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AMORIM, Anna Herminia Castro Gomes de. Influéncia da sindrome metaboélica sobre as
moléculas de adesdo e TNF-a e seus receptores em pacientes com artrite reumatoide.
2017. 74 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga sistémica autoimune do tecido conjuntivo cujas
alteracdes predominantes ocorrem nas estruturas articulares, peri-articulares e tendinosas, por
meio dos sinais inflamatorios (dor, calor, rubor, edema) advindos da membrana sinovial.
Embora as manifestagdes articulares sejam caracteristicas, trata-se de doenga sist€émica, em
que muitos o6rgados podem estar envolvidos, principalmente em pacientes com doenga articular
mais grave. A AR ¢ uma das doengas reumaticas inflamatérias mais frequentes. Tendo em
vista a crescente prevaléncia de sindrome metabodlica (SM) na populagdo, entidade essa
também considerada uma doenga inflamatoria, questionou-se a interferéncia dessa condi¢ao
na AR. Desse modo, o objetivo do presente estudo ¢ verificar se a presenga de SM poderia
modular o perfil dos marcadores de TNF-a, sSTNFR-1, sSTNFR-2 e disfuncdo endotelial em
pacientes com AR. Para isso, foram selecionados 193 pacientes com AR, de ambos os sexos,
com idade entre 18 e 69 anos, sendo divididos em dois grupos: o primeiro sem SM (AR SM-,
n = 124) e o segundo com SM (AR SM+, n = 69), e 143 doadores de sangue foram
selecionados como grupo controle. O grupo AR SM+ mostrou maiores niveis de E-Selectin (p
= 0,005) quando comparados com AR SM- e controles e maior P-Selectin (p = 0,007) quando
comparado ao grupo controle, mas ndo ao AR SM-. Houve diferengas significativas nos niveis
de PAI-1 (p <0,001) entre os trés grupos: AR SM+ apresentou a média mais alta, enquanto a
AR SM- teve uma média intermediaria. Encontramos diferengas significativas no TNF-a (p <
0,001) entre pacientes com AR sem ou com SM e controles. Os niveis de sSTNFR-1 foram
significativamente maiores (p = 0,001) em AR SM+ quando comparados aos controles. AR
SM+ foi significativamente diferenciado de AR SM- por niveis aumentados de E-selectina (p
= 0,020) e STNFR-2 (p = 0,047). Também houve diferenca entre AR SM- e controles pelo
aumento da P-selectina (p = 0,024), PAI-1 1 (p = 0,005), sSTNFR-2 (p = 0,002) e idade (p <
0,001), enquanto o AR SM+ foi diferente dos controles pelo aumento de PAI-1 (p = 0,011) e
idade (p < 0,001). Assim, concluimos que a presenga de SM pode modular o perfil de
marcadores de disfun¢@o inflamatdria e endotelial em pacientes com AR. Os principais fatores
que poderiam softrer essa influéncia sao o receptor de TNF tipo 2 e E-selectina.

Palavras-chave: Artrite reumatoide. Sindrome metabodlica. TNF-a. Moléculas de adesdo.
Biomarcadores.
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adhesion molecules and TNF-a and its receptors in patients with rheumatoid arthritis.
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic connective tissue autoimmune disease whose
predominant changes occur in the articular, peri-articular and tendon structures, through
inflammatory signs (pain, heat, redness, edema) arising from the synovial membrane.
Although the joint manifestations are characteristics, it is a systemic disease, in which many
organs may be involved, especially in patients with more severe joint disease. RA is one of
the most common inflammatory rheumatic diseases. Considering the increasing prevalence of
metabolic syndrome (MetS) in the population, an entity that is also considered an
inflammatory disease, we questioned the interference of this condition in RA. Thus, the
objective of the present study was to verify if the presence of MetS could modulate the profile
of TNF-a, sTNFR-1, sTNFR-2 and endothelial dysfunction markers in patients with RA. To
that end, 193 RA patients of both sexes, aged between 18 and 69 years, were selected and
divided into two groups: the first one without MetS (RA MetS-, n = 124) and the second with
RA MetS+, n = 69), and 143 blood donors were selected as control group.The RA MetS+
group showed higher levels of E-selectin (p = 0.005) when compared to RA-MetS- and
controls and higher P-selectin (p = 0.007) when compared to the control group, but not to RA-
MetS. There were significant differences in the levels of PAI-1 (p < 0.001) among the three
groups: RA-MetS+ presented the highest mean, while RA-MetS had an intermediate mean.
We found significant differences in TNF-a (p < 0.001) among patients with RA without or
with MetS and controls. The levels of sSTNFR-1 were significantly higher (p = 0.001) in RA-
MetS- when compared to controls. RA-MetS+ was significantly differentiated from RA-
MetS- by increased levels of E-selectin (p = 0.020) and sTNFR-2 (p = 0.047). (P = 0.024),
PAI-1 1 (p =0.005), sTNFR-2 (p = 0.002) and age (p <0.001), while RA-MetS+ was different
from controls by increasing PAI-1 (p = 0.011) and age (p < 0.001). Thus, we conclude that the
presence of MetS can modulate the profile of inflammatory and endothelial dysfunction
markers in patients with RA. The main factors that could modulate this influence are the TNF
receptor type 2 and E-selectin.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Metabolic syndrome. TNF-a. Adhesion molecules.
Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

1.1 Artrite Reumatoide

1.1.1 Definigdo e Dados Epidemioldgicos

A artrite reumatoide (AR) - doenca sistémica autoimune do tecido conjuntivo cujas
alterages predominantes ocorrem nas estruturas articulares, periarticulares e tendinosas -
manifesta-se por meio dos sinais cardinais de inflamagdo, e o substrato anatdbmico mais
caracteristico desse acometimento esta sediado na membrana sinovial. Como se trata de
doenca sistémica, embora as manifestacoes articulares lhe sejam tipicas, muitos 6rgdos podem
estar envolvidos, sobretudo naqueles pacientes com doenca articular mais grave
(CARVALHO, 2014).

A AR é uma das doencas reumaticas mais frequentes. Sua incidéncia e prevaléncia
apresentam variacOes entre as diferentes regides geograficas do mundo. A maior parte das
informac@es disponiveis vem da Europa e dos Estados Unidos, onde ocorre em cerca de 0,5%
a 1% da populacdo caucasiana, com taxas mais baixas entre os descendentes de asiaticos e
africanos (MOTA, 2011).

Dados da América Latina e do Brasil sdo mais escassos. Com base em estudos feitos
em diferentes paises da regido, pode-se estimar uma taxa de prevaléncia de 0,4% para todo o
continente (CARDIEL, 2006). Estudo multicéntrico brasileiro, em amostras populacionais das
macrorregides do pais, encontrou prevaléncia de até 1% da populacdo adulta (MARQUES-
NETO, 1993). Um estudo seccional com 3.038 pessoas residentes na cidade de Montes
Claros, Minas Gerais, encontraram uma prevaléncia de 0,46% de AR (SENNA, 2004).

Embora possa iniciar-se em qualquer idade, a AR ocorre mais frequentemente na faixa
dos 30 aos 50 anos (SILMAN, 2002). Na América Latina, estudo mostrou que a idade média
de inicio da doenga € por volta dos 40 anos (MOTA, 2011).

A doenga acomete ambos 0s sexos, mas ha predominio do feminino na proporcao de
3:1, segundo estudos feitos na Europa e nos Estados Unidos (BURMESTER, 2012). Na
Ameérica Latina, essa proporcao foi estimada em cerca de oito mulheres acometidas para cada
homem (CARDIEL, 2006).



12

A prevaléncia da enfermidade é duas a dez vezes maior entre 0s parentes de primeiro
grau de pacientes com AR. Além disso, a AR é considerada uma doenca multifatorial,
resultando da interagdo de fatores genéticos e ambientais, como o tabagismo, que contribuem
para sua ocorréncia e expressdo (ALAMANOS, 2005).

A AR exerce um impacto significativo sobre os pacientes e a sociedade como um todo
devido a sua morbi-mortalidade, interferindo na qualidade de vida e em custos econdmicos,’
apesar dos tratamentos mais novos e efetivos. Por acometer pacientes em idade produtiva e
podendo determinar importante limitacdo na capacidade funcional e laboral, custos indiretos
devem ser também incorporados as andlises de farmacoeconomia (SCHOELS, 2010).

No Brasil, assim como em outros paises, 0s custos relacionados a AR sao elevados,
sendo os custos indiretos da doenca maiores ainda nos pacientes com maior incapacidade
funcional (AZEVEDO, 2008). Observa-se também um aumento da mortalidade quando se
comparam 0s pacientes com a populacdo geral, havendo reducdo da expectativa de vida em
trés a dez anos (ALAMANOS, 2005).

Além de ser uma condicdo com potencial de destruicdo articular, incapacidade
funcional e reducéo da qualidade de vida, a AR € fator de risco independente para mortalidade
precoce, muitas vezes associada a maior risco de morte por doencas cardiovasculares
(SALMON, 2008).

Percebe-se entdo a importancia de se considerarem o diagndstico precoce e o
tratamento adequado da AR como medidas prioritarias em satde publica.

1.1.2 Fisiopatologia

Trata-se de doenca em que ha, desde a fase inicial pré-articular, perda da
autotolerancia e consequente autoimunidade traduzidas por ativagdo linfocitaria e producdo de
autoanticorpos. Fatores neuroenddcrinos, genéticos e ambientais determinam o aparecimento
das manifestacOes articulares, com desequilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatorias e
recrutamento articular de macrofagos, neutrofilos, células T, B e natural killers, além de
ativacdo de fibroblastos, osteoclastos e condrdcitos. Esse influxo celular é responséavel por
inflamacéo sinovial cronica, cujos mediadores principais sdo as citocinas interleucina (IL) 1,
17 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), assim como prostaglandinas (PGs) e

metaloproteinases (MMPs). Os resultados sdo a destruicdo da cartilagem articular e a eroséo
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Ossea mediadas por fibroblastos, condrocitos e osteoclastos, e o resultado clinico, por sua vez,
se traduz pela ocorréncia das deformidades e incapacidade funcional (CARVALHO, 2014).

Recentemente, o papel de fibroblastos sinoviocitos (FS) na AR tem sido esclarecido,
onde tais células tém lugar de destaque na destruicdo cartilaginosa articular ao produzirem
MMPs, quimiocinas e citocinas inflamatorias. Alteragdes epigenéticas (metilacdo do DNA)
tornam os FS resistentes a apoptose, aumentando expressdo de MMP e IL-6 (KLEIN, 2012).

Como fatores desencadeantes do processo de doenga postula-se que, em individuos
geneticamente predispostos, a homeostasia imunoldgica seja rompida por fatores externos,
levando a perda da autotolerancia. De particular interesse, a acdo lesiva do tabagismo
transformaria residuos de arginina em citrulina, evento denominado citrulinizacdo, mediado
pela enzima peptidil arginina deaminase tipo IV (PAD-4) (SILMAN, 1996).

Bactérias e virus também tém sido implicados na etiopatogénese da AR, como
parvovirus, Epstein-Barr, micoplasma, Mycobacterium e bactérias da microbiota intestinal.
Admite-se que, durante a infeccdo, a formacdo de imunocomplexos pode determinar o
aparecimento do fator reumatoide (FR) (PIERINGER, 2013).

Além da resposta sistema imune adaptativa, o sistema inato também esté envolvido na
patogénese da AR As células do sistema inato podem ser ativadas via receptores de
reconhecimento de padrdo. Entre eles, estdo receptores Toll, que podem ser estimulados por
padrGes moleculares associados a patégenos (PAMPsS) e associados a dano enddgeno
(DAMPs). Sua estimulacdo ativa macréfagos, que sdo responsaveis pela producdo de TNF-a,
IL-1, 6, 12, 15, 18 e 23, apresentacdo de antigenos e fagocitose (CARVALHO, 2014).

Outro mecanismo na AR, e que se segue a ativacao linfocitaria em érgdos linfoides, é
a presenca de linfocitos T nas articulagbes. O complexo maior de histocompatibilidade de
antigenos (MHC) de classe 1l (HLA) em células apresentadoras ativa células T CD4 (cluster
of differentiation type 4) +. Os linfécitos T continuariam a responder aos antigenos proprios,
perpetuando o processo inflamatorio, mesmo sem persisténcia de exposi¢do ao antigeno. As
citocinas 6, 21, 23, a IL-1p e o fator B de crescimento transformador (TGF-f) produzido pelos
macrofagos estimulam a diferenciagdo do linfdcito T helper 17 (Thl7) (CARVALHO, 2014).

Este, por sua vez, produz as ILs 17RA, 17RC, 21, 22 e TNF-a. A IL-17 e 0 TNF-a,
agem para ativar fibroblastos e condrocitos ao mesmo tempo em que inibem a diferenciacéo
dos linfocitos reguladores. Ativados, os linfocitos estimulam mondcitos, macréfagos e
fibroblastos sinoviais a produzirem mais citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF-o, fundamentais

no processo de inflamacéo da AR, além de MMPs. Assim, citocinas ativam outras citocinas e
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células, criando uma rede de citocinas pro-inflamatorias (figura 1) (CARVALHO, 2014).

