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Desenho de Estudo / Apoio Financeiro

Desenho do Estudo: Observacional

Desenho:

Este estudo terá caráter longitudinal e incluirá gestantes com lúpus eritematoso sistêmico (LES) em atividade e sem atividade da doença. Serão
incluídas gestantes com diagnóstico de LES segundo os critérios de classificação do Colégio Americano de Reumatologia revisados em 1997 em
acompanhamento no pré-natal de doenças reumatológicas da Disciplina de Obstetrícia da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) do HUPE da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). A inclusão será feita sequencialmente de acordo com agendamento de rotina para consulta de
pré-natal. Os esclarecimentos a respeito do protocolo de pesquisa e a assinatura do termo de consentimento serão feitos antes da entrevista de
pesquisa. Todas as pacientes do grupo em estudo serão avaliadas quanto à atividade através da utilização do índice SLEPDAI, emprego de
questionário semiestruturado, exame físico e exames laboratoriais. Serão excluídas do estudo as pacientes que não desejarem participar do mesmo
ou não assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HUPE. As gestantes
com LES e índice SLEPDAI maior ou igual a 6 serão classificadas como portadoras de doença ativa, enquanto as gestantes com índice SLEPDAI
menor ou igual a 5 serão classificadas como portadoras de doença em remissão.A avaliação do resultado gestacional em pacientes com LES será
feita através de revisão do prontuário, analisando os seguintes parâmetros: via de parto, idade gestacional do parto, peso fetal ao nascer, escore
apgar e presença de eventos adversos (parto prematuro, amniorrexe prematura, hipertensão arterial, diabetes gestacional, pré-eclâmpsia,
descolamento prematuro de placenta, óbito fetal). Como parte dos objetivos secundários, os resultados gestacionais das pacientes atendidas no
HUPE desde o ano 2000 serão analisados a partir da revisão de prontuários, considerando os mesmos parâmetros utilizados para o grupo de estudo
atual.O grupo controle será composto por gestantes atendidas na enfermaria de Obstetrícia da Disciplina de Obstetrícia da FCM do HUPE – UERJ
com idade gestacional maior que 22 semanas. Serão excluídas gestantes com doenças prévias a gestação, com história
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sugestiva de doença autoimune, em uso regular de medicações durante o pré-natal (exceto sulfato ferroso, ácido fólico, vitaminas ou analgésicos
não controlados), com diagnóstico de diabetes gestacional, com infecção no momento da inclusão do estudo, aquelas que não desejarem participar
do mesmo ou não assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HUPE. As
pacientes responderão a um questionário avaliando os fatores de risco para pré-eclâmpsia e afastando história de doenças autoimunes.

CNPJ E-mail

Apoio Financeiro

Nome Telefone Tipo

07.607.755/0001-06 CERPE CENTRO DE ESTUDOS EM
REUMATOLOGIA PEDRO ERNESTO

2125677530 Institucional Principal

30.495.394/0001-67 FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO
A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

Institucional
Secundário

Palavra Chave

Palavra-chave

lúpus

pré-eclâmpsia

BAFF

BLyS

Detalhamento do Estudo

Resumo:

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune cuja fisiopatologia envolve mecanismos imunológicos, incluindo distúrbios nos
processos de morte celular e nos mecanismos de eliminação de autoantígenos e de tolerância, acompanhados da formação de autoanticorpos
patogênicos. Ele acomete principalmente mulheres jovens e a gestação nestas pacientes apresenta significativa morbimortalidade. Os achados
clínicos e laboratoriais da atividade do lúpus e da nefrite lúpica podem ser semelhantes àqueles encontrados em pacientes com pré-eclâmpsia (PE),
especificamente hipertensão arterial, proteinúria e edema. Foi, então, proposto o uso de fatores angiogênicos, como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e o fator de crescimento placentário (PlGF),  antiangiogênicos, como o receptor Fms-like tirosina quinase 1 solúvel (sFlt-1), outras
citocinas e BAFF (BLys) para o diagnóstico diferencial entre estas condições, no entanto não existem dados na literatura sobre os valores séricos
destas citocinas em gestantes com LES. Este estudo de caráter transversal foi desenhado para avaliar se existe diferença entre os níveis séricos de
VEGF, PlGF. sFlt-1 e BAFF (BLyS),em gestantes com lúpus eritematoso sistêmico com e sem atividade sistêmica da doença que estão em
acompanhamento regular no pré-natal de doenças reumatológicas do Hospital Universitário Pedro Ernesto. Os valores séricos destas citocinas em
gestantes com LES serão comparados com os valores encontrados em gestantes sem doença autoimune com pré-eclâmpsia e sem pré-eclâmpsia,
avaliando se há diferença entre os resultados. Outra parte do estudo consiste em avaliar se há diferença entre os resultados encontrados em
pacientes com LES gestantes e não gestantes. Os resultados gestacionais das pacientes com lúpus serão analisados para identificar a frequência
de eventos gestacionais adversos.

