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TiTULO
ACTIVIDADE DE ADAMTS13 E CONCENTRAGCAO DE ANTICORPOS ANTI-ADAMTS13 NO
SINDROME ANTI-FOSFOLIPIDO

INSTITUIGOES, DEPARTAMENTOS E SERVIGOS

Centro Hospitalar do Porto (CHP), Hospital de Santo Antonio (HSA) (HSA/CHP)

e Departamento de Medicina, Servigco de Hematologia Clinica

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS/UP)

UNIDADES DE INVESTIGAGAO

Unidade Multidisciplinar de Investigacdo Biomédica da Universidade do Porto
(UMIB/ICBAS/UP)

EQUIPA DE INVESTIGAGAO
Constituicao

Aluno

e Duarte Rego: Aluno do Curso de Mestrado Integrado em Medicina, ICBAS/UP e
HSA/CHP, Disciplina de Iniciagédo a Investigacao Clinica.

Orientadores

e Dr. Manuel Campos: Médico Especialista de Hematologia Clinica; Chefe de Servigo;
Director do Servigo de Hematologia Clinica do HSA/CHP; Responsavel pelas areas clinica e
laboratorial da Trombose e Hemostase; Professor Auxiliar Convidado de Medicina-Hematologia
do 5° ano do ICBAS/UP.

e Dra. Sara Morais: Médica Especialista de Imunohemoterapia; Assistente Hospitalar
Graduada; Servigo de Hematologia Clinica do HSA/CHP; Co-responsavel pelas areas clinica e

laboratorial da Trombose e Hemostase.

Supervisores
e Prof. Doutora Margarida Lima: Médica Especialista em Imunohemoterapia e

Investigadora do Servico de Hematologia Clinica do HSA/CHP; Professora Convidada do
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ICBAS/UP, responsavel pela Disciplina de Iniciacao a Investigacao Clinica.

Outros investigadores

e Técnico(a) do Laboratério de Hematologia — Dra. Ménica Pereira.

Fungoes e responsabilidades

e A execucado do projecto, incluindo a recolha de dados e a sua analise, ficara ao cargo do

Aluno.

e Aos Orientadores cabera a funcdo de orientagcdo da execugdo do projecto e a de

supervisao cientifica.
Tempo afecto ao projecto

Aluno: 20% durante cerca de 10 meses

Orientador e Co-orientador: 5% durante 10 meses

Outros investigadores (técnico de investigag¢ao): 10% durante 3 meses

Total: 1 Pessoa a 20% durante 10 meses (2) + 2 pessoas a 5% durante 10 meses (0.5 +

0.5) + 1 pessoa a 10% durante 3 meses (0,3) = 3,3 pessoas*més

RESUMO

INTRODUCAO: A existéncia de anticorpos anti-fosfolipido (aFL) é necessaria para a
ocorréncia do Sindrome Anti-fosfolipido (SAF). No entanto, nem todos os doentes com aFL
manifestam o SAF, o que implica que outros factores estejam envolvidos na sua patogenia. A
existéncia de semelhangas na patogenia e clinica do SAF e da Purpura Trombocitopénica
Trombotica (PTT) levanta a hipétese de que a disfungdo da ADAMTS-13, comprovadamente

associada a PTT, também possa estar envolvida na fisiopatologia do SAF.

OBJECTIVOS: Este estudo tem como objectivos avaliar a existéncia de uma associagcéo
entre a actividade da ADAMTS-13 e a ocorréncia de SAF nos doentes com aFL e avaliar a
prevaléncia de anticorpos (Ac) anti-ADAMTS-13 e de actividade reduzida da ADAMTS-13 em

doentes com SAF, comparando-as quer com as observadas em doentes com aFL sem SAF,
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quer com as observadas em individuos normais.

MATERIAL E METODOS: Serdo estudados 30 doentes com aFL, com ou sem SAF, e
15 controlos (individuos normais). A avaliacdo da antigenemia da ADAMTS-13, a pesquisa e
quantificacao do titulo de Ac anti-ADAMTS-13 e a medicao da actividade da ADAMTS-13 serao

efectuadas pelo método de ELISA, recorrendo a kits de diagndstico comercializados.

RESULTADOS ESPERADOS E IMPLICACOES: Espera-se que nos doentes com aFL
os niveis medios de funcdo da ADAMTS13 sejam menores do que nos individuos saudaveis
(controlos) e que o titulo médio de anticorpo anti-ADAMTS13 seja superior nos primeiros. De
igual modo, espera-se que nos doentes com aFL e SAF os niveis médios de funcido da
ADAMTS13 sejam inferiores aos dos doentes com aFL que nao desenvolvem SAF e que o
titulo médio de anticorpo anti-ADAMTS13 seja superior nos primeiros. Se a hipétese de
trabalho se confirmar, a existéncia de disfuncdo da ADAMS13 podera ser usada como um

indicador de risco de desenvolvimento de SAF em doentes com aFL.

