,50 R$ 26,00
Grampos Caixa 3 R$ 9,00 R$ 36,00
Luva de procedimento Caixa 5 R$ 18,00 R$ 90,00
Gorro descartavel Unidade 100 R$ 10,50 R$ 10,50
Avental descartavel Unidade 30 R$ 21,00 RS 63,00
Maéscara descartavel Caixa 5 R$15,00 RS 75,00
Escalpe descartavel Unidade 300 R$ 55,00 RS 165,00
Tubo de coleta Unidade 300 RS 65,00 R$ 195,00
Total RS 1261,50

*Qs kits de ELISA e materiais para processamento da amostra foram adquiridos para projeto anterior do
orientador e ndo foram incluidos no orgamento deste projeto por este motivo.






