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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca crbnica autoimune inflamatoéria de
envolvimento sistémico que tem como caracteristica principal o acometimento
articular. As citocinas tém sido descritas como biomarcadores na AR e estao
diretamente implicadas na patogénese da doenca. Atualmente, para o
diagndstico da AR néao existe nenhum teste “padrao ouro”. O diagndstico é feito
pelo quadro clinico dos pacientes associado a alteragfes laboratoriais e
presenca dos autoanticorpos fator reumatoide e anti-CCP. Este trabalho
objetivou determinar a acuracia das interleucinas(ILs) 29 e 22 na identificacédo
de pacientes com AR comparados a pacientes com outras doencas
reumatoldgicas como Esclerose Sistémica (ES), Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), Fibromialgia (FM) e Osteoartrite (OA) assim como com individuos
saudaveis. Os pacientes foram provenientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A coleta de dados clinico-
demograficos foi realizada por questionario especifico e os pacientes que
preencheram os critérios de incluséo realizaram coleta do sangue periférico. A
quantificacdo das citocinas foi realizada em 135 pacientes com AR, 131
pacientes com LES, 60 pacientes com ES, 29 pacientes com FM, 50 pacientes
com OA e 68 controles saudaveis por ELISA. Os niveis medianos de IL-
29mostraram-se aumentados nos pacientes com AR 113.6 pg/ml vs 31.25pg/ml
quando comparados aos pacientes sem AR e aos controles saudaveis
(p<0.001). IL-22 sérica mostrou aumentada (118pg/ml vs. 31.25 para OA, FM,
ES e controles saudaveis e 59.29 pg/ml para LES). As medidas de acuracia
foram calculadas em relacdo aos grupos de comparacdo e o padrdo de
referéncia para o diagnostico foram os critérios de classificacdo do ACR de
1987 e ACR/EULAR de 2010. A IL-29 mostrou sensibilidade 64.46% e
especificidade de 87.31%, area sob a curva de 0.78 e razdo de
verossimilhanca positiva de 5.08. A IL-22 teve sensibilidade de 74.81% e
especificidade e 78.14%, area sob a curva de 0.78 e razdo de verossimilhanca
positiva de 3.42. Também foram calculados os pontos de corte ideal para
identificagdo de pacientes com AR. Este estudo foi pioneiro em calcular

medidas de acuracia para niveis séricos de citocinas presentes na AR



sugerindo que estas proteinas podem ter papeis como biomarcadores de

diagnéstico.

Palavras-chave: Citocinas. Doencas reuméticas. Doengas autoimunes



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune inflammatory disease with
systemic involvement and with joint damage as the main characteristic feature.
Cytokines have been described as biomarkers in RA and are directly implicated
in its pathogenesis. Currently, for RA diagnosis there is no gold standard test.
RA diagnosis is mainly based on clinical features associated with abnormal
laboratory tests and the presence of the antibodies rheumatoid factor and anti-
CCP. The present study aimed to determine the accuracy of the interleukins (IL)
29 and 22in identifying RA patients compared to patients with other
rheumatologic diseases such as Systemic Sclerosis (SSc), Systemic Lupus
Erythematosus (SLE), Fibromyalgia and Osteoarthritis (OA) as well as with
healthy controls. Patients were recruited from Hospital das Clinicas at
Universidade Federal de Pernambuco. Clinical and demographic data were
collected from hospital records or by interview. Patients who fulfilled the
inclusion criteria had blood samples collected. Cytokine quantification (ELISA
assay) was performed in 135 patients with RA, 131 with SLE, 60 patients with
SSc, 29 patients with FM, 50 with OA and 68 healthy controls. The median
levels of IL-29 were increased in RA patients compared with all the subjects
studied (113.6 pg/ml vs 31.25pg/ml), p<0.001. Serum IL-22 was increased
compared with OA, FM, SSc and healthy controls (118pg/ml vs. 31.25) as well
as with SLE patients (59.29 pg/ml). Accuracy measures were calculated
between RA patients compared do the comparison groups and the reference
standard for RA diagnosis were the ACR 1987 classification criteria and the
ACR/EULAR 2010 classification criteria.IL-29 had sensibility of 64.46% and
specificity of 87.31%, the area under the curves (AUC) was 0.78 and positive
likelihood ratio (LR) was de 5.08. As for IL-22, the pooled sensitivity was
74.81% and specificity was 78.14%, AUC 0.78 and LR was 3.42. We also
calculated the optimal cut off values to distinguish RA patients for each cytokine
analyzed. This was the first study in RA in which serum levels of the cytokines
studied were used for accuracy tests. These findings suggest that the proteins

studied may be used as diagnostic biomarkers.

Key Indexing Terms: Cytokines. Rheumatic diseases.Autoimmune diseases.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma das enfermidades inflamatérias crénicas
mais prevalentes (Rudan et al., 2015). Trata-se de uma doenca autoimune
sistémica do tecido conjuntivo, que acomete predominantemente as
articulagbes e estruturas periarticulares e tendinosas, podendo levar a
destruicdo 6ssea e cartilaginosa (Mota, Cruz, Brenola, et al., 2013). A AR deve
ser considerada uma sindrome que inclui manifestagcbes extra-articulares,
como nodulos reumatoides, comprometimento pulmonar, cardiaco, pleural,
neurologico, hematologico e vasculite e, também, estd associada a
comorbidades sistémicas (Smolen et al., 2016). Sua epidemiologia demonstra
relacdo entre um aumento crescente do risco de morbidade e
mortalidade(Myasoedova et al., 2010).

O risco maior de mortalidade na AR esta associado a incidéncia maior
de doenca cardiovascular nos pacientes com a doenca, que € de 1,5 vezes
maior que a populagdo normal (Solomon et al.,, 2010). A morbidade
cardiovascular também se encontra aumentada na doenca e esta associada ao
aumento de casos de enfermidade coronariana, morte subita, acidente
vasculoencefalico, trombose venosa, insuficiéncia cardiaca, doenca vascular
periférica, aterosclerose subclinica e disfuncdo endotelial (Mackey et al.,
2017).Estudos apontam que h& importante evidéncia da influéncia do quadro
inflamatorio persistente da AR na doenca (Sattar et al., 2003).

Outros fatores associados a morbidade e mortalidade na AR incluem as
consequéncias da incapacidade produzida pela doenca, das manifestacfes
extra-articulares e complicagdes ou eventos adversos oriundos do tratamento
(Listing et al., 2013). Além disso, ha associacdo com linfoma (Smitten et al.,
2008) e amiloidose secundaria (Nakamura, 2011). Tais fatores conferem a AR
importante causa de custos diretos e indiretos a sociedade (De Azevedo et al.,
2008).

A patogénese da AR envolve uma cadeia complexa interativa entre
células e citocinas, particularmente no recrutamento, ativacdo e funcgbes
efetoras de células do sistema imune(Siebert et al.,, 2015). Citocinas e
quimiocinas levam a inducéo da resposta inflamatoria e participam da ativacéo

de células endoteliais e atracéo de células do sistema imune para se
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acumularem dentro do compartimento sinovial (Mcinnes e Schett, 2007). As
intervencdes terapéuticas atuais na pratica clinica claramente demonstram a
importancia das citocinas para AR, visto que algumas terapias tém citocinas
especificas como alvo terapéutico(Mota, Cruz, Brenol, et al., 2013; Siebert et
al., 2015).

Além disso, as citocinas sdo descritas na AR como relevantes
biomarcadores (Burska et al.,, 2014).0 conceito de biomarcadores envolve
parametros que podem ser anatdmicos, fisioldgicos, bioquimicos, moleculares
ou caracteristicas encontradas em exames de imagem. Apesar de existirem
muitos marcadores biolégicos descritos na AR, ainda ha demanda para a
descoberta de novos biomarcadores, principalmente aqueles que estédo
associados ao diagnostico da doenca(Burska et al., 2014). Atualmente, o
diagnostico da AR é baseado no quadro clinico associado a alteracfes
laboratoriais, como reagentes de fase aguda de inflamacgéo (velocidade de
hemossedimentacdo -VSH e proteina C reativa — PCR) e a presenca de
autoanticorpos, tais como o Fator reumatoide, e/ou de anticorpos antiproteinas
citrulinadas (ACPA, do inglés anti-citrullinated protein antibodies) (Mota, Cruz,
Brenola, et al., 2013).

No entanto, reagentes de fase aguda de inflamacdo s&do pouco
especificos para AR, e 0s anticorpos tém demonstrado menor sensibilidade e
uma maior especificidade que esses reagentes. Além disso, o fator reumatoide
e 0s ACPAs tém sensibilidade similar e h&d maior especificidade para os ACPAs
(Nishimura et al., 2007; Whiting et al., 2010). Na pratica clinica, os critérios de
classificacdo de AR do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de 1987 ou
os critérios do ACR e da Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR) de 2010
tém sido utilizados como ferramentas para diagnosticar pacientes com
AR(Arnett et al., 1988; Aletaha et al., 2010).

A busca por biomarcadores ideais de diagnéstico envolvem parametros
que sejam mensurados e que possam ser obtidos de forma minimamente
invasiva (do sangue, saliva ou urina) ou por imagem de tecidos e/ou 6rgaos
acometidos. Desta forma, estratégias diagndsticas que incluam esses tipos de
biomarcadores sdo mais atrativas e mais interessantes para serem estudadas
(Burska et al., 2014). Nesse contexto, € bem descrito na literatura que existem

diversas citocinas que podem estar aumentadas no soro de pacientes com AR
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quando comparadas a individuos sem a doenca(Asquith e Mcinnes, 2007;
Mcinnes e Schett, 2007).

Existem niveis significantemente maiores de IL-22 (Interleucina-22) no
soro/plasma de pacientes com AR, comparados a controles saudaveis(Leipe et
al.,, 2011; Xie et al.,, 2015). Estudo publicado em 2012 por nosso grupo
corroborou essa assertiva e demonstrou que essa citocina esta associada a
atividade da doengca mensurada por parametros denominados indices
compostos de atividade de doenca(Da Rocha, L. F. et al., 2012). Outros
estudos publicados demonstraram que células T produtoras dessa citocina
(Th1l7 e Th22) sdo encontradas com maior frequéncia em células sanguineas
mononucleares periféricas de pacientes com AR, em comparacdo com
individuos saudaveis(Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2017)

Estudos prévios evidenciaram que a interleucina-29 (IL-29) apresenta
niveis séricos aumentados em soro de pacientes com AR, comparada a
controles saudéaveis(Wang et al., 2012; Chang et al., 2017). Embora com
resultados controversos sobre sua associagdo com atividade de doenga, a IL-
29 esta expressa em células da sindvia de pacientes com AR, demonstrando
ter papel importante na articulacdo de individuos doentes(Wang et al., 2012).

Nesse ambito, dosar niveis séricos destas citocinas em pacientes com
AR e comparar com individuos sem a doenca pode elucidar melhor a
capacidade discriminativa dessas citocinas em identificar individuos doentes.
Para isso, é necessario a avaliacdo de medidas de acuracia, que se referem ao
grau de concordancia de um determinado teste com uma referéncia padrao de
diagndstico. Desse modo, é possivel determinar sensibilidade, especificidade e
razdes de verossimilhanca (Florkowski, 2008).

Em face do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
habilidade das citocinas IL-29 e IL-22 em distinguir pacientes com AR em
comparacdo com individuos com outras doengas reumatologicas e individuos
saudaveis. Incluimos como controles doentes, pacientes com outras
enfermidades reumatolégicas que podem cursar com queixas articulares
durante a historia natural da doenca e que, nesse contexto, contribuem para
um cenario mais proximo da pratica clinica. O teste utilizado foi a dosagem
sérica da citocina e foi considerado como padrao os critérios de classificacao
de AR do ACR de 1987 e ACR/EULAR 2010 (Arnett, et al. 1988;Aletaha, et al.,
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2010). Foi possivel aferir medidas de acuracia e, de forma interessante,
determinar pontos de corte ideais para distinguir pacientes com maior
probabilidade de ter AR para cada citocina avaliada.

No decorrer do desenvolvimento desta tese foram elaborados 3 artigos,
que se encontram nos resultados deste trabalho. O primeiro artigo € um artigo
de revisdo, que teve como objetivo reportar estudos de acuricia com novos
biomarcadores na AR que foram publicados nos ultimos 5 anos. O segundo e
terceiro artigos avaliaram a acuracia das interleucinas 29 e 22 em diferenciar
pacientes com AR de pacientes com outras doencas reumatolégicas e de
individuos saudaveis. O segundo artigo também demonstrou que niveis de IL-
29 podem estar correlacionados com tempo de doenca e idade. Em pacientes
gue tém o anticorpo fator reumatoide e a contagem absoluta de neutrdfilos,
também houve correlacdo com os niveis dessa citocina.

Os resultados encontrados neste trabalho chamam a atencao para o fato
de dosagens séricas das citocinas IL-29 e |IL-22, serem possiveis
biomarcadores e capazes de distinguir pacientes com e sem a doenca. A
interpretacéo apropriada dos resultados encontrados depende primordialmente
do padrao de referéncia utilizado como diagnéstico e das caracteristicas dos
pacientes estudados. As citocinas avaliadas foram analisadas em um grupo
especifico de pacientes. Estudos adicionais que avaliem medidas de acuracia
dessas citocinas sédo necessarios com desenhos e perfis de paciente diferentes
para melhor elucidar o papel dessas proteinas na abordagem diagnostica da
AR.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Determinar a sensibilidade e especificidade das citocinas IL-22 e IL-
no diagndstico da Artrite Reumatoide.

1.1.2 Objetivos Especificos

|. Determinar niveis séricos das citocinas IL-22 e IL-29nosoro de pacientes

portadores de AR,
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Il.Determinar niveis séricos das citocinas IL-22 e IL-29 no soro de
pacientes com outras doencas autoimunes como Lupus Eritematoso Sistémico
e Esclerose Sistémica, assim como de pacientes com Osteoartrite, Fibromialgia

e individuos saudaveis.

lll. Correlacionar os niveis séricos dessas citocinas com 0s parametros
clinicos de atividade da doenca CDAI e DAS28, tanto quanto com a presenca
de erosdes radiograficas, alteracfes laboratoriais e do autoanticorpo fator

reumatoide;

IV.Determinar a sensibilidade e especificidade das dosagens das citocinas
IL-22 e IL-29 na identificacdo de pacientes com artrite reumatoide, comparados

a pacientes com outras doencas reumatoldgicas e controles saudaveis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ARTRITE REUMATOIDE: CONCEITO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica autoimune
inflamatoria crénica de etiologia pouco conhecida e caracterizada por edema
sinovial e inflamag&o articular. Caracteristicamente, a AR afeta punhos e
pequenas articulagcbes das maos, podendo acometer a membrana sinovial de
qualquer articulacdo diartrodial (Mcinnes e Schett, 2007). Além de suas
manifestacoes articulares tipicas, a AR pode cursar,menos
frequentemente,com comprometimento extra-articular incluindo acometimos
cardiaco, pleuropulmonar, hematolégico, neurolégico, cutdneo e vascular,
particularmente em pacientes com doenca articular mais grave(Grassi et al.,
1998).

Apesar de se saber muito sobre seus aspectos genéticos e
imunologicos, importantes na fisiopatogénese da doenca,a AR ainda tem sua
causa pouco conhecida. Atualmente sabe-se que alguns fatores estéao
associados ao desencadeamento da doenca e a sua cronicidade (Smolen et
al., 2016). No entanto, a AR permanece em uma condi¢cdo que leva a extrema
incapacidade e perda de qualidade de vida (Rupp et al., 2004; Radner et al.,
2011).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia e prevaléncia da AR varia de acordo com diferentes estudos
epidemiologicos em diversas partes do mundo. A maior parte dos estudos é de
paises europeus e dos Estados Unidos, estimando uma prevaléncia que varia
de 0,2% a 1,1%(Alamanos e Drosos, 2005). No Brasil, estudo multicéntrico
com amostras populacionais das macrorregides do pais — Norte, Nordeste,
Centro-Oeste e Sul — encontrou prevaléncia de 0,2 até 1% da populacéo
adulta(Margues Neto et al., 1993). Outro estudo, realizado em 2004 estimou
uma prevaléncia de 0,46% no pais(Senna et al., 2004). A incidéncia anual da
AR varia entre 20 a 50 casos por 100.000 habitantes em pais norte-americanos

e europeus(Alamanos et al., 2006; Pedersen et al., 2009).
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A ocorréncia da doenca pode ser observada em todos 0s grupos étnicos
(Alarcon, 1995), entretanto existem grupos especificos que tém incidéncia mais
alta (Yamamoto et al., 2015; Xu e Lin, 2017). A doenca acomete mais mulheres
gue homens em uma proporcéo de 3-8 mulheres: 1 homem (Silman e Pearson,
2002; Cardiel, 2006). Apesar de ser considerada uma doenca multifatorial,
existe maior risco de desenvolver AR em parentes de pessoas com a doencga,
conferindo carater hereditario (Kuo et al., 2017). O inicio da doenca € mais
comum entre os 30 e os 50 anos de idade, embora possa acometer qualquer

faixa etaria(Carmona et al., 2010; Hazes e Luime, 2011).

2.3 QUADRO CLINICO

As manifestacdes articulares da AR sdo oriundas do dano e da
inflamacé&o de estruturas articulares e periarticulares envolvidas. A doenca tem
curso insidioso e progressivo, na maioria das vezes. O quadro clinico
caracteristico € de dor e edema, com importante limitacdo dos movimentos, e
pode ser antecedido por sintomas sistémicos como astenia, fadiga, febre baixa
e mal-estar. No entanto, esses sintomas podem apresentar-se
concomitantemente ao quadro articular. O acometimento articular é
caracteristicamente simétrico e acompanhado de edema e rigidez matinal
prolongada — mais de 60 minutos (Smolen et al., 2016). As articulacdes mais
comumente afetadas sdo as articulacbes de punhos e pequenas articulacdes
de maos, tais como metacarpofalangeanas, interfalangeanas de polegares,
interfalangeanas proximais e, particularmente no quadro inicial da doenca,
metatarsofalangeanas (FIGURA 1). Com a evolucdo da doenca, pode haver
acometimento de outras articulagbes como ombros, joelhos, tornozelos
(FIGURA 2), as interfalangeanas proximais dos pés, as coxofemorais, a
articulagdo  atlantoaxial, temporomandibulares, esternoclaviculares e
critoaritenoides (Hochberg et al., 2011). O quadro algico articular da doenca
pode ser acompanhado de mialgia, fadiga, febre baixa, hiporexia e depresséo
(Carvalho et al., 2014). A dor tem caracteristicas inflamatorias (pior pela manha
e a noite com o repouso articular) e leva a importante incapacidade dos
pacientes e a doengca pode cursar com instabilidade articular e

deformidades(Van Steenbergen et al., 2017). As manifestacdes periarticulares
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sdo oriundas da extensdo do processo inflamatorio para outras estruturas ou
consequentes ao edema sinovial. Sao as tenossinovites, sindrome do tunel do
carpo e tarso, rupturas tendinosas, bursites e cistos sinoviais (Rizzo et al.,
2013; Dequattro e Imboden, 2017).

Figura 1 - Sinovite de 22 e 32. metacarpofalangeanas e punho esquerdo em paciente com
Artrite Reumatoide atendido no Ambulatério de Reumatologia do HC UFPE (reproduzido com a

permissédo do paciente).

Fonte: Rocha Jr, L.F. (2018).

Figura 2 - Sinovite de tornozelo esquerdo em paciente com Artrite Reumatoide atendido no

Ambulatério de Reumatologia do HC UFPE (reproduzido com a permissao do paciente).

Fonte: Rocha Jr, L.F. (2018).
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Apesar de menos frequentes, as manifestacdes extra-articulares incluem
quadros cutaneos, oculares, pleuropulmonares, cardiacos, hematolégicos,
neurolégicos. Essas sdo observadas em pacientes com doenca grave e
poliarticular, e que tem anticorpos presentes (fator reumatoide ou anticorpos
antipeptideos citrulinados ciclicos). Os nodulos subcutaneos sdo as
manifestacfes extra-articulares mais frequentes, ocorrendo em 20 a 40% dos
pacientes (Chua-Aguilera et al., 2017).As vasculites podem levar a ulceragéo
cutanea, neuropatia periférica ou acometimento visceral. S&0 menos comuns e
relacionadas a AR grave e de longa evolucdo (Cojocaru et al.,, 2015).
Pericardite e miocardite comumente ndo provocam sintomas aos pacientes,
contudo, podem ser encontrado fusdo ou espessamento do miocardio em até
30% dos pacientes. As manifestacbes pulmonares compreendem a pleurite
com ou sem derrame, nddulos pulmonares, fibrose intersticial e pneumonite. A
fibrose intersticial é responséavel por até 20% das mortes dos pacientes com AR
(Da Mota et al., 2011). Com relacéo as manifestacdes oftalmoldgicas, 10% dos
pacientes podem apresentar certa conjuntivite seca que associada a um
comprometimento inflamatoério das glandulas salivares compde a Sindrome de
Sjogren (Vivino, 2017). Outras manifestacdes oculares incluem a esclerite,
episclerite, certatite, uveite anterior e miosite orbitaria (Tong et al., 2014).

A doenca cardiovascular (DCV) na AR ocorre mais precocemente que
na populacdo em geral. E considerada por alguns autores como manifestac&o
extra-articular da doenca (Gualtierotti et al., 2017). Provavelmente a DCV esta
associada aos fatores de risco tradicionais e fatores ndo tradicionais como o
estado de inflamacédo sistémica persistente. Desta forma a AR é considerada
um fator de risco independente para DCV. Adicionalmente, pacientes com AR
tem risco 1,5 vezes maior de eventos cardiovasculares que a populagcdo geral
(Solomon et al., 2003; Wolfe et al., 2003; Solomon et al., 2010).

2.4 FISIOPATOGENESE DA ARTRITE REUMATOIDE

A patogénese da AR é complexa e multifatorial com o envolvimento

de fatores genéticos, hormonais e ambientais.
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2.4.1 Fatores genéticos

O papel dos fatores genéticos tem sido amplamente reconhecido com a
descoberta de um crescente numeros de loci e polimorfismos génicos
associados com a AR (Suzuki e Yamamoto, 2015). O alelo de risco mais
importante para AR est& nolocus do complexo maior de histocompatibilidade I
(MHC), sendo responsavel por 30 a 40% da influéncia genética (Castro-Santos
e Diaz-Pena, 2016). E reconhecida a contribuicdo do HLA para a
susceptibilidade a AR, especificamente o alelo HLA-DR4 (Mcinnes e Schett,
2007), mas 0 mecanismo exato que determina a predisposicao e
desconhecido. Entre os genes do HLA, os alelos HLA-DRB1 com epitopos
compartilhados que codificam uma sequéncia comum de aminoacidos (entre as
posicbes 70-74 da terceira regido supervariada) sao o fator de risco mais
importante descrito para a susceptibilidade e progresséo (Castro-santos, 2016).
Alguns aminoécidos ou moléculas variantes do HLA-DRB1 também foram
associados a susceptibilidade para AR associada a anticorpos antiproteinas
citrulinadas, doenca mais severa, progressdao do dano a radiografia assim
como, a apresentacdo de autoantigeno citrulinado induzido pelo tabaco (Kim et
al., 2015; Van Steenbergen et al., 2015). Alguns genétipos de HLA-E foram
recentemente descritos por estarem associados a um risco reduzido de
desenvolver a AR e a uma boa resposta aos agentes anti-fator de necrose
tumoral (genétipo HLA-E 01:01/01:01), j& o gendtipo HLA-E 01:03 parece
contribuir para uma menor probabilidade de atingir remissdo da doenca
(lwaszko et al.,, 2015).0 epitopo compartilhado também esta associado a
gravidade da doenca, como manifestacdes articulares e progressdo de
erosoes.