DESENHO DO ESTUDO

Estudo nacional, institucional, observacional, transversal, analitico, clinico e laboratorial,

de tipo caso-controlo, feito em seres humanos.
CALEN DARIZAQAO

Duragao

10 meses (Agosto/Setembro a Abril/Maio)

Datas de inicio e conclusao

Agosto /Setembro de 2009 a Abril/Maio de 2010

Cronograma de execugao

Janeiro a Abril de 2009 | Elaboracgéo da proposta

Maio 2009 Entrega da proposta — Submissdo a aprovagéo institucional

Junho 2009 Apresentacdo da proposta nas Jornadas de Iniciacdo a

Investigacéo Clinica

Julho e Agosto de 2009 Preparacgao para a implementagao do projecto

Identificacdo dos potenciais participantes
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Setembro a Dezembro | APresentacdo da proposta em reunidgo do Servico de
de 2009 Hematologia Clinica
Observacdo dos doentes; recolha dos dados; colheita de

amostras de sangue

Janeiro a Marco de o -
Realizagdo das analises

2010

Abril a Maio de 2010 Analise e tratamento estatistico dos dados; interpretacédo dos
resultados

Junho 2010 Apresentac&o dos resultados nas Jornadas de Iniciagédo a

Investigacao Clinica
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A. PLANO CIENTIFICO

1. Introducao e estado da arte

O diagnodstico de Sindrome Anti-fosfolipido (SAF) baseia-se, segundo os critérios
revistos de Sapporo (Wilson WA et al, 1999; Miyakis S et al, 2006), em dois componentes
major: a presencga no soro de, pelo menos, um tipo de anticorpos conhecidos como anticorpos
anti-fosfolipido (aFL) e a ocorréncia de, pelo menos, uma de entre varias potenciais
manifestagdes clinicas da doenga, nomeadamente, tromboses vasculares, quer sejam arteriais,
venosas ou microvasculares, ou morbilidade gestacional como trés ou mais abortamentos de
repeticdo antes das dez semanas de gestacdo, um ou mais mortes fetais apds as dez semanas
de gestacdo com morfologia fetal normal documentada ou um ou mais partos pré-termo de
recém-nascido morfologicamente normal decorrentes de eclampsia, pré-eclampsia ou
insuficiéncia placentar. Apesar de estas manifestagdes ocorrerem em diversas doencas, no
SAF elas ocorrem, por definicdo, no contexto de aFL. Os aFL s&o dirigidos contra proteinas
séricas ligadas a fosfolipidos aniénicos e podem ser detectados através de testes para o
anticoagulante lupico, testes de ELISA para determinagdo de anticorpos anticardiolipina ou
anti- B2 glicoproteina I. O significado clinico de outros auto-anticorpos (como aqueles dirigidos

a protrombina, anexina V, fosfatidilserina e fosfatidilinositol) permanece incerto.

O SAF classifica-se em «primario» quando nao estad associado a outra doenca
subjacente e de «secundario» se associado a outras doengas autoimunes, maioritariamente o
Lupus Eritematoso Sistémico (LES). O risco de fendmenos tromboembdlicos pode elevar-se
com o aumento do titulo de aFL e do numero de tipos de aFL presentes num determinado
individuo (Neville C et al, 2005), contudo, a simples presencga destes anticorpos néo implica a
ocorréncia destes fendmenos, sendo até relativamente frequente a presenca de aFL em
individuos saudaveis (Vaarala O et al, 1986; Sammaritano LR, 2000). Este facto indica que
serao necessarios mais factores, que conduzam a um desequilibrio do balango hemostatico no
sentido trombotico, e condicionem o desenvolvimento do sindrome (Mackworth-Young CG,
2000).

O SAF e a TTP possuem caracteristicas em comum, nomeadamente, patogénese
relacionada com a imunidade (especificamente por auto-anticorpos), a trombocitopenia, que é
um aspecto essencial na TTP e muito comum no SAF, tendo inclusivamente, durante varios
anos, sido um dos critérios de diagndstico deste; a ocorréncia de activagdo das células
endoteliais e plaquetas, muito particularmente na micro-circulagao, nas duas condi¢des clinicas

resultando num estado pro-trombdético. Além disto, existem descrigdes do desenvolvimento das
5
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duas doencas no mesmo doente (Amoura Z et al, 2004) e é relativamente comum a presenca
de aFL em doentes com PTT o que indica um possivel factor de associacdo entre as duas

doencas.

A patogénese da TTP resulta da actividade diminuida de ADAMTS-13, quer por
deficiéncia de producédo (rara) ou, mais comummente, por inibicdo através de auto-anticorpos
IgG e IgM (Furlan M et al, 1998; Tsai HM et al, 1998). Estas duas etiologias podem ser
distinguidas através do calculo do titulo de antigénio ADAMTS13 no soro do doente, quando
este valor se situa dentro das faixas de referéncia para a populacédo saudavel tal significa que a
disfuncdo da ADAMTS13 resulta de anticorpos dirigidos contra o local catalitico da enzima
ADAMTS13.

A ADAMTS13 é uma protease especifica para o factor de von Willebrand (FVW) que
actua na ligacao peptidea Y(842)-M(843) da cadeia A2 (Furlan M et al, 1996; Tsai H, 1996). A
sua disfuncao resulta na acumulacao sérica de multimeros de FvW de peso molecular muito
grande (>20.000kDa). Estes multimeros interagem mais avidamente com as membranas
plaquetarias e matriz subendotelial e 0 seu excesso pode resultar em agregacao plaquetaria,
na formacao de trombos ricos em plaquetas e FvW e consequente trombocitopenia (Moake JL,
1997).