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune cuja fisiopatologia envolve mecanismos imunológicos, incluindo distúrbios nos
processos de morte celular e nos mecanismos de eliminação de autoantígenos e de tolerância (central e periférica), acompanhados da formação de
autoanticorpos patogênicos. Apesar de permanecer obscura a razão pela qual muitos desses mecanismos se desenvolvem, existe evidência robusta
na literatura que demonstram serem eles secundários à interação entre fatores genéticos, hormonais e ambientais. A maioria das pacientes com
LES está em idade reprodutiva (entre 26 e 40 anos) e as manifestações clínicas podem ser leves ou graves com acometimento de múltiplos órgãos,
incluindo rins (nefrite), pulmões (pneumonite), fígado (hepatite) e cérebro (1). É característica a evolução com períodos de atividade (inflamatória) e
outros de remissão dos sintomas e, apesar de a maioria dos pacientes com LES terem um curso evolutivo relativamente benigno, com mínima ou
nenhuma redução na sobrevida, os que têm acometimento renal têm caracteristicamente maior morbimortalidade (2).A glomerulonefrite, que é a
forma mais típica de acometimento renal no LES, tem fisiopatologia complexa e envolve principalmente a deposição de imunocomplexos na
membrana basal glomerular. Sequencialmente, ocorre a ativação do sistema de complemento, proliferação de células residentes e migração de
leucócitos, em associação à produção de matriz extracelular, de quimiocinas e de citocinas pró-inflamatórias. Algumas dessas moléculas têm sido
associadas à fisiopatologia da autoimunidade como o estimulador de linfócito B (BLyS)/fator ativador da célula B (BAFF), interleucina (IL)-17, IL-23,
IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral (TNF) alfa e interferon (IFN) alfa. Outras estão mais diretamente relacionadas às alterações teciduais como o
fator de transformação do crescimento (TGF) beta, o fator estimulador de colônias-1 (CSF-1), o IFN tipo I produzido pelas células renais residentes
(2) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglês vascular endotelial growth factor). O resultado deste processo inflamatório são as
alterações histopatológicas observadas à biópsia renal que incluem aumento da matriz extracelular e da celularidade no mesângio, proliferação de
células endocapilares, inflitração de polimorfonucleares, linfócitos, monócitos e formação de crescentes celulares associados a depósitos de
imunocomplexos. Também são frequentes as alterações vasculares ainda que estas não sejam empregadas para definir a classe histológica (3). As
alterações mais frequentes incluem as lesões necrosantes na parede vascular, com depósito imune e redução da luz, e necrose fibrinoide em vasos
de pequeno e médio calibre com infiltração inflamatória mural (4).Dentre as citocinas relacionadas mais intensamente às alterações vasculares, o
VEGF tem sido o fator mais estudado. A maioria dos autores relatou que não há aumento deste fator no LES com doença inativa em comparação ao
grupo controle (5-9). Em relação à doença ativa, a maior parte dos autores encontrou aumento de VEGF (5, 6, 8, 9), sendo que Navarro relatou
aumento maior nas pacientes com insuficiência renal comparativamente com as pacientes com função renal normal (10). Já Hrycek encontrou
resultados semelhantes ao controle mesmo no LES ativo (7).Estudo realizado por Avihingsanon e colaboradores investigarou a expressão do RNA
mensageiro (mRNA) do VEGF renal em material obtido através de biópsia para caracterização de nefrite em 35 pacientes com lúpus. Vinte e sete
pacientes tiveram o diagnóstico histopatológico de nefrite lúpica classe IV e oito pacientes foram diagnosticadas como portadoras de nefrite classe III
segundo a classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS) e da Sociedade Internacional de Nefrologia / Sociedade de Patologia Renal
(ISN/RPS, do inglês International Society of Nephrology / Renal Pathology Society) (3). Os níveis de mRNA VEGF foram menores nas pacientes com
nefrite lúpica quando comparados com o controle, apresentando correlação negativa com formação de crescentes, com altos valores do índice de
atividade medido através de achados patológicos descritos por Austin e colaboradores (11) e com proliferação difusa endocapilar. No entanto,
amostras com mais de 25% de infiltração neutrofílica glomerular não mostraram diferença no VEGF. Os autores encontraram, através da análise de
uma curva ROC, nível de mRNA capaz de predizer 53% dos casos de perda de
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função renal (dobrando a creatinina sérica ou doença renal em estágio terminal) em 12 meses (12).Formulou-se a hipótese que a redução intrarrenal
de VEGF seria causada pela perda de células podócitárias na urina, já que o mesmo autor demonstrou em estudo anterior aumento de VEGF
urinário em pacientes com nefrite lúpica comprovadas por biópsia (13). Os autores analisaram as amostras urinárias de 21 pacientes no dia da
realização da biópsia utilizada para medir o VEGF mRNA intrarrenal e encontraram aumento de WT-1, um marcador podocitário, e de VEGF quando
comparadas com o controle (12).A comparação desse resultado apresentado por Avihingsanon e colaboradores com os outros autores que
estudaram o VEGF sérico não pode ser feita, pois os métodos de quantificação (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction x ELISA, do inglês
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e os materiais obtidos (tecido x soro) eram distintos. Os efeitos locais do VEGF podem ser diferentes da
resposta sistêmica e as medicações imunossupressoras utilizadas pelos pacientes podem servir como fator de confusão. O autor ainda comenta que
a detecção do VEGF é de diferentes fontes celulares nestes dois modelos de estudo, sendo o VEGF sérico originado das células endoteliais e o
VEGF renal originado das células epiteliais tubulares e podócitos (12).Devido à maior prevalência do LES em mulheres em idade fértil, a gestação
nessas pacientes não é uma condição incomum e ao mesmo tempo é interessante notar que diversos achados clínicos e laboratoriais na nefrite
lúpica são semelhantes àqueles encontrados em pacientes com pré-eclâmpsia (PE) grave, especificamente hipertensão arterial sistêmica (HAS),