Houve um aumento significativo na descoberta da quantidade genes
associados a AR ultimamente. Além do locus HLA-DRB, mais de 46 loci de
risco para AR ndo-HLA surgiram a partir de resultados de trabalhos e meta-
analises doEstudo de Associagdo Gendmica Ampla(GWAS,do inglés genome-
wide association study). Desta forma, a variagdo genética pode ser explicada
também por alelos de risco em locus ndo HLA (Stahl et al., 2010; Eyre et al.,
2012). Outro estudo recente identificou 42 novos loci de risco para a AR e
elevou o total para 101(Okada et al., 2014).
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2.4.2 Fatores ambientais

Fatores ambientais como tabagismo e infec¢cdes também podem
influenciar o desenvolvimento, a progressao e severidade da AR(Klareskog et
al., 2007; Getts e Miller, 2010). O tabagismo e outras formas de estresse em
brébnquios, como a exposi¢do a silica, aumentam o risco de desenvolvimento
da doenca entre pessoas com os alelos de susceptibilidade HLA-DRB1. O
tabaco nesses individuos aumentou o risco de desenvolver ACPAs(Klareskog
et al., 2006). O tabagismo esta possivelmente associadoa modificacdes pés-
translacionais, através da peptil arginina deaminase tipo IV (PAD4), que resulta
em uma alteracdo quantitativa ou qualitativa na citrulinizacdo de proteinas da
mucosa. Essas proteinas citrulinadas, comportam-se como um “novo”
aminoacido com quebra do mecanismo de tolerancia imunoldgica e leva a
formacdo destes autoanticorpos. Importante ressaltar que o processo de
citrulinizacdo pode ocorrer diferentes tipos de inflamacdo(Mcinnes e Schett,
2011).

Adicionalmente, agentes infecciosos como o virus Epstein-Barr,
citomegalovirus, as bactérias Proteusmirablis, e Escherichia coli e seus
produtos tém sido associados com AR. Embora com mecanismos ainda pouco
elucidados, alguns autores postulam que o mimetismo molecular possa estar
associado a esses fatores (Ebringer e Wilson, 2000; Sakkas et al., 2017). A
formacdo de imunocomplexos durante o processo infeccioso desencadeia a
formacdo do fator reumatoide, um autoanticorpo de alta afinidade contra a
porcdo Fc da imunoglobulina G. O envolvimento desse autoanticorpo na AR ja
€ bem estabelecido, assim como seu envolvimento na patogénese
dadoenca(Firestein, 2003; Mcinnes e Schett, 2007). Adicionalmente, a AR e
formacédo de ACPA tem sido associada a doenca periodontal, particularmente a
periodontite associada a infeccdo pela bactéria Porphyromonas gingivalis
(Wegner et al., 2010). Bactérias da microbiota intestinal também influenciam o
surgimento de autoimunidade em modelos animais de artrite e seu papel tem

sido melhor estabelecido atualmente (Scherer e Burmester, 2011).
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2.4.3 Fatores hormonais

O papel dos hormdnios no desenvolvimento da AR ainda é controverso.
De maneira geral, postula-se que estrogenos tém efeitos pré-inflamatérios e
androgenos tém efeito anti-inflamatorio. Tal fato explicaria a maior incidéncia
da doenca em mulheres. (Alpizar-Rodriguez e Finckh, 2017). Entretanto,
estrogenos podem ter efeitos estimulatorio e inibitorio na inflamacéo (Straub,
2007). Estudo prévio demonstrou que o sulfato de hidroepiandrosterona e a di-
hidrotestosterona reprimem o promotor do gene da IL-6, diminuindo a
expressdo dessa citocina. Tal fato pode explicar um dos efeitos anti-
inflamatorios dos androgenos. O efeito inflamatério dos estrégenos consiste
principalmente em modulagdo da proliferacdo celular e da producdo de
citocinas (i.e., TNF, IL-1, IL-12)(Cutolo et al., 2006). Além disso, demonstrou-se
gue macréfagos expressam receptores para estrogenos e andrdgenos, sendo

capazes de converté-los em seus metabdlitos ativos (Cutolo et al., 1996).

2.5 AUTOANTICORPOS NA ARTRITE REUMATOIDE

Autoanticorpos s&o encontrados no soro de pacientes com AR
direcionados a diversos antigenos proprios como colageno tipo Il, catepsina,
calreticulina, proteina de ligacdo da imunoglobulina BiP (do inglés,
bindingimmunoglobulinprotein), glicoproteina 39, a parte Fc da IgG (fator
reumatoide) e uma série de proteinas que sofreram modificacbes pos-
traducionais nas quais a conversdo de residuos de arginina em citrulina torna a
proteina antigénica (ACPA) (Scherer e Burmester, 2011).

Na AR, os autoanticorpos com importante valor diagnostico,
prognéstico e que tém sido mais bem descritos sdo o fator reumatoide (FR) e o
ACPA. O fator reumatoide foi o primeiro anticorpo identificado na AR e é
dirigido contra a porcdo Fc da IgG. O papel fisiolégico do FR € auxiliar no
clareamento de imunocomplexos circulantes. Pode ser patogénico através da
geracdo de imunocomplexos e causando inflamacdo em sitios onde o seu
receptor FcyRllla é expresso (na sindvia, superficies serosas, e sitios onde ha
formacdo de nodulos reumatoides) (Vogelpoel et al.,, 2015), aumentando a
permeabilidade vascular e a liberacdo de fatores quimiotaticos relacionados ao

recrutamento de células efetoras imunocompetentes (Scherer e Burmester,
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2011).0 FR-IgM pode ser detectado em 60 a 80% dos pacientes com AR e
doenca estabelecida. Contribui para atividade e cronicidade da doenca através
das vias mediadas por complemento. O FR pode ser positivo em pessoas sem
artrites ou em outras doencas(Da Mota et al., 2012). Pacientes com
positividade para o FR e que apresentem esse anticorpo em altos titulos
sofrem de doenca mais grave e destrutiva quando comparados a pacientes
com a auséncia deste anticorpo, estando também relacionado as
manifestagcdes extra-articulares (Turesson et al., 2007).

Os ACPAs sao altamente especificos para ARe também sao
expressos na sindvia. Os ACPAs tém sido bastante discutidos recentemente e
tém envolvimento potencial na patogénese da doenca. Antigenos citrulinados
estdo presente na sindvia inflamada e nos centros germinativos secundarios no
tecido sinovial e titulos aumentados de ACPA no liquido sinovial sugerem
producéo local destes anticorpos na articulagdo acometida pela AR(Kinloch et
al.,, 2008). Os ACPAs sao uma colecdo policlonal de anticorpos que
reconhecem diferentes epitopos citrulinados. O ensaio laboratorial para
deteccdo de ACPA mais utilizado € o anti-CCP. Varias proteinas proprias
citrulinadas sdo detectadas no anti-CCP: a-enolase, fibrinogénio, fibronectina,
queratina e colageno. Anticorpos que reconhecem essas proteinas tém sido
encontrados em modelos experimentais de artrite(Uysal et al., 2009).

Outro grupo de anticorpos tem sido descrito recentemente na AR. A
semelhanca da resposta contra peptideos citrulinados, existe um sistema de
autoanticorpo direcionado a um determinante estrutural similar. Estes
anticorpos reconhecem proteinas carbamiladas e, portanto, sdo chamados
anticorpos antiproteinas carbamiladas (anti-CarP). A carbamilacdo consiste na
modificacdo pos-traducional de residuos de lisina a homocitrulina, causa do
reconhecimento pelos anticorpos anti-CarP. Ha uma estimativa de que 16% a
30% dos pacientes anti-CCP negativos sao anti-CarP positivos (Trouw et al.,
2013).

2.6 INFLAMACAO NA ARTRITE REUMATOIDE

O edema articular observado nos pacientes com AR reflete inflamacéo

na membrana sinovial consequente da ativacdo do sistema imune. E
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caracterizado pela infiltragdo de leucécitos dentro do compartimento sinovial
gue normalmente € composto por poucas células. A sinovite na AR é composta
por células que incluem células da imunidade inata (por exemplo, mondcitos,
células dendrititicas, mastoécitos, e células linfoides) e células da imunidade
adaptativa (por exemplo, linfécitos T helper-1, linfocitos T helper 17, células B,
plasmoblastos, e plasmdcitos) (Mcinnes e Schett, 2007). A destruicdo articular
na AR é promovida por uma resposta tecidual bastante exacerbada na qual
fibroblastos sinoviais tornam-se células inflamatoérias agressivas, reguladoras
de matriz e com um fendtipo invasivo que agem conjuntamente com um
catabolismo articular aumentado e um fenbmeno chamado osteoclastogénese
(Walsh e Choi, 2014).

O meio inflamatério no compartimento sinovial é regulado por uma rede
complexa de citocinas e quimiocinas. Citocinas e quimiocinas levam a inducéo
ou agravamento da resposta imune através da ativacdo de células endoteliais e
atracdo de células do sistema imune, de forma que se acumulam dentro do
compartimento sinovial. Fibroblastos sinoviais sé&o ativados conjuntamente com
células T e B, mondcitos e macrofagos(Alam et al., 2017). Ha a ativacdo de
osteoclastos via ligante do receptor ativador de fator nuclear k B (RANKL). O
RANKL é expresso em células T, células B e fibroblastos e seureceptor (RANK)
€ expresso em macroéfagos, células dendriticas e pré-osteoclastos (Corrado et
al., 2017). Essas alteracOes estdo associadas ao aparecimento de erosdes
Osseas justacondrais. A cartilagem sofre danos devido aos efeitos catabdlicos
em condrécitos apOs seu estimulo pelas citocinas. A matriz de cartilagem é
degradada por metaloproteinases de matriz e outras enzimas(Denarie et al.,
2014). Citocinas ligam-se a receptores especificos para desencadear varios
eventos de sinalizagdo intracelular levando a ativagédo de genes que induzem
ou agravam inflamacéo e o dano articular(Mcinnes e Schett, 2007).

Vérias citocinas tém demonstrado participar da fisiopatogénese da artrite
reumatoide. O IFNy tem sido demonstrado estar associado a producao de
citocinas por macréfagos e sintese de colageno e liberagdo de citocinas por
fibroblastos sinoviais, entretanto niveis de IFNy na sindvia sdo baixos o que
torna a importancia de sua participacao na inflamacéo na AR ainda controversa
(Okamoto, 2008).
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Uma populacao de células T efetoras, que esta associada a producéo de
interleucina-17, tem demonstrado importante papel na AR. A IL-17 esta
relacionada a diferenciacdo de neutrofilos e maturacéo, liberacdo e ativacdo de
outras citocinas, ativacdo de mondcitos, ativagdo de fibroblastos sinoviais e
liberacdo de quimiocinas, producdo de citocinas e sintese de
metaloproteinases de matriz (Sato, 2008). A IL-17 também induz a expresséo
de outras citocinas inflamatérias como IL-6, IL-1 e TNF (Bettelli et al., 2008). Ha
ativacdo de células dendriticas na articulacdo com a participacdo do fator de
necrose tumoral (TNF). Baixas concentracdes de IL-17, IL-18 e TNF, podem
levar a producédo e ativacdo de citocinas e de fibroblastos sinoviais (Mclnnes,
2011).

O TNF-a desempenha um papel fundamental através da ativacado da
expressdo de outras citocinas e quimiocinas, expressdao de moléculas de
adesdo de células endoteliais, promocdo de angiogénese, supressiao de
células T regulatorias e inducdo de dor (Mcinnes e Schett, 2007; 2011). De
importancia similar, a interleucina-6 atua na ativacdo local de leucécitos e
producdo de autoanticorpos e esta associada a efeitos sistémicos que
promovem respostas dos reagentes de fase aguda, anemia, disfuncéo
cognitiva e disfuncéo na regulacdo do metabolismo lipidico (Mcinnes e Schett,
2011; Smolen et al., 2016).

Outras citocinas tém demonstrado papel importante e tém sido
estudadas como possiveis alvos terapéuticos, como biomarcadores e/ou para
melhor compreensdo da fisiopatogénese de uma doenca bastante complexa
como a AR (Siebert et al., 2015), dentre elas destacam-se duas citocinas

descritas com maior atengcéo em estudos sobre a AR: a IL-22 e a IL-29.

2.6.1 A interleucina 29

A interleucina-29(IL-29) pertence a um grupo de citocinas conhecidas
como Interferon (IFN).Os IFNs séo descritos em trés tipos (tipo I, tipo Il e tipo
) e tém conhecida fungdo antiviral, antiproliferativa, antitumoral
eimunorregulatoria. Apesar de a atividade antiviral ter sido a mais explorada em

estudos divulgados nos ultimos anos, o papel imunorregulador permanece
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pouco compreendido. A familia dos IFNs tipo IIl, também conhecida como IFN-
A, trata-se de uma descoberta recente e tem trés membros: IFN-A1 (IL-29), IFN-
A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B). Cada um deles exerce a fungéo de sinalizar para
um complexo receptor heterodimico, que, por sua vez, possui duas
subunidades: IFN-AR1 (IL-28Ra, LICR ou CRF2-12) e receptor tipo 2 da IL-10
(IL-10RB, IL-10R2) (Witte et al., 2010; Kotenko, 2011; Chang et al., 2017).
A IL-29 é tida como a mais ativa entre todas os IFN-As Ill. Além de ter
conhecida acdo sobre a patogénese do lupus eritematoso sistémico (LES),
estudos mostram que a IFN-A1 € expressa em niveis séricos significativamente
maiores nos pacientes com AR quando esses sao postos em comparagdo com
pacientes controles saudaveis (Wu et al., 2011; Lin et al., 2012; Wang et al.,
2012; Xu, D. et al., 2015). Em parte, a atividade da IL-29 esta ligada a
expressao e distribuicdo de seu receptor especifico IL-28Ra, ja que varias
células sdo capazes de expressa-lo — inclusive fibroblastos, células epiteliais,
macréfagos e células da via Thl7 (Wang et al.,, 2012; Xu et al., 2013). H&
estudos que mostram também que a expressdo das IFN-As € induzida a partir
de células mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs), quando
estimuladas com poli (I:C) ou lipopolisacarideo (LPS) e/ou por infeccédo viral
(Dumoutier et al., 2004; Ouyang et al., 2011).

A evidéncia do potencial de regulacédo imune da familia IFN-A é apoiada
pelo conhecimento de que seus receptores sdo expressos de forma mais
limitada quando comparados, por exemplo, aos complexos receptores das
IFNa, um resultado sugestivo de que elas atuam mais especificamente na
ativacdo de respostas do sistema imune (De Groen et al., 2014). Ainda que as
pesquisas sobre a resposta imunorreguladora desse grupo de citocinas
permanecam pouco exploradas, descobertas recentes demonstram que a IL-29
tem parte nas causas de inflamacdo da membrana sinovial em pacientes com
AR (Wang et al., 2012; Xu et al., 2013). Diante disso, sabe-se agora que a
atividade da IL-29 envolve a producdo de outras citocinas que, por sua vez,
recrutam células diretamente envolvidas nos sitios de inflamacdo, sendo
macrofagos e fibroblastos a principal fonte celular para a expressao da IL-29 na
sindvia. A essa capacidade de estimular a expressdo de diferentes grupos de
citocinas atribui-se a indicacdo de que a IFN-A1 participa de outras vias

patogénicas além da inflamatoria, ja que elas participam de respostas tanto do
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sistema imune inato quanto do adaptativo (Wang et al., 2012; Xu et al., 2013;
Xu, L. et al., 2015).

Estudos que tém ajudado a esclarecer as vias de imunorregulacdo da IL-
29,constataram que ela é responsavel pelo controle da produg&o por mondcitos
de IL-6, IL-8 e IL-10, citocinas inflamatorias com conhecidas papeis de resposta
imune(Jordan, Eskdale, Boniotto, et al., 2007; Jordan, Eskdale, Srinivas, et al.,
2007). Testes in vitro demonstraram que a IFN-A1 estimula macréfagos de
linhagem RAW264.7 a expressarem receptores do tipo Toll-like (TLR). Os
TLRs, por sua vez, possuem ligantes que induzem a expressao de citocinas
(tais como IL-1B, IL-6 e IFN-a), IL-8 (uma quimiocina) e metaloproteinases de
matrix (MMP) em fibroblastos sinoviais (Pierer et al., 2004; Noss e Brenner,
2008). As MMPs sao enzimas que regulam a composicdo da matriz celular e
possuem papel chave na destruicdo articular (Kazantseva et al., 2013).0Outros
trabalhos explicam que a IL-9 atua, ainda, como indutora da proliferacdo
dependente de IL-2 de um subconjunto de células T CD4 (+) CD25 (+) Foxp3
(+) em células dendriticas, apresentadoras de antigenos (Mennechet e Uze,
2006), inibidorada via Th2 e modulara das vias Thl/Th2(Jordan, Eskdale,
Srinivas, et al., 2007; Srinivas et al., 2008).

Embora expressa em PBMCs e na membrana sinovial de pacientes com
AR em niveis significativamente mais altos, quando comparando-os com
individuos saudaveis, a IL-29 ndo se correlaciona com provas de atividade de
doenca e de diagnostico (DAS28, PCR, VSH, anti-CCP e Fator
Reumatodide)(Wang et al., 2012; Xu, L. et al., 2015).0 tratamento com drogas
modificadoras de doenca séo eficazes no declinio dos niveis séricos de IL-29,
principalmente daqueles pacientes que apresentam anti-CCP positivo (Chang
et al., 2017).

2.6.2 A interleucina 22

A interleucina (IL) 22 é membro da superfamilia da IL-10 (Dumoutier et
al., 2000). O sinal de transducdo da IL-22 é mediado por um complexo de
receptores constituido por um receptor de IL-22 especifico (tipo 1) — IL-22R1 e

as subunidades comuns ao receptor de IL-10 (tipo 2) — IL-10R2 (Kotenko et al.,
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2001; Renauld, 2003). E produzida por variadas fontes de células incluindo
células Th17, células Th 22, células NK, células indutoras de tecido linfoide e
células T yd (Xie et al., 2015). A IL-22 tem um papel importante na defesa de
patégenos, cicatrizacao de feridas e reorganizacao tecidual. A producéo de IL-
22 por células do sistema imune inato € essencial para a imunidade protetora
contra patdgenos extra-celulares como Klebsiellapneumoniae no pulméo e
Citrobacterrodentium no intestino (Aujla et al., 2008; Zheng et al., 2008). O
papel protetor da IL-22 na imunidade inata é independente da imunidade
adaptativa (Shabgah et al., 2017). Também tem papel muito importante na
resposta imune adaptativa através da ativacdo de células T CD4 e na resposta
inata pela ativacao de linfécitos como as células NK (natural killer) (Zenewicz e
Flavell, 2011). A interleucina 22 participa da regeneracao de células epiteliais
no intestino através da inducéo e inibicdo da apoptose, esta funcdo tem efeitos
positivos na funcédo de barreira do epitélio intestinal (Lindemans et al., 2015). A
inducéo de reagentes da fase aguda como proteina amiloide sérica, proteina
ligante de LPS, haptoglobina e alfa-1 antiquimiotripsina nas células hepaticas e
modulacao de respostas teciduais durante a inflamacéo (Aggarwal et al., 2001;
Liang et al., 2010).

Com relacdo as doencas autoimunes existem descricbes que
corroboram o envolvimento da IL-22 na patogénese de diversas doencas como
doencas neurolégicas (sindrome de GuillainBarré, esclerose mudltipla), lGpus
eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren e doenga de Crohn (Xin, 2015).
Estudos prévios sugerem que a expressao da IL-22 é anormal em modelos
murinos de artrite e em pacientes com AR, sugerindo importante papel desta
citocina na fisiopatogénese da doenca.

Na artrite induzida por colageno (CIA, do inglés collageninducedarthritis),
esplendcitos de camundongos com artrite inicial estimulados com colageno e
IL-22 levou a um aumento significativo na producdo de IL-17 (Sarkar et al.,
2013). Adicionalmente, outro estudo demonstrou que esplendcitos de
camundongos com CIA que receberam anticoropos anti-IL-22 e estimulados
com colageno tinham expressdo aumentada de IFN-gamma (Justa et al.,
2014). Estes achados sugerem importante papel da IL-22 na fisiopatogénese
da AR, tanto na via Thl, quanto no fenétipo Th1l7.Camundongos deficientes em

IL-22 (“knockout” IL-22-/-) quando induzidos a terem artrite demonstraram
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niveis significativamente do escore de artrite, e a reduzida severidade da artrite
foi associada a uma marcada menor formacdo de pannus (Geboes et al.,
2009).

Por outro lado, ha estudos que demonstraram que camundongos que
receberam anticorpo anti-IL-22 antes do inicio da artrite induzida tiveram maior
incidéncia e severidade da artrite. A andlise histopatoldgica da pata destes
camundongos encontrou maiores escores de inflamacéo sinovite, destruicdo de
cartilagem e envolvimento 6sseo (Sarkar et al., 2013; Justa et al.,, 2014).
Sugere-se que IL-22 tenha papel dual na artrite, protetora antes do inicio da
artrite e patogénica apoés seu desenvolvimento (Xie et al., 2015).

Niveis séricos de IL-22 estdo significativamente aumentados no
soro/plasma de pacientes com AR comparados com controles (Leipe et al.,
2011; Zhang et al., 2011; Da Rocha, L. F. et al., 2012; Kim et al., 2012; Zhang
et al., 2012; Zhao et al., 2013; Leipe et al., 2014). Além disso, ha descricdo de
frequéncia elevada de células T IL-22+CD4+ (fendtipos Thl7 e Th22) em
PBMCs de pacientes com AR comparados com controles. (Shen et al., 2009;
Leipe et al., 2011; Zhang et al., 2011; Kim et al., 2012; Zhang et al., 2012; Zhao
et al., 2013).

Adicionalmente, niveis séricos de IL-22 e células T IL-22+CD4+ estao
positivamente correlacionados com parametros clinicos de atividade de doenca
como os indices de atividade DAS28 e CDAI e niveis de proteina C reativa
(PCR) (Zhang et al., 2011; Da Rocha, L. F. et al., 2012; Zhang et al., 2012;
Zhao et al., 2013). Niveis mais altos de IL-22 foram associados com a presenca
do fator reumatoide (FR) e com erosbes radiograficas em um trabalho
publicado por nosso grupo(Da Rocha, L. F., Jr. et al., 2012). O liquido sinovial
(LS) de pacientes com AR apresentou concentragcbes aumentadas de IL-22
quando comparado ao liquido sinovial de pacientes com osteoartrite em
estudos anteriores. Também houve correlagdo da IL-22 no LS com niveis
séricos de FR e anti-CCP (lkeuchi et al., 2005; Kim et al., 2012). O receptor
soluvel do ligante do ativador do fator nuclear-kB (SRANKL) e IL-25 também
foram reportados como estarem correlacionando-se positivamente com as
concentracbes de IL-22 no LS(Kim et al., 2012).  Adicionalmente, niveis
altos de IL-22 foram encontradas nas camadas internas do tecido sinovial

marcadas com CD68 (marcador de macrofagos) e vimentina (marcador de
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fibroblastos sinoviais), indicando que a maior parte das células IL22+ na sindvia
eram macréfagos e fibroblastos (Ikeuchi et al.,, 2005). Em articulagbes de
modelos de artrite branda de camundongos (IL-1Ra / ) a IL-22 teve baixa
expressdo, porém sua expressao estava significativamente aumentada em
camundongos com artrite severa (Marijnissen et al., 2011). Outros modelos de
artrite em camundongo também mostraram expressdo aumentadas no tecido
sinovial e em esplendcitos durante a fase inicial da artrite (Sarkar et al., 2013).

Um estudo demonstrou que o estimulo de fibroblastos sinoviais com IL-
22 humana recombinante (rhIL-22) induziu a expressdo aumentada do mRNA
do RANKL e de sua proteina(Kim et al., 2012). Este mesmo estudo também
reportou que fibroblastos sinoviais pré-incubados na presenca de diferentes
inibidores de sinais e estimulados com rhilL-22 tinha expressdo diminuida do
RANKL (Kim et al., 2012). Tais achados que associam a IL-22 ao RANKL,
demonstram que essa citocina tem importante associagdo com a
osteoclastogénese caracteristica da fisiopatogénese da AR.

Fibroblastos sinoviais tratados com rhlL-22 tiveram sua proliferacéo
significativamente aumentada, sugerindo que esta citocina pode contribuir para
a hiperplasia sinovial caracteristca da AR. Também h& expresséo
significativamente aumentada de proteina 1 quimoatrativa de monécitos (MCP-
1, do inglés monocyte chemoattractant protein 1 e de metaloproteinase de
matriz 1 (MMP, do ingés matrix metalloproteinase) (Ikeuchi et al., 2005; Carrion
et al., 2013).

2.6.3 Fases clinicas da artrite reumatoide

Para melhor entendimento da fisiopatogénese e sua associacdo com o
quadro clinico, a AR costuma ser dividida por alguns autores em diferentes

fases em individuos com risco de desenvolver a doenga (FIGURA 3).
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Figura 3 - Evolucéo da Artrite Reumatoide
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Fonte: Smolen et al.(2016), traduzida para o portugués.