O papel da disfungdo da ADAMTS13 na etiopatogenia de condi¢des pro-trombéticas de
natureza autoimune além da PTT, ndo é claro. A actividade da ADAMTS13 pode estar
moderadamente diminuida (<25%) em diversas doengas, cronicas ou agudas, sendo que uma
actividade gravemente diminuida é bastante especifica para CID induzida por sépsis ou PTT
primaria (Furlan M et al, 1998; Tsai HM et al, 1998; Ono T et al, 2006; Hyun J et al, 2009).
Existem algumas evidéncias de que a actividade e os niveis da ADAMTS13 estdo envolvidos
na fisiopatologia do SAF em doentes com aFL. Tal é sugerido pela associagao e semelhancas,
ja referidas, entre PTT e SAF, mais especificamente, pelos resultados de estudos que apontam
para um papel da ADAMTS13 no SAF (Austin SK, 2008). Assim, este podera ser um dos
factores envolvidos no desequilibrio do balango hemostatico no sentido trombdético, necessario

para que ocorra o SAF.
2. Problemas

A fisiopatologia do SAF em doentes com aFL n&o é ainda bem conhecida.

A presenca de aFL no soro € um dos critérios para o diagnostico de SAF, mas nem
todos os doentes com aFL desenvolvem SAF e as manifestagdes clinicas sao heterogéneas,
no tipo (tromboses arteriais, venosas e/ou microvasculares ou morbilidade gestacional) e na
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gravidade.

3. Hipétese de trabalho

Com base na revisdo bibliografica e na fisiopatologia do SAF formula-se a seguinte
hipotese de trabalho: a ADAMTS13 esta implicada na fisiopatologia do SAF em doentes com
aFL.

4. Objectivos

O objectivo geral deste estudo é avaliar a existéncia de uma associacdo entre a

actividade da ADAMTS13 e a ocorréncia de SAF nos doentes com aFL.

Os objectivos especificos sdo avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-ADAMTS13 e
actividade enzimatica reduzida da ADAMTS13 em doentes com SAF comparando-as quer com
as observadas em doentes com aFL sem SAF, quer com as observadas em individuos

normais.

5. Implicagoes

Se a hipoétese de trabalho se confirmar, a existéncia de disfuncdo da ADAMS13 podera

ser usada como um indicador de risco de desenvolvimento de SAF em doentes com SAF.

6. Enquadramento, motivagoes e condi¢coes de execugao

Os Orientadores integram a UMIB/UP uma Unidade de Investigagado reconhecida pela
FCT.

Tém larga experiéncia no estudo das alteragbes primarias e secundarias da hemostase,
nomeadamente do SAF. Esta experiéncia resulta do contacto com doentes com estas
patologias quer em regime de internamento ou urgéncia hospitalar quer durante o seguimento
de doentes na consulta de Trombose e Hemostase. Além disto, o Servico de Hematologia
Clinica e os orientadores deste estudo estdo frequentemente envolvidos em projectos de

investigagao e ensaios clinicos tendo publicados diversos artigos.

O aluno sente-se motivado para este projecto pelas seguintes razdes: € a sua primeira
experiéncia na area da investigagao clinica e trata-se de um estudo que é desenvolvido numa
area (trombose e hemostase) que o agrada pela interac¢ao dindmica entre o raciocinio clinico
e colocagdo de hipéteses de investigacdo e a compreensdo e integracdo dos fendmenos
fisiopatoldgicos subjacentes. Além disso, € sua convicgao que os resultados que sejam obtidos

poderao mais tarde ser clinicamente Uteis, resultando dai beneficio para os doentes.
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7. Desenho do estudo e metodologia

7.1. Tipo de estudo

Estudo nacional, institucional, observacional, transversal, analitico, clinico e laboratorial,

de tipo caso-controlo, feito em seres humanos.

7.2. Participantes e elegibilidade

Doentes

Serdo estudados doentes com aFL que frequentem a Consulta de Trombose e
Hemostase do SHC/CH, ou que se apresentem no servigo de Urgéncia e que cumpram os
critérios de diagnéstico revistos de Sapporo para SAF ou que apenas apresentem aFL. A
seleccdo da amostra sera feita por conveniéncia. Pretendemos estudar 30 doentes com aFL,

dos quais pelo menos 15 com SAF.

Em principio, a participacdo no estudo sera efectuada por altura das consultas
programadas. Se houver necessidade de deslocagdes extra ao hospital, serdo pagas as

despesas de deslocacgao.

Controlos

Os controlos (n=15) serdo individuos saudaveis (dadores benévolos de sangue
recrutados da Consulta de Dadores de Sangue do HSA), cuja idade média e proporgéao de

sexos sejam semelhantes as da amostra de doentes estudada.

A participacao no estudo sera efectuada por altura da dadiva de sangue.

7.2. Seleccao dos participantes

Doentes

Critérios de inclusdo: Ser doente da Consulta de Trombose e Hemostase do Servigco de
Hematologia Clinica do HSA/CHP ou recorrer ao Servigo de Urgéncia do HSA/CHP; ter aFL,

com ou sem critérios para diagnostico de SAF; concordar em participar no estudo.

