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RESUMO 

 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune inflamatória sistêmica que 

tem como característica principal o acometimento articular. As citocinas estão 

diretamente implicadas na patogênese da AR. Este trabalho objetivou 

determinar os níveis de citocinas da via Th17, particularmente IL-17A e IL-22 e 

correlacionar seus níveis séricos com dados clínicos, demográficos, 

radiológicos e laboratoriais de pacientes com AR, bem como avaliar a atividade 

imunomoduladora do novo derivado tiazolidínico LPSF/TM17. Os pacientes 

foram provenientes do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). A coleta de dados clínico-demográficos foi realizada por 

questionário específico e os pacientes que preencheram os critérios de 

inclusão realizaram coleta do sangue periférico. A quantificação de citocinas foi 

realizada em 83 pacientes e 30 controles saudáveis por ELISA. Os níveis de IL-

22 mostraram-se aumentados nos pacientes (média 432,37 pg/ml) quando 

comparados aos controles (67,45 pg/ml), p<0,001. Houve correlação da IL-22 

com os índices clínicos de atividade de doença DAS28 (p = 0.037) e CDAI (p = 

0.013). Houve correlação dos níveis desta citocina com a presença de erosões 

radiográficas (p = 0.0001) e com a presença do autoanticorpo fator reumatoide 

(p = 0.001). Visando avaliar o efeito imunomodulador do LPSF/TM17, foram 

dosadas citocinas em sobrenadantes de culturas de células mononucleares 

periféricas após estimulação com PMA e Ionomicina de parte destes pacientes 

com AR (IFNγ, IL-17A, IL-6 e IL-22). O LPSF/TM17 inibiu significativamente a 

produção de IFNγ na concentração de 100μM e de IL-17A e IL-22 nas 

concentrações de 1, 10 e 100 μM (p<0,05). Este estudo foi pioneiro em 

associar os níveis de IL-22 com a gravidade da doença implicando importante 

papel desta citocina na patogênese da AR. O presente estudo mostrou a 

associação da IL-22 na patogênese da AR e que, nessa doença, o LPSF/TM17 

pode ser importante na abordagem terapêutica, uma vez que inibiu citocinas 

envolvidas na doença (IFNγ, IL-17ª e IL-22). 

 

Palavras-chave: Artrite reumatoide, derivado tiazolidínico, CDAI, DAS28, 

interleucina-22, interleucina-17A. 
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ABSTRACT 

 

Rheumatoid Arthritis (RA) is an inflammatory systemic autoimune disease with 

joint involvement as main clinical feature.Cytokines are directed implicated in 

RA pathogenesis.This study aimed to assess the citokine profile of Th17 

pathway, paticularly IL-17A and IL-22 as well as correlate these cytokines 

serum levels with clinical, demographic, radiographic e laboratory data from 

patients with Rheumatoid Arthritis (RA) and we also evaluated the 

immunomodulatory activity of the new thiazolidinedione LPSF/TM17. The 

patients were recruited at Hospital das Clínicas of Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). Clinical and demographic data were recorded in standard 

questionnaire and patients who fullfilled the inclusion criteria had their blood 

collected. Cytokines were assayed with ELISA in 83 RA patients and 30 healthy 

controls. IL-22 levels were increased in patients with RA compared with controls 

(mean 432.37 pg/ml and 67.45 pg/ml, respectively; p < 0.001). Levels of IL-22 

correlated with the composites indices of disease activity DAS28 (p=0.037) and 

CDAI (p=0.013). Rheumatoid factor (RF) positivity and the presence of bone 

erosions correlated with higher levels of IL-22 in patients with RA, p=0.001 and 

p=0.0001, respectively. The immunomodulatory effect of LPSF/TM17 was 

assessed in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from RA patients after 

cytokines assays (IFNγ, IL-17A e IL-22) in culture supernatants after stimulation 

with PMA and Ionomycin. This was the first study to associate IL-22 serum 

levels with disease severity suggesting an important role of this cytokine in RA 

pathogenesis. Importantly, LPSF/TM17 significantly inhibited IFNγ productionin 

the concentration of 100 μM and induced lower levels of IL-17A and IL-22 in the 

concentrations of 1, 10 and 100 μM (p<0,05). The role of the thiazolidinediones, 

synthetics agonists of PPARγ, in RA and in other autoimmune diseases has 

been described suggesting that these compounds may be of great importance 

in the therapeutic approach of theses diseases. 