A fase pré-clinica envolve a interacdo entre os fatores genéticos e 0s
fatores ambientais associados ao risco de desenvolver a doencga, seguido da
producdo de autoanticorpos como o FR e os ACPAs. Existe, em seguida, uma
fase de transicdo até a fase clinica que é marcada pela saturacéo de todos os
fatores acima mencionados e perda de tolerancia imunoldgica no organismo.
Essa fase pode ser desencadeada por pequenos traumas, infeccgoes,
hormbnios e fatores psicolégicos (Smolen et al., 2016; Alam et al., 2017;
Firestein e Mcinnes, 2017; Paul et al., 2017).

A fase clinica, oriunda da ativacdo da imunidade inata e adaptativa, é
caracterizada pela infiltracdo de leucocitos no compartimento sinovial com
reorganizacdo da arquitetura da sindvia e ativacao de fibroblastos localmente,
ativacdo de células endotelias nos microvasos da sindvias, pela expressao de
moléculas de ades&o como integrinas, selectinas e quimiocinas. A hipoxia local
e a producdo de citocinas levam a neoangiogénese.No inicio dessa fase,
clinicamente os pacientes desenvolvem artralgia ou rigidez matinal, no entanto,
nao ha evidéncia clinica de artrite. Por conseguinte, os pacientes desenvolvem
artrite em uma ou duas articulacdes, podendo ser denominada, em algumas

situacdes,de artrite indiferenciada inicial. Em alguns casos, a artrite pode ser
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intermitente e chamada de reumatismo palindrémico. Em uma fase posterior,
0S pacientes desenvolvem artrite reumatoide estabelecida. Com a evolucéo
desta fase para a cronicidade, a membrana sinovial torna-se hiperplasiada
formando um tecido que recobre a cartilagem e o osso subcondral que é
chamado de pannus. O pannus € um tecido invasivo formado por estruturas
celulares que produzem enzimas associadas a destruicdo de cartilagem e 0sso
e, além disso, apresenta intensa formacao vascular, angiongénese e centros
germinativos secundarios, compostos por macréfagos, células plasméticas,
células dendriticas, linfocitos e imunocomplexos, tornando-se estruturas
linfoides distintas. A FIGURA 4 demonstra uma articulacdo com sinovite
comparada a uma articulagdo normal (Smolen et al., 2016; Alam et al., 2017,
Firestein e Mcinnes, 2017; Paul et al., 2017).

O termo pré-artrite reumatoide € usado para identificar eventos que
estdo presentes antes do inicio da doenca clinicamente. Esse periodo é
caracterizado pela presenca de anormalidades na funcdo e respostas do
sistema imune, porém sem evidéncias clinicas de dano tecidual. De forma
importante, nem todos pacientes experimentam todos 0s estagios aqui
descritos e as fases podem ser superpostas (Smolen et al., 2016; Alam et al.,
2017; Firestein e Mcinnes, 2017; Paul et al., 2017).

Figura 4 - Sinovite na artrite reumatoide
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Fonte: Alam et al. (2017), traduzida para o portugués.
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2.7 DIAGNOSTICO DA ARTRITE REUMATOIDE

O diagnéstico da AR é estabelecido considerando-se achados
clinicos e exames complementares (Da Mota et al., 2011; Mota, Cruz, Brenola,
et al.,, 2013). Apesar de desenvolvidos com a finalidade de classificacdo de
doenca, os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de 1987
para AR (Arnettet al., 1988) sdo frequentemente utilizados como auxiliares no
diagnéstico e como base para os critérios de inclusdo em muitos estudos de
intervencao terapéutica (Tabela 1)(Mota, Cruz, Brenol, et al., 2013). Entretanto,
esses critérios tém melhor desempenho em pacientes com doenca de longa
evolucdo e sdo considerados menos adequados na identificacdo de individuos
com AR em sua fase inicial. Diante disso e da descoberta dos anticorpos
antiproteinas citrulinadas (ACPAs), o ACR e a Liga Europeia contra o
Reumatismo (EULAR) elaboraram novos critérios de classificacdo (Tabela 2)
(Aletaha et al., 2010). Atualmente, ndo ha recomendacgdo para substituir os
critérios de 1987 pelos de 2010, podendo-se utilizar ambos para fins de
classificacdo e, eventualmente, para o estabelecimento de diagnostico clinico
(Da Mota et al., 2011; Mota, Cruz, Brenola, et al., 2013).

O exame laboratorial mais utilizado na pratica clinica para diagnostico
da artrite reumatoide é a detec¢do do Fator Reumatoide, anticorpo contra a
porcdo FC da imunoglobulina G (Dorner et al., 2004). No entanto, o fator
reumatoide pode estar presente em outras doengas autoimunes, como Lupus
eritematoso sistémico, doenca mista do tecido conjuntivo e Sindrome de
Sjogren, e também em outras condi¢cdes, como doencas infecciosas crbnicas e
em pessoas com idade mais avancada (Song e Kang, 2010). Outros exames
laboratoriais utilizados no diagnostico sdo as dosagens de proteina C reativa
(PCR) e da velocidade de sedimentacdo das hemacias (VSH) que séo
indicadores de inflamacédo e desta forma, ndo sdo especificos para AR(Wolfe,
1997). Os anticorpos antiproteinas citrulinadas (ACPAs) tem melhor acuracia
diagndstica, porém, estdo presentes em 70-90% dos pacientes com AR(Suzuki
et al., 2003).

Outras abordagens diagnésticas alternativas incluem perfil de genes
especificos relacionados a AR. O perfil genético de fatores autoimunes também

esta associado a potencial relevancia do genoétipo HLA classe Il, que pode
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estar relacionadoa progressao da AR. Na verdade, mais de 80% dos pacientes

com AR carregam o epitopo HLA-DRB1*04 (Ronningen et al., 1990).

Tabela 1 - Critérios do Colégio Americano de Reumatologial987 para classificacdo da Artrite

Reumatoide. Para a classificacdo como Artrite Reumatoide, o paciente deve satisfazer a pelo

menos 4 dos 7 critérios. Os critérios 1 até o 4 devem estar presentes por, no minimo, 6
semanas. Adaptado de Da Mota et al. (2011) e Arnettet al. (1988).

CRITERIO

DEFINICAO

1) Rigidez Matinal

Rigidez matinal com duracéo de pelo
menos 1 hora até a melhora maxima

2) Artrite de trés
ou mais areas

articulares

Ao menos trés areas articulares
simultaneamente afetadas, observadas
pelo médico (interfalangeanas proximais,
metacarpofalangeanas, punhos, cotovelos,
joelhos, tornozelos e
metatarsofalangeanas)

3) Artrite das articulagdes

das maos

Artrite em punhos ou
metacarpofalangeanas ou interfalangeanas
proximais

4) Artrite simétrica

Envolvimento simultaneo de areas de
ambos os lados do corpo

5) Nédulos

Reumatoides

Nédulos subcutaneos sobre proeminéncias
0sseas, superficies extensoras ou em
regides justa-articulares

6) Fator reumatoide

sérico positivo

Presenca de quantidades anormais de
fator reumatoide

7) Alteracdes

Radiogréficas

Radiografias posteroanteriores de méos e
punhos demonstrando rarefagdo 0ssea
justa-articular ou erosdes

Fonte: Adaptado de Da Mota et al. (2011) e Arnettet al. (1988)
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Tabela 2 - Critérios classificatérios para AR 2012 ACR/ EULAR. Pontuacao maior ou igual a 6 é
necessaria para classificagdo definitiva de um paciente como AR. FR: fator reumatoide; ACPA:
anticorpos antiproteinas e antipeptideoscitrulinados; PCR: proteina C reativa; VHS: velocidade

de hemossedimentacéo.

Populacao-alvo (quem deve ser testado?)

Paciente com pelo menos uma articulagdo com sinovite
clinica definida (edema).*

Sinovite que ndo seja mais bem explicada por outra
doenca.

*Os diagnaosticos diferenciais podem incluir condi¢des
tais como ldpus eritematoso sistémico, artrite psoriatica
e gota. Se houver duvidas quanto aos diagnosticos
diferenciais relevantes, um reumatologista deve ser
consultado.

Acometimento articular (0-5)

1 grande articulacao 0
2-10 grandes articulacbes 1
1-3 pequenas articulagfes (grandes nao 5
contadas)

4-10 pequenas articulacdes (grandes néo 3
contadas)

>10 articulagdes (pelo menos uma 5
pequena)

Sorologia (0-3)

FR negativo E ACPA negativo 0
FR positivo OU ACPA positivo em baixos 5
titulos

FR positivo OU ACPA positivo em altos 3
titulos

Duragéo dos sintomas (0-1)

<6 semanas 0
26 semanas 1
Provas de atividade inflamatoria (0-1)

PCR normal e VHS normal 0
PCR anormal OU VHS anormal 1

Fonte: Adaptado de Da Mota et al. (2011) e Aletahaet al. (2010).
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2.8 ACURACIA DOS ANTICORPOS FATOR REUMATOIDE E ANTI-CCP NA
ARTRITE REUMATOIDE

2.8.1 Medidas de acuracia

Estudos de acuracia referem-se a concordancia entre um teste proposto
(indice) e uma referéncia padrdo na habilidade de identificar uma condicéo
alvo. Acuracia diagnostica € o grau de concordancia entre o teste indice e o
padrao de referéncia. O ponto inicial para a avaliacdo é a construcao de uma
tabela 2x2 com o teste indice em um lado e o teste de referéncia no outro
(Tabela 3)(Cohen et al., 2006; Florkowski, 2008).

Sensibilidade (“positividade em doentes”) refere-se a proporcédo de
individuos que tem a condicdo alvo (positivos para o padrdo de referéncia) e
tem resultados positivos para o teste que esta sendo avaliado (indice).
Especificidade (“negatividade em saudaveis”) € a proporgéo de individuos sem
a condicdo alvo que tem resultados negativos para o teste indice (Florkowski,
2008; Cohen et al., 2016).

Valor preditivo positivo é a propor¢cdo de resultados positivos que sao
verdadeiros positivos, enquanto valor preditivo negativo € a proporcdo de
resultados negativos que sao verdadeiros negativos. Valores preditivos variam,
dependendo da prevaléncia da condicdo alvo na populacdo estudada
(Florkowski, 2008; Cohen et al., 2016).

A abordagem para avaliacdo de acuracia, geralmente, requer a criacao
de um ponto de corte (cut off) de um dado continuo e dependendo do ponto de
corte escolhido, a sensibilidade e especificidade de um teste ir4 variar. Curvas
ROC (do inglés, receiver-operating characteristic) sdo uma maneira de
representar graficamente verdadeiros positivos versus falsos positivos, dentro
de uma amplitude de pontos de corte, e de selecionar o ponto de corte 6timo
para pratica clinica (Florkowski, 2008; Cohen et al., 2016).

As razbes de verossimilhanca sdo uma forma de descrever o
desempenho de um teste diagnostico. Elas resumem o mesmo tipo de
informagcdo que a sensibilidade/especificidade, e podem ser usadas para
calcular a probabilidade de doenca depois de um teste positivo ou negativo.

Podem ser representadas em negativas ou positivas. A razao de
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verossimilhanca positiva refere-se a probabilidade de se ter a condi¢cdo alvo se
o teste for positivo. A razdo de verossimilhanca negativa indica a probabilidade
de nao ter a condicdo alvo caso o teste seja positivo (Florkowski, 2008; Cohen
et al., 2016).

Tabela 3 - Representacao esquematica de medidas de acuracia.

Referéncia padrao

Doentes N&o-doentes Total
Teste indice Verdadeiros Falsos positivos VP + EP
positivo positivos (VP) (FP)
Teste indice Falsos negativos Verdadeiros EN + VN
negativo (FN) negativos (VN)
Total VP + FN FP + VN

Fonte: Florkowsk (2008).

Com base na tabela acima é possivel identificar aos seguintes pardmetros associados a
acuracia de um teste:

SENSIBILIDADE = VP/ (VP + FN)

ESPECIFICIDADE = VN/ (VN+FP)

VALOR PREDITIVO POSITIVO = VP/ (VP + FP)

VALOR PREDITIVO NEGATIVO = VN /(VN + FN)

RAZAO DE VEROSSIMILHANCA POSITIVA = SENSIBILIDADE / (1 -ESPECIFICIDADE)
RAZAO DE VEROSSIMILHANCA NEGATIVA = (1 — SENSIBILIDADE)/ ESPECIFICIDADE

ACURACIA = (VP + VN)/ VP+VN+FP+FN

2.8.2 O Fator reumatoide e Anti-Ccp

Um importante trabalho de metanalise, realizado em 2007, examinou
37 estudos com 14.949 pacientes que avaliaram a acuracia do anti-CCP e 50
estudos com 15.286 pacientes que avaliaram o Fator reumatoide. A
sensibilidade e especificidade do anti-CCP foi de 67% (IC, 65% a 68%) e 95%
(Cl, 95 a 96%), respectivamente. Para o Fator Reumatoide (IgM) a
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sensibilidade foi de 69% (CI, 68% a 70%) e especificidade foi de 85% (Cl, 84 a
86%) (Nishimura et al., 2007). Os autores reportam nesse estudo que dados de
estudos que foram limitados a pacientes com artrite reumatoide inicial (duracéo
dos sintomas menor que um ano) foram similares quando comparados a todos
os estudos avaliados. Como as sensibilidades estimadas foram similares para
o anti-CCP e para o FR, a melhor acuracia diagnostica do anticorpo anti-CCP
foi devida, principalmente, & sua especificidade mais alta. Os estudos que
avaliaram a acurdcia diagnostica da positividade para o anti-CCP e Fator
Reumatoide IgM juntos ndo demonstraram uma melhora acuracia que a
positividade para o anti-CCP isolada.Alguns estudos tém resultados
conflitantes quando tentam comparar a performance do Fator Reumatoide 1gG
e IgA com o Fator reumatoide IgM (Banchuin et al., 1992; Van Leeuwen et al.,
1995; Swedler et al., 1997).

Uma revisao sistematica realizada em 2010 com metanalises de 151
estudos avaliou as caracteristicas de desempenho dos anticorpos
antipepitideos citrulinados (ACPA). Nesse estudo a sensibilidade do ACPA foi
de 67% e a especificidade foi de 96%. Houve bastante heterogeneidade nos
testes avaliados, que resultaram de diferencas no desenho dos estudos,
estadgios da doenca avaliados, e tipo de ACPA utilizado em cada estudo.
Estudos transversais e casos-controle de pacientes com AR estabelecida
superestimaram a sensibilidade do ACPA. Nos estudos de coorte de pacientes
com AR por menos de 2 anos, a sensibilidade do anti-CCP2 e do fator
reumatoide foram bastante préximas (58 vs. 56%), mas a especificidade foi
significativamente maior para o anti-CCP2 (96 vs. 86%). Entretanto, ndo houve
evidéncia suficiente para determinar se a combinacdo do anti-CCP2 com fator
reumatoide oferece um melhor beneficio do que usar apenas o anti-CCP2
(Whiting et al., 2010). Esse estudo identificou apenas 4 outros estudos com
dados suficientes para avaliar se o anti-CCP2 teria potencial em identificar
pacientes com artrite reumatoide muito inicial.

Um estudo realizado em 2008, avaliou a influéncia do anti-CCP2 nos
critérios do ACR de 1987. Os resultados demonstraram uma sensibilidade de
39%. A inclusdo do anti-CCP2 como critério adicional aumentou a sensibilidade
de 51% para 55%, com pouca mudanca na especificidade. Quando o critério

nodulo reumatoide foi substituido pelo anti-CCP2, a sensibilidade aumentou
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para 77% mas a especificidade diminuiu de 91 para 79%. Ao retirar nddulos
reumatoides e alteracdes radiograficas dos critérios a sensibilidade de 51% foi
para 74% e houve perda da especificidade de 91% para 81%(Liao et al., 2008).
Sun e colaboradores, em uma metanalise recente, analisaram24

estudos que evidenciaram a acurdcia diagnéstica do fator reumatoide
combinada ao anti-CCP (Sun et al., 2014). Quando ambos foram positivos, 0s
autores avaliaram que os estudos mostraram excelentes especificidades, que
variaram moderadamente. A especificidade estimada foi de 96% variando de
89% para 100%. Por outro lado, a sensibilidade estimada foi classificada como
baixa e variavel em diversos trabalhos. A sensibilidade estimada foi de 57%
com uma variacdo de 33% a 80%, apresentando bastante heterogeneidade. A
area sob a curva (AUC, do inglés area under the curve) calculada para a
combinagao desses dois anticorpos foi de 0.90. No mesmo estudo, 0s autores
compararam a sensibilidade da combinacdo dos anticorpos com o anti-CCP
isolado. A sensibilidade de 57% (IC 55 a 59%), bem menor que a do anti-CCP
isolado, que foi de 67% (IC 65 a 68%). Enquanto a especificidade estimada dos
dois anticorpos juntos foi de 96% (IC, 96 A 97%), ligeiramente maior que a do
anti-CCP isolado 94% (IC 93% a 94%). Também foram estimadas as razfes de
verossimilhanca positiva para os dois anticorpos juntos, que foi de 13.8,
comparada a 9.8 para o anti-CCP isolado. De forma geral, a analise
demonstrou que a combinacdo dos dois anticorpos teve boa capacidade de
identificar a probabilidade de ter a doenca caso seja positiva pela alta razéo de
verossimilhanca, no entanto a sensibilidade foi reduzida considerando que os
dois anticorpos juntos restringem a possibilidade de se identificar a proporcéo

de individuos que tem a condicdo alvo, no caso a AR (Sun et al., 2014).

2.9 ACURACIA DE NOVOS ANTICORPOS ANTIPROTEINAS CITRULINADAS

2.9.1 Anticorpos anti-SA

Uma meta-analise recente investigou a acuracia dos anticorpos anti-SA

na Artrite Reumatoide. A andlise incluiu nove estudos com 1905 pacientes com

AR e 1667 controles (doentes ou saudaveis). A sensibilidade calculada foi de
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39.5% (95% CI 36.5-42.4) e especificidade de 96.8% (95% CIl 95.9-97.4) (Lee
e Bae, 2017).

2.9.2 Anticorpos Anti-Tenascina C

A tenascina C & uma glicoproteina de matriz extracelular que € regulada
positivamente durante a inflamacéo (Udalova et al., 2011) e tem sido descrita
sua associacdo com AR(Page et al., 2012).Um estudo prévio avaliou anticorpos
citrulinadosanti-tenascina C em pacientes com AR, com osteoartrite e controles
saudaveis. A avaliacdo de 1985 pacientes com AR de uma coorte suica
comparada a 160 controles saudaveis obteve uma sensibilidade de47%e
especificidade de 98%. Ao comparar soros de 280 pacientes com AR aos 330
pacientes com osteoartrite a sensibilidade foi de 51% e a especificidade de
98% (Schwenzer et al., 2016).

2.9.3 Anticorpos Anti-Vimentina

Recentemente, uma meta-analise investigou a performance diagndstica
do anticorpo anti-vimentina citrulinada (MCV) (Lee et al., 2015). Essa avaliacéo
incluiu apenas estudos que avaliaram a acuracia do anti-CCP e anti-MVC. Os
12 estudos avaliados envolveram 2003 pacientes com AR e 831 controles
saudaveis e resultou em sensibilidade de 68.6% (95% Cl 66.6-79.7%) e
especificidade de 94.2% (95% CI 92.4-96.7) para 0s anticorpos anti-vimentina.
Nessa investigacao, a sensibilidade da anti-vimentina C foi maior que a do anti-
CCP, porém com menor especificidade. Ao fazer a analise comparando o0s
pacientes com AR com controles doentes a sensibilidade foi de 68.4% (95% CI
66.3-70.5) e especificidade de 86%(95% CIl 84.3 — 87.6) (Lee et al., 2015).
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3 METODOLOGIA

3.1 POPULACAO DO ESTUDO

Um total de 135 pacientes com AR (127 mulheres, 8 homens, média de

53.5 £ 11,3 anos) foram recrutados do Servico de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC UFPE), no periodo
de marco de 2013 a dezembro de 2016. Os pacientes eram provenientes do
ambulatério deste mesmo servico. A terapia medicamentosa em uso foi
registrada. O diagndstico de AR foi estabelecido pela presenca de 4 ou mais
critérios do American College of Rheumatology(ACR) de 1987 (Arnettet al.,
1988) e do ACR/EULAR de 2010 (Aletahaet al., 2010). Foram incluidos 68
voluntarios sadios, sem doencas reumatoldgicas, como controles saudaveis.
Como controles doentes, foram incluidos pacientes, com outras doencgas
reumatoldgicas, também oriundos do Servico de Reumatologia. A saber, 29
pacientes com Fibromialgia, 48 pacientes com Osteoartrite, 60 pacientes com
Esclerose Sistémica e 131 pacientes com LuUpus Eritematoso Sistémico.
Amostras de sangue periférico foram obtidas de pacientes e controles. Dados
clinicos e laboratoriais foram coletados de registros do prontuario ou por ficha
clinica especifica e, posteriormente, revisados (vide APENDICE 2). A atividade
de doenca de cada paciente foi quantificada usando os escores de atividade
CDAI e DAS28. Um total de 108 pacientes realizou radiografia de maos e foram
avaliados quanto a presenca de erosdes radiograficas. Os pacientes assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido para participar do estudo. O estudo
foi aprovado pelo comité de ética da UFPE (PROTOCOLO CEP/CCS/UFPE N°
339/10 E 1.486.537) (Apéndice 4 e 5).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO DOS PACIENTES COM ARTRITE
REUMATOIDE

Os pacientes com AR incluidos no estudo preenchiam os seguintes

critérios de inclusao:
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1) classificados como portadores de AR pelos critérios do ACR de 1987
(Arnett el al.1988) ou pelos critérios do ACR/EULAR 2010 (Aletaha et al.,
2010).

2) Maiores de 18 anos.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO DO GRUPO CONTROLE

Para os controles doentes foram incluidos pacientes:

1) Classificados como portadores de Fibromialgia, Lupus Eritematoso
Sistémico, Osteoartrite e Esclerose Sistémica pelos critérios do Colégio
Americano de Reumatologia para cada doenca (Altman et al., 1986; Altman et
al., 1990; Wolfe et al., 1990; Altman et al., 1991; Hochberg, 1997; Van Den
Hoogen et al., 2013).

2) Maiores de 18 anos.

Para os controles saudaveis:

1) Individuos sem diagndstico de nenhuma doenca reumatolégica ou
com queixas reumatolégicas;

2) Maiores de 18 anos.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO PARA TODOS OS INDIVIDUOS

1) Sobreposicdo de doencas reumatoldgicas;
2) Menores de 18 anos;
3) Gestantes;

4) Portadores de neoplasias.

3.5 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS

Citocinas do plasma foram quantificadas pelo método ELISA de acordo
com as recomendacbes dos fabricantes (R&D Systems). Os limites inferiores

de deteccéo para as analises foram: 31.25pg/mL para IL-29 e para IL-22.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram avaliados por andlise univariada, usando o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A correlacdo dos niveis de citocinas e
parametros clinicos e laboratoriais foi realizada pela anéalise de Pearson.

Para o calculo de indicadores de acuracia foi utilizado o software
MedCalc V 17.9.7. Os valores de cut-off 6timos foram calculados para
determinar a melhor sensibilidade e especificidade através do Young Index. A
curva ROC (do inglés, receiver-operating characteristic) foi estabelecida e as
areas sob a curva (AUC, do inglés area underthe curve) foram calculadas para
avaliar o desempenho das citocinas estudadas em distinguir Artrite Reumatoide
de outras doencas e de controles saudaveis. Todos os valores de
sensibilidade, especificidade e area sob a curva foram descritos com um nivel
de confianca de 95%.

Os valores foram considerados estatisticamente significantes quando
p<0.05. Todos os testes foram bicaudais. Todos os graficos e dados
guantitativos foram tabulados e analisados utilizando o programa Graph Pad

Prism versao 6.01.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1: ACCURACY DATA ON NOVEL DIAGNOSTIC BIOMARKERS
IN RHEUMATOID ARTHRITIS: BEYOND IMAGE STUDIES

Diversos estudos de acuracia em Artrite Reumatoide (AR) tém sido
publicados nos ultimos anos, reforcando a necessidade da busca de novos
biomarcadores de diagnostico para a doenca. Esse artigo tem como objetivo
revisar os estudos de acuracia em AR publicados nos ultimos cinco anos que
avaliaram novos biomarcadores para identificar pacientes com AR. Novos
anticorpos tém sido descobertos e reportados com bons resultados. Dentre os
anticorpos, destacam-se 0s anticorpos antiproteinas carbamalidas, anticorpos
anti-PAD4 e anti-RA 33. As citocinas IL-15, IL-18, IL-13, IFN-y, IL-7, IL-17, IL-6

e TNF-atambém foram descritas como marcadores de diagndstico na AR.
Outros canditados a biomarcadores foram relatados nesta revisdo. No entanto,

estes necessitam de estudos adicionais devido aos poucos trabalhos
encontrados. Esta revisdo ndo incluiu estudos de acuricia com exames de
imagem,visto que esta abordagem ja estd bem estabelecida no diagnéstico da
doenca. Devido a um amplo numero de diferentes biomarcadores relatados
nesta revisao, conclui-se que sdo necessarios estudos adicionais envolvendo
diferentes populacdes das estudadas nos trabalhos reportados e também com
um nuamero maior de pacientes. Além disso, a abordagem gendmica,

protedmica e metabolémica no diagndstico parecem ser bastante promissores.