Critérios de exclusao: Serao excluidos os doentes que apresentem outros disturbios da

hemostase que nao seja o SAF ou com doenga neoplasica.

Controlos
Critérios de inclusdo: Ser dador de sangue do HSA/CHP; concordar em participar no
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estudo.

Critérios de exclusio: Primeiras dadivas; historia de disturbios da hemostase.

7.3. Material e métodos

Colheitas de sangue

Doentes — As colheitas serdo efectuadas pelas Enfermeiras do Servico de Hematologia

Clinica.

Controlos — Dadores de sangue. As colheitas serdo efectuadas antes da dadiva, pelas
Enfermeiras de servico na Sala de Colheitas de Dadores.

Amostras de sangue

Serao colhidas duas amostras de sangue em tubos com citrato trissédico (2 tubos com
4,5 ml de sangue cada).

Andlises a efectuar

Serao efectuadas as seguintes analises:

a) Quantificacdo do antigénio ADAMTS13: Os niveis de antigénio ADAMTS-13 no
plasma serao medidos recorrendo a um kit de teste (IMUBIND® ADAMTS13 ELISA, American
Diagnostica inc., Pfungstadt, Alemanha), utilizando o método de ELISA (Feys et al, 2006).

b) Estudo da actividade da ADAMTS13: Sera avaliada a actividade enzimatica da
ADAMS-13 no plasma por método de ELISA, usando um kit de testes (DG-ADAMTS-13
Activity®, Grifols S.A., Barcelona, Espanha).

c) Pesquisa de anticorpos anti-ADAMTS13: Sera avaliada a presenga de anticorpos
anti-ADAMS-13 no plasma por método de ELISA, com determinacéo do titulo, com recurso a
um kit de diagnéstico (IMUBIND® ADAMTS13 Autoantibody ELISA, American Diagnostica inc.,
Pfungstadt, Alemanha).

7.5. Tarefas

Fase pré-projecto

o Revisao da literatura e redacg¢ao da proposta :

o Duarte Rego, sob supervisdo da Dra. Sara Morais e do Dr. Manuel Campos
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Janeiro — Maio 2009

Submissao da proposta a aprovagao e apresentacao:
Duarte Rego

Maio e Junho 2009

Identificacdo dos potenciais participantes:

Dra. Sara Morais

Julho e Agosto 2009

Fase projecto

Convocacao dos doentes / colheita das amostras / recolha de dados clinicos:
Convocacao dos doentes: Dra. Sara Morais

Recolha de dados: Duarte Rego, sob supervisdo da Dra. Sara Morais

Colheita das amostras: Técnico do Servigo de Hematologia Clinica (a designar)
Setembro — Dezembro 2009

Realizagao das analises:

Técnico do Servigo de Hematologia Clinica: Dra. Monica Pereira

Janeiro — Margo 2009

Analise dos dados, interpretagao dos resultados, discussao e conclusoes:
Duarte Rego, Dra. Sara Morais, Dr. Manuel Campos

Abril - Maio 2010

7.6. Recolha de dados

Variaveis principais
Dados demogréficos (sexo e idade)
Critérios de diagndstico da doenga

Anticorpos anti-ADAMTS13
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Actividade ADAMTS13

Antigénio ADAMTS13

7.7. Tratamento de dados e analise estatistica

Estatistica descritiva

Para a caracterizagdo da amostra, serdo analisadas variaveis numéricas (idade, dados

analiticos, etc.) e categoricas (sexo, etc.)

A descricao sera feita na forma de proporcdes de sexos, média/mediana das idades
(consoante a distribuicao seja simétrica ou assimétrica, respectivamente) e outros. Para efeitos
descritivos da amostra no contexto especifico desta doenca sera indicada se o doente
preenche ou nao os critérios de diagndstico de SAF, tratando-se assim de uma variavel
categorica. Para caracterizacdo da amostra em relacdo a ADAMTS13 serdo analisadas trés
variaveis categoricas, anticorpo anti-ADAMTS13 (presente/ausente), actividade ADAMTS13
(normal/reduzida) e antigenemia ADAMTS13 (normal/reduzida), e duas variaveis numéricas,
média/mediana de titulo de anticorpo anti-ADAMTS13 e média/mediana da actividade de
ADAMTS13.

Estatistica inferencial

A andlise estatistica sera feita em software estatistico SPSS (Statistical Program for the

Social Sciences), versao 15.0.

Os dados clinicos e laboratoriais serdo analisados e comparados entre grupos através
de teste ndo paramétrico (Teste Mann-Whitney) para variaveis categorias e medianas e teste

paramétrico (Teste t-Student) para médias (se aplicavel).

8. Resultados esperados
Espera-se que:

a) Nos doentes com aFL os niveis médios de funcdo da ADAMTS13 sejam menores do
que nos individuos saudaveis (controlos) e que o titulo médio de anticorpo anti-ADAMTS13

seja superior nos primeiros;

b) Nos doentes com aFL e SAF os niveis médios de fungdo da ADAMTS13 sejam
inferiores aos dos doentes com aFL que ndo desenvolvem SAF e que o titulo médio de

anticorpo anti-ADAMTS13 seja superior nos primeiros.
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9. Indicadores de producao cientifica

A proposta de projecto de investigagdo sera apresentada nas Jornadas de Iniciagdo a

Investigacao Clinica em Junho de 2009 e em reunido do Servigo de Hematologia Clinica.