 

Key words: Rheumatoid Arthritis, thiazolidinedione, CDAI, DAS28, interuleukin-

22, interleukin-17A. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As doenças reumatológicas compreendem um amplo grupo de 

diferentes condições. A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune 

inflamatória sistêmica que acomete até 1% da população, leva a destruição das 

articulações e pode causar sintomas extra-articulares (LIAO& KARLSON, 

2011). A AR está associada a importante morbidade, incapacidade e 

mortalidade (FIRESTEIN, 2003). 

A etiologia da AR é desconhecida, entretanto fatores genéticos e 

ambientais contribuem para o desenvolvimento da doença (MCINNES& 

SCHETT, 2011). A patogênese da AR é bastante complexa. É bem 

reconhecido que o sistema imune é uma ferramenta poderosa na defesa contra 

micro-organismos e substâncias que podem causar dano tecidual. De maneira 

geral, o sistema imune é capaz de reconhecer patógenos invasores e seus 

produtos assim como sinais endógenos de perigo e eliminá-los sem causar 

danos ao hospedeiro(JANEWAY, 2001). Defeitos em regular a inflamação 

levam a resposta excessiva do sistema imune e a doenças autoimunes como a 

AR. Células B, células T e a interação de citocinas pró-inflamatórias 

desempenham papéis importantes na fisiopatologia da doença. Numerosas 

citocinas são expressas e funcionalmente ativas nos tecidos sinoviais.As 

citocinas funcionam como uma complexa rede de interações relacionadas a 

mecanismos imunológicos específicos que promovem autoimunidade, 

inflamação crônica e destruição tecidual(MCINNES & SCHETT, 2007). 

A presença de autoanticorpos, estruturas semelhantes a centros 

germinativos na sinóvia reumatoide e alterações de células B reforçam o papel 

das células B na patogênese da AR. Além disso, funcionam como células 

apresentadoras de antígeno, secretam citocinas de forma abundante e 

expressam receptores semelhantes a Toll (toll-like receptors), tais receptores 

são capazes de reconhecer ¨sinais de perigo¨, mecanismo importante da 

imunidade inata (DORNER, JACOBI & LIPSKY, 2009;SCHERER& 

BURMESTER, 2011). 
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Células T efetoras autorreativas também estão implicadas no 

desenvolvimento da AR. A membrana sinovial inflamada é rica principalmente 

em células CD4+ T helper (Th). Essas células são divididas em subpopulações 

baseadas no fator de transcrição e citcocinas que expressam (SCHERER & 

BURMESTER, 2011). Subtipos celulares com potencial relevância na 

patogênese da AR incluem as células Th1, Th17, células T regulatórias (Treg) 

e recentemente, tem sido descrito o fenótipo Th22 (LUNDY et al., 2007;ZHANG 

et al., 2011a). O progresso da melhor compreensão da patogênese da AR tem 

levado a um melhor manejo farmacológico da doença e melhor prognóstico 

para os pacientes. Atualmente a abordagem farmacológica tem como alvo 

terapêutico remissão ou atividade leve da doença e na prática clínica diária a 

avaliação dos pacientes pode ser feita através dos índices compostos de 

atividade CDAI e DAS28. Tais índices facilitam os cuidados com o paciente e 

permitem avaliar a terapia instituída de forma objetiva (PREVOO et al., 

1995;ALETAHA et al., 2005). A terapia medicamentosa da AR, atualmente 

inclui um grupo de drogas chamadas drogas modificadoras de curso de doença 

(DMCD), que incluem DMCDs sintéticas e biológicas (DA MOTA et al., 2012). 

Entretanto, apesar de um perfil de eficácia favorável das terapias atuais, 

existem ainda vários desafios clínicos, particularmente para os pacientes que 

apresentam eventos adversos ou não respondem a terapia instituída. Além 

disso, as DMCDs biológicas, embora terapias promissoras, tem importante 

ação imunomoduladora e estão associadas a um maior risco de infecção,além 

do custo financeiro bastante elevado(CHOY, 2012; RUBBERT-ROTH, 

2012;FURST et al., 2012; SINGH et al., 2012). 