Accuracy data on novel diagnostic biomarkers in rheumatoid arthritis:

beyond image studies
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory chronic disease
characterized by peripheral and symmetrical polyarthritis leading to joint
damage and cartilage destruction. Currently, the diagnosis of RA is mainly
basedon the clinical symptoms, imaging resultsand some traditional laboratory
tests. This review focus on the studies published in the last five years on
accuracy of novel diagnostic biomarkers in rheumatoid arthritis. New antibody
specificities have been reported with good results. The antibodies described in
accuracy studies are anti-carb P antibodies, Anti-carbamylated Vimentin, anti-
PAD4, anti-RA33, anti-ROS-CII, anti-MDA modified peptide adducts and anti-
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CD26 IgG antibodies. Cytokines also have been reported such as IL-15, IL-18,
IL-13, IFN-y, IL-7, IL-17, IL-6 e TNF-a. Other candidates that have been
searched in the last five years that are reported in this review may demand
additional studies with different populations and larger number of patients.new
technologies to assess the impact of genomics, proteomics, and metabolomics

on the diagnosis of RA are promising.

BACKGROUND

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory chronic disease
characterized by peripheral and symmetrical polyarthritis leading to joint
damage and cartilage destruction. RA chronicity results in decline in physical
function, in quality of life and increased morbidity and mortality (Kitas e Gabriel,
2011; Cross et al., 2014).

Efforts to establish the diagnosis early has become an essential issue in
clinical practice for initiating treatment promptly, blocking disease progression
and improving patient outcomes (Contreras-Yafnez e Pascual-Ramos, 2015;
Emery et al., 2015).

Currently, the diagnosis of RA is mainly based on the clinical symptoms,
imaging results and some traditional laboratory tests. No diagnostic criteria exist
for rheumatoid arthritis (Smolen et al., 2016). Although the ACR 1987 (Arnett,
1988) and ACR/EULAR 2010 (Aletaha et al., 2010) are widely used with
diagnostic purposes, these set of criteria are made to insert patients in clinical
studies. Diagnosis is obviously an area where new biomarkers are still
essential.

Diagnostic Biomarkers are defined as anatomical, physiological,
biochemical, molecular parameters or imaging features that can be used to
refine diagnosis (Burska et al., 2014). These parameters aim to assess the risk
or the presence of a disease and can be detected and measured by a variety of
methods including physical examination, laboratory assays, and medical
imaging (Verheul et al., 2015). This review focus on the studies published in the
last five years on accuracy of novel diagnostic biomarkers in rheumatoid
arthritis. Accuracy measures such as specificity, sensibility, likelihood ratio, and

ROC analysis described by the articles cited will be reported. As imaging
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approach such as magnetic resonance imaging and ultrasound are widely
described to RA diagnosis, these modalities will be not reported in this review.

METABOLIC BIOMARKERS

In Rheumatic disorders the perturbations caused by the disease will lead
to changes in concentrations of certain metabolites and involvement of the
activation of multiple pathways. In RA, by using multivariate statistics on
descriptive experimental profiles obtained by Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) or Mass Spectrometry (MS), it is possible to describe patterns of
changes and biomarkers that are highly discriminatory for the perturbation
and/or disease state (Priori et al., 2013).

Concentration of metabolites were analyzed by Zabek and colleagues in
2016 by metabolomics approach of serum. The study reported an indication that
twelve metabolites were relevant for the discrimination of 20 patients with
rheumatoid arthritis and 30 healthy controls (Zabek et al., 2016). The mean
disease duration of RA patients wasl2+8.26.The important metabolites
identified were valine, isoleucine, 3-Hydroxyisobutyrate, lactate, alanine,
acetate, NAC (N-acetylated glycoprotein), acetoacetate, acetone, creatinine,
GPC (sn-glycero-3-phosphocholine)+ APC (andacetylphosphocholine) and
histidine. Valine, isoleucine, lactate, alanine, creatinine, GPC + APC and
histidine were lower in RA than healthy controls, while acetate, 3-
Hydroxyisobutyrate, NAC, acetoacetate and acetone were higher. The ROC
curve and the area under the curve (AUC) values of 0.893 indicated a excellent
discriminant properties. Although in the text the authors mention that sensitivity
and specificity were calculated the values of these measures were not
described (Zabek et al., 2016).

Urine metabolome profiing was determined using nuclear magnetic
resonance and studied as diagnostic biomarkers of various immune mediated
diseases in 1200 patients and in 200 healthy controls by Alonso et al. With a
final set of 37 unique identified metabolites, the prediction accuracy calculated
for RA yelded a AUC of 0.70 (95 % CI, 0.65-0.75) (Alonso et al., 2016).

Madsen et al. compared the metabolic profile of patients with RA with

healthy controls and patients with psoriatic arthritis (PsA). Using the detection of
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52 metabolites the accuracy of the approach for classifying 25 RA patients
versus 10 healthy controls resulted in a sensitivity 0f81% and a specificity of
67%.Patients with RA could be distinguished from PsA patients with a
sensitivity of 90% and a specificity of 94%. Compared to PsA patients,
glutamine, succinate, heptanoic acid, pseudo uridine, guanosine, inosine,
arabitol, cystine, phosphoric acid and cysteine, and were increased in RA
patients. As for aspartic and glutamic acid, arachidonic acid, glutamate,
histidine, serine, cholesterol, 1-monooleoylglycerol and threonic acid, they were
all decreased compared with PsA patients (Madsen et al., 2011).

Another study by Surowiec et al. determined the metabolite and lipid
profiling of plasma samples from 30 individuals prior to onset of RA and from19
healthy controls. The samples were subjected to liquid chromatography-mass
spectrometry (LCMS) metabolite and lipid profiling. Although the authors do not
report data on sensitivity and specificity, the AUC for the compounds analysed
were revealed: oleic acid AUC = 0.67, B-hydroxypalmitic acid AUC = 0.67,
kynurenine AUC = 0.66, hypoxanthine AUC = 0.69, lysophospatidylcholines
(16:0) AUC =0.69, lysophospatidylcholines(14:0) AUC = 0.70 and 3-indolelactic
acid AUC = 0.65 (Surowiec et al., 2016).

HISTOPATHOLOGICAL MARKERS

A recent review reports the accuracy of the histopathological synovitis
score. The synovitis score evaluates the immunological and inflammatory tissue
changes of synovitis. The authors state that using the synovitis score it is
possible to distinguish between degenerative/posttraumatic diseases (low-grade
synovitis) and inflammatory rheumatic diseases (high-grade synovitis) with a
sensitivity of 61.7% and a specificity of 96.1%. The diagnostic accuracy
according to the ROC analysis was reported as good, therefore no data was
shown. It is noteworthy to point that this score can distinguish inflammatory
arthropaties such as RA from degenerative arhritis, but is not able to identify RA
among other inflammatory arthritis such as spondyloarthritis (Krenn et al.,
2017).

PROTEOMICS
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Li and colleagues constructed a classification tree model based on serum
proteomic biomarkers specific for RA. This classification model could separate
patients with RA from diseased and healthy controls with sensitivity of 84.0%
and specificity of 92.5%. To estimate the accuracy of the model, the authors
included 25 patients with RA, 25 patients with Systemic Lupus Erythematosus
(SLE), 25 patients with Sjoégren Syndrome (SS) and 25 healthy controls. Eighty-
three protein peaks significantly varied between RA and other control groups.
Of these peaks, 25 were up-regulated and 58 were down-regulated in patients
with RA in comparison to controls. Patients with RA had disease duration of
less than 12 months. The specificity and sensitivity of the model were 80.0%
and 93.3%, respectively. The AUC for the model was 0.926(Li et al., 2015).

SERUM AMYLOID 4 PROTEIN

SAA4 is a member of the constitutive serum amyloid A (SAA) isotype
The SAA is reported to be involved in joint destruction via matrix
metalloproteinases. (Connolly et al., 2012).The Serum amyloid isotype 4
(SAA4) was significantly up regulated in serum samples of 40 individuals with
high titles of Rheumatoid Factor (RF) and of 40 RA patients compared with sera
from 40 healthy individuals with normal levels of RF. This study calculated the
ROC curves of C-reactive protein (CRP) and SAA4 in the high-RF individuals.
The AUC values for CRP and SAA4were 0.584 and 0.700, respectively. In RA
patients the AUC for CRP was 0.598 and for SAA4 0.717. Thus, the authors
highlight that SAA4 seems to be superior to CRP as an RA marker.
Furthermore, combining SAA4 and CRP the AUC value was 0.757. The
accuracy of the combination was also calculated and improved from 59.8% to
75.7%. However, disease duration, sensitivity and specificity were not reported
(Seok et al., 2017).

LYMPHOCYTE-MONOCYTE RATIO

Du et al. recently examined the lymphocyte-monocyte ratio (LMR) levels

in RA patients and determined its diagnostic performance in distinguishing RA
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patients among osteoarthritis (AO) patients and healthy individuals. The median
disease duration was 5.5 years (range2.8-10).LMR levels of the 66 RA patients
were significant lower than those of the 163 OA patients and of the 131 healthy
controls. The specificity of distinguishing RA from OA patients was 82.82% and
the sensitivity was 45.45%.The area under the curve of LMR had a moderate
value of 0.705 (0.630-0.781). This study also determined neutrophil-lymphocyte
ratio (NLR) and platelet-lymphocyte ratio (PLR) in RA and OA patients. The
AUC for NLR was 0.668 (95%CI = 0.592—0.745) and for PLR was 0.717 (95%ClI
= 0.644-0.789)(Du et al., 2017).

B CELL RECEPTORS

Tak et al, recently evaluated the accuracy of BCell Receptors (BCR)
clones of paired peripheral blood from 21 at risk for RA individuals (elevated
ACPA and/or IgM-RF without any signs of arthritis).Patients were classified as
“‘BCR-clone positive” in the presence of =25 dominant BCR clones and and
‘BCR-clone negative’, when<56 dominant BCR clones were present and
denominated this method as the BCR-clone model. The cut-off of 25 dominant
clones in peripheral blood resulted in two clearly distinguishable groups one that
developed RA and the other with patients who did not developed RA. The
corresponding sensitivity of 78%, specificity of 92%, positive predictive value
(PPV)of 72%, negative predictive value (NPV) of 94% and the area under the
curve was 0.903.Thesefindings were validated in a second independent cohort
of 50 subjects (Tak et al., 2017).

MONOCYTE CHEMOTACTICPROTEIN-1

Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) is a chemokine with a
ubiquitous production, in particular by adipocytes. This chemokine is associated
with inflammation through attracting monocytes and macrophages, which are
important cells involved in RA pathogenesis (Deshmane et al., 2009). Arkema
et al. conducted a study with 220 women with RAand 675 healthy controls. Sera

from the RA patients were obtained before disease diagnosis and symptoms.
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The sensitivity for MCP-1 was 36.8% and specificity was 75%. When analyzing
only patients who had their blood collected within five year of diagnosis the
sensitivity increased to 43.1% and specificity had a slight decrease to 74.1%
(Arkema et al., 2015).

SERUM MATRIX METALLOPROTEINASE-3

Ma J et al. investigated the diagnostic performance of 191 patients with
RA compared to 58 healthy subjects. The ROC analysis demonstrated an
optimal cut-off point of 84mcg/L for diagnosing RA and the AUC value of 0.822
in women and 168 mcg/L with AUC of 0.824 in men. Data on specificity and
sensitivity could not be obtained because the article is in Chinese language (Ma
et al., 2015).

CARTILAGE OLIGOMERIC MATRIX PROTEIN

Cartilage oligomeric matrix protein(COMP), a cartilage-derived marker of
cartilage breakdown, has been reported as a prognostic factor in RA (Tseng et
al., 2009). Liu and colleagues examined the role of COMP serum levels in the
diagnosis of RA. Eighty-two patients with RA and 34 healthy control subjects
yielded a sensitivity of 0.817 and specificity of 0.882 for RA. The AUC for this
analysis was 0.864 (95% CI 0.790- 0.937). The optimal calculated cut-off value
for COMP was 21.51 ng/ml. The mean disease duration was 3.79 + 5.45 years.
Compared to anti-CCP levels of the subjects enrolled COMP had higher
sensitivity and slightly lower specificity. Of note, the AUC for COMP was higher
than for anti-CCP (Liu et al., 2016).

VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS

Brekelmans et al. evaluated the diagnostic accuracy of breath prints
using an electronic nose which the author called a “an innovative method to
measure the complete spectrum of volatile organic compounds (VOCs)”
(Brekelmans et al., 2016). These volatile compounds are derived from multiple

metabolic and inflammatory processes and are present in the exhaled breath of
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patients with systemic diseases such RA (Buszewski et al., 2007). Twenty-one
RA patients, 18 PsA patients and 21 healthy controls were enrolled in the study.
Breath prints of RA patients vs. controls yielded a sensitivity of 76% (95% CI
53-92%) with specificity of 67% (95% CI 43—-85%). The summary positive LR
and negative LR was 2.3 and 0.3, respectively and the AUC was 0.75. When
compared to PsA patients the calculated sensitivity was 71% (95% CI 47-90%)
and specificity was 72% (95% CI 48—-89). The positive and negative LRs were
2.5 and 0.40, respectively. The AUC was 0.72 (Brekelmans et al., 2016).

PROGLANULIN

Progranulin is an autocrine growth factor reported to be bounded directly
to tumor necrosis factor (TNF) receptors (Tang et al., 2011). It well known that
TNF is a key cytokine in RA pathogenesis (Mcinnes e Schett, 2011). Serum
progranulin levels were determined by ELISA in sera from80 patients diagnosed
with RA and 60 healthy controls. ROC curve analysis for progranulin levels
resulted in an AUC of 0.705 for RA versus normal controls. Interestingly the
area under the ROC curve for progranulin levels in RA patients with high
disease activity (DAS28 > 5.1) was 0.977 compared to normal controls. No

yielded sensitivity or specificity was reported in this study (Chen et al., 2016).

ADENOSINE DEAMINASE

Adenosine deaminase (ADA), an enzyme of purine metabolism is
suggested to be a marker of cell mediated immunity and has also been reported
to be higher in RA patients than healthy controls (Demir et al., 2014).
Vinapamula et al. analyzed ADA activity in serum from 46 RA patients and 46
healthy controls. The AUC for ADA was 0.776 (95% CIl 0.667 - 0.856), with a
sensitivity 82.61% and specificity of 65.2% and an optimal cut-off level of 25.3
IU/L (Vinapamula et al., 2015).

14-3-3n
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The 14-3-3 protein family consists of 7 isoforms that are intracellular
chaperonin, present in eukaryotic cells. The levels of one of these isoforms, 14-
3-3n are increased in RA implicated in its pathogenesis as a novel joint-derived
proinflammatory mediator (Verheul et al., 2015). Maksymowych et al.
investigated 14-3-3n diagnostic performance in patients with early RA (n = 99)
and RA established patients (n = 135) and compared with 385 controls (healthy
and disease controls. The best serum cutoff levelof14-3-3n (0.19 ng/ml) had a
sensitivity of 77%, specificity of 93%, with a positive LR of 10.4 and an AUC of
0.89 for differentiating established RA from healthy controls. When comparing
established RA with all controls, the same cutoff yielded a sensitivity of 77.4%

and specificity of 86.0% (Maksymowych et al., 2014).

IMUNOGLOBULINS

Assuming that levels of free k (kappa) and A(lambda) light chains could
reflect B cell activation and could be related to the progress of RA, Ye and
colleagues determined the accuracy of these chains in 80 patients with RA with
a disease duration of 6 months to 20 years. Serum levels of free kappa and
lambda chains in patients with active RA (n=40) were significantly higher than in
those in remission (n=40) and healthy controls (n=40). The accuracy analysis
included active RA patients compared to remission RA patients and healthy
controls. The optimal cut-off points for each light chain were determined and
yielded a sensitivity of 82.5% and specificity of 82.5% for serum free kappa and
a sensitivity of 80% with specificity of 82.5% for serum free lambda. Further, the
AUC for ROC curves in patients with active RA were 0.871 (95% CI 0.785-
0.956) for free kappa light chain and 0.781 (95% CI 0.667-0.896) for lambda
light chain (Ye et al., 2013).

NOVEL ANTIBODIES

The most common antibodies in RA are rheumatoid factor (RF) and anti-
citrullinated peptide/protein antibodies (ACPAs). These antibodies are essential
diagnostic biomarkers as they have been included in the classification criteria of

RA (Aletaha et al., 2010). Previous studies have reported some other antibodies
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that might be helpful in diagnosing RA, especially for the ACPA-negative
patients. Summarizes the characteristics of the reviewed studies on novel

antibodies are in the Table 1.

Antibodies against carbamylated proteins

Liubing Li et al. analyzed the accuracy of anti-carbamylated proteins
(anti-CarbP) antibodies in a meta-analysis which included 7 studies that met the
authors” criteria with a total of 6578 patients with RA. In these studies, the
diagnostic sensitivity of the anti-CarbP antibody ranged from 36.2% to 47.7%,
and the specificity ranged from 92.9% to 97.0%. The calculated overall
sensitivityfor anti-CarbP antibodies was 42% (95% CI, 38% to 45%) and
specificity was 96%(95% CI, 95% to 97%). The positive LR and negative LR,
respectively, werel0.2 (95% CI, 7.5 to 13.9) and 0.61 (95% CI, 0.57 to 0.65)(Li
et al.,, 2016). This meta-analysis excluded studies assessing the diagnostic
accuracy of the anti-CarP antibody for future RA.A recent study by Pecani et al.
enrolled 309 patients with established RA to calculate the specificity and
sensitivity of serum antibodies against carbamylated proteins (anti-CarbP). Anti-
CarbP antibodies were present in 117 (37.9%) patients (Pecani et al., 2016b).
Patients with other rheumatic diseases such as SLE, Sjogren syndrome (SS),
Systemic Sclerosis (SSc), and postmenopausal osteoporosis (OP) were used
as disease controls. Healthy controls were 98 subjects. For anti-CarbP
antibodies the AUC from ROC analysis was 0.678 (95% CI 0.636—0.720). The
authors compared this value with ROC analysis for ACPAs [0.858 (95% CI
0.830-0.887)] and for RF [0.796 (95% CI 0.761-0.831)]. Among the three
antibodies determined, anti-CarbP antibodies had higher specificity but
relatively lower sensitivity. The pooled sensitivity for Anti-CarbP was 46.8%
(41.50-52.54) and specificity was 91.95% (82.25-94.77), with a positive
likelihood ratio of 4.581. The mean disease duration of RA patients was 107 *
97.6 months (Pecani et al., 2016a). Gan et al. evaluated the accuracy of anti-
CarbP antibodies in sera from76 RA patients before disease diagnosis and in
41 healthy controls. Two assays of ELISA were tested according to the
carbamylated antigens generated: anti-CarbP-FCS and anti-CarP-Fib. Both
assays had high specificity of 95.1% each, but low specificities: 26.3% for anti-
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CarP-FCS and 15.8% for anti-CarP-Fib. The combination of anti-CCP2 and/or
RF obtained 67% sensitivity and 73%specificity for future RA, with an AUC of
0.70. Addition of anti-CarP-FCS increased sensitivity to 68% and decreased
specificity to 68%, with in an AUC of 0.68,which was not statistically different
from the AUC foranti-CCP2 and/or 2 1 RF(Gan et al.,, 2015). Shi et al.
examined the accuracy of the anti-CarbP antibody in sera from a cohort of 2086
patients with early arthritis. A total of 969 (47%) of all of the patients with
arthritis met the 2010 ACR/EULAR criteria for RA after one year of symptoms.
The sensitivity of anti-CarP antibodies in RA patients was 44 % and the
specificity was 89 %. In the ACPA-negative RA patients from the same cohort
the sensitivity and specificity were 12% and 91%, respectively. The likelihood
for anti-CarP antibodies was 4.2, lower than anti-CCP2 (12.9) and RF (6.9)(Shi
et al., 2015).

Martinez et al. evaluated the accuracy of antibodies anti-carbamylated
vimentin in 101 patients with RA, 50 disease controls and 51 healthy subjects.
The AUC for anti-carbamylated vimentin IgM was 0.9111 (95% CI 0.872-0.950),
with a sensitivity of 85.2% and specificity of 90.1%, with optimal cut-offs of 20
U/mL and 30 U/mL. Higher sensitivities were obtained by using combination
with the other assays tested. For combination of anti-carbamylated vimentin or
anti-CCP2, the sensitivity was 91.1 % and the specificity was 89.1%(Martinez et
al., 2016).

Anti-PAD4 antibodies

Antibody against peptidyl arginine deiminase 4 (PAD4) is a novel
antibody described in RA patients in recent years. PAD4 is a deiminase
involved in catalyzation of the amino acid arginine into citrulline(Suzuki et al.,
2007). A very recent meta-analysis, examined published data on the sensitivity,
specificity, and likelihood ratios of the anti-PAD4 antibody detected by ELISA in
diagnosing RA (Ren et al., 2017).The 1987 American College of Rheumatology
(ACR) criteria (Arnett et al., 1988) or 2010 ACR/The European League Against
Rheumatism (EULAR) criteria (Aletaha et al., 2010) were used as the diagnostic
standard of RA. The authors selected eight studies in which 662 RA patients
were enrolled. In these studies, the sensitivity ranged from 23.5% to 60%, and
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the specificity ranged from 82.4% to 100%. The pooled sensitivity of the anti-
PAD4 antibody was 38% (95% CI 30-46%), and the specificity was 96%(95%
Cl 93-98%). Positive likelihood ratio (LR) was 8.96 and negative LR was
0.65(Ren et al., 2017). The authors considered that the facts that none of the
studies tested anti-PAD4 antibodies in seronegative RA which is a limitation of
the meta-analysis.

Immunoprecipitation was used to detect anti-PAD4 antibody. This study
evaluated sera from patients with established RA and with other rheumatic
diseases, and healthy controls (Harris et al., 2008).Anti-PAD-4 antibodies were
present in 16 (42%) of 38 RA patients, compared with none of 32 healthy
controls and 1 (0.8%) of 126 control patients (31 patients with scleroderma, 31
patients with myositis, 32 patients with primary Sjégren's syndrome, and 32
patients with systemic lupus erythematosus) (p < 0.0001). These findings

yielded a sensitivity of 42% and a specificity of 99% for RA(Harris et al., 2008).

Anti-RA33 antibodies

A recent meta-analysis by Yang and colleagues evaluated the diagnostic
performance of the anti-RA33 antibody for RA (Yang et al., 2016). This antibody
is directed to a protein with approximately 33KD of molecular mass, contained
in nuclear extracts from HeLA cells (Hassfeld et al., 1989). The study analyzed
50 studies with a total of 5003 RA patients in which most used method was
ELISA to detect anti-RA33 and 3 articles used Western blotting method. The
control groups varied and included healthy individuals, non-RA rheumatic
diseases or both. The pooled sensitivity was 33% (95% CI: 31% — 34%) and
specificity was 90% (95% CI. 89% — 90%). The AUC for ROC analysis was
0.6863. Positive likelihood ratio and negative likelihood ratio were 3.92 and
0.75, respectively. Data on disease duration were not mentioned in the
study(Yang et al., 2016).

Autoantibodies to Posttranslationally Modified Type Il Collagen

Type 1l collagen (CIl) is an important component of human articular

cartilage and a prominent target for posttranslational chemical modification by
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reactive oxygen species (ROS) in joints with arthritis (Cantagrel e Degboe,
2016).Autoimmune reactivity against ROS-modified Cll has been reported as
Cll is a documented autoantigen in RA (Nissim et al., 2005). Strollo and
colleagues investigated the potential use of anti-ROS-CII autoantibodies as a
diagnostic biomarker of RA. The sensitivity and specificity of anti-ROS-
Cllantibody in 85 patients with early RA (symptoms less than 1 year) compared
to 51 healthy controls were 92% and 98%, respectively and when compared to
patients with arthralgia and anti-CCP positive but with no signs of synovitis the
sensitivity and specificity were 92% and 93%, respectively. The AUC was not
reported in this work (Strollo et al., 2013).