A divulgacdo dos resultados sera efectuada através de apresentacdo de poster ou
comunicacao oral no Jornadas de Iniciagdo a Investigacdo Clinica em Junho de 2010, a

organizar no HSA/CHP, pelos alunos da DIIC.

Esta também prevista a apresentacao dos resultados em congresso da especialidade.
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B. QUESTOES ETICAS

Os participantes serdo informados (médicos do Sector de Trombose e Hemostase do
Servico de Hematologia Clinica ou médico de servigo nos Dadores de Sangue) sobre a

natureza e os objectivos da investigacao e sobre 0s seus riscos e beneficios.

S6 serao incluidos neste estudo participantes e capazes de compreender a informagao
dada e tendo assinado e datado o termo de Consentimento Informado, de forma livre e

esclarecida.
Nao existem riscos inerentes a participacédo no estudo de investigagao.

Os beneficios do estudo serdo eventuais beneficios indirectos, a longo prazo,

decorrentes de uma melhor compreenséo da doencga.

No plano financeiro do estudo esta previsto o pagamento das despesas relativas a

eventuais deslocagdes de doentes ao hospital para participacdo no projecto de investigagao.
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ACTIVIDADE DE ADAMTS13 E CONCENTRACAO DE ANTICORPOS ANTI-ADAMTS13 NO
SINDROME ANTI-FOSFOLIPIDO (SAF)

Informagao aos doentes participantes no estudo

Gostariamos de contar com a sua colaboracao neste estudo de investigacdo que tem como
Investigadores Responsaveis o Dr. Manuel Campos e a Dra. Sara Morais, do Servico de

Hematologia Clinica.

Com este estudo pretendemos conhecer melhor o papel de uma enzima, a ADAMTS13, na

sindrome anti-fosfolipido, uma doencga que pode determinar o aparecimento de tromboses.

Se concordar em participar, sera efectuada a colheita de duas amostras de sangue (2 tubos,
cerca de 10 ml) para realizar as analises que fazem parte deste estudo e serdo registados

alguns dados clinicos importantes para interpretar os resultados.

Todos os dados serao confidenciais. A participagao n&o acarretara riscos para si. Também nao
havera beneficios imediatos, embora a longo prazo possam existir beneficios indirectos
resultantes de um melhor conhecimento da doenga. Se desejar, pode ser ressarcido sobre as
despesas de deslocacdo ao hospital, até ao valor maximo de 5 Euros por deslocacgao,
mediante a entrega de comprovativo. Esta compensacao so € aplicavel no caso de se deslocar

ao hospital no &mbito exclusivo do projecto.

Termo de consentimento informado

Eu, abaixo-assinado, fui informado sobre o estudo de investigagdo acima mencionado. Foi-me
garantido que todos os dados relativos a identificagdo dos participantes neste estudo sao
confidenciais. Sei que posso recusar-me a participar no estudo sem nenhum tipo de
penalizacado por este facto. Compreendi a informacado que me foi dada, tive oportunidade de
fazer perguntas e as minhas duvidas foram esclarecidas. Aceito participar de livre vontade no
estudo acima mencionado e autorizo a colheita de do meu sangue para a realizagdo das
analises que fazem parte deste estudo, bem como a recolha de alguns dados clinicos que sao
importantes para interpretar os resultados. Também autorizo a divulgacdo dos resultados
obtidos no meio cientifico, garantindo o anonimato.

Nome do participante no estudo:

Assinatura Data

Nome do médico:

Assinatura Data
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ACTIVIDADE DE ADAMTS13 E CONCENTRACAO DE ANTICORPOS ANTI-ADAMTS13 NO
SINDROME ANTI-FOSFOLIPIDO (SAF)

Informagao aos dadores participantes no estudo

Gostariamos de contar com a sua colaboragdo neste estudo de investigagdo que tem como
Investigadores Responsaveis o Dr. Manuel Campos e a Dra. Sara Morais, do Servico de

Hematologia Clinica.

Com este estudo pretendemos conhecer melhor o papel de uma enzima, a ADAMTS13, na

sindrome anti-fosfolipido, uma doencga que pode determinar o aparecimento de tromboses.

Para efectuar este estudo necessitamos de estudar, para além dos doentes, pessoas normais.

Por isso, pedimos a sua colaboragao.

Se concordar em participar, sera efectuada a colheita de duas amostras de sangue (2 tubos,

cerca de 10 ml) para realizar as analises que fazem parte deste estudo.

Todos os dados serao confidenciais. A participagao nao acarretara riscos para si. Também nao
havera beneficios imediatos, embora a longo prazo possam existir beneficios indirectos

resultantes de um melhor conhecimento da doenca.