Estudos recentes tem destacado as propriedades anti-inflamatórias dos 

agonistas dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gamma 

(PPARγ) em modelos experimentais de artrite e em diversas células que 

participam da cascata inflamatória(JIANG, TING & SEED 1998; RICOTE et al., 

1998; KAWAHITO et al., 2000; SHIOJIRI et al., 2002; CUZZOCREA et al., 

2003;AMORUSO et al., 2007). A expressão do PPARγ nas articulações tem 

sido descrita(JI et al., 2001). Os agonistas do PPARγ, em nível celular, inibem 
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a indução transcricional de genes que contribuem para a patologia articular 

(GIAGINIS, GIAGINI & THEOCHARIS, 2009).  

As tiazolidinadionas ou derivados tiazolidínicos são agonistas sintéticos 

do PPARγ e atualmente tem sido usadas no tratamento do diabetes melito tipo 

2(CARIOU, CHARBONNEL & STAELS,2012). Recentemente tem sido objeto 

de pesquisa como alvo terapêutico in vitro e ex vivo em doenças inflamatórias e 

autoimunes como a AR (PALMA et al., 2012). O Laboratório de Planejamento e 

Síntes de Fármacos (LPSF) da Universidade Federal de Pernambuco vem 

investigando novos derivados tiazolidínicos para o tratamento destas doenças. 

O TM17 é uma tiazolidinediona recentemente sintetizada no LPSF da UFPE e 

é parte do escopo deste trabalho com foco em sua ação imunomoduladora na 

expressão de citocinas envolvidas na AR. 

No decorrer do desenvolvimento desta dissertação foram elaborados 4 

artigos, que se encontram anexos nos resultados. O primeiro artigo, intitulado 

PPAR-γ AGONISTS IN ADAPTIVE IMMUNITY: INTERPLAY WITH T AND B 

CELLS é um artigo de revisão e foi preparado a convite dos editores do 

periódico PPAR Research. Tem como objetivo descrever a relação dos 

agonistas do PPARγ com a imunidade adaptativa e destacar seu importante 

papel na ativação, sobrevivência e diferenciação das células T e interface com 

os linfócitos B. Assim como também relatar a importância desses agonistas na 

expressão de citocinas importantes para as subpopulações celulares 

implicadas na patogênese de doenças autoimunes Th1 (IFNγ, Il-2 e IL-12), 

Th17 (IL17, IL-21, IL-22 e IL-23) e células T regulatórias.  

O segundo artigo, publicado em julho de 2012 no TheJournal of 

Rheumatology, intitulado “Increased Serum Interleukin 22 in Patients with 

Rheumatoid Arthritis and Correlation with Disease Activity” é resultado de 

trabalho em parceria entre o Serviço de Reumatologia do Hospital das Clínicas 

(HC) e o Laboratório de Imunomodulação e Novas Abordagens Terapêuticas 

(LINAT) da UFPE (DA ROCHA et al., 2012). Esse trabalho foi pioneiro em 

demonstrar a importância da interleucina-22 na patogênese da AR ao 

correlacionar seus níveis séricos com atividade de doença e associar níveis 
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mais altos com a presença do autoanticorpo fator reumatoide e erosões 

radiográficas. O impacto do trabalho chamou a atenção de um grupo chinês 

que ratificou o papel da IL-22 na AR em um elegante artigo publicado no 

formato de Letter na edição de novembro de 2012 do mesmo periódico (XIE, 

WANG & LI, 2012). A tréplica, que também se encontra anexa nessa 

dissertação, foi publicada na mesma edição, mais uma vez destacando o papel 

da IL-22 na fisiopatologia da doença (ROCHA JR ET AL, 2012). 

O quarto trabalho objetivou avaliar a atividade imunomoduladora do 

derivado tiazolidínico LPSF/TM17 in vitro em pacientes com AR e demonstrou 

que esse composto diminuiu a expressão de citocinas importantes na 

patogênese da doença, incluindo a interleucina-22. 

Diante disso, devido a melhor compreensão da patogênese da AR tem 

se evoluído bastante na busca de biomarcadores e em sua abordagem 

terapêutica. Os ligantes sintéticos agonistas, do PPARγ são compostos que 

apresentam efeito promissor em seu tratamento, mas ainda pouco se sabe do 

potencial terapêutico desses compostos na AR. Desta forma, a presente 

dissertação teve como objetivo avaliar a implicação de citocinas da via TH17 

envolvidas na patogênese da AR e a atividade imunomoduladora na expressão 

dessas citocinas do LPSF/TM17, agonista sintético do PPARγ, derivado 

tiazolidínico sintetizado no Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos 

(LPSF) da UFPE. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo geral desta dissertação foideterminar as citocinas da via 

Th17, IL22 e IL17A em pacientes portadores de ARe investigar a atividade 

imunomoduladora do novo derivado tiazolidinico LPSF/TM17 em células 

mononucleadas do sangue periférico destes pacientes. 