Autoantibodies against malondialdehyde-modified peptide adducts

Malondialdehyde (MDA), a byproduct of a lipid peroxidation process in
which free radicals easily depolymerize polyunsaturated fatty acids in lipids.
This process takes part in inflammatory arthritis pathogenesis. Additionally,
MDA can trigger secondary protein modification and was up regulated in RA
patients. (Vasanthi et al., 2009). A very recent study, assessed whether the
isotypes of autoantibodies against MDA-modified peptide adducts can
distinguish RA patients from OA patients and healthy controls. Serum Igs G and
M against MDA-modified peptides showed better diagnostic performance in
differentiating among 45 patients with RA, 30 patients with OA and 45 healthy
subjects. The performance of anti-MDA-modified peptide IgG and IgM resulted
in an AUC of 0.96-0.98, sensitivity of 88.9%—97.8%, and specificity of 88.9%—
100% (Liao et al., 2018).

Anti-Dipeptidyl peptidase IVantibodies

Dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV/CD26) activity has been associated to
contribute to RA as patients are reported to have lower levels of DDP-IV.
Expression of DPP-IV on T subsets correlated with disease activity(Cordero et
al., 2015). Cordero et al. evaluated levels of Anti-CD26 antibodies in 110 RA
patients and 50 healthy controls. Anti-CD26 Igs showed sensitivity of 82% and

specificity of 96% and their levels differed amongst the different groups of
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patients stratified by the type of therapy (biologics and non-biologics). The
optimal cut-off value was with cut-off 2.85 pg/mL(Cordero et al., 2017).

Combined antibodies

The combination of levels of autoantibodies were analyzed by Sun et al.
The autoantibodies of the 350 patients with mean disease duration of
9.3448.79yearsenrolled included rheumatoid factor (RF), anti-cycliccitrullinated
peptide (CCP), mutated citrullinated vimentin (MCV), anti-keratinantibodies
(AKA), anti-perinuclearfactor (APF), and Ig heavy chain binding protein(BIP)
(Sun et al.,, 2017).The control groups consisted of 98 patients with other
autoimmune diseases (SLE, n=40, SS, n=30 and Ankylosing spondylitis, n=28)
and 100 healthy volunteers. Levels of Antibodies to BIP yielded a specificity of
84.62% and sensitivity of 62.57% for RA. The authors analyzed the combination
of one, two, three, four, five or six antibodies. When one autoantibody was
detected additionally to anti-CCP antibody or to BIP, the better specificity
(95.92%) with different sensitivities were obtained. Although increasing the
detected number of autoantibody from two kinds to three or four, the specificity
was improved, but with no statistical significance. Combined and tandem
determination of four antibodies (CCP+AKA+APF+BIP) showed the highest
specificity (97.96%). Continuing add the types of antibodies combined detected
enhance nor the specificity neither sensitivity(Sun et al., 2017).The latter was
55.79% for four or more antibodies tested. No AUC were reported in this work.

CYTOKINES

Em 2012,Pavkova Goldbergova et al. determined serum IL-15 levels in
144 patients with Rheumatoid Arthritis (RA) and compared to 55 healthy
controls. Interleukin-15 levels were higher in RA patients and this cytokine had
74.8% of sensitivity and 70.4% of specificity for identifying patients with RA
when compared to anti-CCP antibody levels. The AUC for IL-15 was similar to
anti-CCP in this study (0.800 vs. 0.807). This work could determine an optimal
cut-off value for IL-15 in predicting RA and showed that enhanced a model of

RA predicition containing rheumatoid factor and anti-CCP. It is important to
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point that RA patients in this study had long period of disease duration (median
11.0 years) (Pavkova Goldbergova et al., 2012).

In 2010, Kokkonen et al. demonstrated that some cytokines, cytokine
related-factors, and chemokines are expressed in serum of 86 RA patients prior
to the development of the disease. The sensitivity and specificity of these
markers for the development of RA were calculated compared to 256 healthy
subjects. The highest sensitivity for predicting RA was for eotaxin 22.4% and
specificity was 95.3%. The other predictors analyzed were IL-1RA, IL-2, GM-
CSF, IFN-gamma, IL-4, IL-9, TNF-alfa, IL-12, IL-10, IL-1beta, IL-6, monocyte
chemoattractant protein-1, IL-15, IP-10. All of them yielded low sensitivities but
had high specificity (>95.3%). The combination of anti-CCP antibodies and the
cytokines stratified for Th cell phenotype (Thl and Th2) or general activation
demonstrated sensitivities of 14.1%, 12.9%, and 20%, respectively, at a
specificity of 100%. Based on an analyses including all cytokines and
chemokines the sensitivity of 51.2% for predicting RA among patients before
disease onset and healthy controls, with all analyzed factors and anti-CCP
antibodies included, with a specificity of 91.9% (Kokkonen et al., 2010).

The serum levels of soluble human interleukin-18 receptor alpha complex
(IL-18Ra) was highly expressed in sera from 145 RA patients and adult onset
Still's disease compared to healthy controls, OA patients and SLE patients. The
ROC-AUC analysis for the serum level of the IL-18Ra complex to discriminate
RA among SLE, OA and healthy subjects was 0.826, corresponding to a
specificity of 87.6% and a sensitivity of 66.2%. This study demonstrated the
ROC-AUC analysis for the serum IL-18 level of 0.626. The optimal cutoff value
of serum IL-18 yielded low specificity (40.9%) and high sensitivity (83.5%). The
specificity of serum IL-13 was 82.5% and the sensitivity was 67.6%, with the
ROC-AUC OF 0.740. The ROC-AUC analysis for the serum IFN-y levels was
0.656, the specificity was 62% and the sensitivity was 65.5%. Taken together,
these data suggest that the serum level of the sIL-18Ra complex is better able
to discriminate RA patients than the serum levels of IL-18, IL-13 or IFN-y. These
findings suggest a potential clinical application as a biomarker for the diagnosis
or differential diagnosis of RA. The disease duration of RA patients was not

mentioned in this study(Takei et al., 2011).
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Goeb et al, demonstrated that low serum IL-7 was a good predictor of
development of RA in 250 patients from the very early arthritis (VErA) cohort
which comprised patients with less than six months of symptoms. In ACPA
negative patients (n=199) low IL-7 levels was the most specific biomarker with
27.5% of sensitivity and specificity of 83%. Whereas in the whole cohort low IL-
7 levels demonstrated a sensitivity of 28% and specificity of 83%. There was a
loss in sensitivity when combining ACPA with IL-7 suggesting that these
biomarkers are independent and might be of diagnostic value for patients with
no ACPA antibodies. This study also suggested a role of this cytokine as a
prognostic and for monitoring disease response to therapy(Goeb et al., 2013).

The diagnostic performance of IL-13 and IL-17 was investigated by Silosi
et al. The study included 30 patients diagnosed with early rheumatoid arthritis
and 28 healthy persons. For IL-13 the AUC was 1.00, with a sensitivity and
specificity of 100%, and an optimal cut-off value of 10.73 pg/mL. Whereas IL-17
yielded an AUC of 0.902, with sensitivity of 86.67%, specificity of 100% and the
best cut-off value was 9.40 pg/mL. The positive LR for IL-13 and for IL-17 were
high, 28 and 24.17, respectively (Silosi et al., 2016).

Using the CART (classification and regression trees) method, a tool used
to create a classification algorithm, Azizieh and colleagues obtained a prediction
accuracy of 64% and provided information on the cytokines used to classify the
two groups analyzed: RA patients (n=26) and healthy controls (n=28). The
cytokines from plasma that demonstrated importance in this method were TNF-
a, IL-4, IL-12 e IL-6. Looking into prediction accuracy usingthe CART method
for the cytokines measured in thePBMC cultured with mitogen supernatants,
they obtained a prediction accuracyof 69%. The most important cytokines for
these analyses were IFN-y, IL-17, and IL-10. This study has several limitations
asit did not report sensitivities, specificities or any other accuracy measures in
the scope of the article. The disease duration of the patients enrolled was not
mentioned either (Azizieh et al., 2017).

Recently, Silosi and colleagues, analyzed the diagnostic performance of
serum IL-6 and TNF-a to distinguish 30 patients with early RA (less than 12
months from onset of arthritis) from 28 healthy individuals. Serum IL-6
concentration indicated presence of RA with 100% accuracy with an optimal

cut-off value of 8.75 pg/mL. The positive and negative likelihood ratios were as
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follows 14.00and 1.12, respectively. Both sensitivity and specificity were 100%.
The calculated cut-off value for discrimination between patients with RA and
controls for TNF- alpha was 10.50 pg/mL. The likelihood ratios were: LR(+) =
25.20 and LR(-) = 1.04 with sensitivity and specificity equal to 90.00% and
100%, respectively. The AUC was 1.000 for IL-6 and 0.950 for TNFalpha.
Although this study also evaluated the diagnostic performance of these
cytokines for patients infected with hepatites C virus (HCV) the accuracy of both
IL-6 and TNF-alpha to distinguish RA patients from HCV patients was not
calculated (Silosi et al., 2017).Summarizes the characteristics of the reviewed
studies on cytokines are in the Table 2.

GENETIC STUDIES

Johansson et al. analyzed relationships between the PTPN22
1858polymorphism and anti-CCP, RFs and the shared epitope (SE) gene (HLA-
DRB1*0404 or 0401). They evaluated 92individuals who had donated blood
samples prior to developing RA and compared to 368 healthy controls. The
calculated sensitivity of PTPN22 1858T carriage for identifying patients who
developed RA (prepatients) was lower (39.3% 95% CI| 29.6—49.7) compared
with HLA-SE (55.6%, 95% CI 45.2-65.6) but of similar magnitude as the
presence of anti-CCP antibodies(37.1%, 95% ClI 27.5-47.5). Therefore,
specificity was greater with PTPN22 1858T carriage (80.3%, 95% CI 75.9-84.1)
than with HLA-SE (61.8%, 95% CIl 54.4-68.9)but less than with anti-CCP
antibodies (98.6%,95% CIl 96.9-99.5).The combination of anti-CCP antibodies
and PTPN22 resulted in a specificity of 100%. The positive likelihood ratios
were as follows: anti-CCP antibodies26.2, the PTPN22 1858T variant had 2.0
and HLA-SE had 1.5.The combination of carrying both HLA-SE and PTPN22
1858T variant had a likelihood ratio of 3.4(Johansson et al., 2006).

Potenciano at al. have conducted extensive research to explore
algorithm sunder very different approaches to model individual risk to complex
diseases including RA from the Wellcome Trust Case Control Consortium
(WTCCC) from genome-wide data. By a boosting approach the study achieve a
high accuracy and the authors suggest that this genetic approach can be used

in clinical practice. The AUC for RA was 0.8087. As data was extracted from
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genome sources the sensitivity and specificity as well as the patient’s
characteristics were not reported (Potenciano et al., 2016).

Karlson and collegues analyzing a risk model to predict RA development
examined 317 Caucasian seropositive RA cases and 551 healthy controls. The
model constructed combined variables such as epidemiologic and
environmental (eg. Year of birth, smoking, alcohol), genetic factors (thirty-one
validated risk alleles for RA) and gen-environment interactions (eg. HLA-SE and
smoking). The analysis showed an AUC of 0.716 (95% CI 0.681-0.755) for
distinguishing RA from healthy controls (Karlson et al., 2013).

Using deep exon sequencing and large-scale genotyping of 25 biological
candidate genes located within RA risk loci discovered by genome-wide
association studies (GWASs), Diogo et al studied 500 RA cases and 650
controls. By identifying the risk alleles for RA the authors determined a
sensitivity of 99%. Data on specificity or LR were not described in the published
study (Diogo et al., 2013).

MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that bind to 3’
untranslated regions of messenger RNA. As it is reported that miRNA
alterations affect important cellular functions in RA (Nagata et al., 2009). Murata
and colleagues hypothesized that miRNAs could be diagnostic biomarkers in
RA. The study resulted in a formula for Estimated Probability of RA by plasma
MiRNA (ePRAM), employing the assays miR-24, miR-30a-5p and miR-125a-5p,
which showed increased diagnostic accuracy with AUC value of 0.89. When
analyzed separated the highest AUC was found for miR-125a-5 (AUC: 0.83,
sensitivity 64.7%, specificity 89.5%), followed in order by miR-24 (AUC:0.80,
sensitivity 63.7% and specificity 89.5%) and miR-26a (AUC:0.80, sensitivity
53.9% and specificity 94.3%(Murata et al.,, 2013). Posteriorly a study by
Ormseth et al included 168 patients with RA and 91 control subjects. The mean
disease duration of RA patients were 10 years. Utility of plasma miRNA
concentrations for RA diagnosis was assessed by the calculation of the AUC for
various miRNAs assays. The higher AUC was obtained with the combination of
miR-24-3p, miR-26a-5p and miR-125a-5p with the value of 0.747 (95% ClI
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0.683-0.810). When each miRNA assay was analyzed isolated the higher AUC
was for miR-15a-5p, with the value of 0.716 (95% CI 0.651-0.780) (Ormseth et
al., 2015).

Besides plasma studies, expression of miR-146a, miR-155, and miR-223
was evaluated in synovial tissue of 50 RA patients and 37 patients with OA by
Kriegsmann and colleagues. Patients with RA had higher expressions of the
mMiRNAs investigated. The sensitivity and specificity for the detection of RA of
miR-146a was 76% and 80%, respectively. For miR-155 the sensitivity was
80% and specificity was 81%. A for miR-223 sensitivity was 86% and specificity
was 81%. The highest AUC was obtained by the combination of miR-155 and
miR-223, with the value of 0.92 and specificity of 84% and specificity of
92%(Kriegsmann et al., 2016).

Gene Expression Sighatures

Gene expression profiles of synovial biopsies were described to be
significantly different according to the underlying disorder determined by high-
density transcriptomic studies (Nzeusseu Toukap et al., 2007). Lauwerys et al.
using synovial biopsy samples analyzed gene expression of 7 patients with RA,
5 patients with OA, 4 patients with SLE, 4 patients with PsA and 5 with
microcrystallinearthritis. This study could identify the 100 most discriminant
probes and verified that these probes belongto pathways associated to the
pathogenesis of several forms of arthritis: T and B cellactivation.The
transcriptomic analysis obtained sensitivity for RA of 70.5%. Data on specificity
or ROC curve analysis were not reported (Lauwerys et al., 2015). Furthermore,
a study used three multicenter genome-wide transcriptomic data sets from 79
individuals infer rule-based classifiers to discriminate 33 patients with RA, 26
AO patients, and 20 healthy controls. The mean sensitivity for the prediction of
RA was 96% (range 90% to 100%) and specificity was 94%(range 80% to
100%)(Woetzel et al., 2014).

In addition, the expression levels of 7 type | IFN response genes were
determined with multiplex gPCR and analyzed in 115 seropositive arthralgia
patients whowere followed for the development of arthritis, 25 pre-symptomatic

individuals who developed RA later and 45 controls. The IFN-score resulted in
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an AUC of 0.602 (95% Cl0.491 - 0.714) and the combination of anti-CCP/RF
and IFN-score gave an AUC of 0.785 (95% CI 0.699 - 0.872)(Lubbers et al.,
2013).

Miscellaneous

A meta-analysis published recently by McNally et al. evaluated the
accuracy of the Leiden clinical prediction rule (CPR) (Mcnally et al., 2014). This
model was developed in 2007 to estimate the likelihood of progression from
patients with undifferentiated arthritis to RA and consisted of nine clinical
variables including age, sex, localization of symptoms, morning stiffness, tender
joint count, swollen joint count, C-reactive protein level, IgM rheumatoid factor
positivity and the presence of anti-CCP antibodies (Van Der Helm-Van Mil et al.,
2007). The meta-analysis reviewed data from 4 articles that met the inclusion
criteria with a total of 1084participants. According to the identified optimal cut-off
point for determining progression to RA( > 9 ), the greater specificity was 99%
(95%CI195-100%), sensitivity was 0.31 (95%CIl24-37%) and a positive LR of
22.9.However, the authors point that a lower cut-off value ( > 8 ) would identify
a significant proportion of patients who were at risk of developing RA with
positive LR of 9.5 and sensitivity and specificity of 49% (95% CI 43-55%) and
95% (95% CIl 92-97%), respectively (Mcnally et al., 2014).

Glycans are carbohydrates attached to proteins or peptides and changes
in glycan conformations have been linked to a variety of autoimmune
conditions(Zhang, 2006).Sebastian et al. quantified plasma I1gG N-linked
glycans from 128 RA patients and 195 healthy participants. Among the total 24
glycan peaks identified, the main results were related do the glycan GP1 with
an AUC of 0.881. Besides GP1, others GPs were higher in RA: GP2, GP22 e
GP24. All the four GPs combined had an AUC of 0.928. No data on sensitivity
or specificity were reported (Sebastian et al., 2016).

CONCLUSIONS

There is an unfulfilled clinical need for novel biomarkers predictive or

diagnostic of RA. Recently, new antibody specificities have been reported with
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good results. Other candidates that have been searched in the last five years
that are reported in this review may demand additional studies with different
populations and larger number of patients. As many patients are positive for
various biomarkers it would be interesting to combine these biomarkers to
investigate whether combining this information will provide more insight
regarding the diagnosis.

Many apparently healthy people may present some of the markers
described in the present review before onset of disease and it remains a focus
of current research whether healthy subjects in the general population with
these markers are predetermined to develop RA.

Of note, new technologies to assess the impact of genomics, proteomics,
and metabolomics on the diagnosis of RA are promising. New opportunities
have emerged for RA diagnosis and the search for novel markers to identify RA

IS a major challenge.
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Tabela 1. Characteristics of studies on new antibodies published in the last 5 years

Authors Antibody Design Number of patients | Sensitivity | Specificity | AUC +LR Observations
tested RA Controls
LiunbingLietal.| Anti-CarbP | Meta-analysis 6578 NR 42% 96% 0.80 10.2 Predictive studies
were excluded from
analysis.
Pecani et.al. Case-control 117 HC=98 46.8% 91.95% 0.678 4.581 -
Gan et. al. Predictive 76 41@ 15.8%, 95.1% 0.72 NR -
26.3%"
Shi et al. Predictive 969 305 44% 89% 0.67 4.2 -
Martinez et. al. | Anti- Case-control 101 HC=51 85.2% 90.1% 0.9111 NR -
carbamylated DC=50
Vimentin
Ren et al. Anti-PAD4 Meta-analysis 662 NR 38% 96% 0.86 8.96 Studies included did
not test seronegative
RA
Harris et al. Case-control 38 HC=32 42% 99% NR NR -
DC=126
Yang et al. Anti-RA33 Meta-analysis 5003 33% 90% 0.6863 3.92 -
Strollo et al. Anti-ROS-CII | Case-Control 85 51 92% 98% NR NR -
Liaoet al. Anti-MDA Case-control 45 HC=45 96% and 88.9% and | 0.96 and | NR -
modified DC=30 98%° 100% ¢ 0.98¢
peptide
adducts
Cordero et al. | Anti-CD26 Case-control 110 50 82% 96% NR NR
1gG

RA: Rheumatoid Arthritis; AUC: Area Under the Curve for ROC analysis; LR: Likelihood Ratio; Anti-CarbP: Anti-Carbamylated Proteins antibodies;
HC: Healthy Controls; DC: Disease Controls; Anti-PAD4: Antibody against Peptidyl Arginine Deiminase 4; Anti-ROS-CII: Antibodies ROS-modified

collagen Il; NR: Not Reported

3healthy controls; Pvalues for each assy tested; °valures for each isotype tested (IgG and IgM)
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Table 2. Characteristics of the studies on cytokines published in the last five years

Cytokine Number of Sensitivity | Especificity | AUC LR Observations
Authors tested Design individuals
RA ControlS
Goldbergova | IL-15 144 55 74.8% 70.4% 0.80 NR Mean disease
Case-control .
et at. duration: 11 years
IL-18Ra 145 HS:67 66.2% 87.6% 0.826 NR Disease  duration
IL-18 DC:70 40.9% 83.5% 0.626 NR not reported
Takei etal. |IL-13 Case-control 67.6% 82.5% 0.740 NR
IFN-y 65.5% 62% 0.656 NR
Goeb et al. IL-7 Predictive 250 - 28% 83% NR NR -
IL-13 30 28 100% 100% 1.00 28 Patients with less
Silosi et al. IL-17 Case-control 86,67% 100% 0.902 24.2 than 1 year of
disease
IL-6 30 28 100% 100% 1.00 14 Patients with less
Silosi et al. TNF-a Case-control 90% 100% 0.95 25.2 than 1 year of
disease

RA: Rheumatoid Arthritis; AUC: Area Under the Curve for ROC analysis; LR: Likelihood Ratio; HS: Healthy Subjects; DC: Disease Controls; TNF:

Tumor Necrosis Factor; IFN: Interferon; NR: Not Reported.
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42 ARTIGO 2: SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF INTERLEUKIN 29 IN
PATIENTS WITH RHEUMATOID ARTHRITIS AND OTHER RHEUMATIC
DISEASES

A Interleucina-29 (IL-29) tem sido descrita na literatura como um
biomarcador da Artrite Reumatoide (AR). Estudos mostram que a IL-29 pode
exercer efeito imunorregulador na patogénese da AR, inibindo a resposta de
Th2 (do inglés, T helper 2), e modulando as respostas de Thl (do inglés, T
helper 1) e Th2, subgrupos de linfocitos T CD4+. Achados prévios demonstram
que 0s niveis séricos de IL-29 sdo aumentados em pacientes com AR
comparados com individuos saudaveis. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
sensibilidade e especificidade da IL-29 em distinguir pacientes com AR de
pacientes com outras doencas reumaticas (ndo AR) e controles saudaveis.

Os niveis séricos de IL-29 foram mensurados em 121 pacientes com AR
recrutados do Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Variaveis clinicas, radiologicas
e laboratoriais foram analisadas. Além de pacientes com AR, 192individuos
com outras doencas reumaticas e 68 individuos saudaveis, que ndao
apresentavam nenhuma doenca reumatica e ndo estavam em uso de nenhum
medicamento nas Ultimas duas semanas, foram incluidos neste estudo.

Niveis de IL-29 encontram-se aumentados em pacientes com AR, 113.6
pg/ml  (IQR=31.25-308.5), comparados com o0s controles saudaveis,
31.25pg/mlep<0.0001. Na comparacdo entre AR e pacientes com Esclerose
Sistémica (ES), Osteoartrite (OA) e Fibromialgia (FM) os niveis medianos
encontrados também foram de 31,25pg/ml. Jaos pacientes com LuUpus
Eritematoso Sistémico (LES), apresentaram niveis de 31.25 (IQR=31.25-
57.04)pg/ml e p=0.0001.

Os valores de corte de IL-29 para distinguir pacientes com AR de
pacientes ndo-AR foram 61,11 pg/ml (sensibilidade 57,02%, especificidade
92,71%, LR: 7,82) e para todos os individuos foi de 32,96 pg / ml (sensibilidade
64,46%, especificidade 87,31%, LR: 5.08). Além disso, a IL-29 correlacionou-se
negativamente com a idade (r= -0189, p= 0,0382) e a duracdo da doenca
(r=-0,192, p= 0,0370). Adicionalmente, a IL-29 correlacionou-se positivamente
com a contagem de neutrofilos em pacientes com AR que tem niveis séricos

presentes do fator reumatoide (r=0,259, p = 0,0221).



81

Nossos resultados sugerem que a IL-29 pode ser um biomarcador nas
doencas autoimunes, especialmente na AR, e que 0s niveis séricos de IL-29
podem ser usados como um marcador de diagnostico biolégico na AR. Este € o
primeiro estudo a demonstrar a capacidade da IL-29 para a diferenciacao entre
pacientes com AR e individuos com outras doencas reuméticas. Esses
achados sugerem que medir os niveis de IL-29 pode ser uma ferramenta (util

para avaliar a presenca de AR.
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Key messages

Interleukin 29 is a cytokine that might be useful in identifying patients with
Rheumatoid arthritis among other rheumatic diseases and healthy individuals.
The investigation of interleukin 29 in RA demonstrated this cytokine may be a
biomarker in disease.

This paper seeks to describe accuracy of IL-29 in distinguishing RA among
other rheumatic diseases, and highlight the need for further studies in the

future.

ABSTRACT

Background. IL-29 has been identified in rheumatoid arthritis (RA) and

reported as a biomarker of the disease.

Objective. To analyse the accuracy of IL-29 in RA among normal subjects and
patients with other rheumatic diseases.