Figura 1. Citocinas na artrite reumatoide
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Figura 1. As vias de sinalizacdo de TNF podem ligar dois receptores, TNFR1 e TNFR2, e sua sinalizacdo requer
um homotrimero. TNFR1 recruta a proteina TRADD para o seu dominio de morte, na auséncia de TNFR2, leva
a ativagdo de MLKL e caspase 8, que medeiam a morte celular. O recrutamento de TRAF2 leva a ativacdo de
outras vias (MAPK, NFKB ou PKB), mediando as diferentes fungdes do TNF. A sinalizacdo IL-6 ocorre de duas
maneiras. A sinalizacdo classica é mediada por mIL-6R e trans-sinalizagdo por sIL-6R. Ambos 0s mecanismos
levam & ativacdo do JAK, que promove a ativacdo STAT ou Ras-MAPK, induzindo as func¢Bes da IL-6. IL-1
pode ligar dois receptores. A sinalizacdo IL-1R1 passa pela proteina MyD88, que ativa 0 IRAK4. Entdo, IRAK1
que esta associado ao TRAF6 € ativado pelo IRAK4, levando a ativacdo de NFKB e AP-1. IL-1R2 atua como um
receptor de chamariz e, assim, a ligacdo de IL-1 ndo induz a transducéo de sinal. A ligacdo de IL-1Ra em IL-1R
também ndo induz a transducédo de sinal. A IL-17 liga um receptor heterodimérico composto por IL-17RA e IL-
17RC. O SEFIR, seu dominio de sinalizagdo conservado, recruta a ubiquitin ligase Act-1. Por sua vez, Act-1
recruta TRAF6 levando a ativacdo de NFkB, MAPK e PI3K. GM-CSF liga um receptor heterodimérico,
composto por duas cadeias, GM-CSFRa e GM-CSFRp que ativa JAK?2. Isso leva a ativagdo de STATS ou PI3K,
NF«kB ¢ MAPK, promovendo fungdes da GM-CSF. Adaptado de: Noak M, in: Semin Immunopathol (2017)
39:365-383 DOI 10.1007/s00281-017-0619-z
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O TNF-o desempenha um papel importante ao proporcionar estimulo aos fibroblastos
da sindvia para a sintese da colagenase (enzima proteolitica) e estimulo a reabsorcao dssea.

Além dos linfécitos T, estudos demonstram a importancia dos linfécitos B na AR,
presentes nos infiltrados inflamatorios sinoviais. As células B em maturacdo expressam a
molécula CD20 na superficie. Os linfocitos T CD4 estimulam células B a produzir
imunoglobulinas, incluindo o FR, que corresponde a autoanticorpos que tém a porc¢do Fc da
imunoglobulina da classe G (IgG) como seu antigeno (SOKOLOVE, 2012).

O FR promove a ativacdo do complemento por meio da formacgdo de imunocomplexos
com fixacdo de complemento estimulando a inflamacdo e levando a sinovite crénica, e titulos
mais elevados de FR tém sido relacionados com doenga mais grave (TROUW, 2013).

Os comprometimentos articular e periarticular tém inicio com alteracdes observadas
na membrana sinovial. A sinovite, ao microscopio, é caracterizada por uma fase de
exsudacdo, uma de infiltracdo celular e, finalmente, pela formacdo de tecido de granulacgéo,
que se trata de uma membrana sinovial hiperplasiada com a formacéo de tecido de granulagéo
que recobre a cartilagem e 0 0sso subcondral (pannus) (CARVALHO, 2014).

O pannus € um tecido invasivo composto por células que produzem grandes
guantidades de enzimas destrutivas que progressivamente substitui a cartilagem hialina.
Apresenta uma rica formacao vascular, a angiogénese, fundamental para o desenvolvimento e
a manutencdo da fase crbnica. O tecido conjuntivo recém-formado tem capacidade de
maturacdo pluripotencial e pode apresentar metaplasia em tecido sinovial, cartilaginoso

hialino, fibroso ou dsseo. O resultado final é anquilose fibrosa ou 6ssea (CARVALHO, 2014).

1.1.3 Quadro Clinico e Exames Laboratoriais

A AR se instala de maneira insidiosa e progressiva na maioria das ocasides, levando
de semanas a meses até o seu estabelecimento completo. Os sintomas iniciais podem ser
articulares e/ou sistémicos. Em alguns pacientes, 0s sintomas iniciais consistem em astenia,
fadiga, mal-estar, febre baixa ou dores musculoesqueléticas vagas antes do inicio das queixas
articulares (BURMESTER, 2012; SCOTT, 2010).

Na AR, as articulagdes sinoviais mais frequentemente acometidas no inicio da doenca
sdo metacarpofalangeanas (MCFs), interfalangeanas proximais (IFPs), interfalangeanas dos

polegares, punhos, ombros, joelhos e metatarsofalangeanas (MTFs). Com a evolugdo da
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doenca, outras articulacdes sinoviais costumam ser afetadas: tornozelos, cotovelos, IFPs dos
pés, coluna cervical, esternoclaviculares, atemporomandibulares, coxofemorais,
cricoaritenoideas e, menos frequente, articulacdes entre os ossiculos dos ouvidos e as
interfalangeanas distais (IFDs) de méos e pes. O acometimento articular € aditivo e simétrico
(BURMESTER, 2012; HOCHBERG, 2015).

A dor é de ritmo inflamatorio, com queixa de rigidez articular ao levantar-se pela
manha e ap6s periodos de imobilizacdo prolongada. Em geral, quanto maior a duragéo, maior
¢ a atividade da doenca (SCOTT, 2010; BRASINGTON, 2015).

As alteracdes locais de inflamacéo articular sdo frequentes: calor, edema com ou sem
efuséo (derrame articular), rubor (geralmente leve) e limitacdo de movimentos articulares.
Nos casos de evolugdo mais longa ou quando o tratamento néo se realizou de forma adequada,
sédo comuns instabilidades e deformidades articulares (BURMESTER, 2012).

Os eventos cardiovasculares isquémicos ocorrem cerca de uma década mais cedo nos
pacientes com AR, sugerindo que, tal como o diabetes mellitus tipo 2 (DM-2), essa doenca é
um fator de risco independente e significativo para doenga arterial coronariana (DAC)
(GABRIEL, 2008). E provavel que a combinacdo de fatores de risco tradicionais e néo
tradicionais para DAC, como inflamacdo persistente, sejam importantes para o0
desenvolvimento da aterosclerose subclinica e clinicamente manifesta. Estudos tém
demonstrado que individuos com AR tém risco até trés vezes maior de novo evento
cardiovascular quando comparados com individuos sem doencas inflamatérias, mesmo ap6s
correcdo para fatores de risco tradicionais para DAC. Ainda, pacientes com manifestacdes
extra-articulares, em geral associadas a maior inflamacdo sistémica, apresentam maior
mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV) (SALMON, 2008; SOKOLOVE, 2012).

As alteracBes laboratoriais na AR ndo sdo especificas, mas ha habitualmente um
conjunto de achados que — adicionados a historia clinica, ao exame fisico e aos dados de
exames de imagem — permitem a formulacdo do diagndstico.

As provas de atividade inflamatdria sdo os marcadores laboratoriais mais utilizados
para avaliar o grau de atividade da AR e a evolucdo do processo inflamatorio. As mais usadas
s&o a velocidade de hemossedimentacido (VHS) e a dosagem de proteina C reativa (PCR). E
importante lembrar que PCR e VHS variam também com a idade e o sexo, e a VHS pode
sofrer influéncia de fatores como niveis de hemoglobina, gravidez e hipoalbuminemia
(MOTA, 2011). Sobretudo a PCR pode sofrer interferéncia de alteragcdes da SM.

Alguns anticorpos sdo potenciais marcadores diagnosticos na AR, como FR e diversos
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anticorpos antiproteinas e peptideos citrulinados, incluindo anti-CCPs (MOTA, 2011).

A pesquisa do FR encontra-se positiva em 70% a 80% dos pacientes com AR. O FR é
constituido por autoanticorpos de diferentes classes de imunoglobulinas (IgM, 1gG e IgA)
dirigidos contra determinantes antigénicos do fragmento Fc das IgG. Sua utilidade como teste
diagnostico é limitada, ja que 30% a 50% dos pacientes, no inicio do quadro, podem ser
soronegativos para esse autoanticorpo. Também é encontrado em pacientes com sindrome de
Sjogren, lapus eritematoso sistémico, e em varias doencas infecciosas crénicas, como
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), doenca de Chagas, tuberculose, sifilis,
hanseniase, hepatite crénica; bem como em 5% a 10% de pessoas saudaveis, sobretudo em
idosos. Assim, a negatividade do FR ndo exclui o diagnostico de AR e sua positividade deve
ser interpretada de acordo com os achados clinicos. Na AR, a presenca do FR esté associada a
pior prognostico da doenca. Niveis mais elevados se associam a doenca agressiva, presenca de
nodulos reumatoides e manifestacGes extra-articulares (MOTA, 2011; BURMESTER, 2012).

O anti-CCP demonstrar boa aplicabilidade clinica e pode ser detectado em
aproximadamente 70% a 80% dos soros de pessoas com AR, com especificidade de 90% a
98%. Raramente é detectado em outras doencas, mas pode estar presente na tuberculose ativa.
Como aparece precocemente durante a evolucdo da doenca, sua deteccdo € Util para auxiliar
no diagnostico nas fases iniciais da enfermidade, especialmente nagueles casos em que ha
duvida diagndstica e o FR é negativo. Existe evidéncia de que a presenca de anti-CCP tem
correlagdo com evolugdo mais grave da AR, podendo ser usado como indicador de progresséo
e progndstico (ALARCON, 2007; MOTA, 2011; BURMESTER, 2012).

1.1.4 Critérios de Classificacdo para Artrite Reumatoide

Um grupo de trabalho conjunto da ACR e da Liga Européia Contra 0 Reumatismo
(EULAR) desenvolveu uma abordagem para a classificacdo da AR em uma fase inicial de
evolugcdo da doenca. O sistema de classificacdo tem como objetivo identificar, entre os
individuos com quadro recente de artrite inflamatoria, os fatores que melhor discriminam
pacientes com alto risco para evoluir com doenca persistente e/ou erosiva versus aqueles que
ndo apresentam este risco (ALETAHA, 2010).

Para que os critérios de classificacdo (tabela 1) possam ser aplicados, dois requisitos

obrigatdrios devem ser atendidos: 1) evidéncia clinica de sinovite ativa no momento do exame
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em pelo menos uma articulacdo (exceto nagquelas normalmente envolvidas na osteoartrite —
IFDs, 12 MTF e 12 carpometacarpiana); 2) é exigido julgamento clinico, pois os critérios s6
podem ser aplicados quando outras possiveis causas de sinovite (por exemplo, lUpus
eritematoso sisttmico e gota) forem excluidas. A seguir, um sistema de pontuacédo baseado em
medidas que sdo usadas na pratica clinica é aplicado, e a doenca seré classificada como AR se
um total de 6 ou mais pontos (de um valor méaximo de 10) for atingido a partir da pontuagédo
obtida em cada um dos quatro diferentes dominios (ALETAHA, 2010).

Tabela 1. Critérios de Classificacao para Artrite Reumatoide (ACR-EULAR)

Envolvimento articular

1 grande articulagéo 0
2-10 grandes articulacdes 1
1-3 pequenas articulagdes (com ou sem envolvimento de grandes articulagoes) 2
4-10 pequenas articulagbes (com ou sem envolvimento de grandes articulagdes) 3
> 10 articulagdes (pelo menos 1 pequena articulacéo) 5
Sorologia (pelo menos o resultado de um teste é necessario)

FR negativo e anti-CCP negativo 0
FR positivo em baixo titulo* ou anti-CCP positivo em baixo titulo* 2
FR positivo em alto titulo** ou anti-CCP positivo em alto titulo** 3
Provas de fase aguda (pelo menos o resultado de um teste é necessario)

PCR normal e VHS normal 0
PCR anormal ou VHS anormal 1
Duracéo dos sintomas

< 6 semanas 0
> 6 semanas 1

Fonte: Aletaha et. Al., 2010 Rheumatoid Arthritis Classification Criteria
* Baixo titulo: menor do que trés vezes o limite superior da normalidade
** Alto titulo: maior ou igual do que trés vezes o limite superior da normalidade

1.1.5 Escore de Atividade de Doenga — DAS28

A atividade inflamatdria na AR ndo pode ser medida usando-se uma variavel Unica
(FRANSEN, 2005; PINHEIRO, 2007). Por isso, foram desenvolvidos e validados os indices
compostos de atividade de doenga, como o Disease Activity Score (DAS) e o DAS28, seu

derivado, que empregam mais de um dos parametros descritos (FUCHS, 1989; PREVOO,
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1995; FRANSEN, 2005).

No célculo do DAS28 emprega-se a contagem de 28 articulagdes (figura 2) quanto a
presenca de dor e edema; VHS ou PCR e, de forma opcional, a avaliagcdo da salude geral pelo
paciente por meio de escala visual analdgica (EVA), cujos valores vao de 0 a 100 (FUCHS,
1989; PREVOO, 1995). Uma calculadora propria para o DAS28 pode ser obtida
gratuitamente pelo site www.das-score.nl. De acordo com seu valor, o nivel de atividade é

interpretado, para os diferentes escores de atividade, como abaixo:

- Remissao <24
- Atividade leve <3,6
- Atividade moderada <55
- Atividade alta >5,5

Figura 2. Articulacdes avaliadas no DAS28

A monitorizacdo sistematica da atividade inflamatoria serve a varios objetivos na
pratica clinica: reconhecer se o tratamento escolhido é realmente necessario e se esta sendo
efetivo, avaliar se a inflamacdo permanece sob controle e ajustar a dose das drogas
empregadas (FRANSEN, 2005; PINHEIRO, 2007).