proteinúria e edema (14). As reativações do LES durante a gestação são na maioria das vezes leves (15), no entanto a reativação grave da doença
pode ocorrer em 25-30% das gestantes com lúpus (16), podendo a doença surgir durante a gravidez ou no período pós-parto (15). Em revisão
sistemática recente de 2751 gestações em 1842 pacientes com LES, foi encontrada reativação da doença em 25,6% dos casos, HAS em 16,3%,
nefrite em 16,1%, PE em 7,6%, eclampsia em 0,8% e prematuridade em 39,4% dos partos. Houve associação positiva entre parto prematuro e
nefrite ativa, assim como entre HAS e nefrite ativa ou história de nefrite (17). A revisão de 76 gestações em 63 pacientes com lúpus acompanhadas
no Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) encontrou resultados semelhantes, com 15% das pacientes tendo desenvolvido PE e 30% HAS.
Neste mesmo estudo, 14 pacientes precisaram aumentar as doses de corticosteroides durante a gestação e 27% dos fetos apresentaram sofrimento
fetal crônico. Os partos ocorreram numa idade gestacional média de 35 semanas e foi notada maior incidência de óbito fetal em pacientes com
nefrite comparadas às pacientes sem nefrite (37% x 12,2%) (18).Além dos resultados adversos maternos e perinatais associados à PE e ao LES, o
diagnóstico diferencial entre as duas condições é complexo, pois ambas podem apresentar aumento de proteinúria, HAS, trombocitopenia e
deterioração da função renal. A queda dos níveis das proteínas do complemento sérico, que pode ocorrer principalmente na reativação das
glomerulonefrites proliferativas no lúpus e auxiliariam no diagnóstico diferencial com a PE, pode não ser observada em decorrência do aumento
fisiológico das proteínas do sistema complemento durante a gestação (15).A PE é uma desordem multifuncional de causa desconhecida que é
exclusiva da gestação humana. É caracterizada pela resposta vascular anormal à placentação, levando ao aumento da resistência vascular
periférica, da agregação plaquetária, ativação do sistema de coagulação e disfunção endotelial. Os achados clínicos de PE podem se manifestar
como uma síndrome materna, com HAS e proteinúria com ou sem outras anormalidades multissistêmicas, e/ou uma síndrome fetal, apresentando
restrição do crescimento intrauterino, oligodramnia e oxigenação deficiente (19).Apesar dos avanços nos cuidados perinatais, a freqüência de pré-
eclâmpsia não tem mudado e não houve melhora substancial nos métodos de predição ou de prevenção da patologia independente das pesquisas
das últimas décadas. Um grande impedimento para tais métodos é o fraco entendimento dos vários mecanismos patológicos que levam à pré-
eclâmpsia assim como o critério inconsistente para defini-la. (Sibai, Dekker et al. 2005)A PE é a uma das principais causas de morbimortalidade
materna, morte perinatal, parto pré-termo e restrição de crescimento intrauterino. Apesar de um bom desfecho para a maioria das gestantes, o
atraso no seu diagnóstico pode favorecer a evolução para sua forma mais grave, a eclampsia, caracterizada por uma ou mais convulsões
sobrepostas aos achados de pré-eclâmpsia. Enquanto nos países desenvolvidos a frequência de eclampsia é de uma para duas mil gestações, nos
países em desenvolvimento pode chegar até a uma em cada cem gestações. Calcula-se que pacientes gestantes em países desenvolvidos
apresentam um risco médio de mortalidade por causas obstétricas durante a vida de um para quatro mil a um para dez mil, enquanto nos países
com baixa renda esse risco varia entre um para quinze e um para cinqüenta, apresentando uma taxa de mortalidade cem a duzentas vezes maior
que na Europa e América do Norte (20).Vários estudos sugerem que as mulheres que desenvolvem pré-eclâmpsia possuem um risco cardiovascular
aumentado no restante da vida, sendo a disfunção endotelial uma peça fundamental no achado fisiopatológico e que persiste após o parto (21-23). A
gestação que apresenta esta complicação pode identificar as mulheres em risco para doença cardiovascular e dar a oportunidade para mudança nos
fatores de risco e estilo de vida (19).Apesar do grande número de pesquisas, a etiologia da pré-eclâmpsia continua desconhecida. Existem duas
correntes de pensamento atuais, que são discordantes: o modelo isquêmico, no qual a isquemia e a reperfusão resultam em estresse oxidativo e
doença vascular; e o modelo imunológico, que considera uma má adaptação imune maternopaternal, isto é, uma reação aloimune materna
disparada pela rejeição do aloenxerto fetal (19).Durante o desenvolvimento placentário normal, o citotrofoblasto invade as arteríolas espiraladas
maternas e promove um remodelamento, tornando esses vasos de grande capacitância e de baixa resistência. Esta invasão endovascular do
citotrofoblasto envolve a troca do endotélio e da túnica média das arteríolas. No modelo isquêmico, a hipótese formulada é que ocorre uma invasão
superficial das arteríolas espiraladas pelo citotrofoblasto, não permitindo o remodelamento vascular e levando a uma perfusão placentária deficiente
e consequentemente insuficiência placentária (24). Além disso, não ocorre uma mudança da expressão das integrinas superficiais epiteliais das
células trofoblásticas para um fenótipo endotelial, limitando seu potencial invasivo (25).A disfunção endotelial generalizada pode ser responsável por
todos os aspectos clínicos encontrados na pré-eclâmpsia e a identificação de fatores circulantes que servem como mediadores desta disfunção
tornou-se assunto de grande interesse nas últimas décadas. Diversos grupos publicaram alterações em citocinas, fatores de crescimento e químicos,
como TNF-, IL-6, IL-1, IL-1, ligante de Fas, produtos lipídicos oxidados, neuroquinina-B e dimetilarginina assimétrica (ADMA), que são liberados pela
placenta e/ou outras fontes maternas na pré-eclâmpsia (24).     Já no modelo imunológico, a deposição do sêmen no trato genital feminino provoca
uma cascata de eventos celulares e moleculares que são semelhantes à reposta inflamatória clássica, permitindo um processamento dos antígenos
paternos e uma forte reação imune tipo 2. Ao iniciar este tipo de resposta imune em relação aos antígenos paternos, o TGF1 encontrado no sêmen
pode inibir a indução de respostas tipo 1 contra o concepto semi-alogênico; a pequena exposição ao sêmen levaria a resposta imune tipo 1 que seria