Methods. IL-29 serum levels were measured in 121 patients with RA, 53
patients with systemic lupus erythematosus, 60 patients with systemic sclerosis,
29 patients with fiboromyalgia, 50 patients with osteoarthritis and 68 healthy
individuals as controls. IL-29 levels in serum was investigated by ELISA.
Sensitivity, specificity and likelihood ratios (LR) for having RA were calculated.
Results. IL-29 median levels were increased in RA patients 113.6 (IQR=31.25-
308.5) pg/ml compared with non-RA patients 31.25 pg/ml and healthy controls
31.25 pg/ml, p<0.0001. The IL-29 cut-off values to distinguish patients with RA
from non-RA patients was 61.11 pg/ml (sensitivity 57.02, specificity 92.71, LR:
7.82) and for all the subjects was 32.96 pg/ml (sensitivity 64.46, specificity
87.31, LR: 5.08). Additionally, IL-29 correlated negatively with age (r=-0189,
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p=0.0382) and disease duration (-0.192, p=0.0370).Interestingly, IL-29
correlated with neutrophil count in RA patients positive for rheumatoid factor
(r=0.259, p= 0.0221).

Conclusion. Serum IL-29 is higher in serum of patients with RA compared to

non-RA subjects and might be used as potential biological marker.

Key Indexing Terms. Accuracy,diagnosis, interleukin.

Introduction

RA is a chronic systemic autoimmune disease characterized by synovial
inflammation and, sometimes, with extra-articular features. Cytokines play a
pivotal role in autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis (RA) and are
directly implicated in many processes that are associated with  the
pathogenesis of these diseases. Cytokines are involved within a complex
regulatory network related to specific immunological processes that promote
autoimmunity, chronic inflammation and tissue damage.

The interferon (IFN) family cytokines are involved in both innate
andadaptive immune responses associated with viral infection and autoimmune
inflammation®. The IFN-A family also antiproliferative and antitumoral
activities®®) The type Ill IFN cytokines consists of IL-29 (IFN-A1), IL-28A (IFN-
A2) and IL-28B (IFN-A3). The IFN-A family expression is induced in human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) upon stimulation with poly (I:C) or
lipopolysaccharide (LPS) and/or viral infection®() The receptor complex for
IFN-A consists of IL-28RA and IL-10R2®)©), The downstream signaling of type IlI
interferons is regulated through Janus kinase/signal transducers and activators
of transcription signal transduction resulting in the induction of interferon-
stimulated response elements and initiation of gene transcription®).

IL-29 has shown potential immunoregulatory function as this cytokine
inhibits human Th2 responses and has modulatory activity in Th1l/Th2
response®.(H) Human macrophages and monocytes exposed to IL-
29produced IL-6, IL-8 and IL-10%2 The modifying effect of IL-29 on TLR4-
mediated inflammation may contribute do RA pathogenesis as TLR4 is
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important to pathogen recognition and activation of the innate immune
system(@3),

Serum levels of IL-29 were significantly higher in RA patients compared
to healthy controls®4. Treatment with disease modifying antirheumatic drugs
declined IL-29 serum levels of RA patients, particularly those with anti-CCP
antibodies and was also associated with a decrease in DAS2814. Taken
together, all these findings suggest that IL-29 may play a role in inflammation
associated with RA.

RA chronicity leads to severe pain and impaired activity®®. The typical
presentation of RA is tender and swollen joints and morning joint stiffness.
Therefore, this presentation is not specific to RA and other causes of arthritis
need to be considered®®. Thus, diagnosis and differentiation of RA from other
types of arthritis and autoimmune diseases are very important issues for
treating patients specifically according to the underlying disease. Currently, the
diagnosis of RA is mainly based on clinical symptoms, imaging results and
laboratory tests such as acute phase reactants (erythrocyte sedimentation rate -
ESR and C-reactive protein - CRP) and presence of antibodies (rheumatoid
factor — RF and cyclic citrullinated peptide — anti-CCP )6 If we can differentiate
RA patients from non-RA in individuals with musculoskeletal complaints it could
be valuable for initiating specific treatment, avoiding unnecessary approaches
and controlling progression of disease. Accordingly, research has focused on
identifying biomarkers and specific tests for detecting RA, particularly in early
stages™. Thus, new diagnostic biomarkers are still important in RA(8).
Cytokines have shown to be biomarkers in RA and may aid in differential
diagnosis and provide additional benefit in classification of RA subtypes(18):(19),

Based on the novel findings of IL-29 in RA and on the importance of
diagnosing RA promptly, the aim of this study was to evaluate the accuracy of

IL-29 in RA compared to other rheumatic diseases and to healthy individuals.

Patients and methods

Study Population
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A total of 121 patients with RA (11 males, 110 females; Mean age 52.9,
range 22-79) were recruited from the Department of Rheumatology at Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Current
medications were recorded (Table 1). No patients were under biological drugs.
The diagnosis of RA was established by the presence of four or more American
College of Rheumatology (ACR) 1987 diagnostic criteria®?). Individuals with
other rheumatologic diseases included were 60 patients with Systemic Sclerosis
(SSc), 53 patients with Systemic Lupus Erythematosus (SLE), 50 patients with
Osteoarthritis (OA) and 29 patients with Fibromyalgia (FM). All the patients with
SLE, SSc, OA and FM met the American College of Rheumatology criteria for
each disease@))(22)(23).(24).(25.(26)  patients with overlap syndromes were
excluded. About 68 normal healthy subjects (NHS) were included as controls,
all of them did not have any rheumatologic conditions and were not taking any
medications for the last two weeks. Non-RA patients and healthy controls were
not matched by gender or age with RA group. Peripheral blood samples were
obtained from patients and healthy volunteers. Informed consent was obtained
from all study participants.

Demographic, clinical and laboratory data were collected from hospital
records or by questionnaire and reviewed by experienced physicians. Table 1
presents demographic and clinical findings in patients with RA.

Laboratory features of RA patients such as erythrocyte sedimentation
rate (ESR), rheumatoid factor (RF) positivity and blood cell count were
recorded. Individual disease activity was quantified using the disease activity
score (DAS28)@" and the Clinical Activity Index (CDAI)@®). Functional capacity
was evaluated by Health Assessment Questionnaire-Disability Index (HAQ-
DI)@), Radiographs of hands were obtained from 103 RA patients and
evaluated for the presence of erosions by an experienced rheumatologist
blinded to the clinical data. The study was approved by the ethics committee of
the UFPE (PROTOCOL 1.486.537).

Measurement of serum IL-29 levels



86

Cytokines in sera were assayed with an ELISA kit according to the
manufacturer’s recommendation (R&D Systems). The lower limit of detection

for ELISA IL-29 kit was 31.25pg/ml. All assays were performed in duplicate.

Statistical analysis

Results were presented as median and interquartile interval.
Associations of serum IL-29 levels with clinical and laboratory parameters of the
patients were analyzed by univariate comparisons using Mann-Whitney test for
non-parametric data and Student’s t-test for parametric data. Correlation
between the clinical and laboratory characteristics and serum IL-29 were
analyzed using Spearman rank correlation test for non-normal distribution and
Pearson’s correlation test for normal distributions. Correlations of < 0.40, 0.40—
0.60 and > 0.60 were defined as weak, moderate and strong, respectively.

Optimum cut-off values were calculated to optimize sensitivity and
specificity (i.e. the Young Index). Receiver-operating characteristic (ROC) were
plotted (sensitivity against 100-specificity) and the areas under the ROC curves
were calculated to assess the performance of IL-29 to distinguish RA from other
rheumatic diseases and from healthy controls.

P values < 0.05 were considered statistically significant. All tests were
two-tailed. All quantitative data were plotted with Graph Pad Prism 6.01
software and MedCalc 17.4.4.

Results

Serum IL-29 levels in patients with RA and controls

In total, 121 patients with RA, 192 non-RA patients and 68 healthy
controls were included in our analysis. Serum median IL-29 levels were
significantly increased in RA patients113.6 pg/ml (IQR=31.25-308.5) compared
with SSc median 31.25pg/ml, OA patients median 31.25 pg/ml, FM patients
median 31.25 pg/ml and healthy controls median 31.25pg/ml, p < 0.001 for all of
them. Median levels of RA patients were also increased compared to SLE
patients 31.25 (IQR=31.25-57.04)pg/ml, p=0.0001 (Figure 1). When RA serum
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levels (median 113.6) were compared to all the subjects studied (median
31.25pg/mlhand with non-RA patients (median 31.25 pg/ml)the analysis was
also significant (p<0.0001). Patients with SSc, OA, FM and healthy controls had
serum IL-29 median levels under the lower limit of detection in the analysis.
Five out of 60 SSc patients had higher IL-29 serum levels above the lower limit

of detection in the analysis.

Serum IL-29 correlations and associations with clinical parameters in RA

patients

To assess associations between serum IL-29 and clinical manifestations,
we compared serum IL-29 among patients with and without certain features as
active disease (according to DAS28 and CDAI), functional capacity (HAQ >1).
We identified that no significant differences were found as well as for laboratory
parameters such as high ESR (>30mm/h) and presence or absence of
rheumatoid factor (data not shown). There was no association of I1L-29 levels
with use of any disease modifying rheumatic drugs and with radiographic
erosions.

There was a weak negative correlation of IL-29 levels in RA patients with
age (r=-0.189, p=0.038) and with disease duration (r=-0.192, p=0.037) but not

with the other clinical parameters examined (Table 2).

Correlation of serum IL-29 and neutrophils count in patients regarding

presence of rheumatoid factor

We then correlated the levels of IL-29 and laboratory data. Ninety
patients who underwent blood cell count were divided into two groups according
to presence (n=78) or absence of rheumatoid factor (n=12). We found a weak
positive correlation between IL-29 serum levels and absolute neutrophils count
in patients with positive rheumatoid factor (r=0.259, p= 0.0221). On the other
hand, there was a strong negative correlation of IL-29 serum levels and
absolute neutrophils count in patients negative for rheumatoid factor (r = -
0.6681, P = 0.082). (FIGURE 2)
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Sensitivity and specificity of serum IL-29 to distinguish RA from no-RA
patients and healthy controls

Next, we investigated the sensibility and specificity of IL-29 in
distinguishing RA from other rheumatic diseases and from healthy controls. The
discriminatory ability of serum IL-29 in differentiating patients with RA from non-
RA patients and from healthy controls as well as optimal cut off values of IL-29
are summarized in Table 3.

The AUC from ROC analysis was 0.672 (Cl 0.597-0.742) for IL-29 in
distinguishing RA from SLE, 0.793 (Cl 0.727-0.850) from SSc, 0.810 (Cl 0.743-
0.866) from OA, 0.826 (Cl 0.756-0.883) from FM and 0.810 (Cl 0.747-0.864)
from healthy controls. Whereas when taken together all non-RA patients, the
AUC from ROC analysis was 0.769 (ClI 0.719-0.815). Meanwhile the
performance of serum IL-29 in RA versus all the subjects of the study
demonstrated an AUC from ROC analysis of 0.780 (Cl 0.735-0.821) (FIGURE
3). When using the IL-29 cut-off of 32.96pg/ml to identify RA in all the subjects
analyzed, the percentage of correctly classified patients was 64.46%
(sensitivity) and the percentage correctly classified as not having RA was
87.31% (specificity).

Discussion

In our study, IL-29 levels were increased in patients with RA compared
with those of non-RA patients and healthy controls. In this series, levels of IL-29
correlated negatively with age and disease duration. Of note, when RA patients
were divided into RF-positive and RF-negative groups, there were differences in
the correlation of absolute neutrophils count with IL-29 levels. Interestingly, RF-
positive patients had a positive correlation of IL-29 and absolute neutrophil
count whereas RF-negative patients had a negative correlation of IL-29 and
absolute neutrophil count. The validity of IL-29 in distinguishing RA from other
rheumatic diseases and healthy controls showed that IL-29 has moderate
sensitivity and high specificity in identifying RA.

As already mentioned, the present study found that IL-29 was higher in
RA compared to disease controls and healthy subjects. Although in our study
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IL-29 serum levels were higher in RA than SLE patients, levels of this cytokine
in SLE patients are higher than healthy controls (data not shown). This is in
accordance with a previous study in which IL-29 mRNA and protein levels were
elevated when compared to healthy subjects, particularly in active SLE. This
study demonstrated that serum IL-29 correlated positively with anti-ds DNA
antibody and CRP and high levels were associated with renal disease and
arthritis®?. Additionally, enhanced IL-29 could be measured in the serum of
cutaneous lupus erythematosus patients with active skin lesions®D. In SSc, a
recent study of our group reported that IL-29 was elevated compared to healthy
individuals and this cytokine had a positive correlation with IFN-y levels (32). In
OA, previous works also investigated IL-29. IL-29 mRNA and its receptor IL-
28Ra were significantly higher is PBMCs of OA patients compared to healthy
controls and were also elevated in OA synovial tissue®®. This finding was also
reported in RA patients®9. IL-29 was strongly expressed in macrophages and
fibroblasts of OA synovium, up regulated expression of IL-1B, IL-6, IL-8 and
MMP-3 mRNA and was associated with cartilage degradation®3.Therefore this
cytokine might contribute to OA pathogenesis Nevertheless, elevated levels of
IL-29 were found in synovial fluid of RA patients compared do osteoarthritis
patients(>),

The high levels of serum IL-29 in RA patients compared to healthy
controls are in agreement with previous studies by Wang et al and Quiong-jie
Chang®(4). However, we did not find any association between IL-29 levels
and clinical characteristics such as HAQ, ESR and DAS28 in contrast to
previous findings in anti-CCP positive RA patients®). On the other hand, Wang
et al found no correlation between IL-29 protein or serum levels and DAS28,
CRP, ESR, RF and anti-CCP{¢), Given the controversial data on the association
of 1L-29 with clinical and laboratory parameters, studies with larger sample size
are necessary.

The second novel finding of this study is that IL-29 levels correlated
negatively with age and disease duration. Since the early event in the disease
progression is the breakdown of self-tolerance in immune responses with
enhanced antibody production, higher levels of IL-29 in younger patients and
with shorter time of diagnosis would be an explanation for this negative

correlation®®. Another possible explanation for this correlation is that
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modifications of the immune responses as a form of deterioration of the immune
system related to aging (immunosenescence) might be associated with the
results found@9),

Another interesting finding is that we found a positive and negative
correlation of 1L-29 with absolute neutrophil count in patients RF-positive and
RF-negative, respectively. Since RF-positive patients tend to have more severe
disease it is important to note that they may have greater inflammatory burden.
Induction of the proinflammatory proteins IL-6 and L-8 by IL-29 was previously
reported and these cytokines are important chemoattractant for
neutrophils®4):G7),

In addition, this present study is the first to demonstrate the optimal cut-
off value of IL-29 (61.11pg/ml) for discriminating patients with RA from patients
with other rheumatic diseases.Interleukin-29 demonstrated low sensitivity
(57.02% CI 47.7-66.0) and high specificity (92.71%, Cl 88.1-96.0) for
discriminating patients with RA and patients with other rheumatic diseases. A
robust meta-analysis demonstrated the pooled sensitivity and specificity for IgM
RF as 69% (Cl, 65% to 73%) and 85% (Cl, 82% to 88%), respectively®®. As for
ACPA, a systematic review estimated test performance characteristics of anti-
CCP antibody and included 151 studies with considerable heterogeneity in
sensitivity (12% to 93%) and specificity (63% a 100%). When the analysis was
restricted to 8 cohort studies of early rheumatoid arthritis that assessed both
anti-CCP2 (a newer generation assay of ACPA) and rheumatoid factor,
sensitivity of rheumatoid factor and anti-CCP2 were almost identical (56% vs.
58%), however specificity was considerably higher for anti-CCP2 than for
rheumatoid factor (96% vs. 86%)C9). Taken RF and ACPA together (both
markers positive) in the diagnosis of RA, the pooled sensitivity was 57% (ClI,
55% to 59%) and specificity was 96% (Cl, 96% to 97%)®“0. It is tempting to
speculate that the combination of IL-29 and antibodies (rheumatoid factor or
anti-CCP) would be an additional useful tool for diagnosis.

Therefore, it should be noted that IL-29 levels can be influenced by
disease modifying antirheumatic drugs and corticosteroids use which is a
limitation of the present study. Although, when we stratified patients according
to current treatment, there was no difference between IL-29 serum levels (data

not shown). Of note, we did not investigate the presence of anti-CCP antibodies
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as it is suggested that these antibodies are associated with higher levels of IL-
2914, However, serum levels of IL-29 between rheumatoid factor positive and
rheumatoid factor negative patients were not different (data not shown), where
as opposite results was reported by Chang et al®¥. Nevertheless, our study has
a larger sample size. Furthermore, the patients in the present study had RA with
a relatively long duration (mean 8.9 years) and a population of RA patients with
early diagnosis should be more appropriate. Although when we divided the
patients in two groups according to disease duration (less and more than 2
years) there was not statistical difference between IL-29 serum levels (data not
shown).

Considering that part of RA patients may experiment inadequate
responses to current disease modifying rheumatic drugs it is still a demanding
challenge to identify key cytokines involved in RA pathogenesis*). Based on
the above findings, the present study demonstrated that IL-29 could be a useful
laboratory marker for discriminating between patients with RA and patients with
other rheumatic diseases as well as patients with RA and healthy individuals.

In conclusion, this was the first study to demonstrate higher levels of IL-
29 in rheumatoid arthritis among patients with other rheumatic diseases and its
accuracy in distinguishing RA patients among individuals with diseases that

may present joint complaints.

CONCLUSIONS

Our results suggest that IL-29 may be a biomarker in autoimmune
diseases specially in RA and that serum IL-29 levels might be used as a
biological diagnostic marker in RA. To our knowledge, this is the first study to
demonstrate the ability of 1L-29 for differentiating between patients with RA and
individuals with other rheumatic diseases. These findings suggest that
measuring IL-29 levels may be a helpful tool for assessing the presence of RA.
Further studies are necessary to elucidate the potential of IL-29 diagnostic

performance in RA, especially with patients in early phases of the disease.
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Table I. Demographic, clinical, and laboratory presentation of the patients
with rheumatoid arthritis (RA).

Characteristic

Age (years) (range)

Range 22-79

Female 110

Disease duration (years)

Range 0.1-45.4

Positive 97 (86.2)

Radiological erosions (%) n =103 (100)

Absent 47 (45.6)

Steroids 92 (76.1)

Leflunomide 32 (26.4)

Biological drugs

Disease Activity Score 28 joints (DAS 28)

Milddisease 11 (9.2)

Severe disease 53 (43.8)

Clinical remission 9(7.4)

Moderate disease 39 (32.2)



97

Table Il. Correlations between IL-29 levels and clinical and laboratory
characteristics in RA patients.

Parameter Correlation coefficient (r)  p-value
Age* -0.189 0.0382
Disease duration* -0.192 0.0370
Tender joints 0.16 0.08
Swollen joints -0.042 0.648
Doctor VAS! -0.060 0.512
Patients VAS 0.001 0.994
Pain VAS 0.114 0.241
CDAI? 0.069 0.453
DAS283 0.069 0.45
HAQ* 0.073 0.472
ESR® -0.04208 0.6482

1.VAS - visual analogue scale; 2. CDAI — clinical disease activity index;
3. DAS28 — disease activity score in 28 joints; 4. HAQ — health assessment

qguestionnaire; 5. ESR — erythrocyte sedimentation rate; *p < 0.05.



Table Ill. Accuracy of serum IL-29 in distinguishing RA patients from non-
RA patients and healthy controls

_ Optimal cut- o o
Subjects Sensitivity Specificity
off values
tested (95% CI) (95% CI)
(pg/ml)

65.29 91.67
(56.1 — 73.7) (82.6 — 97.2)

SSc 60 31.25

65.29 100.0
FM 29 31.25 -
(56.1-73.7)  (88.1-100.0)

65.29 95.59
NHS 68 31,25 14.80
(56.1 — 73.7) (87.6 — 99.1)

LR: likelihood ratio
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Figure 1. Levels of IL-29 in serum of rheumatoid arthritis patients (RA),
patients with other rheumatic diseases (non-RA) and normal healthy
controls (NHS). ***p<0.0001 for RA vs Systemic Sclerosis (SSc),
Fibromyalgia (FM), Osteoarthritis (OA), NHS, non-RA patients and overall;
***p=0.0001 for RA vs Systemic Lupus Erythematosus (SLE).
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Figure 2. Correlation between serum interleukin 29 levels from RA
patients (n=90) and absolut neutrophil counts in patients positive for

rheumatoid factor (A) and negative for rneumatoid factor (B).
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Figure 3. Receiver operating characteristic (ROC) curve for IL-29 validity for distinguishing RA. (RA —rheumatoid arthritis,

NHS- normal healthy subjects).
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43 ARTIGO 3: SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF INTERLEUKIN 22 IN
RHEUMATOID ARTHRITIS

A Interleucina-22 (IL-22) tem sido descrita na literatura como uma das
citocinas que desempenham importante papel inflamatério em doencas
autoimunes, como a Artrite Reumatoide (AR). Os achados revelam que os
niveis séricos de IL-22 sdo maiores em pacientes com AR comparados a
individuos saudaveis, e esse aumento esta associado a um pior quando clinico.
Este artigo teve como objetivo avaliar a sensibilidade e especificidade da IL-22
na distincdo de AR entre individuos saudaveis e pacientes com outras doencas
reuméticas (ndo-AR).

Os niveis séricos de IL-22 foram mensurados em 135 pacientes com AR,

recrutados do Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Variaveis clinicas, radiol6gicas
e laboratoriais foram analisadas e registradas em prontuario. Além de
pacientes com AR, 211lindividuos com outras doencas reumaticas e 68
individuos saudaveis, que ndo apresentavam nenhuma doenca reumética e
ndo estavam em uso de nenhum medicamento nas Ultimas duas semanas,
foram incluidos neste estudo. Foram calculadas sensibilidade, especificidade,
razdes de verossimilhanca e area sob a curva (AUC) para os niveis de IL-22 na
identificacBdo de  pacientes com AR na amostra estudada.

Os resultados obtidos testificam os achados literarios, mostrando que os
niveis de IL-22econtram-se aumentados em pacientes com AR, mediana de
118 (31.29 — 429.5) pg/ml, comparados com o0s controles saudaveis, com
mediana de 31.25 (31.25 — 31.25) pg/ml, p<0.0001. Na comparacao entre AR e
pacientes com Esclerose Sistémica (ES), que apresentaram mediana 31.25
(31.25 — 108.3) pg/ml, Osteoartrite (OA) e Fibromialgia (FM), ambos com
mediana de 31.25 (31.25 - 31.25) pg/ml, os resultados também sé&o
significantes (p< 0.0001). Os pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), apresentaram niveis de 59.29 (31.25 — 108.3) pg/ml e p=0.0002 quando
comparados aos pacientes com AR.

O valor de corte ideal de IL-22 para distinguir pacientes com AR de

pacientes ndao-AR foi de 31,25pg/ml (sensibilidade 74,81%, especificidade
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71,56%, LR 2,63 e AUC de 0.754) e para todos os individuos foi de 31,25 pg/ml
(sensibilidade 74,81%, especificidade 78,14%, LR 3,42 e AUC de 0.780).
Quando comparados com controles saudaveis o ponto de corte ideal teve o
mesmo valor para as outras andlises com sensibilidade de 74,81%,
especificidade de 98,53% e AUC de 0.86.

Nossos resultados sugerem que 0s niveis séricos de IL-22 podem ter
potencial para serem utilizados como marcador biolégico de diagndstico na AR.
Este é o primeiro estudo a demonstrar a capacidade da IL-22de diferenciar
pacientes com AR e individuos com outras doencas reumaticas. Esses
achados sugerem que medir os niveis de IL-22 pode ser uma ferramenta util

para avaliar a presenca de AR.
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ABSTRACT

Background: The interleukin (IL)-22 is a member of the IL-10 family and has
been implicated in the pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA).

Objective: To evaluate the sensitivity and specificity of IL-22 in distinguishing
RA among healthy individuals and patients with other rheumatic diseases.
Methods: The levels of IL-22 were measured by ELISA in 135 patients with RA,
211 non-RA patients and 68 healthy controls. Demographic, clinical and
laboratory data were collected from hospital records. Associations of serum IL-
22 levels among distinct groups of patients were analyzed by univariate
comparisons using Mann-Whitney test. Optimum cut-off values were calculated
to optimize sensitivity and specificity. Receiver-operating characteristic (ROC)
were plotted and the areas under the ROC curves were calculated to assess
the performance of IL-22 to distinguish RA from other rheumatic diseases and
from healthy controls.