1.2 Sindrome Metabdlica

A sindrome metabdlica (SM) é definida por diversos fatores interligados fisioldgicos,

bioquimicos, clinicos e metabdlicos que aumentam diretamente o risco de DCV e DM-2
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(KAUR, 2014). Adiposidade visceral, resisténcia a insulina, liberacdo excessiva de acidos
graxos livres (AGL) e citocinas inflamatorias pelos adipdcitos viscerais, estresse oxidativo,
dislipidemia aterogénica, hiperglicemia, disfuncdo endotelial, hipertensdo e estado de
hipercoagulabilidade sdo os varios fatores que constituem a sindrome (GRUNDY, 2005).

A presenca de SM confere um aumento de cinco vezes no risco para DM-2, em duas a
trés vezes para acidente vascular encefalico (AVE), em trés a quatro vezes para infarto agudo
do miocardio (IAM) e de duas vezes o risco para morrerem em consequéncia de um desses
distdrbios, independentemente de historia prévia de eventos cardiovasculares (GRUNDY,
2005; WILSON, 2005; GRASSI, 2009).

Nesse trabalho, foi utilizada a classificagdo para sindrome metabolica adaptada de
National Cholesterol Education Program's Adult Treatment Panel [l (NCEP ATP III)

(GRUNDY, 2005), devendo preencher pelo menos trés dos cinco critérios da tabela 2:

Tabela 2. Componentes da sindrome metabolica segundo o NCEP-ATP Il

Componentes Niveis

Obesidade abdominal por meio de circunferéncia

abdominal
e Homens >94cm
o Mulheres >80cm
Triglicerideos > 150 mg/dL ou em uso de tratamento para

hipertrigliceridemia

HDL Colesterol

e Homens <40 mg/dL
e Mulheres <50 mg/dL
Pressao Arterial > 130 mmHg ou > 85 mmHg ou em uso de anti-

hipertensivos

Glicemia de jejum > 100 mg/dL ou em uso de hipoglicemiantes

Fonte: Adaptado de Grundy et. al, Diagnosis and Management of the Metabolic Syndrome, 2005

A presenca da SM vem aumentando na maioria dos paises em fungdo da crescente
obesidade e habitos de vida sedentarios, e se eleva a cada década de vida (LAM, 2015;
CORNIER, 2008). Embora rara antes dos 20 anos, tem sido relatada em criancas e

adolescentes obesos (R1ZZ0, 2013). A SM tem relacéo direta com o grau de adiposidade, de
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modo que, em ordem decrescente, afeta individuos obesos, com sobrepeso e com peso normal
(PARK 2003; RI1ZZ0O, 2013; KAUR, 2014).

A prevaléncia mundial de SM, pelos critérios do NCEP-ATP Ill, variou de 8 a 43%
em homens e 7 a 56% em mulheres (CAMERON, 2004). Numa revisao sistematica brasileira,
envolvendo nove estudos transversais e utilizando os mesmos critérios de SM, as taxas
variaram de 14,9 a 65,3%; a prevaléncia média foi de 29,8% na area urbana, 20,1% na &rea
rural e 41,5% nas indigenas, com prevaléncia global média de 29,5% (VIDIGAL, 2013).

Na génese da SM estdo envolvidos fatores genéticos e ambientais. A SM parece
decorrenter do excesso de tecido adiposo visceral e da diminuicdo do tecido adiposo
subcuténeo, levando a maior liberacdo de AGL e citocinas inflamatorias na circulagdo, entre
outros achados (KAHN, 2000; MCGARRY, 2002; GODOY-MATOS, 2010; KAUR, 2014).

Os adipdcitos viscerais sdo células maiores do que os subcutaneos, se multiplicam
pouco, sdo metabolicamente mais ativos e apresentam atividade lipolitica mais acentuada.
Ademais, eles acumulam menos AGL e possuem grande capacidade de secretar citocinas
inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6, além de PCR e de inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1) (HALBERG, 2008; KAUR, 2014). Primariamente, a SM parece ser
decorrente de uma desproporcdo na distribuicdo de adipocitos subcutaneos e viscerais
(KAHN, 2000; GODOY-MATOS, 2010).

O excesso de citocinas pro-inflamatdrias (principalmente TNF-a e IL-6) resulta numa
inflamacéo localizada no tecido adiposo que se propaga para uma inflamacdo sistémica,
associada ao desenvolvimento de comorbidades relacionadas a obesidade, resisténcia a
insulina (RI), estresse oxidativo e aterosclerose (HALBERG, 2008; KAUR, 2014;
SRIKANTHAN, 2016). A participacdo dessas citocinas na génese da RI se daria por inibirem
diretamente a ativacao do receptor da insulina, dificultando o transporte intracelular da glicose
(KAUR, 2014; SRIKANTHAN 2016).

O excesso de PAI-1, junto com o aumento dos niveis dos fatores VI1II e V, respondem
por um estado de hipercoagulabilidade, que favorece a ocorréncia de eventos vasculares
trombaticos (como IAM e trombose venosa profunda) (KAUR, 2014; SRIKANTHAN, 2016).

Outra caracteristica da SM e outras condi¢es associadas a resisténcia insulinica séo
niveis baixos de adiponectina, uma adipocina com propriedades anti-inflamatorias e
antiaterogénicas (KAUR, 2014). Adicionalmente, ela aumenta a sensibilidade a insulina, bem
como inibe enzimas da gliconeogénese hepatica, reduzindo, assim, a producdo enddgena de
glicose (GODOY-MATOS, 2010; BALSAN, 2015; BAHIA, 2016).
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A SM pode ter complicac@es clinico-laboratoriais, comentadas a seguir, que implicam
alta morbi-mortalidade (PARK, 2003; GODOY-MATOS, 2003; KAUR, 2014; LAM, 2015).

A dislipidemia em pacientes com SM ¢ altamente aterogénica. Caracteriza-se por
hipertrigliceridemia e niveis baixos de HDL (lipoproteina de alta densidade), associados ao
aumento de particulas de LDL (lipoproteina de baixa densidade), mais aterogénicas
(CORNIER, 2008; KAUR, 2014; LAM, 2015), aumentando o risco cardiovascular desses
pacientes (GRASSI, 2009; MOTTILLO, 2010). A combinagdo de fatores de risco (HDL
baixo, hipertrigliceridemia, hipotensdo, aumento do PAI-1, hiperinsulinemia e
hipoadiponectinemia, entre outros) faz dessa populacdo um grupo de individuos altamente
suscetiveis a DCV, com risco até trés vezes maior para evento cardiovascular, até quatro
vezes para morte por doenca arterial coronariana (DAC) e até 2,4 para morte por qualquer
causa (WILSON, 2005).

A incidéncia de DM-2 é até cinco vezes maior em pacientes com SM em comparacgao
a um grupo de pacientes sem a sindrome (WILSON, 2005; GRASSI, 2009). A
hiperinsulinemia, associada a hiperleptinemia, reducdo do Oxido nitrico e aumento da
endotelina-1, levaria a vasoconstricdo periférica e retencdo de liquidos, reduzindo o fluxo
sanguineo para a musculatura esquelética e ocasionando a Rl (GODOY-MATOS, 2003;
CORNIER, 2008; KAUR, 2014).

1.3 O Processo Inflamatério

A inflamacéo é um processo crucial nos mecanismos de defesa normais contra varios
patégenos, sendo os leucécitos os principais mediadores celulares da inflamagdo. Ela é
caracterizada pelo acimulo de leucdcitos no tecido afetado devido a migracdo de leucocitos
circulantes para fora dos vasos sanguineos, processo que é ativamente mediado e controlado
pelos leucacitos e citocinas que produzem, e pelo endotélio vascular (ZARBOCK, 2008). No
entanto, respostas inflamatdrias excessivas ou ndo controladas podem levar a inflamacéo
patoldgica observada em muitas desordens inflamatorias, como na AR e na SM.

A passagem de leucécitos da corrente sanguinea para o tecido é importante para a
vigilancia de antigenos estranhos e para o rapido acimulo de leucocitos num local de resposta
inflamatdria ou lesdo tecidual (LEY, 2007).

A adesdo endotelial de leucdcitos envolve interagdes dindmicas entre leucocitos e
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células endoteliais. Essas interacdes sdo mediadas por varias familias de moléculas de adeséo,
cada uma das quais participa em uma fase diferente do processo. A expressédo superficial e a
ativacdo dessas moléculas durante uma resposta inflamatoria é rigorosamente controlada em
condic¢des normais (NOURSHARGH, 2014).

1.3.1 Moléculas de Adesdo

Trés familias de moléculas de adesdo sdo de particular importancia para o processo de
adesdo leucdcito-endotelial (figura 3) (KANSAS, 1996):
- Selectinas: medeiam primariamente a marginacédo e o rolamento celular. Estdo localizadas
em leucdcitos e células endoteliais;
- Integrinas: localizadas em leucdécitos e envolvidas no rolamento, mas sdo mais importantes
para a adesdo no endotélio vascular;
- Membros da superfamilia de imunoglobulinas (IgSF) de proteinas: moléculas importantes

para a adesdo firme e transmigracdo, e sdo amplamente expressas em células endoteliais.

Figura 3. Moléculas de adeséo
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Fonte: Catholic High School’s Anatomy/Phisiology Senior Elective Course

As selectinas séo glicoproteinas transmembranas de tipo | expressas em leucocitos e
células endoteliais. Existem trés selectinas, E-, P- e L-selectina, denominadas para o tipo de
célula em que foram originalmente identificadas (endotélio, plaguetas e leucécitos). Todas as
trés selectinas partilham caracteristicas estruturais semelhantes e um dominio semelhante, a

lectina N-terminal, que é crucial para a ancoragem do ligante (KANSAS, 1996) (figura 4).
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Figura 4. Selectina regula o recrutamento inicial de leucdcitos na resposta inflamatoria.
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Fonte: Adaptado de Pados et al., 2007

A P-selectina (também chamada de molécula de diferenciacdo 62P ou CD62P) esta
envolvida no recrutamento precoce de leucdcitos durante a resposta inflamatoria. E
constitutivamente expressa e armazenada em granulos secretores dentro de células endoteliais.
Uma vez que o endotélio é estimulado por mediadores inflamatérios, estes granulos se
fundem com a membrana plasmatica, aumentando a expressao superficial (KANSAS, 1996).

A E-selectina (CD62E) é sintetizada e expressa em células endoteliais e leucocitos
apos estimulacdo por varios mediadores inflamatérios tais como IL-1, endotoxina e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (KANSAS, 1996).

A L-selectina (CD62L) s6 é expressa em leucdcitos, ao contrario das outras duas
selectinas, e medeia o recrutamento de linfocitos em locais endoteliais do tecido linfatico
(KANSAS, 1996).

As integrinas sdo amplamente responsaveis pela adesdo de leucdcitos a células
endoteliais. S&o compostas por heterodimeros de cadeias de proteinas o e  covalentemente
associadas, e nomeadas de acordo com as cadeias a e B especificas presentes. Os membros
anteriores das subclasses B1 e B2 das integrinas sdo os principais responsaveis pela migracdo
de leucdcitos para areas de inflamagdo (CARLOS, 1994; BERLIN, 1995).

Eosinofilos, linfocitos e mondcitos expressam a molécula B1 da integrina dimérica
chamada antigeno muito tardio 4 (VLA-4), que se liga a molécula de adesdo de células

vasculares endoteliais 1 (VCAM-1, uma proteina da IgSF) e € critica para 0 acimulo destes
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tipos de células em locais de infeccdo cronica (CARLOS, 1994; BERLIN, 1995).

Todas as integrinas leucocitarias p2 partilham uma subunidade B2 comum (CD18) e
diferem nas suas cadeias a. As trés integrinas sdo expressas constitutivamente e devem ser
"ativadas" para se tornarem adesivas para seus ligantes (CARLOS, 1994; BERLIN, 1995).

As moléculas da IgSF expressas em células endoteliais interagem com integrinas em
leucdcitos e estdo envolvidas na adeséo firme e na transmigracdo. As moléculas desta familia
importantes na adesdo leucécito-endotelial sdo: molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1),
ICAM-2 e VCAM-1. NUmeros variaveis destas moléculas sdo expressos na superficie das
células endoteliais tanto constitutivamente como ap06s a ativacdo celular (KELLY, 2007).

A ICAM-1 ¢ expressa constitutivamente em niveis baixos nas células endoteliais e ndo
aumenta apos a estimulagdo celular. A VCAM-1 é sintetizada apenas por estimulacdo com
maltiplos fatores, como IL-1, TNF-a e endotoxina. A molécula de adesdo de celulas
endoteliais plaquetéarias 1 (PECAM-1 ou CD31) é um membro da IgSF que é expresso em
niveis baixos na maioria dos leucocitos e das plaquetas, mas em niveis elevados no endotélio,
localizado nas jungdes intercelulares. O PECAM-1 esta envolvido na migracéo transendotelial
dos fagocitos, principalmente na migracdo através da membrana basal subendotelial
(DUNCAN, 1999).

1.3.2 Cascata de Adesao

Em condi¢des normais, os leucdcitos se movem rapidamente na circulacéo,
transportados no fluxo laminar do sangue, e seu da corrente sanguinea para o tecido ocorre em
passos distintos (WAGNER, 2008), num processo dito marginacao leucocitéria (figura 5).

Inicialmente, em condig¢des de fluxo, as moléculas de adesdo soltas da parede do vaso
provocam a rotacdo dos leucocitos no endotélio, principalmente em vénulas pds-capilares.
Este passo transitorio e reversivel é um pré-requisito para a ativacdo de leucocitos. Seguem-se
a adesdo, a aderéncia estavel e a transmigracao atraves do endotélio vascular. Cada um destes
passos envolve moléculas de adesdo diferentes e pode ser regulado de forma distinta
(WAGNER, 2008).
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Figura 5. Marginacéo leucocitaria
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Em resposta a estimulos inflamatorios locais, as células endoteliais tornam-se ativadas
e aumentam dramaticamente a expressao superficial das selectinas. As selectinas interagem
com ligantes de hidratos de carbono na superficie dos leucécitos (WAGNER, 2008).