 

2.2. Específicos 

 

I. Determinar níveis plasmáticos das citocinas IL-22 e IL17A no plasma de 

pacientes portadores de AR; 

 

II. Correlacionar os níveis plasmáticos dessas citocinas com os parâmetros 

clínicos de atividade da doença CDAI e DAS28, assim como com a 

presença de erosões radiográficas e com a presença do autoanticorpo 

fator reumatoide; 

 

III. Avaliação do efeito imunomodulador do LPSF/TM17 na expressão das 

citocinas IL-6, IL-17A, IL-22 e IFNγem células mononucleadas do 

sangue periférico provenientes de pacientes portadores de AR. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Artrite reumatoide – Conceito 

 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença crônica, progressiva, sistêmica 

e autoimune caracterizada por um quadro de poliartrite inflamatória e pode 

estar associada a sintomas extra-articulares (HOCHBERG, JOHNSTON & 

JOHN, 2008). Há produção de autoanticorpos e destruição óssea e articular 

proveniente da proliferação e inflamação da membrana sinovial (sinovite) 

(MCINNES& SCHETT, 2011). O quadro clínico característico é de dor, edema 

e calor articular com importante limitação dos movimentos. Eventualmente 

pode haver rubor local. 

A AR inicia-se predominantemente como uma doença articular e uma ou 

mais articulações podem estar afetadas. É mais comum em pequenas 

articulações de mãos, punhos e pés (FIGURA 1).Geralmente o acometimento 

articular é simétrico (FIGURA 2) com importante rigidez matinal que pode durar 

de minutos a horas. Por ser uma doença sistêmica, pode apresentar sintomas 

constitucionais acompanhando ou precedendo os sintomas articulares como 

febre, astenia, fadiga, mialgia e perda ponderal (DA MOTA et al., 2011; 

WOOLF, 2003;BRASINGTON et al., 2012). As manifestações extra-articulares 

são mais observados em pacientes com doença grave e com sorologia positiva 

para o fator reumatoide (FR) ou anticorpos antipeptideos citrulinados cíclicos 

(anti-CCP - do inglês, anti-cyclic citrullinated peptide antibody). Tais 

manifestações incluem quadros de vasculite cutânea, nódulos reumatoides 

(FIGURA 3), manifestações oculares, pleuropulmonares, cardíacas, 

hematológicas e neurológicas (TURESSON et al., 2007a; GOELDNER et al., 

2011). 
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FIGURA 1. Deformidades típicas de Artrite Reumatoide: desvio ulnar de quirodáctilos 

(resultantes do deslocamento dos tendões extensores dos dedos e subluxações das 

metacarpofalangeanas), deformidade em “botoeira”(flexão das articulações interfalangeanas 

proximais e hiperextensão das interfalangeanas distais), nódulos reumatoides e atrofia de 

musculatura interóssea palmar em mão esquerda de paciente com artrite reumatoide 

atendido no Ambulatório de Reumatologia do HC-UFPE (reproduzido com a permissão do 

paciente). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

FIGURA 2: Sinovite de joelhos bilateral mais evidente à direita em paciente com artrite 

reumatoide severa. Observa-se atrofia de músculo quadríceps. (reproduzido com a permissão 

do paciente) 
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FIGURA 3: Nódulo reumatoide em cotovelo esquerdo de paciente com AR atendido no 

Ambulatório de Reumatologia do HC-UFPE (reproduzido com a permissão do paciente). 

 

 

A maior parte dos pacientes apresenta doença com curso flutuante e 

períodos de exacerbação e remissão. Com a progressão da doença há 

comprometimento das atividades de vida diária dos pacientes e incapacidade 

funcional de graus variáveis. Por seu caráter crônico e incapacitante pode levar 

a importante perda de qualidade de vida gerando custos diretos e indiretos 

para a sociedade (AZEVEDO, FERRAZ & CICONELLI, 2008). Além disso, 

pacientes com AR tem mais chances de desenvolver doenças associadas a um 

maior risco cardiovascular como diabetes mellitus e hipertensão arterial 

sistêmica (PEREIRA et al., 2012). 