Termo de consentimento informado

Eu, abaixo-assinado, fui informado sobre o estudo de investigagdo acima mencionado. Foi-me
garantido que todos os dados relativos a identificacdo dos participantes neste estudo sao
confidenciais. Sei que posso recusar-me a participar no estudo sem nenhum tipo de
penalizacado por este facto. Compreendi a informacdo que me foi dada, tive oportunidade de
fazer perguntas e as minhas duvidas foram esclarecidas. Aceito participar de livre vontade no
estudo acima mencionado e autorizo a colheita de do meu sangue para a realizagdo das
analises que fazem parte deste estudo, bem como a recolha de alguns dados clinicos que sao
importantes para interpretar os resultados. Também autorizo a divulgagdo dos resultados
obtidos no meio cientifico, garantindo o anonimato.

Nome do participante no estudo:

Assinatura Data

Nome do médico:

Assinatura Data
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C. PLANO FINANCEIRO

1. Orcamento

Custo total
Reagentes e outro material de laboratdrio (*) 3300,00 Euros
Material administrativo e consumiveis 150,00 Euros
Subsidio de deslocagéao - doentes participantes (**) 150,00 Euros
Poster 50,00 Euros
Inscricao aluno em Congresso da Especialidade 200,00 Euros
Organizacao das Jornadas de Iniciacido a Investigacao Clinica 50,00 Euros
TOTAL 3900,00 EUROS

(*) Estimativa para 45 participantes (30 doentes e 15 controlos)

(**) Se os doentes tiverem necessidade de se deslocar ao hospital especificamente para
participar no estudo de investigacdo serdo pagas as despesas de deslocagéo (estimativa 5
euros / participante / cada deslocagao ao hospital; 30 doentes participantes).

2. Financiamento

Este estudo sera financiado pela Roche Farmacéutica: Bolsa de Iniciagdo a Investigagao
Clinica — Programa Roche/ICBAS/HSA 2008/2010.
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ABREVIATURAS/ACRONIMOS
aFL, anticorpos anti-fosfolipido
CHP, Centro Hospitalar do Porto

DIIC, Disciplina de Iniciagdo a Investigagdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em

Medicina do ICBAS

HSA, Hospitalar de Santo Anténio

ICBAS/UP, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto
JIIC, Jornadas de Iniciagcao a Investigacao Clinica

PTT, Purpura Trombocitopénica Trombdtica

SAF, Sindrome anti-fosfolipido

UMIB/ICBAS/UP, Unidade Multidisciplinar de Investigacdo Biomédica, com sede no

Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto
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EXECUGAO DO PROJECTO

Resultados preliminares

Durante um periodo de 6 meses, 19 individuos foram incluidos neste estudo, segundo
os critérios atras descritos. As 13 mulheres e 6 homens apresentavam uma idade média de
aproximadamente 47 anos. Dos 19 casos estudados, 10 apresentavam critérios de diagndstico
para SAF. Foram estudados 19 controlos saudaveis, contudo, apos analise dos resultados, 3
destes controlos foram excluidos do estudo por terem sido classificados como outliers. Desses
16 controlos saudaveis, 10 eram do sexo feminino e 6 do sexo masculino, apresentavam uma

idade média de aproximadamente 39 anos.

Actividade ADAMTS-13

Nos 16 controlos saudaveis, a actividade da ADAMTS-13 variou entre 39,6% e 102,0%
(média + DP = 70,76% + 17,08%) com uma distribuicdo aparentemente normal. Assim, o
intervalo de referéncia para as actividades normais foi definido como a média + 2DP (36,60% -
104,92%).

Nos 19 casos analisados, verificou-se que a actividade da ADAMTS-13 encontrava-se
acima do valor minimo de referéncia em todos eles (ou seja, normal). Assim, ndo existia
qualquer diferenca na proporcdo de individuos com niveis diminuidos de actividade da
ADAMTS-13 entre individuos com aFL e sem aFL, bem como, entre individuos com aFL e

critérios de SAF e individuos apenas com aFL.

Anticorpo anti-ADAMTS-13

Nos 16 controlos saudaveis, a concentracido de anticorpos anti-ADAMTS-13 variou
entre 6,6AU/ml e 31,9AU/ml (média £+ DP = 16,38AU/ml £ 6,76AU/ml) com uma distribuigdo
aparentemente normal. Assim, o intervalo de referéncia para a concentragcdo normal de
anticorpo anti-ADAMTS-13 foi definido como a média + 2DP (2,86AU/ml - 29,90AU/ml).

Na amostra estudada, 14 individuos apresentaram concentracao normal de anticorpo
anti-ADAMTS-13 e 5 apresentaram uma concentragdo aumentada. No grupo de controlo
apenas se encontrou 1 individuo com concentragédo aumentada de anticorpo anti-ADAMTS-13,
no entanto, esta diferenga entre os dois grupos nas proporgdes de individuos com anticorpos
anti-ADAMTS-13 aumentados nao se revelou estatisticamente significativa (p=0,263). Avaliou-

se se existia diferenga significativa entre as proporgdes de individuos com anticorpos anti-
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ADAMTS-13 aumentados entre casos com SAF e casos sem critérios para SAF, observou-se
que essa proporcado era maior nos casos sem SAF do que naqueles com SAF, contudo, esta

diferenca n&o é significativa (p=0,238).