a causa do desenvolvimento placentário e fetal deficiente (19).Independentemente do modelo proposto como causa da pré-eclâmpsia, sabe-se que
na gestação normal existe uma interação do trofoblasto endovascular e dos leucócitos deciduais, especialmente células natural-killer (NK),
resultando na liberação de mitógenos responsáveis pela angiogênese necessária para o desenvolvimento placentário, principalmente o VEGF e o
fator de crescimento placentário (PlGF, do inglês placental growth factor). Concentrações elevadas de VEGF livre também são importantes para
manter em repouso o endotélio, apesar do estresse inflamatório típico que envolve uma gestação normal (19). Outras funções do VEGF incluem
induzir a produção de óxido nítrico e prostaciclinas vasodilatadoras pelas células endoteliais, reduzindo o tônus vascular e a pressão arterial;
promover a recuperação glomerular em modelo animal de glomerulonefrite e microangiopatia trombótica; e aumentar a permeabilidade vascular (26).
Estudos sobre fatores antiangiogênicos demonstraram que o bloqueio de seus sinalizadores resultou em HAS e proteinúria (26). Considerando estes
dados, o VEGF apresenta um papel importante não apenas na regulação da pressão sanguínea mas também em manter a integridade da barreira
de filtração glomerular durante a gestação (25, 26).Maynard e colaboradores pesquisaram em tecido placentário de mulheres com e sem pré-
eclâmpsia, o mRNA do receptor Fms-like tirosina quinase-1 solúvel (sFlt-1, do inglês soluble Fms-like tyrosine kinase-1) e encontraram aumento de
sua expressão apenas nas mulheres com pré-eclâmpsia. O sFlt-1, também chamado de sVEGFR-1, é um dos dois receptores solúveis para o VEGF
(6) e possui alta afinidade pelo VEGF, à semelhança do que ocorre com o receptor de membrana VEGFR-1. O sFlt-1 é uma variante solúvel do
receptor de VEGF Flt-1 que não possui domínios transmembrana e citoplasmáticos, agindo como potente antagonista de VEGF e PlGF,
apresentando, portanto, um perfil inibidor da ação dessas duas citocinas, o que poderia ser considerado uma atividade antiangiogênica. O mesmo
grupo formulou a hipótese que o sFlt-1 circulante em excesso secretado pela placenta na pré-eclâmpsia
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levaria a disfunção endotelial, HAS e proteinúria ao antagonizar o VEGF e PlGF circulantes (26).Continuando seu estudo, Maynard demonstrou que
os níveis de sFlt-1 sérico medidos pelo método ELISA em pacientes com pré-eclâmpsia eram maiores que os de gestantes com pressão arterial
normal, chegando o aumento a cinco vezes no caso de pré-eclâmpsia grave. Este achado foi confirmado por outros autores (27). Foi demonstrado
neste grupo de pacientes que os valores séricos das frações livres de VEGF e PlGF estavam reduzidos proporcionalmente ao aumento de sFlt-1,
sugerindo que o sFlt-1 atuaria como antagonista ao se ligar a essas citocinas e impedir a ligação do VEGF e PlGF aos seus receptores de superfície
celular. Por fim, utilizando um modelo animal no qual foi administrado um adenovirus recombinante produtor de sFlt-1, houve desenvolvimento de
hipertensão e proteinúria em ratas gestantes e não gestantes, inclusive com análise histopatológica renal evidenciando endoteliose glomerular, lesão
característica da pré-eclâmpsia (26).Posteriormente a este estudo, Levine utilizou o banco de soros de um estudo prévio e comparou os valores de
sFlt-1, PlGF e VEGF das pacientes com pré-eclâmpsia pareadas com pacientes normotensas de mesma idade gestacional na primeira coleta sérica
(120 casos e 120 controles), utilizando o mesmo procedimento de Maynard (método ELISA). O autor comprovou que as pacientes analisadas após o
diagnóstico de pré-eclâmpsia possuíam níveis séricos maiores de sFlt-1 e menores de PlGF e VEGF que o grupo controle. Essas alterações foram
mais pronunciadas quando as pacientes apresentaram pré-eclâmpsia precoce (<34 semanas) ou restrição do crescimento intrauterino. Depois, em
análise longitudinal, ele observou que, durante a gestação normal, a concentração de sFlt-1 manteve-se constante até 33 a 36 semanas,
apresentando posterior elevação semanal até o parto; a de PlGF manteve-se constante nos dois primeiros trimestres, apresentou pico entre 29 a 32
semanas e posterior queda contínua; o VEGF manteve-se baixo durante toda gestação (28).Avaliando o grupo de pacientes com pré-eclâmpsia,
Levine relatou que, antes do diagnóstico, houve elevação da concentração de sFlt-1 entre 21 e 24 semanas de gestação, sendo esta elevação mais
rápida de 11 a 9 semanas antes da abertura do quadro, chegando ao pico 5 semanas antes e mantendo-se neste patamar até o diagnóstico. Os
níveis de PlGF encontrados foram menores a partir das 13 a 16 semanas e também apresentaram queda 11 a 9 semanas antes do diagnóstico, com
redução substancial nas 5 semanas antes do aparecimento de hipertensão ou proteinúria. As concentrações de VEGF mantiveram-se baixas
durante toda gestação sem diferença entre os grupos, exceto nos casos de coleta de material entre 37 e 41 semanas das pacientes que
posteriormente desenvolveram pré-eclâmpsia e nos casos em que o soro foi colhido entre 21 e 32 semanas e até 5 semanas antes do aparecimento
do quadro. Essas alterações foram mais pronunciadas quando a paciente apresentou pré-eclâmpsia precoce (<34 semanas) ou restrição do
crescimento intrauterino (28).O autor sugere que, fisiologicamente, o estado pró-angiogênico do segundo trimestre (aumento de PlGF com sFlt-1
baixo) seria convertido para um estado anti-angiogênico (aumento do sFlt-1 e queda do PlGF e VEGF) e que nas pacientes com pré-eclâmpsia esta
conversão seria mais precoce e abrupta, como um exagero do processo normal de controle do crescimento e funcionamento placentário
(28).Diversos autores continuaram esta linha de pesquisa, estudando fatores angiogênicos e antiangiogênicos urinários (29, 30), a associação dos
fatores séricos com achados ultrassonográficos (31-33) e principalmente a possibilidade de utilizar estes marcadores como preditores da pré-
eclâmpsia (34-36). Entre estas novas aplicações, sem dúvidas a predição da pré-eclâmpsia no primeiro trimestre da gestação, especialmente a sua
forma grave e precoce, é a mais promissora e já está sendo utilizada na prática clínica em alguns países (37), inclusive no Brasil. Além da