A interacdo de selectinas nas células endoteliais com os seus ligantes nos leucdcitos
resulta em rotacdo lenta dos leucdcitos nas paredes dos vasos adjacentes ao local da lesdo. As
células de rolamento se desprenderdo se o fluxo for interrompido porque a forca da ligacéo
das P e L-selectinas aos seus ligantes é aumentada pela forca de cisalhamento. A ligacédo as
selectinas liga os leucdcitos, expondo-os a quimiocinas. Nenhuma adesao estavel ocorre nesta
fase muito precoce da cascata (FINGER, 1996; LAWRENCE, 1997).

O rolamento lento permite aos leucécitos mostrarem as quimiocinas que estdo sendo
sintetizadas no microambiente local. O rolamento é reversivel até que as integrinas dos
leucdcitos se tornem suficientemente ativadas. As quimiocinas e seus receptores fornecem os
sinais de ativagdo para integrinas (FINGER, 1996). As integrinas ativadas na superficie de
leucdcitos mediam entdo a adesdo, por uma rede de sinalizacdo intracelular complexa,
transmitindo sinais regulatérios para a superficie celular que induzem mudancas
conformacionais em moléculas de integrina, e emergem como um reguladores-chave da sua
ativagdo (LAWRENCE, 1997).

Assim, o controle da fungdo da integrina ocorre através de sinais que se originam
dentro do citoplasma celular em resposta a alteracdes no estado da célula. Em resposta a
sinais de ativacdo, as integrinas superficiais sofrem uma transi¢do de baixa a alta afinidade,
com separacdo das caudas citoplasmaticas das subunidades o e [ e abertura do sitio de
ligacdo. Estas alteracdes sao importantes para a detencéo de leucécitos (ALON, 2008).

A transmigracéo pelas paredes venulares é o passo final no processo de migracdo de
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leucdcitos no tecido. Ocorre sobretudo em juncBes entre células endoteliais (MULLER,
2003), onde um leucécito temporariamente preso em um local distante da juncdo deve
"rastejar” para um proximo local, enquanto resiste ao destacamento (ALON, 2004).
Moleéculas especificas, como PECAM-1, estdo nesses locais de juncdo e medeiam a migracao
transendotelial de leucocitos (NOURSHARGH S, 2006).

1.4 Moléculas de Adesado na Artrite Reumatoide

O crescimento de novos vasos sanguineos (neovascularizagdo) sinoviais € uma das
primeiras respostas histopatoldgicas na AR. Este evento é acompanhado pela transudacéo de
fluido e pela transmigracdo de linfocitos para a sindvia e de leucécitos polimorfonucleares
para o liquido sinovial. Na sin6via madura da AR, a massa do tecido é demasiada mesmo para
os capilares novos e o resultado é a isquemia de tecido local (DISTLER, 2004).

A hipdxia sinovial relativa esta associada a uma producdo aumentada do fator de
transcricdo indutor de hipoxia 1 (HIF-1), que ativa a transcricdo de genes que sdo de
importancia vital na angiogénese, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e o receptor de VEGF (DISTLER, 2004).

Sem novos vasos sanguineos, ndo haveria nutrientes para suportar a sindvia altamente
catabdlica da AR (COLVILLE-NASH, 1992; FIRESTEIN, 1999; ZEKANECZ, 2010). A
nova formacdo capilar é induzida e/ou estabilizada pelo HIF-1 e por fatores angiogénicos
gerados pelas células sinoviais. Uma das principais citocinas pro-inflamatorias, o TNF pode
indiretamente estimular a angiogénese (DEBUSK, 2003).

A medida que os novos vasos se desenvolvem, as citocinas produzidas na sinévia em
resposta ao TNF (como IL-1, IL-6, IFN-y e substancia P) ativam as células endoteliais para
produzir moléculas de adesdo, tais quais ICAM-1, VCAM-1, P-selectina e E-selectina. Estas
moléculas agilizam a adesdo dependente da ativacdo dos leucocitos, facilitando assim a
diapedese e extravasamento na sinovia (GERRISTSEN, 1992; LALLY, 2005).

1.4.1 O Fator de Necrose Tumoral Alfa na Artrite Reumatoide

O TNF-o é uma citocina pleiotrépica e pré-inflamatéria que desempenha papel
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fundamental na origem e na progressao da AR, produzida principalmente por mondcitos e
macrofagos. O TNF-a sintetizado ¢ inserido na membrana celular. Posteriormente, a enzima
conversora de TNF-a (TACE) cliva este TNF-a ligado a células para liberd-lo na circulagéo.
Tanto o TNF solavel (STNF) como o TNF de membrana (MTNF) sdo biologicamente ativos
ao interagir com qualquer um dos dois receptores distintos, receptor 1 de TNF (TNFR1, p55)
e receptor 2 de TNF (TNFR2, p75), expresso em uma grande variedade de células-alvo
(PESCHON, 1998).

A sinalizacdo do receptor de TNF ocorre por duas vias: um braco tem proteinas de
dominio que levam a apoptose, e outro € uma via de sinalizacdo que passa por uma série de
quinases, levando a ativagdo do fator nuclear kappa B (NF-xf) (MAGYARI, 2014).

O mecanismo de ac¢do dos antagonistas do TNF-o baseia-se na neutralizagdo do STNF
e do mTNF, e tem um efeito mais global na inflamacao do que o bloqueio de outras citocinas.
A interrupcao das vias do sinal mediadas pelo TNF tem numerosas consequéncias: apoptose,
inibicdo da citocina pré-inflamatoria e liberacdo de quimiocinas, mas também ativacao celular
de condrdcitos, osteoclastos e células endoteliais, reducdo do acimulo de leucdcitos e
angiogénese, e aumento do nimero de células T reguladoras (MAGYARI, 2014).

1.4.2.1 Regulacdo de Receptores de TNF

Os receptores de TNF podem ter entre um e quatro dominios de repeticdo de cisteina,
permitindo um grande grau de diversidade (figura 6). A relagéo entre ligantes e receptores na
superfamilia TNF nem sempre é 1:1. Em vez disso, muitas citocinas da familia TNF ligam
mais de um receptor, como o TNF que interage com TNFR1 e TNFR2 (KIM, 2017).

Os receptores de TNF sinalizam pelo recrutamento ordenado de uma série de
complexos. A maioria dos receptores da familia de TNF sinaliza atraves do recrutamento de
proteinas adaptadoras multifuncionais chamadas fatores associados ao receptor de TNF
(TRAFSs). As proteinas TRAF se ligam a sequéncias curtas de aminoacidos nas caudas
intracelulares dos receptores, resultando em TRAF 1 a 6. Cada parte do trimero TRAF se liga
a um tipo de receptor, resultando em uma estrutura que reflete o complexo TNF-TNFR na
parte externa da célula (KIM, 2017).



29

Figura 6. Sinalizacdo normal e anormal através de receptores TNFR1 e TNFR2

a Normal T cells b Abnormal (autoimmune) T cells

:
i
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Fonte: Faustman et al., 2010.

TNF sinalizando através de TNFR1 e TNFR2 em células T normais em comparacdo com células T anormais
(auto-imunes). O fator de necrose tumoral (TNF) liga o TNF receptor 1 (TNFR1) e TNFR2 para estimulacéo de
dois eventos de sinalizagdo opostos. Em geral, a sinalizacdo TNFR1 exclusiva resulta no gatilho de uma cascata
que pode resultar em apoptose. 1sso depende do tipo de célula, do estado de ativacdo da célula e do ciclo celular.
Em contraste, um sinal exclusivo de TNFR2, especialmente em células T altamente ativadas, induz vias de
sobrevivéncia celular que podem resultar em proliferagdo celular. b | Verificaram-se que as células T
autoreativas na doenca humana e murina apresentam defeitos proteicos na via de sinalizagdo de TNFR2 em
diferentes niveis. Esses defeitos de sinalizacdo em varios locais ao longo da via TNFR2 resultam em blocos para
ineficiéncias na via TNFR2 para a sobrevivéncia celular ou proliferacdo celular. 1sso entdo sugere células T
autoreativas para preferencialmente usar a via TNFR1 e a apoptose seletiva ocorre. AP1, proteina ativadora 1;
cFLIP, proteina inibitdria tipo FLICE celular (também conhecida como CFLAR); CIAP, inibidor celular da
proteina da apoptose; FADD, dominio da morte associado a Fas; IKK, inibidor da quinase B; JNK, quinase N N-
terminal; MAPK, proteina quinase ativada por mitogénio; MEKK, quinase quinase quinasa ativada por
mitogeno; MKKS3, proteina quinase quinase 3 ativada por mitdgenos de especificidade dupla; NEMO, modulador
essencial do factor nuclear -AB (NF-0 B); RIP, proteinas que interagem com o receptor; TRADD, dominio de
morte associado a TNFR1; TRAF, fator associado ao receptor de TNF

As interacbes de TNF-TNFR1 promovem sobretudo producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, e morte celular raramente é observada, como ocorre na AR. O TNF que atua
em TNFR1 é um amplificador chave de respostas inflamatdrias inatas e choque séptico
(KOLLIAS, 2005).

Os pacientes com AR apresentam niveis elevados de TNF-a em seus fluidos sinoviais,
e TNF no fluido sinovial correlaciona-se com as erosfes ésseas (CHU, 1991).

O TNRF1, mas ndo o TNFR2, contém o dominio da morte celular programada;
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consequentemente, a sinalizacdo via TNFR1 pode levar a apoptose celular mediada por
caspase. No entanto, com algumas diferencas, ambos TNFR podem se ligar ao fator 2
associado ao TNFR (TRAF2) e ativar a p38 MAP kinase (p38MAPK), a proteina-1 (AP-1)
ativada e as vias de fator nuclear kB (NF-xp), levando a inflamacéo e a sobrevivéncia celular
(FAUSTMAN, 2010; KIM, 2017).

Devido a expressdo diferencial de TNFR, a sinalizagdo de TNF-a ¢ principalmente
mediada por TNFR1 na maioria das células, mas também por TNFR2 em celulas imunes.
Além disso, 0 TNFR1 pode ser ativado tanto pelo TNF-a ligado a mTNF quanto pelo sSTNF,
enguanto o TNFR2 pode ser ativado apenas pelo mTNF (FAUSTMAN, 2010; KIM, 2017).

Na maioria das linhagens celulares e tecidos primarios coexistem ambos receptores de
TNF, embora 0 TNFR2 seja mais expresso em células de linhagem hematopoética. Os tipos
de receptores de TNF mostram um padrdo muito mais limitado de expresséo celular in vivo e
sdo altamente regulados por lesdo tecidual isquémica ou inflamatoria (REMMERS, 2007).

Esta expressdo regulada de receptores de TNF, que ocorre em diversos tecidos,
provavelmente resultard de mudancas tanto na taxa de sintese quanto na perda de receptores.

Uma série de estimulos, incluindo TNF, IL-1, IL-10 e ativador de plasminogénio
tecidual tipo 1 (PAI-1), aumenta a expressdao de TNFR2 através da ativacao transcricional,
enquanto a expressdo de TNFR1 é mais comumente reduzida por esses estimulos (MURPHY,
2000; KAPPOS, 2006; KING, 2008).

1.4.2.2 Efeitos Biologicos das Células do TNF na Resposta Inflamatoria

Embora os receptores de TNF sejam diferentemente expressos numa ampla gama de
células e tecidos, muitos dos efeitos pré-inflamatérios do TNF podem ser explicados com
base nos efeitos do TNF sobre o endotélio vascular e nas interacdes de leucdcitos endoteliais.
Em resposta a0 TNF, as células endoteliais promovem inflamag&o, exibindo, num padréo
temporal, espacial e anatdbmico diferentes combinacfes de moléculas de adesdo para
leucdcitos, incluindo E-selectina, ICAM-1 e VCAM-1. Em combinacdo com a liberacédo de
quimiocinas (incluindo 1L-8, MCP-1 e IL-10), essas respostas levam ao recrutamento de
diferentes populacBes de leucocitos independentes do reconhecimento de antigenos
(HOCHBERG, 1976; HOCHBERG, 2014).

Além disso, muitas das caracteristicas classicas da inflamacdo podem ser produzidas
por efeitos locais de TNF em células endoteliais. A expressdo induzida por TNF da ciclo-

oxigenase 2 pode aumentar a producdo pelas células endoteliais de PGI2, resultando em
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vasodilatacdo, causando “rubor” e "calor" através do aumento do fluxo sanguineo local. Com
a maior permeabilidade vascular mediada pelo TNF, h4d aumento da passagem transendotelial
de fluidos e macromoléculas, formando o “edema”. Além disso, a expressdo induzida por
TNF de proteinas pro-coagulantes, como o fator tecidual, e a reducédo da regulacéo da proteina
anticoagulante, como o TNF de trombomodulina, podem causar trombose intravascular,
gerando “dor” (HOCHBERG, 1976; HOCHBERG, 2014).

1.4.2.3 Os Inibidores do Fator de Necrose Tumoral Alfa

Atualmente, os inibidores de TNF-o aprovados no Brasil sdo: infliximabe, um
anticorpo monoclonal 1gG1 bivalente humano quimérico (75% humano, 25% camundongo);
certolizumabe pegol, uma proteina humanizada com sequéncias de aminoécidos derivadas de
anticorpo monoclonal anti-TNF de camundongo e inseridas em dominios humanos;
adalimumabe e golimumabe, anticorpos monoclonais totalmente humanos; etanercept,
proteina de fusdo dimérica composta por STNFR2 e por¢cdo Fc de IgG1l humana, cuja acdo
primaria é ligar e inativar TNF-a e linfotoxina-a solavel e celular (X1XI, 2013).