Tabela 1. Comparagédo das proporgdes de actividades reduzidas e [anti-ADAMTS-13] aumentada
entre grupos.
Casos Controlos . aFL s/ SAF | aFL c/ SAF .
(n=19) (n=16) P (n=9) (n=10) P
Actividade
ADAMTS-13 0 (0%) 0 (0%) 1 0 (0%) 0 (0%) 1
reduzida
[Anti- =
ADAMTS-13] 1(6,3%) 0,263 4 (44%) 1 (10%) 0,238
(26,3%)
aumentada
* As comparagdes entre as variaveis categorias estudadas foram calculadas com o teste xz.

Antigénio ADAMTS-13

Os resultados referentes a este teste encontram-se ainda indisponiveis devido a

dificuldades técnicas.

Discussao

Neste estudo ndo se observou qualquer associagdo entre a presenca de aFL e a
existéncia de anticorpos anti-ADAMTS-13 ou disfungédo da ADAMTS-13. De igual modo, nao se
verificou uma associagao entre a presenga de anticorpos anti-ADAMTS-13 e a ocorréncia de
SAF.

O ponto forte deste estudo € o seu desenho simples, colocando poucas perguntas e
recorrendo a um numero reduzido de procedimentos para obter as respectivas respostas.
Estas caracteristicas permitem reduzir o numero de vieses do estudo e facilitam a analise
critica por parte do observador externo. Relativamente as suas fragilidades, pode-se apontar
em primeiro lugar uma casuistica relativamente reduzida (que diminui o poder estatistico). Além
disso, a existéncia de um numero relativamente elevado (3) de individuos saudaveis, superior

ao esperado no grupo de controlo, com concentragao elevada de anticorpos anti-ADAMTS-13,
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posteriormente considerados outliers, pode estar associada a uma diminuicdo da validade
interna deste estudo. Como fragilidade, ndo especifica deste trabalho, encontra-se o facto de
terem sido utilizados testes bioquimicos (actividade ADAMTS-13 e anticorpos anti-ADAMTS-
13) que apresentam uma grande variabilidade inter-laboratérios e ainda pouco validados

clinicamente, particularmente em contextos clinicos diferentes da PTT.

Os resultados obtidos ndo vao ao encontro dos apresentados no estudo realizado por
Austin SK et al em 2008, que descreve a ocorréncia aumentada de disfuncdo ADAMTS-13 e
anticorpos anti-ADAMTS-13 em doentes com aFL e SAF. Tais diferengas podem dever-se aos
factores ja descritos, a reais diferencas entre as populagdes estudadas e/ou a outros factores

presentemente nao identificaveis.

Este trabalho desvaloriza, assim, a importancia do papel da ADAMTS-13 na
fisiopatologia do SAF. Além disso, enfatiza a necessidade de uma avaliagdo mais extensa da
aplicabilidade e validade clinica do teste da actividade da ADAMTS-13 em quadros clinicos
diferentes da PTT e a necessidade da pesquisa de factores associados ao aparecimento de
anticorpos anti-ADAMTS-13.
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ANEXOS

Formulario para recolha de dados

Sexo M__ F__
Idade ___ anos
Manifestacoes clinicas de SAF (assinalar com X)
- Trombose Arterial
- Trombose Venosa

- Trombose Microvascular

- Morbilidade Gestacional____

Dados Laboratoriais

Anticorpo anti-ADAMTS13  Positivo_ Negativo___

- Se positivo: Titulo de anticorpo____

Antigénio ADAMTS13 Normal __ Reduzido

Actividade ADAMTS13 Normal __  Reduzida

- Valor da actividade (em percentagem do normal) __ %
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Actividade de ADAMTS13 e concentragéo de anticorpos anti-ADAMTS13 no Sindrome Anti-fosfolipido (SAF)

PEDIDOS DE AUTORIZAGAO INSTITUCIONAL

HSA/CHP

Carta ao Presidente do Conselho de Administracao

Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Administracdo do Centro Hospitalar do Porto

Dr. Sollari Allegro

DUARTE NUNO CUNHA REGO, na qualidade de Aluno da Disciplina de Iniciagdo a
Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, vem por

este meio, solicitar a Vossa Exa. autorizacdo para realizar no Centro Hospitalar do Porto o
Estudo de Investigacao / Trabalho Académico acima mencionado, de acordo com o programa

de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura

Carta a Presidente da Comisséo de Etica

Exma. Senhora Presidente da Comiss&o de Etica para a Saude do Centro Hospitalar do
Porto

Dra. Luisa Bernardo

DUARTE NUNO CUNHA REGO, na qualidade de Aluno da Disciplina de Iniciacao a
Investigacao Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, vem por

este meio, solicitar a Vossa Exa. autorizagao para realizar no Centro Hospitalar do Porto o
Estudo de Investigagédo / Trabalho Académico acima mencionado, de acordo com o programa

de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura
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Carta ao Director do Departamento de Ensino, Formacio e Investigacdo

Exma. Senhora Directora do Departamento de Ensino, Formacao e Investigacdo do

Centro Hospitalar do Porto

Prof. Doutora Margarida Lima

DUARTE NUNO CUNHA REGO, na qualidade de Aluno da da Disciplina de Iniciacédo a
Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, vem por

este meio, solicitar a Vossa Exa. autorizacdo para realizar no Centro Hospitalar do Porto o
Estudo de Investigagao / Trabalho Académico acima mencionado, de acordo com o programa

de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura
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PEDIDO DE FINANCIAMENTO

Bolsa de iniciacao a investigacao clinica

Carta ao Presidente do Conselho Directivo

Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Directivo do Instituto de Ciéncias Biomédicas

Abel Salazar da Universidade do Porto

Prof. Doutor Antdnio Sousa Pereira

DUARTE NUNO CUNHA REGO, na qualidade de Aluno da Disciplina de Iniciacdo a

Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/HSA, vem por

este meio, solicitar a Vossa Exa. a atribuicao de 3900,00 € (trés mil e novecentos euros) da
Bolsa de Iniciacdo a Investigacao Clinica da Roche Farmacéutica, SA, para financiamento do
Estudo de Investigagao / Trabalho Académico acima mencionado, de acordo com orgamento

apresentado.