dificuldade de predição e de entendimento da fisiopatologia, a pré-eclâmpsia apresenta semelhança clínica e laboratorial com várias doenças que
acometem o ciclo gravídico-puerperal, tanto clínicas quanto cirúrgicas, como por exemplo o fígado gorduroso agudo da gravidez, a púrpura
trombocitopência trombótica, a síndrome hemolítica urêmica, a sepse e a reativação do LES. O tratamento difere entre estas enfermidades e o
diagnóstico incorreto pode levar a uma elevada morbimortalidade materna e fetal (38).Há, portanto, necessidade de melhorar a acurácia do
diagnóstico diferencial entre pré-eclâmpsia e LES com nefrite e a medida dos marcadores angiogênicos e antiangiogênicos como sFlt-1, VEGF e
PlGF poderia contribuir para discriminar as duas condições (39),  mas estudos prospectivos que incluam pacientes com LES durante a gestação
ainda são aguardados (40).3 FATORES ANGIOGÊNICOS E ANTIANGIOGÊNICOS EM PACIENTES COM LESAté o momento, apenas um estudo
caso-controle contendo pacientes gestantes com LES estudou os níveis de sFlt-1 em pacientes com diagnóstico de pré-eclâmpsia, tendo encontrado
concentrações elevadas em comparação às das pacientes com LES sem pré-eclâmpsia. No entanto, o estudo incluiu um pequeno número de
pacientes (18 casos e 34 controles), não incluiu pacientes com nefrite e não avaliou os títulos dos fatores angiogênicos VEGF e PlGF (41).Um relato
de caso publicado sugere o potencial uso da dosagem de PlGF e sFlt-1 como auxiliar para o diagnóstico diferencial entre reativação do LES e pré-
eclâmpsia. Uma gestante com diagnóstico prévio de LES e nefrite foi internada com quadro de HAS progressiva, trombocitopenia e piora na
proteinúria. Tendo em vista o diagnóstico inicial de reativação da doença de base, a paciente foi tratada com corticosteroides mas não ocorreu
melhora clínica e houve evolução para o óbito fetal. Após o parto, a rápida melhora clínica sugeriu a hipótese de pré-eclâmpsia e a mensuração dos
níveis séricos de PlGF e sFlt-1 coletados no momento da internação foi sugestiva deste diagnóstico, revelando o sFlt-1 acima do percentil 95 para a
idade gestacional com o PlGF abaixo do nível de detecção para o exame (42). Rhee e colaboradores também mencionam que estudos clínicos
prospectivos são necessários para a melhor caracterização dos fatores angiogênicos e antiangiogênicos em situações clínicas reais em gestantes
com comorbidades que dificultem o diagnóstico diferencial com a PE (42). Em relação ao LES, cuja fisiopatologia envolve dano vascular, e em
particular, nos casos com glomerulonefrite, cuja inflamação envolve caracteristicamente as alças capilares do glomérulo, é preciso melhor
conhecimento quanto a variação dos níveis séricos dessas citocinas em diferentes condições, incluindo os períodos de atividade e inatividade da
doença durante a gravidez.Em pacientes não gestantes, alguns autores demonstraram o aumento do VEGF no LES ativo comparado com doença
inativa ou com o controle (8), assim como em outras doenças inflamatórias como artrite reumatoide, polimiosite e dermatomiosite (8). Esta elevação
do VEGF é esperada após a lesão endotelial presente na fisiopatologia da doença, considerando seu papel como modulador da angiogênese,
proliferação e migração celular endotelial, quimiotaxia e permeabilidade capilar. Outros mecanismos também podem ser responsáveis pela elevação
do VEGF em pacientes com LES. Níveis elevados de IL-17 foram descritos em pacientes com LES e esta citocina pró-inflamatória determinam
aumento na produção de VEGF (43). Em pacientes com nefrite lúpica, sua elevação pode estar associada com o reparo capilar dos glomérulos
danificados (44). Frieri e colaboradores observaram, através de coloração imunohistoquímica, a presença de VEGF nos glomérulos e túbulos renais
obtidos a partir de biópsias em pacientes com LES e nefrite, mas não identificaram este fator em amostras de pacientes saudáveis (45).Robak e
colaboradores e, mais recentemente, Zhou e colaboradores, avaliaram a medida de PlGF nas pacientes com LES não gestantes. Os dois grupos
encontraram valores aumentados dessa citocina tanto na doença ativa quanto na doença inativa em relação ao controle (9, 46). O PlGF, membro da
família VEGF, também possui um papel expressivo na neovascularização em adultos, contribuindo na cicatrização de feridas através da
angiogênese, além de promover quimiotaxia de monócitos, crescimento de vasos colaterais, mobilização de células precursoras na medula óssea e
aumento da atividade do VEGF (46).Já o receptor solúvel do VEGF-1, sFlt-1, foi descoberto recentemente e o seu papel fisiológico ainda não está
bem estabelecido. Sabemos que ele é normalmente encontrado na circulação de homens e mulheres, é produzido por células endoteliais e
monócitos e sua produção é aumentada quando estas duas células são ativadas (47). O sFlt-1 possui uma grande afinidade pelo VEGF e acredita-
se que ele funcione como regulador negativo da disponibilidade do VEGF ou que ele prolongue as diferentes atividades desta citocina angiogênica
(6). Foi demonstrado que este receptor solúvel faz parte de um sistema vascular intrínseco que guia os brotos vasculares para longe do vaso
parental, em conjunto com o VEGF (48).Em relação ao LES-1, Hrycek e colaboradores (7) e Robak e colaboradores (6) o estudaram em pacientes
adultos com LES não gestantes e relataram não haver diferença da medida nas pacientes com doença inativa em relação ao controle. Por outro
lado, o primeiro grupo descreveu valores menores em pacientes com a doença ativa enquanto o segundo grupo relatou valores maiores no mesmo
cenário, ambos com diferença estatisticamente significativa.Um estudo recente avaliando crianças e adolescentes com LES encontrou valores
maiores para sFlt-1 nos pacientes com nefrite ativa quando comparados com pacientes com história de nefrite em remissão e com um grupo controle
sem LES. Os valores de VEGF encontrados foram maiores para as pacientes que tinham nefrite ativa, mas estavam inversamente relacionados com
o sFlt-1 tanto nos pacientes com nefrite ativa quanto com nefrite inativa. A redução do VEGF circulante resultaria em diminuição de seu efeito
protetor endotelial e glomerular, o que
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Hipótese:

A hipótese nula (H0) formulada foi que as pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico e nefrite teriam valores de sFlt-1, VEGF,PlGF e BAFF (BLyS)
semelhantes às pacientes com LES e pré-eclâmpsia. O desenho do estudo objetivou rejeitar a H0, admitindo o nível de significância em 0,05.

Objetivo Primário:

Avaliar se existe diferença entre os níveis séricos de VEGF, PlGF, sFlt-1 e BAFF (BLys) em gestantes com lúpus eritematoso sistêmico com e sem
atividade sistêmica da doença e em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico com e sem pré-eclâmpsia e ou restrição do crescimento fetal.

Objetivo Secundário:

Avaliar se existe diferença entre os valores séricos de VEGF, PlGF, sFlt-1 e BAFF (BLyS) em gestantes com lúpus eritematoso sistêmico com pré-
eclâmpsia e ou restrição do crescimento fetal em comparação com os níveis séricos dessas citocinas em gestantes com LES sem pré-eclâmpsia e
ou restrição do crescimento fetal.Avaliar se existe diferença entre os valores séricos de VEGF, PlGF, sFlt-1 e BAFF (BLyS) em gestantes com lúpus
eritematoso sistêmico em comparação com os níveis séricos dessas citocinas em pacientes não gestantes com lúpus eritematoso sistêmico.Avaliar
o resultado gestacional das gestantes com lúpus eritematoso sistêmico em acompanhamento no Hospital Universitário Pedro Ernesto.Avaliar o
resultado histopatológico das placentas em gestantes com lúpus eritematoso sistêmico em acompanhamento no Hospital Universitário Pedro
Ernesto.
Metodologia Proposta:

Este estudo terá caráter longitudinal e incluirá gestantes com LES em atividade ou remissão. Serão incluídas gestantes com diagnóstico de LES
segundo os critérios de classificação do Colégio Americano de Reumatologia revisados em 1997 em acompanhamento no pré-natal de doenças
reumatológicas da Disciplina de Obstetrícia da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) do HUPE da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ). A inclusão será feita sequencialmente de acordo com agendamento de rotina para consulta de pré-natal. Os esclarecimentos a respeito do
protocolo de pesquisa e a assinatura do termo de consentimento serão feitos antes da entrevista de pesquisa. Todas as pacientes do grupo em
estudo serão avaliadas quanto à atividade através da utilização do índice SLEPDAI,SLIC-SDI, emprego de questionário semiestruturado, exame
físico e exames laboratoriais e realizarão coleta de sangue com 16-18, 24-26, 30-32, 34-36 e 38-40 semanas de idade gestacional . As gestantes
com LES e índice SLEPDAI maior ou igual a 6 serão classificadas como portadoras de doença ativa, enquanto as gestantes com índice SLEPDAI
menor ou igual a 5 serão classificadas como portadoras de doença em remissão.A avaliação do resultado gestacional em pacientes com LES será
feita através de revisão do prontuário, analisando os seguintes parâmetros: via de parto, idade gestacional do parto, peso fetal ao nascer, sexo,
escore apgar, internação em UTI neonatal e presença de eventos adversos (restrição de crescimento, parto prematuro, amniorrexe prematura,
hipertensão arterial, diabetes gestacional, pré-eclâmpsia, descolamento prematuro de placenta, óbito fetal, outros). Como parte dos objetivos
secundários, os resultados gestacionais das pacientes atendidas no HUPE desde o ano 2000 serão analisados a partir da revisão de prontuários,
considerando os mesmos parâmetros utilizados para o grupo de estudo atual.O grupo controle será composto por gestantes atendidas na enfermaria
de Obstetrícia da Disciplina de Obstetrícia da FCM do HUPE – UERJ com idade gestacional maior que 22 semanas.  As pacientes responderão a
um questionário avaliando os fatores de risco para pré-eclâmpsia e afastando história de doenças autoimunes. Todas as manifestações clínicas,
alterações laboratoriais específicas do lúpus e índice de dano cumulativo, esse último quantificado através do emprego do escore de dano do SLICC
(Systemic Lupus International Collaborative Clinics), serão obtidos através de revisão de prontuário e entrevista direta com cada paciente, momento
no qual será preenchida ficha clínica específica para esse estudo. Os critérios indicativos de atividade do LES no momento da coleta de sangue
serão obtidos através de revisão de prontuário e entrevista direta com cada paciente e emprego do índice SLEPDAI.