Outra maneira de bloquear 0 TNF-a em fluidos bioldgicos ¢ inibindo 0 TACE até a
reducdo de 95% da producdo de TNF. Os inibidores de TACE estdo em desenvolvimento,
mas, mesmo depois de mais de uma década, nenhum inibidor de TACE passou pelos ensaios
clinicos de fase 2 (MAGYARI, 2014).

15 Artrite Reumatoide e Sindrome Metabdlica

Pesquisas cientificas sobre AR levaram a elaboracdo de recomendagdes sobre
diagndstico precoce de manifestacfes articulares, medicGes adequadas de atividade
inflamatdria e danos 6sseos e tratamento baseado em metas, que foram consolidadas em
diretrizes similares de vérias organizacdes como a Sociedade Brasileira de Reumatologia
(SBR), o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e a Liga Europeia contra o
Reumatismo (EULAR).

A medida que estratégias de tratamento das manifestacdes articulares se expandiram
em termos de opcdes e eficacia, surgiu uma preocupacdo maior com as doencas associadas,
particularmente as DCV, que se tornaram a principal responsavel pela diminuicdo da

sobrevida nesta populagédo, apesar dos avancos significativos na terapia medicamentosa.
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Atualmente, recomenda-se uma investigacdo e monitoramento precoce dos fatores de risco
tradicionais para DCV, uma vez que sua presenca esta associada a um aumento da atividade
clinica da AR, com pior prognostico e com aumento de DCV (FERRAZ-AMARO, 2013).

O estado inflamatorio crénico, um estilo de vida sedentdrio e o uso de
antiinflamatdrios ndo esteroides (AINES) e corticosteroides determinam a ativacdo de varios
mecanismos prejudiciais a circulacdo e a predisposicdo a SM. A AR e SM compartilham
mecanismos patogénicos, como aumento de radicais livres, deficiéncia de sistemas
antioxidantes, aumento de citocinas pré-inflamatorias, lesdo endotelial e formacdo e
desestabilizacdo de placas ateroscleroticas (FERRAZ-AMARO, 2013).

Embora a identificacdo de SM em pacientes com AR seja muito variavel, dependendo
das populacdes estudadas e dos critérios de classificacdo utilizados, sua prevaléncia vem
aumentado e determina um risco adicional de DCV (FERRAZ-AMARO, 2013).

Um melhor conhecimento da prevaléncia de SM e suas associacdes em diferentes
grupos de pacientes resulta em subsidios para melhorar estratégias preventivas.

A comunidade cientifica ainda discute se a avaliacdo do risco de DCV deve ser
realizada por instrumentos utilizados na populagdo em geral, ou por instrumentos adaptados
para AR, para permitir uma avaliacdo de risco mais confidvel, a fim de reduzir a morbidade e

a mortalidade.
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2 JUSTIFICATIVA

Visto que pacientes com AR apresentam alto risco de apresentar SM, e que 0 processo
inflamatdrio presente na AR resulta em alteracGes metabdlicas importantes; considerando que
a SM ¢é uma doenca inflamatoria cronica que aumenta o risco cardiovascular em pacientes
com AR; que tanto a AR quanto a SM interferem em componentes inflamatorios e isso gera
um perfil de comportamento de marcadores séricos, como moléculas de adesdo e citocinas;
gue ndo sdo de nosso conhecimento, até o momento, artigos que tenham avaliado se a
presenca de SM altera os niveis das moléculas de adesdo e TNF e seus receptores em
pacientes com AR; este estudo prop8e-se a avaliar a influéncia da sindrome metabdlica sobre

as moléculas de adeséo e TNF-a ¢ seus receptores em pacientes com artrite reumatoide.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar se a presenca de SM poderia modular o perfil dos marcadores de TNF-a,
STNFR-1, sTNFR-2, e disfuncdo endotelial através dos metabolitos do NO, moléculas de

adesdo e PAI-1 em pacientes com AR.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da sindrome metabodlica sobre as moléculas de adesdo, PAI-1 e
TNFa e seus receptores em pacientes com artrite reumatoide.

Mensurar os niveis de marcadores séricos da SM, da inflamacdo e da disfuncéao
endotelial em individuos controles e em pacientes com AR.

Verificar se a presenca de SM poderia estar associada a niveis séricos diferentes de
marcadores inflamatorios e da disfuncdo endotelial entre os paciente com AR.

Identificar se ha algum marcador que possa predizer ou estar associado a presenca de

AR com e sem SM.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

Estudo observacional, transversal, tipo caso-controle envolvendo individuos
acompanhados no ambulatério de Reumatologia do Ambulatério de Especialidades do
Hospital Universitario (AEHU) de Londrina, e individuos doadores de sangue no Hemocentro
Regional de Londrina (HRL).

4.2 Populagédo

Foram selecionados 193 pacientes com diagnostico de AR atendidos no ambulatorio
de Reumatologia do AEHU. As consultas foram realizadas por dois reumatologistas na
mesma data da coleta de sangue.

O grupo controle foi composto por 143 individuos doadores de sangue atendidos no
HRL.

Os servicos citados atendem a demanda da area geogréfica da 172 Regional de Saude
do Parana.

Todos individuos assinaram termo de consentimento livre e esclarecido antes da
realizacdo de qualquer procedimento (anexo 1). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, sob parecer

em anexo 2.

4.2.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos os individuos portadores de AR que preencheram os critérios do
Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e da Liga Europeia de Reumatologia (EULAR)
2010, entre 18 e 70 anos, de ambos os sexos (ALETAHA, 2010). A mesma idade foi seguida

no grupo controle.
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4.2.2 Critérios de Excluséo

No grupo controle, os critérios de exclusdo foram a presenca de doenca autoimune,
cardiaca, renal ou hepatica, uso de medicamentos anti-inflamatorios ou de suplemento
nutricional com atividade antioxidante. No grupo de pacientes, foram excluidos aqueles com
outras comorbidades associadas, como doencas infecciosas agudas ou cronicas, outras
doencas autoimunes, doenca hepética ou renal, idade menor de 18 anos e maior de 70 anos.

Os grupos foram controlados por sexo, idade e etnia.

Informacdes referentes ao estilo de vida, duracdo da AR, tabagismo (sim ou nao),
manifestagdes extra-articulares, uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais, corticosteroides,
drogas modificadoras de curso da doenca (DMCDs), agentes bioldgicos (medicamentos), anti-
hipertensivos, fibratos, hipolipemiantes e hipoglicemiantes foram obtidas durante a consulta

clinica destes pacientes.

4.3 Determinagdes Antropometricas e de Circunferéncia Abdominal, e Aferigdo da

Pressdo Arterial

O peso corporal foi aferido utilizando balanca eletronica com escala de 0,1kg, com
individuos vestindo roupas leves, sem sapatos, pela manha. A altura foi aferida por meio de
estadiémetro com escala de 0,1 cm. indice de massa corpérea (IMC) foi calculado segundo a
formula: peso (kg) dividido pela altura (m) elevada ao quadrado.

A circunferéncia abdominal (CA) foi medida com fita métrica macia na escala de 0,1
cm, com o paciente em pé, na regido média entre a Gltima costela e a crista iliaca.

A medida da pressao arterial foi aferida com o paciente sentado, no membro superior
esquerdo, apos repouso de 30 minutos. Foram realizadas trés medidas da pressao arterial, com

intervalo de 1 minuto entre elas. A media das medidas foi utilizada para analise.

4.4 Determinac0Oes de Artite Reumatoide, DAS28 e Sindrome Metabdlica

Os individuos foram classificados como sendo portadores de AR pelo critérios de
classificacdo da ACR-EULAR com pontuagdo > 6 (tabela 1).
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O estado da atividade da doenca foi determinado usando o indice DAS28.

Os pacientes com AR foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo sem SM (AR
SM-, n = 124) e o segundo grupo com SM (AR SM+, n = 69).

SM foi definido se trés ou mais dos seguintes cinco critérios fossem atendidos: 1)
circunferéncia da cintura > 94 c¢cm nos homens e 80 cm nas mulheres, 2) niveis de
triglicerideos (TGL) em jejum > 150 mg/dL, 3) lipoproteina de alta densidade (HDL) < 40
mg/dL em homens ou < 50 mg/dL em mulheres; 4) pressdo arterial > 130/85 mmHg (ou uso
de medicacdo anti-hipertensiva) e 5) niveis de glicose em jejum > 100 mg/dL ou uso de

hipoglicemiante (GRUNDY, 2005).

4.5 Analises Bioguimicas e Imunoldgicas

Apds o jejum durante 12 horas, os pacientes foram submetidos a seguinte analise de
sangue laboratorial: glicose e perfil lipidico (TGL, colesterol total, LDL, HDL) foram
avaliados por um autoanalizador bioquimico (Dimension Dade AR, Dade Behring, Deerfield,
IL, EUA), usando os kits Dade Behring. A insulina foi avaliada por imunoensaio com
microparticulas de quimioluminiscéncia (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL,
EUA). A avaliagdo do modelo de homeostase - IR (HOMA-IR) foi utilizada como medida de
substituicdo da resisténcia a insulina e calculada da seguinte forma: HOMA-IR = jejum de
insulina (uU/mL) x jejum de glicemia (nmol/L) / 22,5 (HAFFNER, 1997). RI foi considerado
quando HOMA-IR > 2.114 (CHUNG, 2008).

4.6 Marcadoes de Disfuncdo Endotelial — Moléculas de Adesédo e PAI-1

Os niveis de PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, P-selectina e PAI-1 foram
determinados pelo Painel 6-Plex de Aderéncia Magnética Humana (Novex Life Technologies,
Frederick, Estados Unidos da América) para Luminex Plataforma ®.

Os niveis de metabolitos de NO do soro (NOx) foram avaliados pela concentracéo de
nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-) de acordo com a reacdo de Griess, complementada pela
reducdo de nitrato a nitrito com cadmio (PANIS, 2012). Os valores foram expressos em pM.
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4.7 Determinacdo de TNF-A, TNFR-1 E TNFR-2 Solaveis

O TNF-a, o sSTNFR-1 e 0 STNFR2 foram determinados pelo kit personalizado Human
Magnetic 3-plex Custom, um painel TNF Superfamily, que detecta essas trés moléculas ao
mesmo tempo (Novex Life Technologies, Frederick, Estados Unidos da América) para a

Luminex Plataforma ®.

4.8 Analises Estatisticas

Foram utilizadas analises de tabelas de contingéncia (teste x?) para avaliar as
diferengas entre as caracteristicas categoéricas (dados demograficos) dos trés grupos de estudo
(controles e pacientes sem e com SM). Diferencas laboratoriais em marcadores de disfuncéo
endotelial e inflamatorios em pacientes com AR e sem SM e controles foram determinadas
com analise de variancia (ANOVA) ou testes de Kruskal-Wallis. ANOVA ou teste de
Kruskal-Wallis (p6s teste de Bonferroni ou Dunn corrigido por Bonferroni em p < 0,05) foi
utilizado para examinar comparacdes multiplas entre os trés grupos de estudo (controles e
pacientes sem e com SM). A analise de regressdo logistica multivariada foi empregada para
delinear os preditores significativos de pacientes com SM e AR sem SM versus controles
utilizando-se variaveis com p menor do que 0,1 na comparacdo entre 0s grupos. Testes de
homogeneidade de variancia foram realizados quando apropriado (teste de Kolmogorov-
Smirnov). Grau de liberdade (df) também foi demonstrado. Todos os testes foram bi-caudais,
e um valor p < 0,05 foi usado para significancia estatistica. As analises foram realizadas com
SPSS v20.0 (IBM, EUA) e a figura foi criada no GraphPad Prisma.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um artigo
cientifico intitulado: “Metabolic Syndrome Modulates Inflammatory and Endothelial
Dysfunction in Patients with Rheumatoid Arthritis: Role of TNF receptor Type 2 and E-
Selectin” e submetido a revista Immunologic Research, com fator de impacto 2.905,

conforme e-mail em Anexo 3.

5.1 Artigo: “METABOLIC SYNDROME MODULATES INFLAMMATORY AND
ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS:
ROLE OF TNF RECEPTOR TYPE 2 AND E-SELECTIN”
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ABSTRACT
Obijective: To verify if the presence of metabolic syndrome (MetS) could modulate the profile of TNF-a,
STNFR-1, sTNFR-2, and endothelial dysfunction markers in patients with rheumatoid arthritis (RA). Material
and methods: 193 RA patients, of both sexes, aged from 18 to 69 years, were enrolled and divided into two
groups: the first without MetS (RA MetS—, n=124) and the second with MetS (RA MetS+, n= 69). 143 healthy
individuals were selected as control group. Results: RA MetS+ showed higher (p=0.005) E-Selectin levels when
compared to RA MetS- and controls, and higher P-Selectin (p=0.007) when compared to the control group but
not to RA MetS-. There were significant differences in PAI-1 levels (p<0.001) between the three groups: RA
MetS+ presented the highest mean, whereas RA MetS- had an intermediary mean. We found significant
differences in TNF-a (p<0.001) between RA patients without or with MetS and controls. STNFR-1 levels were
significantly higher (p=0.001) in RA MetS+ when compared to controls. RA MetS+ was significantly
differentiated from RA MetS- by increased levels of E-Selectin (p=0.020) and sTNFR-2 (p=0.047). RA MetS-
was significantly differentiated from controls by increased P-Selectin (p=0.024), PAI-1 1 (p=0.005), STNFR-2
(p=0.002) and age (p<0.001), whereas RA MetS+ was significantly differentiated from controls by increased
PAI-1 (p=0.011) and age (p<0.001). Conclusion: The presence of MetS can modulate the profile of
inflammatory and endothelial dysfunction markers in patients with RA. The main factors, which could modulate

this influence, are TNF receptor type 2 and E-Selectin.