Data Assinatura
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TERMOS DE RESPONSABILIDADE

Termo de Responsabilidade do Investigador Principal e Responsavel no CHP

Eu, abaixo assinado, MANUEL CESAR ARAUJO CAMPOS, Médico, Especialista de

Hematologia Clinica do HSA/CHP, na qualidade de Investigador Principal e Responsavel no

HSA/CHP, declaro assumir a lideranga cientifica do Estudo de Investigagdo acima mencionado,
de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados e com as normas internas da
Instituigao.

Data Assinatura
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DECLARAGOES DE ALUNOS E ORIENTADORES / SUPERVISORES

Aluno

Declaracdo do Aluno

Eu, abaixo assinado, DUARTE NUNO CUNHA REGO, na qualidade de Aluno da

Disciplina de Iniciacédo a Investigacao Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do

ICBAS / CHP, declaro que durante a realizagdo do Estudo de Investigacdo / Trabalho
Académico acima mencionado, respeitarei as normas éticas e deontoloégicas, que a
identificacdo dos doentes nao sera revelada e que os dados necessarios para a realizagdo do
trabalho serdo mantidos confidenciais e nao serao utilizados para qualquer outro fim.

Data Assinatura

Orientadores / Supervisores

Declaracdo do Orientador

Eu, abaixo assinado, MANUEL CESAR ARAUJO CAMPOS, Médico, Especialista de
Hematologia Clinica do HSA/CHP, na qualidade de Orientador de DUARTE REGO, Aluno da

Disciplina de Iniciagédo a Investigagéo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do

ICBAS/ CHP, declaro que me comprometo a acompanhar a aluna nas diferentes fases da sua
realizacdo Estudo de |Investigagdo / Trabalho Académico acima mencionado,
responsabilizando-me por supervisionar a recolha e utilizagdo dos dados necessarios para a
realizacdo, bem como =zelar pelo cumprimento das normas éticas e deontologicas,
nomeadamente para que os dados utilizados na realizagéo do referido trabalho sejam mantidos

confidenciais e nao sejam utilizados para qualquer outro fim.

Data Assinatura

Declaracdo do Co-Orientador

Eu, abaixo assinado, SARA MARIA SIMOES MORAIS, Médica, Especialista de

Imunohemoterapia do Servico de Hematologia Clinica do HSA/CHP, na qualidade de Co-

Orientadora de DUARTE REGO, Aluno da Disciplina de Iniciagdo a Investigacao Clinica do
Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/ CHP, declaro que me comprometo a
acompanhar a aluna nas diferentes fases da sua realizagdo do Estudo de Investigagao /

Trabalho Académico acima mencionado, bem como zelar pelo cumprimento das normas éticas
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e deontoldgicas, nomeadamente para que os dados utilizados na realizagdo do referido

trabalho sejam mantidos confidenciais e ndo sejam utilizados para qualquer outro fim.

Data Assinatura

Declaracdo do Supervisor / Responsavel pela Disciplina

Eu, abaixo assinado, MARGARIDA MARIA DE CARVALHO LIMA, Médica, Especialista

de Imunohemoterapia do HSA/CHP, na qualidade de Professora Responsavel pela Disciplina

de Iniciagao a Investigacao Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/
CHP, declaro que me comprometo a acompanhar a aluna SIMAO CRUZ, Aluna da Disciplina
de Iniciagao a Investigacdo Clinica do Curso de Mestrado Integrado em Medicina do ICBAS/
CHP nas diferentes fases da sua realizagdo do Estudo de Investigacido / Trabalho Académico

acima mencionado.

Data Assinatura
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TERMOS DE AUTORIZAGAO LOCAL

Servicos

Autorizacdo do Director do Servico de Hematologia Clinica

MANUEL CESAR ARAUJO CAMPOS, na qualidade de Director do Servico de
HEMATOLOGIA CLINICA do HSA/CHP, declaro que autorizo a execugdo do Estudo de

Investigacdo / Trabalho Académico acima mencionado e comprometo-me a prestar as

condi¢cbes necessarias para a boa execugdao do mesmo, de acordo com o programa de
trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura e carimbo

Departamentos

Autorizacio do Director do Departamento de Medicina

JOSE LOPES GOMES, na qualidade de Director do Departamento de MEDICINA do

HSA/CHP, declaro que autorizo a execug¢ao do Estudo de Investigacao / Trabalho Académico

acima mencionado e comprometo-me a prestar as condicdes necessarias para a boa execugao

do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados.

Data Assinatura e carimbo
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