Results: RA patients had significantly increased serum median IL-22 levels 118
(IQR 31.29 — 429.5) pg/ml compared with non-RA patients 31.25 (IQR 31.25 —
108.3) pg/ml and healthy controls 31.25 pg/ml, p < 0.0001. The sensitivity of
serum IL-22 in differentiating patients with RA from non-RA patients and from
healthy controls was of 74,81% (95% CI 66.6 — 81.9). IL-22 ability to distinguish
RA from all the subjects of the study demonstrated an AUC from ROC analysis
of 0.780 (95% CI 0.736-0.819)

Conclusion: Serum IL-22 levels might have the potential to be used as a
diagnostic biologic marker in RA. Further studies with larger number of patients,
patients with early RA and treatment naive patients are necessary in order to
better understand IL-22 role as a diagnostic tool in RA.

ROCHA Jr, L.F.
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Key Indexing Terms: cytokine, diagnosis, accuracy.

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimune disorder that causes
joint destruction, pain, functional disability and leads to premature mortality.
Current diagnostic research on RA is focused on improving patient quality of life
and on preventing joint destruction through early diagnosis using simple
diagnostic methods?.

No diagnostic criteria exist for rheumatoid arthritis. The diagnosis of RA
is mainly based on clinical findings and on abnormal laboratory findings such as
elevated acute phase reactants erythrocyte sedimentation (ESR) rate and C-
reactive protein (PCR) and also the presence of the autoantibodies rheumatoid
factor and anti-citrullinated peptide antibodies 2.

It is well known the role of cytokines in imunopathogenesis of RA%.
However, few studies have evaluated the potential of citokines in the diagnosis
of this disease. RA is an inflammatory disease that is preceded by a period of
autoimmunity characterized by elevations in antibodies, inflammatory markers,
and cytokines®®

The cytokine interleukin (IL)-22 is a member of the IL-10 family and has
been implicated in the pathogenesis of RA’. Our group, in a previous study
described that increased levels of IL-22 correlated with disease activity and
were associated with the presence of rheumatoid factor antibody and bone
erosions 8. To our knowledge, there are no previous studies that evaluated IL-
22 accuracy in identifying RA among individuals with diseases in which joint
complaints may be a clinical feature. Thus, the objective of this work is to
evaluate the sensitivity and specificity of IL-22 in distinguishing RA among

healthy individuals and patients with other rheumatic diseases.

PATIENTS AND METHODS

Study Population

ROCHA Jr, L.F.
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A total of 135 patients with RA (8 males, 127 females; Mean age 53.5,
range 28-77) were recruited from the Department of Rheumatology at Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Current
medications were recorded (Table 1). Six patients were under biological
therapy with TNF blockers (5 with adalimumab, 1 with etanercept). The
diagnosis of RA was established by American College of Rheumatology (ACR)
1987 diagnostic criteria or by the ACR/EULAR 2010 classification criteria®©,
Individuals with other rheumatologic diseases included 60 patients with
Systemic Sclerosis (SSc), 74 patients with Systemic Lupus Erythematosus
(SLE), 48 patients with Osteoarthritis (OA) and 29 patients with Fibromyalgia
(FM). All the patients with SLE, SSc, OA and FM met the American College of
Rheumatology criteria for each disease!l121314.1516  patients with overlap
syndromes were excluded. About 68 healthy volunteers were included as
controls, all of them did not have any rheumatologic conditions and were not
taking any medications for the last two weeks. Non-RA patients and healthy
controls were matched by gender or age with RA group. Peripheral blood
samples were obtained from patients and healthy volunteers. Informed consent
was obtained from all study participants.

Demographic, clinical and laboratory data were collected from hospital
records or by questionnaire and reviewed by experienced physicians. Table 1
presents demographic and clinical findings in patients with RA.

Table 1.

Laboratory features of RA patients such as erythrocyte sedimentation
rate (ESR) and rheumatoid factor (RF) positivity were recorded. Individual
disease activity was quantified using the disease activity score (DAS28)'" and
the Clinical Activity Index (CDAI)*8. Functional capacity was evaluated by Health
Assessment Questionnaire-Disability Index (HAQ-DI)!*°. Radiographs of hands
were obtained from 108 RA patients and evaluated for the presence of erosions
by an experienced rheumatologist blinded to the clinical data. The study was

approved by the ethics committee of the UFPE (protocol 1.486.537).

Measurement of serum IL-22 levels

ROCHA Jr, L.F.
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Cytokines in sera were assayed with an ELISA kit according to the
manufacturer’s recommendation (R&D Systems). The lower limit of detection
for ELISA IL-22 kit was 31.25 pg/ml. All assays were performed in duplicate.

Statistical analysis

Cytokine levels were presented as median and interquartile range (25th-
75th percentile). Associations of serum IL-22 levels among distinct groups of
patients were analyzed by univariate comparisons using Mann-Whitney.

We used the 1987 revised American College of Rheumatology (ACR)
criteria or 2010 ACR/EULAR criteria as the reference standard of diagnosis of
RA. Optimum cut-off values were calculated to optimize sensitivity and
specificity (i.e. the Young Index). Receiver-operating characteristic (ROC) were
plotted (sensitivity against 100-specificity) and the areas under the ROC curves
were calculated to assess the performance of IL-22 to distinguish RA from other
rheumatic diseases and from healthy controls. P values < 0.05 were considered
statistically significant. All tests were two-tailed. All quantitative data were
plotted with Graph Pad Prism 6.01 software and MedCalc 17.4.4.

RESULTS

Serum IL-22 levels in patients with RA and controls

In total, 135 patients with RA, 211 non-RA patients and 68 healthy
controls were included in our analysis. RA patients had significantly increased
serum median IL-22 levels 118 (IQR 31.29 — 429.5) pg/ml compared with SSc
patients 31.25 (IQR 31.25 — 108.3) pg/ml, OA patients 31.25 pg/ml, FM patients
31.25 pg/ml and healthy controls 31.25 pg/ml, p < 0.0001. Although SLE
patients had expressed high levels of IL-29 median 59.29 (IQR 31.25 — 108.3)
pg/ml these levels were lower than RA, p=0.0002 (Figure 1). When RA serum
levels were compared to all the subjects studied and with non-RA patients the
medians were 31.25 pg/ml for both groups and interquartile ranges were 31.25

— 31.25 pg/ml and 31.25 — 58.7, respectively. This analysis was also significant
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(p<0.0001). Patients with OA, FM and healthy controls had serum IL-22 median
levels under the lower limit of detection in the analysis. Four out of 29 FM
patients, 8 out of 48 OA patients and 1 healthy control had higher IL-22 serum

levels above the lower limit of the detection analysis.

Serum levels of RA patients according to disease duration

Of note, we stratified RA patients into two subgroups according to
disease duration (less than one year of disease and more than one year of
disease). Twenty patients had disease duration less than one year and had
median levels of IL-22 of 90.00 (52.25-212.6) pg/ml. The remaining 116 patients
with more than one year of disease duration had median levels of 127.1 (15.63-
447.4) pg/ml. Comparing the median levels of the groups there was no
statistical difference (p=0.6109).

When dividing RA patients into less than 2 years of disease duration and
more than 2 years of disease duration the median IL-22 levels were 98.57
(36.05-456.0) pg/ml and 138 (28.52-441.5) pg/ml, respectively. There was no

statistical difference in IL-22 levels between the groups either (p=0.8795).

Sensitivity and specificity of serum IL-22 to distinguish RA from non-RA

patients and healthy controls

Of note, we investigated the sensibility and specificity of IL-22 in
distinguishing RA from other rheumatic diseases and from healthy controls. The
diagnostic performance of serum IL-22 in differentiating patients with RA from
non-RA patients and from healthy controls as well as the optimal cut off values
of IL-22 and the positive likelihood ratios (LR) are summarized in table 2.

The AUC from ROC analysis was 0.652 (95% CI 0.583-0.716) for IL-22
in distinguishing RA from SLE, 0.847 (95% CI 0.788-0.894) from SSc, 0.764
(95% CI 0.696-0.824) from OA, 0.803 (95% CI 0.734-0.861) from FM and 0.860
(95% CI 0.804-0.904) from healthy controls. Whereas when taken together all
non-RA patients, the AUC from ROC analysis was 0.754 (95% CI 0.705-0.798).
Meanwhile IL-22 ability to distinguish RA from all the subjects of the study

ROCHA Jr, L.F.
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demonstrated an AUC from ROC analysis of 0.780 (95% CI 0.736-0.819)
(FIGURE 2).

DISCUSSION

The present study demonstrated that IL-22 levels were increased in
patients with RA compared with non-RA patients and healthy controls. The
performance of IL-22 in distinguishing RA from other rheumatic diseases and
from all the individuals of the study (patients with other rheumatic diseases and
healthy controls) was calculated and demonstrated by the values of sensitivity
and specificity. Taken only healthy individuals, IL-22 showed good accuracy.
Furthermore, it was possible to obtain cut-off values for IL-22 for discriminating
patients with RA and non-RA patients or healthy individuals.

The importance of prompt diagnosis and treatment of RA, particularly in
early stages, has been focus of research in order to alleviate inflammation and
improve clinical outcome?°. However, there is no gold standard or specific test
to identify RA. The main clinically useful biologic markers for the diagnosis of
RA are the antibodies rheumatoid factors RF and ACPA. However, neither of
the tests is of sufficient accuracy alone to establish the diagnosis of RA?1, A
meta-analysis reported the overall sensitivity of RF to be 69% (95% CI 65% to
73%) with a range from 20.5 to 100%. The pooled specificity, positive and
negative likelihood ratios were 85% (95% CI, 82% to 88%), 4.86 (95% ClI, 3.95
to 5.97), and 0.38 (95% CI, 0.33 to 0.44)?2. Therefore, the performance
characteristics of ACPA was evaluated in a systematic review and meta-
analyses of 151 studies in 201023. Sensitivity of ACPA was 67%, and the
specificity was 96%. The sensitivity of ACPA was lower for detecting early
rheumatoid arthritis than for detecting established rheumatoid arthritis>3. When
combining both RF and anti-CCP the sensitivity was 57% (95% CI, 55% - 59%)
and specificity was 96% (95% CI, 96% - 97%) 24. As for IL-22, the present work
demonstrated a higher sensitivity (74.81%) and lower specificity (78.14%).

The present study demonstrated optimal cut-off points of serum IL-22 to
identify RA among the subjects studied. However, some groups had cut-off
points and sensitivities with the same values. This might be due to the

expression of IL-22 under the lower limit of detection in the analysis (Table 2).
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Although classification criteria are widely used for diagnostic purposes,
these tools are able to identify disease with great specificity, mostly at a late
stage of disease. While diagnostic criteria are able to diagnose disease at an
early stage with higher sensitivity?> 26, In 2008, a systematic review investigated
the accuracy of the 1987 ACR criteria using expert opinion as the gold standard
for the diagnosis of RA 27. The specificity of ACR 1987 criteria in early RA was
low according to the two models used by the authors (77% and 33%) and
sensitivity was 77% and 80%. Sensitivity (79% and 80%) and specificity (90%
and 93%) in established RA were higher for both models used by the authors.
Although our study did not stratified patients with early RA and stablished RA to
determine sensitivity and specificity, levels of serum IL-22 were not different
between these two groups.

The sensitivity and specificity for the 2010 ACR/EULAR rheumatoid
arthritis classification criteria was evaluated 313 undiagnosed subjects. The
sensitivity of the 2010 criteria for the 82 eligible 73.5 and specificity was 71.4%.
As for the 1987 ACR criteria the specificity was 47.1 and specificity was 92.9%.
Patients from this study had median disease duration of 18 months (range 1-
1040) 28, In our sample, comparing to non-RA subjects the calculated sensitivity
was 74.81% and 71.56%, respectively, similar to the results of the mentioned
study for 2010 ACR/EULAR criteria. Based on the same study our calculated
sensitivity compared non-RA patients was higher but with lower specificity
compared to ACR 1987 criteria.

Ye et. al evaluated the sensitivity and specificity of the 2010 ACR/EULAR
criteria and ACR 1987 in 202 patients diagnosed with RA and 197 patients with
other rheumatic diseases (non-RA controls). The 2010 ACR/EULAR had a
calculated sensitivity of 72.3% and specificity of 83.2. Whereas the 1987 ACR
criteria had sensitivity of 39.1% and 92.4% 2°. Our findings based on non-RA
patients demonstrated slightly higher superiority compared to 2010
ACR/EULAR criteria and lower specificity. As for the 1987 criteria our data
obtained higher sensitivity and lower specificity. It is important to note that we
did not stratify patients classified by the criteria used to include in our study and
comparisons to other studies must take it into consideration.

This work has some limitations. The patients evaluated were under

treatment for the underlying disease and mean disease duration of RA patients
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were 9.6 years. Although when we divided patients in two groups according to
disease duration (less or more than 2 years) there were no differences between
IL-22 levels (data not shown). Of note, estimates of the sensitivity and
specificity of any index test vary depending upon the populations being
examined. Thus, the pooled accuracy measures reported here must be

interpreted in this context.

CONCLUSIONS

The results of this work provide data on sensitivity and specificity of 1L-22
in a group of patients with RA. Serum IL-22 levels might have the potential to
be used as a diagnostic biologic marker in RA. Further studies with larger
number of patients, patients with early RA and treatment naive patients are
necessary in order to better understand IL-22 role as a diagnostic tool in RA. An
interesting diagnostic approach for future research might be the combination of
measuring IL-22 serum levels with RF and/or ACPA in order to improve

diagnostic accuracy of these biomarkers in RA.
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Table 1. Demographic, clinical, and laboratory presentation of the patients

with rheumatoid arthritis (RA).

Data from RA patients

No. patients

Age, yrs, mean (range)
Female/male

Disease duration, mean (range)
Rheumatoid factor (%)

Positive

Negative

Radiological erosions (%)
Present

Absent

Treatment (%)

Steroids

Methotrexate

Leflunomide

Antimalarial agents

Disease Activity Score 28 joints (DAS 28) (%)
Clinical remission

Mild disease

Moderate disease

Severe disease

135

53.5(28 - 77)
127/8

9.6 years (0.1 — 45.4)

103 (76.3%)
32 (23.7%)

n = 108 (100)
80 (74 %)

28 (26 %)

103 (76.3 %)
81 (60 %)
41 (30.4 %)
18 (13.3 %)

9 (6.7 %)
11 (8.1 %)
61 (45.2 %)
54 (40 %)

Table 2. Diagnostic performance of serum IL-22 in distinguishing RA
patients from non-RA patients and healthy controls.

Optimal

s e Sy gty g
SLE 74 173.25 (35_‘;4;433_2) (79_889;135_2) 411
SSc 60 31.25 (66.24;8811.9) (83.%3i3§8.2) 11.22
OA 48 31.25 (66.24;8811.9) (69.8834332.5) 4.49
FM 29 31.25 (66.24;8811.9) (68.%642916.1) 542
NON-RA 211 31.25 (66_24;8811_9) (657f'§$_5) 2.63
NHS 68 31.25 (66_764;8811_9) (92??-5300) 50.87
Overall 279 31.25 (66_764;8811_9) (72_28;132_8) 3.42
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IL22serum levels
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Figure 1. Levels of IL-22 in serum from RA-patients, non-RA patients and
healthy controls. ***p<0.0001 for Rheumatoid arthritis (RA) vs Systemic
Sclerosis, Fibromyalgia, Osteoarthritis and Normal Healthy subjects;
***p=0.0002 for RA vs Systemic Lupus Erythematosus.
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Figure 2. Receiver operating characteristic curve for IL-22 validity in rheumatoid arthritis (RA) patients and normal healthy
subjects (NHS) (A), RA, NHS and other rheumatic diseases (NON RA) (B), RA and NON RA (C). AUC: area under the curve.

Cl: confidence interval.
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5 DISCUSSAO

A artrite reumatoide é uma doenca inflamatoria cronica autoimune
progressiva e uma das mais comuns doencas inflamatérias da articulacdo com
ampla distribuicdo mundial (Mcinnes e Schett, 2011). A primeira fase de
progressdo da doenca inclui um estado em que individuos desenvolvem
caracteristicas de autoimunidade sistémica que podem ser mensuradas por
alteracdes laboratoriais e sdo conhecidas por estarem associadas com a AR,
como por exemplo, os anticorpos anti-proteinas citrulinadas (ACPAS) e o fator
reumatoide. Nesta fase, os individuos ainda ndo apresentam nenhum sintoma
ou sinal de artrite inflamatéria. Em estagio seguinte, ocorre o surgimento de
sintomas como artralgia e/ou rigidez matinal, ainda sem evidéncia de sinovite
clinica. E entdo, a ultima fase de desenvolvimento da doenca é reconhecida
pelo aparecimento de sinovite detectada ao exame clinico como artrite
inflamatdria que pode ou ndo contemplar os critérios de classificagdo de AR
(Arnett et al. 1988; Aletaha et al., 2010; Gerlag et al., 2012).

A importancia de novos biomarcadores de diagnostico em fases mais
iniciais da doenca tem sido foco de estudo ultimamente (Demoruelle e Deane,
2012).Atualmente nao existe teste “padrdao ouro” ou teste especifico para
identificar AR. Os principais marcadores biologicos utilizados na pratica clinica
para o diagndstico de AR sé&o o fator reumatoide e o anti-CCP. Nenhum destes
biomarcadores tem acuracia suficiente para estabelecer o diagndstico de AR
guando usados isoladamente (Song e Kang, 2010).

Sintomas articulares s&@o caracteristicas clinicas muito comuns em
pacientes com as doencas estudas nesse trabalho. Além disso, profissionais
meédicos atendem muitos pacientes que se queixam de artralgia na pratica
clinica. Atualmente, sabe-se que muitos destes pacientes podem estar em risco
de desenvolver doencas reumatologicas como artrite reumatoide ou outras
doencas que podem apresentar dor articular como queixa inicial como as
estudas e apresentadas no escopo deste trabalho (IUpus eritematoso sistémico,
esclerose sistémica, fibromialgia e osteoartrite) (Van Steenbergen e Van Der
Helm-Van Mil, 2016). Pacientes em alto risco para desenvolver AR necessitam
ser identificados o mais precocemente possivel, jA que o tratamento da AR em

suas fases bem iniciais pode ser bastante benéfico para os pacientes(Smolen e
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Aletaha, 2015).

A descoberta de novos biomarcadores de diagndstico para AR ainda é
uma area essencial visto que, atualmente, o diagndstico é feito baseado em
sinais e sintomas, alteracdes laboratoriais e alteracées em exames de imagem.
(Smolen et al.,, 2016). A presente tese demonstrou que niveis séricos das
interleucinas 29 e 22 estdo aumentadas em pacientes com AR quando
comparados com pacientes com outras doengas reumatoldgicas e individuos
saudaveis. Além disso, a capacidade destas citocinas em distinguir pacientes
com AR entre estes individuos com outras doengas reumatoldgicas ou pessoas
saudaveis também foi evidenciada através de medidas de acuracia utilizadas
em validacdo de testes diagnosticos. Desta forma, € possivel sugerir que as
citocinas avaliadas podem ser proteinas candidatas a serem biomarcadores de
diagndstico.

A IL-29 apresentou niveis séricos aumentados em pacientes com AR
guando comparados individualmente com Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Esclerose sistémica, osteoartrite, fibromialgia e controles saudaveis. Niveis de
IL-29 aumentados ja foram descritos anteriormente no LuUpus, quando
comparados com controles saudaveis, particularmente em pacientes com
doenca ativa(Oke et al., 2017). Apesar de ndo publicados, os niveis de IL-29
nos pacientes com LES avaliados no nosso estudo foram maiores que
controles. No entanto ndo foram maiores que os pacientes com AR.

Na Esclerose sistémica, um recente estudo desenvolvido por nosso
grupo demonstrou que niveis desta citocina estdo aumentados quando
comparados com controles saudaveis e que essa citocina teve uma correlacéo
positiva com niveis de IFN-y (Dantas et al., 2015). Apesar de ter sido reportada
como contribuidora da patogénese da osteoartrite, niveis aumentados de IL-29
foram encontrados no liquido sinovial de pacientes com AR comparados a
pacientes com OA (Wang et al., 2012). Mesmo com relatos de estudos que
demonstram uma expressao aumentada da IL-29 nas doencas estudadas, 0s
pacientes com AR desse estudo tiveram maior expressdo sérica dessa
proteina, quando comparados com todos 0s grupos analisados.

Niveis aumentados de IL-29 também ja foram relatados em estudos
anteriores. Contudo, no presente estudo nao foi encontrada nenhuma

associacao dos niveis de IL-29 em pacientes com AR com alguns parametros
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clinicos laboratoriais avaliados como o questionario de avaliacdo de
capacidade funcional HAQ (do inglés, Health Assessment Questionaire),
velocidade de sedimentacdo das hemacias e os indices de atividade da doenca
(DAS28 e CDAI). Estes achados estdo em contraste com estudo recentemente
publicado que evidenciou associacdo de IL-29 sérica com o0s parametros
anteriormente citados em pacientes com o anticorpo anti-CCP (Chang et al.,
2017). Por outro lado, Wang e colaboradores ndo encontraram nenhuma
correlacdo da IL-29 com os anticorpos fator reumatoide e anti-CCP(Wang et al.,
2012). Vale ressaltar que anticorpos anti-CCP n&o foram investigados nos
nossos pacientes. Diante dos dados controversos da IL-29 com parametros
clinicos e laboratoriais na AR, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
estudos com maior nimero de pacientes.

Outra observacao deste trabalho foi que niveis de IL-29 tem correlacéo
negativa com a idade da populacéo estudada e duracdo da doenca. Chang e
colaboradores descreveram associacdo de IL-29 com a presenca do anticorpo
anti-CCP(Chang et al.,, 2017). A quebra do mecanismo de autotolerancia
associada a producdo aumentada de autoanticorpos € uma condicdo que esta
presente nas fases iniciais das doencas autoimunes incluindo a AR. Outra
possivel explicacdo para esse achado é que em faixas mais avancadas de
idade h& existéncia do processo de imunossenescéncia com relativa
deterioracédo do sistema imune e menor producao de seus mediadores (Burska
et al., 2014).

Ao fazer andlise laboratorial dos pacientes com AR e sua correlacao
com niveis de IL-29, encontramos uma correlacao positiva do nimero absoluto
de neutrdéfilos em pacientes com fator reumatoide positivo e uma correlacdo
negativa em pacientes com fator reumatoide negativo. Pacientes com fator
reumatoide estdo relacionados a uma doenga com carga inflamatéria maior e
de pior progndstico. Nestes pacientes pode haver maior expressao de citocinas
pro-inflamatérias e que tenham associacdo com quimiotaxia de neutrofilos (IL-6
e IL-8) (Kaplanski et al., 2003; Xu et al., 2013).

Nesta tese, demonstramos, pela primeira vez, valores de ponto de corte
de IL-29 para discriminar pacientes com AR entre pacientes com outras
doencas reumatolégicas, com sensibilidade de 57% e especificidade de 92,7%.

Uma revisao sistematica realizada em 2010 avaliou a acuracia dos anticorpos
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anti-CCP em 151 estudos e evidenciou 67% de sensibilidade e 96% de
especificidade (Whiting et al., 2010). Quanto ao fator reumatoide, uma meta-
analise importante evidenciou uma sensibilidade de 69% e especificidade de
85% (Nishimura et al., 2007).

Ao realizarmos os testes de acurécia para IL-22, foi possivel demonstrar
gue niveis de IL-22 estavam maiores em pacientes com AR quando
comparados a pacientes sem AR e controles saudaveis. A habilidade da IL-22
em distinguir artrite reumatoide das outras doengas reumatoldgicas avaliadas
levou a uma moderada sensibilidade e especificidade. Se comparada apenas a
individuos saudaveis a IL-22 mostrou moderada sensibilidade e alta
especificidade. Os pontos de corte para os niveis de IL-22 para discriminar
pacientes com AR de pacientes com outras doencas reumatoldgicas e de
individuos saudaveis também foram reportados.

Os dados mais consistentes que analisaram o desempenho diagndstico
do fator reumatoide sdo oriundos de uma metandlise que relatou uma
sensibilidade de 69% (IC 65% a 73%) com uma variacao de 20,5 a 100%. A
especificidade estimada foi de 85% (IC, 82 a 88%). As razdes de
verossimilhanca positiva e negativa foram de 4.86 (IC, 3.95 to 5.97) e 0.38 (IC,
0.33 to 0.44) (Nishimura et al., 2007). J& a acuracia do ACPA foi avaliada em
uma revisao sistematica envolvendo 151 estudos, realizada em 2010. (Whiting
et al., 2010). A sensibilidade estimada foi de 67% e a especificidade de 96%. A
sensibilidade do ACPA foi mais baixa para detectar artrite reumatoide inicial
comparada a sensibilidade para identificar AR estabelecida. Quando
combinados os dois anticorpos FR e anti-CCP a sensibilidade foi de 57% (IC,
55% a 59%) e a especificidade de 96% (IC, 96% a 97%)(Sun et al., 2014). Para
IL-22, o presente trabalho demonstrou sensibilidade maior que o FR e anti-CCP
(74.81%) porém com menor especificidade (78.14%).