Keywords: Rheumatoid arthritis, metabolic syndrome; TNF-a; adhesion molecules; TNF receptors
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Introduction
Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory and systemic autoimmune disease characterized by the
presence of rheumatoid factor (RF) and anti-citrullinated protein antibodies (ACPA), and clinically by extensive
synovitis that results in erosions of articular cartilage and marginal bone leading to joint destruction. The
pathogenesis of RA is a multistep process that starts with the development of autoimmunity, continues with
inflammation, and finally induces bone destruction. These factors coexist with diverse conditions, such as
vascular disease, cognitive dysfunction and metabolic syndrome (MetS) [1].

Previous studies showed higher frequencies of MetS in patients with RA [2,3] that ranged from 14 to
56% [4]. This variation can be explained by differences in the definition of MetS along with differences in
ethnicity, geographic area, study design, and studied population [5]. Recently, a northeastern region study from
Brazil demonstrated a MetS prevalence of 51.3% in RA patients [6]. The systemic effects mediated by
proinflammatory cytokines in RA, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-o), impact on metabolism and may
contribute to the increased prevalence of MetS and atherosclerosis associated with RA [7].

In RA, TNF-a is considered as one of the factors responsible for favoring insulin resistance (IR) and
dyslipidemia, which are important features of the MetS. TNF-a. effects are mediated through its receptors, TNF
receptor type 1 (TNFR-1) and TNF receptor type 2 (TNFR-2). TNFR-1, the most important signaling receptor
for TNF-a, is expressed by all human tissues in the membrane of all cell types with the exception of
erythrocytes. TNFR-2 is expressed in immune cells and can bind both TNF-a and TNF-, and lymphotoxin alfa
(LTa) [8]. Additionally, TNF-a generated within the inflamed synovium of RA patients is released into the
systemic circulation and putatively affects endothelial cells [9].

Several components of MetS have been associated with endothelial dysfunction (ED) and increased
adhesion molecules levels [10]. The precise pathophysiological mechanisms of ED in RA are still not clear, but
ED is reflected by high levels of nitric oxide (NO) and leukocyte adhesion molecules [e.g., platelet endothelial
cell adhesion molecule 1 (PECAM-1), vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1), E-Selectin, and P-Selectin] [11], and by a shift towards prothrombotic activity of the
endothelium [12].

Given the important role of TNF-a and its receptors as well as the endothelial dysfunction markers,
such as adhesion molecules and NO in the progression of RA, it is crucial to elucidate the possible components
that could modulate the disease and other associated metabolic abnormalities in RA patients. Thus, the aim of the

present study was verify if the presence of MetS could modulate the profile of TNF-a, STNFR-1, STNFR-2, and
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endothelial dysfunction markers in patients with RA.

Subjects and Methods

Subjects

This cross-sectional study included 193 patients with RA, aged between 18 and 70 years and 143 healthy
individuals from the same geographic area as a control group. The patients were recruited at the Rheumatology
Ambulatory of the University Hospital of Londrina, Parand, Brazil. The patients were classified according to the
rheumatoid arthritis classification criteria [13] and disease activity status was determined using Disease Activity
Score 28 (DAS28 score) [14]. RA patients were divided into two groups: the first group without MetS (RA
MetS—, n= 124) and the second group with MetS (RA MetS+, n= 69). MetS was defined if three or more of the
following five criteria were met: 1) waist circumference > 94 c¢cm in men and 80 cm in women, 2) fasting
triglyceride levels > 150 mg/dl, 3) high density lipoprotein (HDL) <40 mg/dl in men or <50 mg/dl in women;
4) blood pressure > 130/85 mmHg (or antihypertensive medication use), and 5) fasting glucose levels > to 100
mg/dl or the use of antidiabetic medication [15].

Information about lifestyle and medical history were obtained at clinical evaluation. None of the subjects was
receiving a specific diet. The individuals of both groups did not smoke and did not drink alcohol regularly. None
of the participants in the study presented heart, renal, thyroid, hepatic, gastrointestinal, oncological or other
autoimmune diseases, and none had a clinically evident infection or was receiving estrogen replacement therapy.
This study was conducted according to the guidelines laid down in the Declaration of Helsinki. The Ethical
Committee of the University of Londrina, Parana, Brazil approved all procedures involving human subjects.

Written informed consent was obtained from all patients.

Anthropometric measurements and blood pressure evaluation

Body weight was assessed to the nearest 0.1 kg using electronic scales with individuals wearing light clothing
and no shoes. Body height was assessed to the nearest 0.1 cm by using a stadiometer. Body Mass Index (BMI)
was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. The waist circumference (WC) was measured with
a soft tape in the region between the last rib and the iliac crest always in the standing position. Blood pressure
(BP) was measured with a calibrated sphygmomanometer on the left arm of seated patients after 5 minutes of

rest [16].
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Biochemical and Immunological biomarkers
After fasting for 12 hours, the patients underwent the following laboratory blood analysis: glucose and lipid
profile [triglycerides (TG), total cholesterol, low density lipoprotein (LDL) and high density lipoprotein (HDL)]
were evaluated by a biochemical autoanalyzer (Dimension Dade AR, Dade Behring, Deerfield, IL, USA), using
Dade Behring Kits. Insulin was evaluated by chemiluminescence microparticle immunoassay (Architect, Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA). The homeostasis model assessment-IR (HOMA-IR) was used as a surrogate
measurement of insulin resistance [17] and calculated as follows: HOMA-IR = insulin fasting (uU/mL) x

glucose fasting (hmol/L)/22.5. IR was considered when HOMA-IR >2.114 [18].

Endothelial Dysfunction Markers

Adhesion Molecules and Plasminogen Activator Inhibitor Type-1 (PAI-1) and NO (nitric oxide) metabolites
determination

Levels of PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, E-selectin, P-selectin, and PAI-1 were determined by Human
Magnetic Adhesion 6-Plex Panel (Novex Life Technologies, Frederick, United States of America) for Luminex®
platform. Serum NO metabolite (NOx) levels were assessed by nitrite (NO2—) and nitrate (NO3—) concentration
according to the Griess reaction, supplemented by the reduction of nitrate to nitrite with cadmium [19]. The

values were expressed as micromolar.

Soluble TNF-a, TNFR-1 and TNFR-2 determination
TNF-0, STNFR-1 and sSTNFR-2 were determined by Human Magnetic 3-plex Custom kit, a TNF Superfamily
Panel, that detects these three molecules at the same time (Novex Life Technologies, Frederick, United States of

America) for Luminex® platform.

Statistical Analysis

Analyses of contingency tables (x? test) were used to evaluate the differences between the categorical
characteristics (demographic data) of the three study groups (controls and patients without and with MetS).
Differences in laboratorial, endothelial dysfunction and inflammatory markers data between RA patients with
and without MetS and controls were ascertained using analyses of variance (ANOVA) or Kruskal-Wallis tests.
ANOVA or Kruskal-Wallis test (post test of Bonferroni or Dunn corrected by Bonferroni at p < 0.05) was used

to examine multiple comparisons between the three study groups (controls and patients without and with MetS).
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Multinomial logistic regression analysis was employed to delineate the significant predictors of MetS and RA
patients without MetS versus controls using the endothelial dysfunction and inflammatory markers and age.
Tests for homogeneity of variance were carried out when appropriate (Kolmogorov-Smirnov test). Degree of
freedom (df) was also demonstrated. All tests were two-tailed, and a p value of 0.05 was used for statistical
significance. Analyses were performed with SPSS v20.0 (IBM, USA) and the figure was created in GraphPad

Prisma.

Results

Demographic and Laboratorial Characteristics in RA Patients

We included, in this study, 143 healthy controls, 124 RA patients without MetS and 69 RA patients with MetS.
Seventy nine of the RA patients without MetS were treated with methotrexate, 54 with leflunomide, 90 with
corticosteroids, 59 with antimalarial medications and 3 with anti-CD20. 48 of the RA patients with MetS were
treated with methotrexate, 37 with leflunomide, 42 with corticosteroids, 26 with antimalarial medications, and
none of them with anti-CD20. There were no significant differences of treatment with methotrexate (p=0.507),
leflunomide (p=0.233), corticosteroids (p=0.130), antimalarial medications (p=0.239) and anti-CD20 (p=0.554)
between these two groups (data not shown). DAS28 was 3.68 (£0.13) for RA patients without MetS and 3.93
(£0.18) for RA patients with MetS. There were no significant differences in disease activity (p=0.271) between
RA groups (data not shown).

Table 1 shows the demographic and laboratorial characteristics of controls and RA patients without and with
MetS included in this study. We found that controls were younger (p<0.001) than RA patients and subsequently
age was used as an additional explanatory variable in logistic regression analyses. As expected, there were no
significant differences in female:male ratio (p=0.918) and self-reported ethnicity (p=0.724) since these variables
were controlled. In contrast, there were significant differences in all parameters related to MetS between groups,
except in cholesterol (p=0.556) and LDL (p=0.303) levels. RA patients with MetS showed higher values of BMI,
WC, glucose, and TG and lower HDL levels (p<0.001) when compared to RA patients without MetS and
controls. RA patients demonstrated higher SBP and DBP (p<0.001) when compared to the control group. We
also found significant differences in insulin levels and HOMA-IR (p<0.001) between the three groups: RA

MetS+ group presented the highest mean, whereas MetS- had an intermediary mean for both parameters.
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Endothelial Dysfunction and Inflammatory Markers in RA Patients
Table 2 shows the outcome of ANOVA and Kruskal-Wallis tests performed on the different endothelial
dysfunction markers that were evaluated in the present study. The results of these univariate statistical analyses
were used to delineate the significant explanatory variables to be used as determinants of independent
association with MetS in subsequent multinomial logistic regression analyses. We found no significant
differences in PECAM-1 (p=0.489), ICAM-1 (p=0.645), VCAM-1 (p=0.218) and NO (p=0.201) when RA
patients and controls were compared. RA patients with MetS showed higher E-Selectin (p=0.005) when
compared to RA patients without MetS and controls, and higher P-Selectin (p=0.007) when compared to the
control group but not to RA MetS- group. There were significant differences in PAI-1 levels (p<0.001) between
the three groups: RA MetS+ group presented the highest mean, whereas MetS- had an intermediary mean.
Figure 1 shows the outcome of ANOVA and Kruskal-Wallis tests performed on the inflammatory markers that
were evaluated in the present study. We found significant differences in TNF-a (p<0.001) between RA patients
without or with MetS and controls. sSTNFR-1 levels was significantly higher (p=0.001) in RA patients with MetS
when compared to controls. STNFR-2 levels demonstrated only a trend in the comparison between RA MetS-

group and controls (p=0.088) and between RA groups (p=0.084).

Association of inflammatory biomarkers, endothelial dysfunction markers, and MetS.

Table 3 shows the outcome of a multinomial logistic regression analysis with the two subgroups of RA patients
and controls as dependent variables and the biomarkers and age as explanatory variables. RA patients with MetS
were significantly differentiated from RA patients without MetS by increased levels of E-Selectin (p=0.020) and
STNFR-2 (p=0.047). RA patients without MetS were significantly differentiated from controls by increased P-
Selectin (p=0.024), PAI-1 (p=0.005), sTNFR-2 (p=0.002) and age (p<0.001); and RA patients with MetS were
significantly differentiated from controls by increased PAI-1 (p=0.011) and age (p<0.001).

Table 4 shows the outcome of a Spearman Correlation between inflammatory biomarkers and other metabolic
markers related to MetS. We found significant and positive correlation between PECAM-1 and glucose
(r=0.214, p<0.05); ICAM-1 and DBP (r=0.222, p<0.05) and HOMA-IR (r=0.186, p<0.05); E-Selectin and WC
(r=0.282, p<0.01), BMI (r=0.290, p<0.01), glucose (r=0.264, p<0.01), insulin (r=0.252, p<0.05), HOMA-IR
(r=0.340, p<0.01) and TG (r=0.304, p<0.01); PAI-1 and WC (r=0.208, p<0.05), BMI (r=0.301, p<0.01), glucose
(r=0.281, p<0.01), insulin (r=0.289, p<0.01), HOMA-IR (r=0.379, p<0.01) and TG (r=0.301, p<0.01); NO and

WC (r=0.213, p<0.05); sTNFR-1 and WC (r=0.347, p<0.01) and BMI (r=0.262, p<0.01); and STNFR-2 and WC



47
(r=0.354, p<0.01. We also found significant and negative correlation between E-Selectin and HDL (r=-0.236,
p<0.01); PAI-1 and HDL (r=-0.223, p<0.05); and sSTNFR-1 and DBP (r=-0.198, p<0.05) and HDL (r=-0.225,

p<0.05).