Critério de Inclusão:

Pacientes gestantes com lúpus eritematoso sistêmico, serão incluídas sequencialmente a partir da inclusão no pré-natal. As coletas serão realizadas
com 16-18, 24-26, 30-32, 34-36 e 38-40 semanas de idade gestacional. As gestantes com LES e índice SLEPDAI maior ou igual a 6 serão
classificadas como portadoras de doença ativa, enquanto as gestantes com índice SLEPDAI menor ou igual a 5 serão classificadas como portadoras
de doença em remissão. 6.1.2 Gestantes sem doença autoimune e com pré-eclâmpsia: serão incluídas pacientes com diagnóstico de pré-eclâmpsia,
que será dividido em leve, grave, síndrome HELLP e eclampsia (53, 54).6.1.2.1 Pré-eclâmpsia leve: gestante com elevação de pressão arterial (PA)
no último trimestre da gestação (PA sistólica  140 ou PA diastólica  90 mmHg) associado a proteinúria maior que 300mg em 24 horas e sem critérios
de gravidade (a seguir).6.1.2.2 Pré-eclâmpsia grave: gestante com elevação de pressão arterial no último trimestre da gestação (PA sistólica  140 ou
PA diastólica  90 mmHg) associado a proteinúria maior que 300mg em 24 horas e com pelo menos um dos seguintes critérios de gravidade: PA
maior ou igual a 160 x 110 mmHg, proteinúria maior que 5g em 24h, restrição do crescimento intrauterino, cefaléia, escotomas, dor epigástrica,
oligúria, creatinina >1,2mg/dL, trombocitopenia (plaquetas <100.000/ mm3) ou aumento de transaminases hepáticas maior que 2 vezes o valor de
referência.6.1.2.3 Síndrome HELLP: gestante com diagnóstico de pré-eclâmpsia apresentando todos os seguintes critérios: hemólise,
trombocitopenia (plaquetas <100.000/ mm3) e aumento de transaminases hepáticas maior que 2 vezes o valor de referência.6.1.2.4 Eclampsia:
Paciente com diagnóstico de pré-eclâmpsia e quadro de convulsão tonico-clônica.6.1.3 Gestantes sem doença autoimune e sem pré-eclâmpsia:
serão incluídas pacientes sem complicações hipertensivas durante a gestação internadas para realização do parto.As pacientes com lúpus que
acompanharam o pré-natal no HUPE desde o ano 2000 terão o prontuário revisto para avaliação do resultado gestacional neste grupo de pacientes.

Critério de Exclusão:

Em relação ao grupo de gestante com lúpus, serão excluídas do estudo aquelas que não desejarem participar do mesmo ou não assinarem o termo
de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HUPE. Em relação ao grupo controle, serão
excluídas gestantes com doenças prévias a gestação, em uso regular de medicações durante o pré-natal (exceto sulfato ferroso, ácido fólico,
vitaminas ou analgésicos não controlados), com diagnóstico de diabetes gestacional, com infecção

tornaria o sFlt-1 um possível agente causador de lesão endotelial (49).De Jesús e colaboradores avaliaram os valores séricos médios de VEGF,
PlGF e sFlt-1 pacientes não gestantes com LES. A maior parte das pacientes incluídas neste estudo (81,4%) possuía história clínica, laboratorial
e/ou histopatológica de nefrite lúpica, incluindo mais da metade (66,6%) das pacientes com a doença em remissão. Estes autores demonstraram
que os valores séricos médios de VEGF, PlGF e sFlt-1 foram maiores em pacientes não gestantes com LES em comparação ao grupo controle
composto por mulheres sem doença autoimune. As pacientes com LES ativo apresentaram os valores séricos médios das três citocinas maiores do
que o grupo controle, enquanto não houve diferença estatística entre os valores séricos médios do VEGF, PlGF e sFlt-1 quando as pacientes com
LES inativo foram comparadas ao grupo controle (50).Quando os dois grupos de pacientes com LES foram comparados neste mesmo estudo,
apenas os valores séricos médios do sFlt-1 foram significativamente maiores no grupo com doença ativa em comparação ao grupo com doença em
remissão, enquanto não houve diferença entre os dois grupos em relação aos valores séricos médios de VEGF e PlGF (50).O padrão de elevação
de VEGF e PlGF com a atividade da doença descrito por de Jesús e colaboradores favorece a aplicação destes fatores angiogênicos como método
para auxílio no diagnóstico diferencial entre nefrite lúpica e PE em gestantes com LES, visto que estas citocinas estão reduzidas em pacientes com
PE (25). A elevação do sFlt-1 em pacientes com doença ativa não exclui a análise desta citocina para o mesmo propósito, considerando a
possibilidade de diferença de valores.Este estudo foi desenhado para melhor caracterizar os níveis séricos de VEGF, PlGF e sFlt-1 em pacientes
com LES gestantes com doença ativa e inativa, comparando-os com os encontrados em gestantes com pré-eclâmpsia e em gestantes sem pré-
eclâmpsia.
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Tamanho da Amostra no Brasil: 150

no momento da inclusão do estudo, aquelas que não desejarem participar do mesmo ou não assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido
previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HUPE.
Riscos:

Os únicos riscos envolvidos com o projeto estão na coleta de sangue venoso para análise dos fatores VEGF, PlGF, sFlt-1 e BAFF (BLyS), que pode
resultar em hematoma e dor. Todos os outros dados utilizados no estudo serão provenientes de exame físico, exames laboratoriais e análise
histopatológica da placenta feitos de rotina no acompanhamento pré-natal de gestantes de alto risco do Hospital Universitário Pedro Ernesto
("standard of care"), coletados a partir da revisão do prontuário.
Benefícios:

Este estudo poderá criar uma nova ferramenta no acompanhamento de gestantes com doenças autoimunes e lúpus eritematoso sistêmico,
permitindo um melhor diagnóstico e consequentemente melhor tratamento destas pacientes.
Metodologia de Análise de Dados:

O estudo tem por objetivo avaliar se as gestantes portadoras de LES com doença ativa teriam valores séricos de sFlt-1, VEGF, PlGF e BAFF (BLyS)
diferentes das gestantes com LES inativo e das gestantes do grupo controle que não possuem doença autoimune, admitindo o nível de significância
em 0,05. As manifestações clínicas, tempo de doença, características demográficas, avaliação laboratorial da função renal e drogas em uso das
pacientes com  doenças autoimunes e LES serão dispostas em tabelas, submetidas posteriormente à análise estatística descritiva. O teste exato de
Fischer será utilizado para comparação de variáveis categóricas e o teste U de Mann-Whitney para variáveis contínuas que não apresentavam
distribuição normal.
Desfecho Primário:

ativação do lúpus eritematoso sistêmico (tipo de ativação, relação temporal com gestação); ativação da nefrite lúpica; surgimento de pré-eclâmpsia;
surgimento de outra complicação durante a gravidez de uma paciente com  lúpus eritematoso sistêmico (parto prematuro, restrição de crescimento
intrauterino, abortamento, óbito fetal)
Desfecho Secundário:

Aumento do BAFF (BLyS) nas gestantes com doenças autoimunes e LES que tiverem desfechos gestacionais adversos.

País de Origem do Estudo Nº de participantes da pesquisa

Países de Recrutamento

País

Sim 150BRASIL

Outras Informações

Haverá uso de fontes secundárias de dados (prontuários, dados demográficos, etc)?

Sim

ID Grupo Intervenções a serem realizadasNº de Indivíduos

Grupos em que serão divididos os participantes da pesquisa neste centro

Controle com pré-eclâmpsia Coleta de Sangue e Aferição da Pressão Arterial30

Gestantes com Lupus Coleta de Sangue e Aferição da Pressão Arterial80

Controle hígida Coleta de Sangue e Aferição da Pressão Arterial30

Detalhamento:

A análise dos parâmetros séricos (complemento, anti-DNA, trombocitopenia, leucopenia) e urinários (pesquisa de cilindros urinários, hematúria,
piúria e urina de 24h) para o índice SLEPDAI será feita a partir de dados disponíveis no prontuário da paciente no momento da inclusão no estudo.
Será feita a revisão do prontuário de todas as pacientes, com a análise dos seguintes pontos: duração da doença; tempo para o diagnóstico do LES;
manifestações clínicas e laboratoriais desde o início da doença; critérios clínicos e laboratoriais para nefrite lúpica; realização de biópsia renal e
resultado da análise histopatológica; dano cumulativo a partir do índice SLICC; uso de medicações anti-hipertensivas e ácido acetilsalicílico (AAS);
valor da creatinina sérica (mg/dl). A avaliação do resultado gestacional em pacientes com LES será feita através de revisão do prontuário,
analisando os seguintes parâmetros: via de parto, idade gestacional do parto, peso fetal ao nascer, sexo, escore apgar e presença de eventos
adversos (restrição de crescimento fetal, parto prematuro, amniorrexe prematura, hipertensão arterial, diabetes gestacional, pré-eclâmpsia,
descolamento prematuro de placenta, óbito fetal). As pacientes do grupo controle terão estes mesmos parâmetros avaliados, assim como as
pacientes com LES que foram acompanhadas no HUPE mas não foram incluídas no grupo de estudo.

Informe o número de indivíduos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerão algum tipo de intervenção neste centro de
pesquisa:

150

O Estudo é Multicêntrico no Brasil?

Não

Propõe dispensa do TCLE?

Sim

Justificativa:

Solicitamos a dispensa de utilização de termo de consentimento livre e esclarecido na avaliação do desfecho materno e fetal de gestações em
pacientes com lúpus eritematoso sistêmico que não foram incluídas no grupo de estudo (sem coleta de sangue), com obtenção de dados por revisão
de prontuário, sem entrevista com a paciente, naquelas em que já ocorreu o parto. As pacientes que serão submetidas a coleta prospectiva de
informações e material biológico (sangue) irão assinar o termo de consentimento livre e esclarecido em anexo.

Haverá retenção de amostras para armazenamento em banco?

Não
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Identificação da Etapa Término (DD/MM/AAAA)Início (DD/MM/AAAA)

Cronograma de Execução

Mensuração dos títulos dos fatores angiogênicos e
antiangiogênicos pelo método ELISA

29/12/201701/07/2013

Tabulação dos dados, análise estatística 29/06/201801/01/2018

Coleta de dados 29/12/201701/02/2011

Coleta de sangue para BAFF(BLyS) e mensuração
dos títulos

01/09/202205/09/2019

Identificação de Orçamento Valor em Reais (R$)Tipo

Orçamento Financeiro

Kit Elisa sFlt-1 R$ 13.500,00Custeio

Kit ELISA PlGF R$ 13.500,00Custeio

Kit ELISA VEGF R$ 13.500,00Custeio

Kit para realização BAFF (BLyS) R$ 12.000,00Custeio

Total em R$ R$ 52.500,00

Outras informações, justificativas ou considerações a critério do pesquisador:

Este projeto já havia sido aprovado previamente pelo CEP (2866/2011-CEP/HUPE/CAAE: 0017.0.228.000-11), no entanto, solicitamos, neste
adendo a ampliação do estudo afim de permitir nas amostras previamente autorizadas, a avaliação de um novo marcador (BAFF/BLyS) sem no
entanto modificar as intervenções realizadas nas pacientes -gestantes com LES e ou a metodologia inicial proposta.
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Finalizar

Manter sigilo da integra do projeto de pesquisa: Não

Justificativa da Emenda:

Este adendo foi desenvolvido para solicitar a avaliação de um novo marcador (BAFF/BLyS), sem modificar
a metodologia do estudo ou as intervenções realizadas nas pacientes, já que utilizaremos as amostras já
autorizadas no protocolo inicial.
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