Outros estudos avaliaram a acuracia de citocinas na AR. Em 2012,
niveis de IL-15 foram avaliados em 144 pacientes com AR e comparados a 55
controles saudaveis. A IL-15 teve sensibilidade de 74.8% e especificidade de
70.4% em identificar pacientes com AR. A presente tese obteve, para IL-29,
sensibilidade menor (65,29%), porém especificidade maior 95,59%. Para IL-22,
obtivemos o valor semelhante de sensibilidade de 74,81% e especificidade

maior de 98,53% Nesse estudo a area sob a curva (AUC) foi similar a do anti-
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CCP (0.800 vs. 807). Nossos resultados demonstraram que a IL-29 e IL-22,
guando comparada a controles saudaveis, tiveram AUC nos valores de 0.810 e
0.860, respectivamente. Esse trabalho também determinou um ponto de corte
ideal para IL-15 na predicdo da AR e mostrou que esta citocina poderia fazer
parte de um modelo de predi¢do de AR junto com fator reumatoide e anti-CCP.
Nesse estudo o nivel mediano de duracdo da doenca nos pacientes avaliados
foi de 11 anos. Nosso trabalho também teve pacientes com tempo médio de
duracdo de doenca alta 8,9 anos e 9,6 anos, para IL-29 e IL-22,
respectivamente (Pavkova Goldbergova et al., 2012).

Um estudo publicado em 2010 investigou algumas citocinas e
guimiocinas, e verificou que estas estdo expressas no soro de 86 pacientes
com AR, no periodo anterior ao desenvolvimento da doenca. Medidas de
acuracia desses marcadores avaliados foram calculadas ao serem comparadas
a 256 controle saudaveis. Foram analisados como preditores de doenca IL-
1RA, IL-2, GM-CSF, IFN-gamma, IL-4, IL-9, TNF-alfa, IL-12, IL-10, IL-1beta, IL-
6, MCP-1 (do inglés, Monocyte Chemoattractant Protein-1), IL-15, IP-10. Todos
0s marcadores tiveram baixas sensibilidade, mas apresentaram especificidades
maiores que 95,3%. A analise da combinacdo dos anticorpos anti-CCP e das
citocinas divididas por fendtipode linfocito Th (Thl and Th2) resultou em
sensibilidades de 14,1% e 12,9%, respectivamente, e uma especificidade de
100%. Incluindo todas as citocinas e quimiocinas, todos os fatores avaliados e
o anti-CCP o modelo de predicdo de AR construido pelos autores teve
sensibilidade de 51,2% e especificidade de 91,9%(Kokkonen et al., 2010).

Em 2013, outro trabalho demonstrou que niveis baixos de IL-7 eram um
bom preditor de AR em 250 pacientes procedentes de uma coorte de pacientes
com artrite reumatoide muito inicial (menos de 6 meses de duragdo). Em
pacientes negativos para ACPA (n=199), niveis baixos de IL-7 foi 0 marcador
mais especifico de predicdo de AR com sensibilidade de 27,5% e
especificidade de 83%. Houve diminuicdo dos valores de sensibilidade quando
combinados a presenca de ACPAs com IL-7, sugerindo que essa interleucina
seria um marcador independente(Goeb et al., 2013).

A performance diagnostica da IL-13 e IL-17 foi investigada
recentemente. Um estudo incluiu 30 pacientes com artrite reumatoide inicial e

comparou com 28 controles. Para a IL-13 a area sob a curva foi de 1.00, com
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sensibilidade e especificidade de 100%. Enquanto a IL-17 obteve uma AUC de
0.902, com sensibilidade de 86.67% e especificidade de 100%. Embora os
valores de razdes de verossimilhanca obtidos para IL-13 e IL-17, foram altos
com os valores de 28 e 24,17, respectivamente, as razbes de verossimilhanga
negativa tiveram valores maiores que 1.00 (Silosi et al., 2016).Posteriormente,
com um desenho parecido ao estudo anterior, 0S mesmos autores avaliaram a
acuracia da IL-6 e obtiveram valor de sensibilidade e especificidade de 100% e
estabeleceram um ponto de corte ideal para essa citocina. A AUC para IL-6 foi
1.00. Para o TNF-alfa a sensibilidade foi 90% e especificidade de 100% e area
sob a curva de 0.905 (Silosi et al., 2017).

A andlise protedmica realizada em 56 pacientes com AR em um estudo
publicado em 2007 demonstrou niveis aumentados de TNF-a, IL-1beta, IL-6, IL-
12p40, IL-13 em soro de pacientes com AR com menos de seis meses de
duracdo de sintomas comparados com controles saudaveis. Este perfil
demonstrado nessa analise foi especifico de AR e ndo foi reproduzido nos
pacientes com espondilite anquilosante ou artrite psoriasica avaliados no
estudo. Os resultados expressivos do estudo foram restritos a pacientes com
ACPA-positivos sugerindo que um perfil inflamatério mais evidente estaria
associado a autorreatividade (Hueber et al., 2007). Diante disso, € notavel a
necessidade de novas ferramentas que auxiliem no diagnéstico da AR.

Quando um novo teste diagnostico € introduzido, os profissionais
meédicos tendem a ser relutantes em parar de usar o teste convencional ja
utilizado, o que resulta na utilizacdo de dois testes em vez de apenas um,
gerando dispéndio de recursos no sistema de saude. Novos testes geralmente
S80 mais caros que 0s seus predecessores, 0 que leva a questao sobre o custo
efetividade de sua aplicagdo. No entanto testes com maior especificidade para
diagnosticar uma doenca com sequelas importantes em longo prazo se nao
tratada prontamente devem ter sua aplicacdo considerada pois sua introducao
pode ser custo-efetiva (Whiting et al., 2010).

Na avaliacdo diagnéstica da AR, o desempenho de biomarcadores pode
depender da duracao dos sintomas no momento que forem realizados o teste e
a carga inflamatéria da doenca estudada no momento da avalicdo. (Burska et
al., 2014). Na pratica clinica, muitos profissionais médicos recomendam medir

ambos anticorpos anti-CCP e FR porque o anticorpo anti-CCP tem moderada
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sensibilidade, e hd uma tentativa de maximizar a sensibilidade do diagnostico
de AR combinando estes dois marcadores (Nishimura et al., 2007). No entanto,
ao maximizar a sensibilidade devemos considerar que podemos ter mais falso-
positivos e levar a tratamentos desnecessarios e dispendiosos ressaltando a
importancia de ponderarmos os riscos e 0s beneficios desta abordagem.

Devemos levar em consideracdo que os niveis das citocinas avaliadas
nesse trabalho podem ter sido influenciados pelo uso de drogas modificadoras
do curso de doenca e corticosteroides. No entanto, ao estratificarmos o0s
pacientes por tratamento utilizado, ndo encontramos diferencas nos niveis das
citocinas estudadas.

E importante ressaltar o longo tempo de doenca que nossos pacientes
apresentavam ao serem incluidos no estudo. Porém ao dividirmos pacientes
em dois grupos de acordo com tempo de doenca emmenor que 2 anos € maior
gue dois anos, ou menor que um ano e maior que um ano, nao houve diferenca
nos niveis séricos de IL-29 e IL-22. A expressdo de outras citocinas foram
avaliadaspela identificacdo de genes nasindvia de pacientes com AR em um
estudo anterior. Os genes das citocinas IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), TGF-beta e fator estimulador de colénias
de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) na sindvia de 16 pacientes com AR
nao foram diferentes em pacientes com 12 meses de duracdo de doenca
comparados a pacientes com AR mais avancada (Canete et al., 1997). Ainda
assim, é necessario avaliar pacientes em fases iniciais da doenca.

Diante disso, as medidas de acuracia encontradas devem ser avaliadas
no contexto da populacdo analisada neste trabalho. Estudos com pacientes
virgens de tratamento imunomodulador e com menos tempo de doenca séo
necessarios para avaliar a acuracia destas citocinas como ferramentas de
diagnostico na AR. A combinacdo da dosagem sérica destas citocinas com a
investigacdo de autoanticorpos (FR e anti-CCP) também deve ser objeto de
futuros trabalhos com o intuito de maximizar a acuracia de biomarcadores na
abordagem diagndstica de pacientes com suspeita da doenca.

Estudos futuros de acuracia com as citocinas estudadas neste trabalho
devem incluir uma coorte de diagnostico envolvendo pacientes com suspeita de
artrite reumatoide, incluir uma avaliagdo dos anticorpos fator reumatoide e anti-

CCP, e a inclusao da dosagem sérica das citocinas combinadas ou nédo a estes
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anticorpos. Os resultados deste trabalho fornecem dados de medidas de
acuracia das citocinas estudadas em uma amostra de pacientes com AR.
Sugere-se que niveis séricos das citocinas analisadas podem ter potencial para

uso como um marcador biolodgico de diagnéstico na AR.



126

6 CONCLUSOES

Niveis seéricos de IL-29 e IL-22 encontraram-se aumentados em
pacientes com AR, quando comparados com controles saudaveis e com outras
doencas reumatologicas (lipus eritematoso sistémico, esclerose sistémica,
osteoartrite e fibromialgia).

Em segundo lugar, houve correlacdo negativa dos niveis de IL-29 com
idade e tempo de doenca.

Em pacientes com a presenca de autoanticorpo Fator Reumatoide houve
correlacdo positiva dos niveis séricos de IL-29 com a contagem absoluta de
neutrofilos e em pacientes sem este anticorpo houve correlacdo negativa dos
niveis da IL-29 com a contagemabsoluta de neutrofilos.

A IL-29 e a IL-22 apresentam boa sensibilidade e especificidade para
identificar pacientes com AR e o0s resultados encontrados sugerem que estas
citocinas podem ser biomarcadores de acuracia para distinguir artrite
reumatoide de controles saudaveis e de outras doencgas reumatolégic a

populacédo estudada.
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17.1.5 FATOR REUMATOIDE

<6 SEMANAS (00)>6 SE

17.1.6 ALTERACOS RADIOGRAFICAS

17.1.7 NODULOS SUBCUTANEOS

P: MCF, IFP DO 22. Ao 52., IF

17. CRITERIOS DE CLASSIFICACAO

1.SIM 2.NAO

MANAS (01)

dos polegares, PUNHOS

17.2.5 TOTAL:

17.2 ACR 2010

17.2.1 ACOMETIMENTO ARTICULAR*:

1.SIM 2. NAO

FR/ANTI-CCP*: AUSENTE(00)

17.2.3 REAGENTES DE FASE AGUDA:

1G(00) 2-10G (01) 1-3P (02) 4-10P(03)>10 (05)

+(02) ++(03)

PCR/VSH: NORMAL (00)

17.2.4 DURACAO DOS SINTOMAS:

ANORMAL (01)

# G: OMBROS, COTOVELOS, QUADRIL, JOELHOS, TORNOZELOS

SOROLOGIA

18. Fator reumatoide

19. Anti-CCP

1.Sim

1.Sim

2. Nao

3. Nao realizado

HISTORIA CLINICA
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20. Data do inicio dos sintomas 22. Data do diagnéstico
21. Tempo de doenga 23. Tempo de doenga
(sintomas em i ) (diagnéstico em meses)
24. ManifestagGes extra-articulares
1. Sim 2. Ndo
25. Manifestages extra-articulares: 25.5 Sindrome de Felty () 25.10 Sindrome de Sjogren ()
25.1 Pericardite () 25.6 Esclerite () 25.11 Fibrose pulmonar( )
25.2 Pleurite ( ) 25.7 Episclerite () 25.12 Bronquiolite obliterante ( )
25.3. Vasculite cutdnea( ) 25.8 Glomerulonefrite () 25.13 N6dulos reumatoides ()
25.4 Neuropatiarelacionada a vasculite () 25.9 Amiloidose ( ) 25.14 Ceratoconjuntivite seca( )
26.Comorbidade? o 1.SIM. o 2. NAO 26.1 Qual?
27. Hipertensdo arterial Sistémica? o 1.SIM o 2.NAO
Se a resposta for SIM:
27.1 Faz uso de medicagdo anti-hipertensiva? © 1.SIM 02.NAO
28. Diabetes? o 1.5IM 0 2. NAO
29. Obesidade? o 1.SIM ©2.NAO
30. Dislipidemia o 1.SIM ©2.NAO
31. TABAGISMO?
o0 1.SIM. 02.NAOO 3. Ex-Tabagista
31.1 Tempo: anos 31.2 Inativo: anos
DADOS CLINICOS
32.Peso: 33. Altura: 34.IMC:
35. PAS: | 36.PAD: |
CONTAGEM ARTICULAR
ATIVIDADE DE DOENCA
48. CDAI: 49, DAS28:
48.1 Remissdo ( ) 49.1 Remissdo ( )
48.2 Leve () 49.2Leve ( )
48.3 Moderada( ) 49.3 Moderada ( )
48.4 Severa () 49.4 Severa ( )

50. Classe Funcional (

)

Definicio

Capacidade completa para realizar atividades comuns da
vida didria (cuidado pessoal, trabalho, lazer)

Capacidade para realizar cuidados pessoais e trabalho,
mas limitagdo para atividades de lazer e esportes

Capacidade para realizar cuidados pessoais, mas
limitagdo para trabalho e lazer

Limitagdo para todas as atividades usuais, inclusive
cuidados pessoais e alimentagdo

HAQ (Health Assessment Questionary)
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PRESENCA DE EROSOES:

1. SIM 2.NAO

53. MEDICAMENTOS(Olhar também o prontuario):

OBS.: {Marcar com X apenas o que estdo sende utilizados)

DROGA ATUAL/DOSE

PREGRESSO

53.1 Prednisona

53.2 Metotrexato

53.3 Antimaldricos:

53.4 Sulfassalazina

53.5 Leflunomida

53.6 Infliximabe

53.7 Adalimumabe

53.8 Etanercepte

53.9 Rituximabe

53.10 Abatacepte

53.11 Tocilizumabe

53.12 Vitamina D

53.13 Estatinas

53.14 Anti-hipertensivos

53.15 AINE:

53.16 OUTROS:

EXAMES LABORATORIAIS

Hemograma:
54, Hb=

55, Ht =

56. Leuc =

57. Neutréfilos =

60.LDL =

61. VLDL =

62.HDL =

63. Triglicerideos =

64. Glicemia de Jejum =

58, Linf = 65. Colesterol total =
59, Plaguetas =
66. Uréia 68. TGO=

69. TGP=

67. Creatinina =

70. Anti-CCP = 71. Fator Reumatdide =
71.1 1. NEGATIVO 2.+ 3.+ (ALTOS TiTULOS-3X)
72, Albumina= 73. PCR:

73.1 L1POSITIVO 2. NEGATIVO 3.NAO REALIZADO
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Ciéncias Bioldgicas / Centro de Ciéncias da Saude
Grupo de Pesquisa em Imunomodulacédo e Novas Abordagens Terapéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa AVALIACAO DOS ASPECTOS
IMUNOBIOLOGICOS DAARTRITE REUMATOIDE E BUSCA DENOVOS ALVOS TERAPEUTICOS, que esta sob
aresponsabilidade do pesquisador Laurindo Ferreira da Rocha Junior, Av. Professor Morais Rego, s/n -
Cidade Universitaria, Recife - PE, 50670-420, telefone 81-21263576 e e-mail:
laurindorochajr@hotmail.com. Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Angela Luzia
Branco Pinto Duarte, Andrea Tavares Dantas, Laurindo Ferreira da Rocha Junior, Claudia Diniz Lopes
Marques, Henrique de Ataide Mariz, Pablo Ramon Gualberto Cardoso, MichellyCristiny Pereira, Maria
do Carmo Alves de Lima, Maira Galdino da Rocha Pitta, Moacyr Jesus Barreto de Melo Rego e Kamilade
Melo Vilar. Telefones para contato: 21263575.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo Ihe sejam compreensiveis, as
davidas podem ser tiradas com a pessoa que esta Ihe entrevistando e apenas ao final, quando todos os
esclarecimentos forem dados, caso concorde com arealizacdo do estudo pedimos que rubrique as
folhas e assine aofinal deste documento, que esta em duas vias, umavialhe sera entregue e aoutra
ficara com o pesquisador responsavel.

Caso ndo concorde, ndo havera penaliza¢do, bem como sera possivel retirar o consentimento a
gualguer momento, também sem nenhuma penalidade.

Como pesquisadores responsaveis deste estudo, nosso objetivo é descobrir o que estadesrregulado no
seu corpo, levando ao desenvolvimento da doenca. Nesta pesquisa s sera realizado testes com as
células presentes no seu sangue e/ou no liquido sinovial que € coletado da sua articulagdo no momento
da administracéo do corticoide. Deste modo, nenhum medicamento sera administrado em vocé
durante toda apesquisa.

Eimportante ressaltar que: sua participaco é inteiramente voluntaria, vocé pode deixar de participar
doestudo aqualquer momento que quiser, nés solicitaremos novamente suaaprovacgao (verbal) no
momento de cada coleta, faremos um banco de dados e caso a pesquisa traga bons resultados, vocé
serd um dos primeiros beneficiados.

A artrite reumatoide é uma doenca autoimune, inflamatoria cronica que acomete, principalmente, as
articulacdes, causando dores, deformidades e incapacidade funcional. Com o passar do tempo, 0s
portadores de artrite desenvolvem incapacidade para realizagéo de suas atividades tanto de vida diaria
como profissional. A artrite reumatoide é comum e a prevaléncia pode chegar a 1,5% da populagdo em
algumas regides. E mais freqiiente em mulheres e costuma iniciar-se entre 30 e 50 anos de idade, mas
também acomete homens e criangas.

NOs solicitamos a sua colaboracéo e participacdo neste estudo porque vocé é portador de artrite
reumatoide ou por vocé ser um voluntério ndo portador desta doenca. Este estudo inclui a
participacao de 500individuos. Entre osquais, 300 sdo voluntarios sem artrite reumatoide e 200 séo
portadores de artrite reumatoide.

Paraeste estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de sangue é feitanobragoe a
guantidade coletada € equivalente aduas colheres de sopa (10-15ml). A coleta de sangue pode ser
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desconfortavel e o braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que é umaéarea
arroxeadanolocaldacoleta. Antesdeiniciaracoleta, néslimparemos o seubra¢cocomalcool, etodo
material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por profissionais treinados e competentes e
orientados para reduzir os riscos.

Para este estudo pode ser necessario coletar amostras do liquido sinovial. O liquido sinovial € um
liquido transparente e viscoso de algumas juntas que tem como funcao lubrificar as articulagbes. Em
pacientes com artrite reumatoide o liquido sinovial pode estar alterado em algumas articulagdes. O
volumeasercoletadodepende daquantidade de liquido quefoi produzido naarticulacdo comartrite.
Acoletadoliquido pode serdesconfortavel e pode serfeitacomousemanestésicolocalpodendoser
necessario manter aarticulacdo sem sobrecarga nas 24 horas ap6s a coleta. Durante a coleta pode
haver sangramento leve e/ou dolorimento. As coletas serao feitas por profissionais competentes
devidamente treinados para reduzir os riscos para o paciente e quando necessarias guiadas por
ultrassom. As coletas s serao realizadas nos pacientes na qual seja necessario a retirada do liquido
sinovial para a administracdo do medicamento.

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicac@es cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo
estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficarao
armazenados em pastas de arquivo no Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicasda UFPE e
computador pessoal dos pesquisadores envolvidos, sob a responsabilidade da pesquisadora Angela
Luzia Branco Pinto Duarte, no endereco acimainformado, pelo periodo de minimo 5 anos.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participagdo neste estudo?

Se voceé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da nossa equipe,
podendo contatar:

Profa. Dr. Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica do Hospital Das Clinicas da Universidade Federal
dePernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife— PE .E-mail:
aduarte@terra.com.br. Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155.

Dr.AndreaTavares Dantas, Doutoranda do Programade P6s-Graduacéo em Inovacdo Terapéuticada
Universidade Federal de Pernambuco. Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-
901 Recife—PE . E-mail: laurindorochajr@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155.
Profa.Dr.MairaGaldino daRochaPitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego
S/IN- Cidade Universitaria, CEP:50.670-901 Recife —PE. E-mail: mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55
(81) 2126-8346

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagcao € voluntaria,
mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial.

Emcasode duvidasrelacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderaconsultar o Comité de
Eticaem Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE noendereco: (AvenidadaEngenharias/n—1°
Andar, sala4-Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:50740-600, Tel.: (81) 2126.8588—e-mail:
cepccs@ufpe.br).


mailto:aduarte@terra.com.br
mailto:laurindorochajr@gmail.com
mailto:mgrpitta@gmail.com
mailto:cepccs@ufpe.br

144

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Ciéncias Bioldgicas / Centro de Ciéncias da Saude
Grupo de Pesquisa em Imunomodulacédo e Novas Abordagens Terapéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

« AVALIAGAO DOS ASPECTOS IMUNOBIOLOGICOS DA ARTRITE REUMATOIDE E BUSCA DE
NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS »
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF :
abaixo assinado, aposaleitura (ouaescutadaleitura) deste documento e de ter tido aoportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo, como voluntéario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualgquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu
acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Localedata

Assinaturado participante:

IMPRESSAO DIGITAL
Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pe |squisa e o0 aceitedo
voluntario em participar. (02testemunhas néo ligadas aequipe de pesquisadorles):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura;

Angela Luzia Branco Pinto Duarte

(pesquisadora responsavel)



ANEXO A — PARECER COMITE DE ETICA

:
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 003/2011 - CEP/CCS Recife, 14 de janeiro de 2011

Registro do SISNEP FR - 370323

CAAE - 0339.0.172.000-10

Registro CEP/CCS/UFPE N° 339/10

Titulo: Avaliagao do perfil imunolégico de pacientes portadores de artrite reumatoide.
Pesquisador Responsavel: Maira Galdino da Rocha Pitta

Senhor(a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou analisou de
acordo cdm a Resolucdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 13 de janeiro de 2011.

Ressaltamos que a aprovacéo definitiva do projeto serd dada apds a entrega do relatdrio final,

conforme as seguintes orientagdes:

a) Projetos com, no maximo, 06 (seis) meses para conclus&0: o pesquisador devera
enviar apenas um relatério final;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: 0 pesquisador devera enviar

. relatérios semestrais.
Dessa forma, o oficio de aprovagdo somente sera entregue apos a andlise do relatorio final.

Atenciosamente

) 7 -
0S uto

ro _G%raldo Bosco Lind
Coordenador do CEP/

A
Prof® Maira Galdino da Rocha Pitta
Departamento de Bioquimica- CCB/UFPE

Av. P_rof. Moraes Rego s/n, 1° Andar, Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588, cepees@ufpe. br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W‘m
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

-G08 LFFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS ASPECTOS IMUI\{OBIOLOGICOS DA ARTRITE REUMATOIDE E
BUSCA DE NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS

Pesquisador: Laurindo Ferreira da Rocha Junior

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 53554116.6.0000.5208

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.486.537

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa sob a responsabilidade do pesquisador Laurindo Ferreira da Rocha
Janior (Médico, mestre e doutorando pelo Programa de Poés-graduagao

em Inovagao Terapéutica (PPGIT) da UFPE) e uma grande equipe de pesquisadores, 12 ao todo. O projeto
envolve a tematica da artrite reumatoide AR) doenga sistémica, inflamatéria e progressiva, de etiologia
autoimune, caracterizada pela presenca de poliartrite periférica simétrica, as vezes associada a
manifestagdes extra-articulares. Sua fisiopatologia é bastante complexa. Estudos genéticos e imunologicos
indicam que a doenca é consequente de um desequilibrio tanto da imunidade inata quanto adaptativa.
Citocinas inflamatérias e quimiocinas estéo fortemente envolvidas na patogénese desta doenca. O
tratamento medicamentoso da AR inclui o uso de anti-inflamatérios ndo hormonais (AINH), corticoides,
drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD) sintéticas e biolégicas e drogas imunossupressoras.
Apesar de amplo espectro para tratamento da AR, novas drogas tém sido desenvolvidas com alvos
terapéuticos direcionados a mecanismos moleculares especificos, particularmente em pacientes que
apresentam eventos adversos importantes ou sao refratarios a terapia instituida. Diversos alvos terapéuticos
na cascata inflamatéria da AR tem sido continuamente identificados e

Endereco: Av. da Engenharia s/n® - 12 andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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