Discussion

The main finding of the present study was that the presence of MetS influences the inflammatory process
in RA patients as demonstrated by increased levels of E-Selectin and STNFR-2; besides, increased levels of P-
Selectin and PAI-1 were associated with RA independently of the presence of MetS. The second major finding
of this study was that patients with MetS presented higher levels of E- Selectin and PAI-1 than those without
MetS or controls. Although some studies have demonstrated association between disease activity and the
presence of MetS in RA patients [6,20], we did not find this result probably due to moderate activity of our
patients and small number of participants in RA MetS+ group.
TNF-a signals act largely in a paracrine manner through TNFRs, p55 (TNFR1), and p75 (TNFR2)
[21]. Soluble TNFRs are increased in obesity and correlate with plasma insulin and leptin levels [22]. We found
higher levels of TNF-a in RA patients compared to controls and a trend to increased STNFR-1 and STNFR-2
levels. Previously, different authors reported markedly elevated levels of TNF-a in RA [23], sSTNFR-1 in RA
[24] and MetS [25,26], and sSTNFR-2 in MetS [25,27].

Our results still showed that RA patients without MetS may be significantly differentiated from controls
and from RA patients with MetS by increased STNFR-2 levels. Zhang and Xiao (2017) suggested that STNFR-2,
which is upregulated in response to prolonged TNF-o stimulation, may act as an immunosuppressor in
fibroblast-like synoviocytes for the prevention of overwhelming inflammatory reactions [28]. Our findings might
reflect the cellular attempt to antagonize the TNF-o effect by cleavage of the surface receptors and the
considerable increase in STNFR-2 probably indicates the preferential shedding of this receptor induced by TNF-
a during the inflammatory state [29]. Additionally, expanded adipose tissue can be a source of proinflammatory
cytokines, which could play a role in the development of insulin resistance as well as atherogenesis [30]. There
are studies showing an increase in adipose tissue expression of TNF-a in human obesity as well as an increased
plasma concentration of its soluble receptors STNFR-1 and sTNFR-2 [31]. Therefore, in the current study, the
presence of MetS resulted in an additional increase in STNFR-2 levels in patients with RA.

We also found significant and positive correlation between sTNFR-1 and WC and BMI; negative

correlation between sSTNFR-1 and HDL; and positive correlation between STNFR-2 and WC. Moon; Kim; Song
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(2004) observed that STNFR-1 and STNFR-2 were directly correlated with TG and DBP, and TG respectively in
obese adolescents [32].

Regarding the adhesion molecules, our results showed that increased levels of E-Selectin were
associated with the presence of MetS in RA patients. Other studies have already demonstrated increased E-
Selectin levels in RA [11] or in patients with MetS [33]. Investigators have suggested that E-Selectin levels may
be regulated by the proinflammatory adipocytokine TNF-a and also by adiponectin, an adipocytokine with anti-
inflammatory, anti-diabetogenic and an anti-atherogenic property that may inhibits E-Selectin levels. These two
adipocytokines could inhibit each other’s production in adipose tissue [34,35]. Therefore, according to the
present study, it is feasible to suggest that the main factors, which could modulate the influence of the presence
of MetS in RA are STNFR-2 and E-Selectin.

In addition, we found that RA patients may be significantly differentiated from controls by increased P-
Selectin levels. Studies have already identified P-Selectin as a marker for systemic inflammation in RA [36,37]
and elevated P-Selectin levels have been associated with atherosclerotic complications [38]. Thus, P-Selectin
seems to be competent to initiate and perpetuate endothelial inflammation and could be considered as a
biomarker for several inflammatory diseases [39].

We demonstrated significant and positive correlation between PECAM-1 and glucose; ICAM-1 and
DBP and HOMA-IR; E-Selectin and WC, BMI, glucose, insulin, HOMA-IR and TG; and negative correlation
between E-Selectin and HDL. Guzméan-Guzman and colleagues (2016) already found some of these adhesion
molecules related with components of MetS, such as levels of E-Selectin associated with low HDL, while the
levels of ICAM-1 was associated with impaired SBP in young people independently of other traditional risk
factors [40].

In the present study, PAI-1 presented higher levels in RA which significantly differentiated the patients
from the controls. Similarly, Dimitroulas and colleagues (2013) described that patients with RA with abnormal
triglyceride levels and IR had higher PAI-1 levels [41]. In this way, unlike E-selectin, which is associated with
increased total fat volume, but not with regional fat distribution [34], abdominal fat is a great source of PAI-1
[42]. Thus, high plasma levels of this molecule are expected in RA patients with MetS, since PAI-1 is considered
an obesity biochemical marker, and central obesity is one of main the components of MetS [43].

To the best of our knowledge, this is the first in vivo human study to demonstrate the modulation that
MetS could exert on TNF-a, its receptors, and adhesion molecules in patients with RA and that several MetS

components are correlated with TNF-o, sTNFR1, sTNFR2 and endothelial dysfunction. Kodaman and
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colleagues (2016) already demonstrated that correlations between PAI-1 and the factors that define MetS (BMI,
mean arterial pressure, HDL, TG, and glucose) were generally stronger than the correlations between the factors
themselves in a West African population [44]. These results corroborate the hypothesis that inflammation,
endothelial dysfunction and metabolic changes are interrelated factors that could influence each other.

There are limitations in the current study that may be considered. First, the cross-sectional design does
not allow for inference causality. Second, although the minimum number of patients has been reached by the
calculation of the sample size, a greater number of patients would probably confer more strength to the statistical
results, mainly in the RA MetS+ group.

Altogether, the data of the current study suggest that the presence of MetS can modulate the profile of
inflammatory and endothelial dysfunction markers in patients with RA. The main factors, which could modulate
this influence, are TNF receptor type 2 and E-selectin. P-Selectin and PAI-1 were associated with RA
independently of the presence of MetS. Our findings strongly suggest that physicians should screen the presence
of MetS in RA patients in an attempt to decrease the inflammatory process and the endothelial dysfunction, thus

reducing the risk of cardiovascular consequences.
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Fig 1 (A) TNF-a, (B) TNFR1 and (C) TNFR2 values obtained by ANOVA and Kruskal-Wallis tests in
Rheumatoid Arthritis (RA) patients with and without metabolic syndrome (MetS) and controls. ANOVA
with post test Bonferroni. Data are expressed as mean (xSEM). Kruskal-Wallis with post test Dunn and
Bonferroni correction. Data are expressed as median (25-75%). TNF-a: tumor necrosis factor alpha; TNFR1:
TNF receptor type 1; TNFR2: TNF receptor type 2. The figure was created in GraphPad Prisma and shows
significant differences (p<0.05) and also trends (0.05<p<0.1) between groups. Non-significant data are not
shown.



Table 1. Demographic and laboratorial parameters in control group and Rheumathoid Arthritis (RA) patients

with or without Metabolic Syndrome (MetS).

Parameters C(zgirﬂs()A ) RA(rl:ieitg L;)(B) RA ?rqzz‘,%; © p-value
Gender (F/M) 121 /22) 105/19 57/12 0.918

Ethnicity (C/NC) 102/41 85/39 51/18 0.724

Age (years) 40.0 (32.0-47.0)BC 55.0 (45.0-63.0)” 58.0 (51.0-63.0A  <0.001
BMI (kg/m?2) 24.67 (22.07-27.02)°  25.66 (22.77-29.38)°  30.88 (27.14-34.52)*8  <0.001
WC (cm) 89.0 (82.0-96.0)° 91.0 (82.0-100.0)°  103.0 (94.0-114.0*8  <0.001
SBP (mmHog) 110 (100-120)8° 130 (120-141)A 140 (120-152) <0.001
DBP (mmHg) 72 (67-80)5C 80 (74-90)" 90 (80-100)” <0.001
Glucose (mg/dL) 87.0 (83.0-93.0)° 87.0(82.0-93.0)°  101.0(90.0-125.0)*8  <0.001
Insulin (UU/mL) 7.7 (0.30)BC 9.5 (0.5)AC 15.1 (1.7)AB <0.001
HOMA-IR 1.68 (0.08) B¢ 2.12 (0.12)AC 5.04 (1.28)A8 <0.001
Triglycerides (mg/dL) 93 (63-119) 96 (67-119)° 171 (117-241)78 <0.001
Cholesterol (mg/dL) 196 (166-219) 187 (165 -221) 198 (167-227) 0.556

HDL (mg/dL) 58 (49-68)C 60 (50-71)¢ 44 (39-53)A8 <0.001
LDL (mg/dL) 114.3 (94.2-137-4) 104.0 (86.0-137.0) 107.0 (86.0-147.4)  0.303

Chi-square test. Data were expressed as absolute number and percentage (%). ANOVA with post test
Bonferroni. Data are expressed as mean (xSEM). Kruskal-Wallis with post test Dunn and Bonferroni correction.
Data are expressed as median (25-75%). A, B, C significant difference (Bonferroni or Dunn) at p < 0.05. F:
female; M: male; C: caucasian; NC: not caucasian; BMI: body mass index; WC: waist circumference; SBP:
systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; HOMA-IR: homeostasis model assessment-insulin
resistance; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein.
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Table 2. Endothelial dysfunction in control group and Rheumathoid Arthritis (RA) patients with or without
metabolic syndrome (MetS).

Parameters Control RA MetS- RA MetS+ p-value
PECAM-1 (pg/mL) 24.400 (891) 24.549 (1.220) 26.473 (1.498) 0.489
ICAM-1 (pg/mL) 77.350 (57.664-691.752) 89.502 (56.277-380.629) 103.885 (59.411- 0.645
VCAM-1 (pg/mL) 637.446 (31.403) 581.377 (26.501) 608.57271.225.)130) 0.218
E-Selectin (pg/mL) 96.268 (56.989- 87.186 (55.788- 127.977 (90.140- 0.005
121.891)°¢ 116.180)¢ 160.385)AB
P-Selectin (pg/mL) 88.921 (8.717)°¢ 99.458 (6.104) 116.260 (7.068)A 0.007
PAI-1 (pg/mL) 45.027 (6.695)BC 64.301 (4.956)A¢ 91.836 (7.199)A8 <0.001
NO (uM) 11.0 (8.95-14.62) 10.38 (8.69-13.18) 12.14 (8.63-16.92) 0.201

ANOVA with post test Bonferroni. Data are expressed as mean (xSEM). Kruskal-Wallis with post test Dunn and
Bonferroni correction. Data are expressed as median (25-75%). A, B, C significant difference (Bonferroni or
Dunn) at p < 0.05. PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ICAM-1: intercellular adhesion
molecule 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor type-1; NO:
nitric oxide.
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Table 3. Multinomial logistic regression analysis with Rheumthoid Arthritis (RA) patients with (C) and without
(B) Metabolic Syndrome (MetS) as dependent variables (healthy controls as the reference group or group A) and
the listed biomarkers and age as explanatory variables.

Parameters df Wald p-value OR 95% IC
E-Selectin (pg/mL) 1 AxB=0.166 0.683 1.000 1.000 - 1.000
AxC=2.580 0.108 1.000 1.000 - 1.000
BxC=5.448 0.020 1.000 1.000 - 1.000
P-Selectin (pg/mL) 1 AxB=5.107 0.024 1.000 1.000 - 1.000
AxC= 3.269 0.071 1.000 1.000 - 1.000
BxC=0.107 0.744 1.000 1.000 - 1.000
PAI-1 (pg/mL) 1 AxB=27.707 0.005 1.000 1.000 - 1.000
AxC=6.528 0.011 1.000 1.000 - 1.000
BxC= 0.007 0.932 1.000 1.000 - 1.000
TNF-a (pg/mL) 1 AxB=1.845 0.174 1.014 0.994 - 1.035
AxC=1.363 0.243 1.012 0.992 - 1.033
BxC= 0.460 0.498 1.002 0.997 - 1.007
TNFR1 (pg/mL) 1 AxB=1.389 0.239 1.001 0.999 - 1.033
AxC=2.329 0.127 1.002 1.000 - 1.004
BxC=0.303 0.582 1.000 0.998 - 1.001
TNFR2 (pg/mL) 1 AxB=19.186 0.002 0.998 0.997 - 0.999
AxC=2.352 0.125 0.999 0.998 - 1.000
BxC= 3.947 0.047 0.999 0.998 - 1.000
Age (years) 1 AxB=22.961 <0.001 1.168 1.096 - 1.244
AxC=21.094 <0.001 1.184 1.102 - 1.273
BxC=0.368 0.544 0.986 0.943-1.032

df: degree of freedom; OR: odds Ratio; Cl: confidence interval (lower—upper limit); PAI-1: plasminogen
activator inhibitor type-1; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; TNFR1: TNF receptor type 1; TNFR2: TNF
receptor type 2.
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Table 4. Spermann Correlation between inflammatory biomarkers, such as PECAM-1, ICAM-1, VCAM-1, E-
and P-Selectin, PAI-1, NO, TNF-a, TNFR1 and TNFR2, and other metabolic markers related to Metabolic

Syndrome (MetS).

Parameters SBP DBP WC BMI  Glucose Insulin HOMA-IR HDL TG
PECAM-1 (pg/mL) 0.046 0.061 0.111 0.027 0.214* 0.044 0.134 -0.090 0.040
ICAM-1 (pg/mL) 0.173 0.222* 0.047 -0.017 0.176 0.127 0.186* -0.047 0.018
VCAM-1 (pg/mL) -0.089 -0.059 0.011 -0.150 0.156 -0.051 0.003 -0.072  -0.025
E-Selectin (pg/mL) 0.166 0.165 0.282** 0.290** 0.264** 0.252*  0.340**  -0.236** 0.304**
P-Selectin (pg/mL) 0.072 0176 0.125 0.133 0.231** 0.130 0.219* -0.162 0.265**
PAI-1 (pg/mL) 0.036 0.172 0.208* 0.301** 0.281** 0.289** (0.379** -0.223* 0.301**
NO (M) 0.057 -0.043 0.213* 0.122 0.043 0.050 0.038 -0.098 0.138
TNF-a (pg/mL) 0.020 -0.118 -0.091 -0.094 -0.062 -0.001 -0.005 0.005 0.148
TNFR1 (pg/mL) -0.043 -0.198* 0.347** 0.262** 0.119 0.106 0.140 -0.255*  0.104
TNFR2 (pg/mL) -0.017 -0.042 0.354** 0.192 0.073 0.166 0.150 -0.139 0.115

* p<0,05. ** p<0,01. PECAM-1: platelet endothelial cell adhesion molecule 1; ICAM-1: intercellular adhesion
molecule 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; PAI-1: plasminogen activator inhibitor type-1; NO:
nitric oxide; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; TNFR1: TNF receptor type 1; TNFR2: TNF receptor type 2;
SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; WC: waist circumference; BMI: body mass index;
HOMA-IR: homeostasis model assessment-insulin resistance; HDL: high density lipoprotein; TG: triglycerides.
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6 CONCLUSOES

A presenca de SM pode modular o processo inflamatorio em pacientes com AR, como
demonstrado pelo aumento dos niveis de E-selectina e STNFR-2. Além disso, 0s niveis
aumentados de P-selectina e PAI-1 foram associados a AR independentemente da presenca de
SM.

Além disso, os pacientes com SM apresentaram niveis mais elevados de E-selectina e
PAI-1 do que aqueles sem SM ou controles. N&o encontramos associacao entre a atividade da
doenca e a presenca de SM em pacientes com AR provavelmente devido a atividade
moderada de nossos pacientes e 0 pequeno nimero de participantes no grupo AR SM+.

Encontramos niveis mais elevados de TNF-a em pacientes com AR em comparagdo
com os controles e uma tendéncia para o aumento dos niveis STNFR-1 e STNFR-2.

Nossos resultados ainda mostraram que os pacientes com AR sem SM podem ser
significativamente diferentes dos controles e de pacientes com AR com SM pelo aumento dos
niveis de sTNFR-2. Na tentativa celular de antagonizar o efeito TNF-a por clivagem dos
receptores de superficie, ha& um aumento consideravel no sSTNFR-2, provavelmente indicando
0 aumento preferencial desse receptor induzido pelo TNF-a no estado inflamatorio (VALLE,
2009). Além disso, o tecido adiposo expandido pode ser uma fonte de citocinas proé-
inflamatorias, desempenhando um papel no desenvolvimento da resisténcia a insulina, bem
como na aterogénese (SHOELSON, 2006). Logo, no presente estudo, a presenca de SM
resultou em um aumento adicional nos niveis de STNFR-2 em pacientes com AR.

Também encontramos correlacdo significativa e positiva entre STNFR-1 e CA e IMC;
correlagéo negativa entre STNFR-1 e HDL; e correlacdo positiva entre STNFR-2 e CA.

Em relacdo as moléculas de adesdo, nossos resultados mostraram que 0 aumento dos
niveis de E-selectina foi associado a presenga de SM em pacientes com AR. De acordo com o
presente estudo, é viavel sugerir que os principais fatores, que podem modular a influéncia da
presenca de SM em AR séo sTNFR-2 e E-selectina.

Além disso, descobrimos que os pacientes com AR podem ser significativamente
diferentes dos controles pelo aumento dos niveis de P-selectina. A P-selectina tem papel
importante para iniciar e perpetuar a inflamacdo endotelial e pode ser considerada como um
biomarcador para varias doencas inflamatdrias (HABETS, 2013).

Demonstramos correlacdo significativa e positiva entre PECAM-1 e ICAM-1 com

componentes da SM, e correlagéo negativa entre E-selectina e HDL. No presente estudo, 0s
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pacientes com AR apresentaram niveis mais elevados de PAI-1, com diferenca significativa
entre pacientes e controles. Desta forma, diferentemente da E-selectina, que esta associada ao
aumento do volume total de gordura, a gordura abdominal é uma Otima fonte de PAI-1
(BARNARD, 2016). Assim, altos niveis desta molécula séo esperados em pacientes com AR
e SM, uma vez que o PAI-1 é considerado um marcador bioguimico de obesidade e a
obesidade central é um dos principais componentes da SM (ALESSI, 2008).

Em nosso conhecimento, este é o primeiro estudo humano in vivo que demonstra que a
SM poderia modular os niveis de TNF-a, seus receptores ¢ moléculas de adesdo em pacientes
com AR, e que varios componentes de SM estdo correlacionados com TNF-a, sTNFRI,
STNFR2 e disfuncéo endotelial. Esses resultados corroboram a hip6tese de que a inflamacéo,
a disfuncdo endotelial e as alteragdes metabolicas podem influenciar-se mutuamente.

Existem limitagbes no presente estudo a serem consideradas. Primeiro, o desenho
transversal ndo permite a causalidade de inferéncia. Segundo, embora o nimero de pacientes
tenha sido alcancado pelo calculo do tamanho amostral, um numero maior de pacientes
provavelmente conferiria mais forga aos resultados, principalmente no grupo AR SM +.

Em conjunto, os dados do estudo atual sugerem que a presenca de SM pode modular o
perfil de marcadores de disfuncdo inflamatdria e endotelial em pacientes com AR. Os
principais fatores que podem modular essa influéncia sdo o TNFR2 e a E-selectina. A P-
selectina e 0 PAI-1 foram associados & AR independentemente da presencga de SM.

Nossos achados sugerem fortemente que os médicos devem examinar a presenca de
SM em pacientes com AR na tentativa de diminuir o processo inflamatério e a disfuncéo

endotelial, reduzindo assim o risco de consequéncias cardiovasculares.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados demonstraram que a presenca de SM pode modular o perfil de
marcadores de disfuncdo inflamatdria e endotélica em pacientes com AR. Os principais
fatores que poderiam modular essa influéncia séo o receptor de TNF tipo 2 e E-selectina.

Na prética clinica, em individuos portadores concomitantemente de AR e SM, haja
vista a semelhanca no que tange aos marcadores inflamatorios entre as duas entidades, existe,
com certa frequéncia, a duvida quanto a possibilidade de o paciente estar com a artrite em
atividade ou ndo. Isso porque é possivel que o paciente esteja clinicamente bem, mas com
marcadores inflamatérios (VHS e PCR) aumentados. O que tem se observado € que, embora
tais pacientes ndo apresentem artrite ao artralgia ao exame fisico, pode existir uma atividade
subclinica da doenca, que também tem potencial deformante.

Até o presente momento, no intuito de verificar que ha atividade subclinica, podem ser
utilizados exames de imagem, como a ressonancia magnética ou a ultrassonografia com
Power Doppler articular. Em caso de alteragcdo nesses exames, mesmo com 0 paciente sem
gueixas, € possivel considerar que a doenca esteja em baixa atividade e, em consequéncia,
tomar uma decisdo sobre possivel otimizacao terapéutica.

Quanto as limitacGes dos exames de imagem citados, ambos sdo de alto custo. No caso
da ultrassonografia, é importante considerar que € um exame cujo resultado dependete tanto
da aptiddo do médico que o realiza, quanto da qualidade do aparelho utilizado, o que pode
gerar vieses no resultado. Sobre a ressonancia, € um exame que exige contraste endovenoso
para maior sensibilidade do teste, levando a maior risco de reacdes adversas pelo contraste,
como anafilaxia ou leséo renal.

Assim, identificar marcadores, que possam isolar a atividade da artrite reumatoide das
variaveis que sofrem interferéncia também pela sindrome metabdlica, pode ser de valia
clinica, principalmente no que tange a decisdo terapéutica.

Futuros estudos s&o necessarios para melhorar a compreenséo sobre a fisiopatologia da
AR e da SM, e permitir a implementacdo de novos biomarcadores para 0 monitoramento da
resposta ao tratamento da AR, reduzindo possiveis erros induzidos por interferéncia da SM, e

com isso propor novos alvos terapéuticos.
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Anexo 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO
ARTRITE REUMATOIDE

Titulo da pesquisa:
“AVALIAC;AO DAS MOLECULAS DE ADESAO E DO TNF-a E SEUS
RECEPTORES EM PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE E SINDROME
METABOLICA: ASSOCIACAO COM O DAS 28”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(a) a participar da pesquisa “AVALIACAO DAS MOLECULAS
DE ADESAO E DO TNF-a E SEUS RECEPTORES EM PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE E SINDROME METABOLICA: ASSOCIACAO COM O DAS 28”,
realizada no Hospital Universitario de Londrina (HU) da Universidade Estadual de Londrina.
O objetivo da pesquisa € pesquisar a interferéncia da sindrome metabdlica (SM) em pacientes
com artrite reumatoide (AR). A sua participacdo € muito importante e ela se daria da seguinte
forma: avaliacdo clinica pelo médico reumatologista e coleta de sangue. Gostariamos de
esclarecer que sua participacdo é totalmente voluntéria, podendo vocé: recusar-se a participar,
ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer énus ou prejuizo a sua
pessoa. Informamos ainda que as informacdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar
a sua identidade. Serdo realizados testes laboratoriais para confirmacdo do diagnostico e
prognostico de artrite reumatoide, determinacdo da atividade da doenca, perfil metabdlico,
resposta imunoldgica, estresse oxidativo e outras analises que se fagcam necessarias. Os
beneficios esperados sdo 1) o conhecimento da prevaléncia de SM em pacientes om AR, de
uma amostra da populacdo brasileira, permite estratificacdo de risco cardiovascular, o que
implica em manejo mais adequado de acordo com as caracteristicas da nossa populacéo; 2) o
entendimento da fisiopatologia que envolve as alteracdes do estresse oxidativo e inflamacao
na AR possibilita melhor monitoramento da doenca e desenvolvimento de novas intervencoes
medicamentosas. Informamos que o(a) senhor (a) ndo pagara nem sera remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa seréo
ressarcidas quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa.

Caso voce tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contactar (médica
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reumatologista Tatiana Mayumi Veiga Iriyoda — (43) 3371-2218), ou procurar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na
Avenida Robert Kock n°60, ou no telefone (43) 3371-2490. Este termo deveré ser preenchido
em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a

VOCé.

Londrina, de de 2016.

Pesquisadores Responsaveis:

- Tatiana Mayumi Veiga Iriyoda - telefone: (43) 99615-5476
RG: 197.669-5

- Andréa Name Colado Sim&o - telefone: (43) 99627-8181
RG: 6.226.736-4

, tendo sido devidamente esclarecido sobre

0s procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita

acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para assinatura do menor e

do responsavel.
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Anexo 2 — Aprovacao da Pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa

&« C | ® plataformabrasil.saude.gov.br/visao/publico/

Publico i Y Y

o2 ests em: Piblico > Buscar Pesquisas Aprovadas > Detalhar Projeto de Pesquisa

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

— DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo Pliblico: AVALIAGAQ DO ESTRESSE OXIDATIVO, FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES E FREQUENCIA DE SINDROME METABOLIGA EM PACIENTES
GOM ARTRITE REUMATOIDE

O By,
Pesquisador Responsavel: Andréa Name Colado Siméo r{,{%‘-"‘"—-‘sﬁq .
Contato Plblico: Andréa Name Colado Siméo A

Condigbes de saide ou problemas estudados: artrite reumatdide
Descritores CID - Gerais: Aririte reumatoide nao especificada
Descritores CID - Especificos: Arfrite reumatoide nao especificada
Descritores CID - da Intervengéo:

Data de Aprovacéo Etica do CEP/CONEP: 25/02/2013

— DADOS DA IllSTITLIK:‘.iO PROPONENTE

Nome da Instituicdo: CCS - Departamento de Patologia, Andlises Clinicas e Toxicologias
Cidade: LONDRINA

— DADOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Comité de Etica Responsavel: 5231 - Universidade Estadual de Londrina - UEL
Enderego: LABESC - Sala 14

Telefone: (43)3371-5455

E-mail: cep268@uel.br

— CENTRO(5) PARTICIPANTE(5) DO PROJETO DE PESQUISA

— CENTRO(S) COPARTICIPANTE(S) DO PROJETO DE PESGUISA



Anexo 3 — E-mail de Submissdo do Artigo a Revista

IMRE-D-17-00209 - Submission Notification to co-author Entrada
f“"m Immunologic Research (IMRE) <em@editorialmanager.com= = 26desetasi2id4 K
a Para: Anna Herminia Castro Gomes de Amorim

Re: "Metabolic Syndrome Modulates Inflammatory and Endothelial Dysfunction in Patients with Rheumatoid Arthritis: Role of
TNF receptor Type 2 and E-Selectin”

Full author list: Andréa Nams Colado Sim&o. Ph.D.; Lorena Flor da Rosa Franchi Santos, MS¢; Anna Harminia Castro Gomes
de Amorim, MD; Tatiana Mayumi Veiga Iriyoda; Marcell Alysson Batisti Lozovoy, PH.D; Neide Tomimura Costa, MD; PH.D;
Fabiano Aparecido de Medeiros, MsC; Marcelo Candido de Sa, MSc; Bruno Aleandre Sekiguchi, MSc; Daniela Frizon Alfieri,
Ph.D; Tamires Flauzino, Ph.D; Luana Aparecida Cossentini, Ph.D; Edna Maria Vissoci Reiche, Ph.D; Isaias Dichi, Ph.D

Dear dr Amarim,
We have received the submission entitled: "Metabolic Syndrome Modulates Inflammatory and Endothelial Dysfunction in
Patiznts with Rheumatoid Arthritis: Role of TNF receptor Type 2 and E-Selectin” for possible publication in Immunologic

Research, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Ph.D Andréa Name Colado Sim&o who will be able to track the status
of the paper through his/her login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you, we will
assume you agree with your co-authorship.

Thank you very much.
With kind regards,

Springer Journals Editorial Office
Immunologic Research
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