 

3.2. Epidemiologia da Artrite Reumatoide 

Estimar a incidência e a prevalência da AR tem sido difícil devido a 

escassez de estudos com o número de amostra e metodologia adequadas. As 

taxas de incidência são maiores no Norte da Europa e América do Norte, 

comparadas ao sul da Europa. A incidência média observada foi de 29 casos 
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por 100 000 habitantes no norte da Europa, 38 casos por 100 000 habitantes 

na América do Norte, e 16,5 casos por 100 000 habitantes no sul da Europa 

(ALAMANOS, VOULGARI & DROSOS, 2006). No Brasil não há estudos sobrea 

incidência de AR. A prevalência da AR é bastante variável no mundo todo com 

valores entre 0,2% e 1,1%. Estudo seccional brasileiro publicado em 2004, com 

3038 pessoas estimou a prevalência da AR no país de 0,46% (SENNA et al., 

2004). A maioria dos estudos mostra uma maior frequencia no sexo feminino 

com uma taxa de 2-3 mulheres com AR para cada homem (LIAO, 2011). A 

faixa etária mais acometida varia dos 35-65 anos (LOUZADA-JUNIOR et al., 

2007; SYMMONS&CHAKRAVARTY, 1993). Esses estudos foram baseados 

nos critérios de classificação do American College of Rheumatology (ACR) de 

1987 (ARNETT et al., 1988)(TABELA 1). Com o desenvolvimento de novos 

critérios de classificação para AR em 2010 pelo American College of 

Rheumatology(ACR) e pela European League Against Rheumatism (EULAR) 

(ALETAHA et al., 2010)(TABELA 2). a incidência e prevalência da AR deve 

mudar visto que estes critérios são mais sensíveis. A mortalidade nos 

pacientes com AR é cerca de duas vezes maior que a população em geral 

(GONZALEZ et al., 2007) e, atualmente, já é bem estabelecido a associação da 

doença com maior risco cardiovascular (DEMARIA, 2002;SARZI-PUTTINI et 

al., 2010; KRAMER &GILES, 2011, SARMIENTO-MONROY et al., 2012). 
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Tabela 1  

Critérios do Colégio Americano de Reumatologia  
1987 para classificação da artrite reumatoide. Adaptado de Da Mota et al. 
(2011) e Arnett et al. (1988). 
Critério Definição 

1) Rigidez Matinal Rigidez matinal com duração de pelo 
menos 1 hora até a melhora máxima 

2) Artrite de três 
 ou mais áreas 
 articulares 

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

3) Artrite das 
articulações  
das mãos 

Artrite em punhos ou 
metacarpofalangeanas ou 
interfalangeanas proximais 

4) Artrite simétrica Envolvimento simultâneo de áreas de 
ambos os lados do corpo 

5) Nódulos  
Reumatoides 

Nódulos subcutâneos sobre 
proeminências ósseas, superfícies 
extensoras ou em regiões justa-
articulares 

6) Fator reumatoide 
sérico positivo 

Presença de quantidades anormais de 
fator reumatoide 

7) Alterações 
Radiográficas 

Radiografias posteroanteriores de mãos 
e punhos demonstrando rarefação 
óssea justa-articular ou erosões 

Para a classificação 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 mínimo, 6 semanas. Adaptado de Da Mota et al. (2011) e Arnett et al. (1988). 
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Tabela 2 

Critérios classificatórios para AR 2012 ACR/ EULAR 
Adaptado de Da Mota et al. (2011) e Aletaha et al. (2010) 

População-alvo (quem deve ser testado?) 
Paciente com pelo menos uma articulação com sinovite clínica 
definida (edema).* 
Sinovite que não seja mais bem explicada por outra doença. 
*Os diagnósticos diferenciais podem incluir condições tais como 
lúpus eritematoso sistêmico, artrite psoriática e gota. Se houver 
dúvidas quanto aos diagnósticos diferenciais relevantes, um 
reumatologista deve ser consultado. 
Acometimento articular (0-5) 
1 grande articulação                                                           0 
2 -10 grandes articulações                                                 1    
1-3 pequenas articulações (grandes não contadas)           2 
4-10 pequenas articulações (grandes não contadas)         3 
>10 articulações (pelo menos uma pequena)                    5 
Sorologia (0-3) 
FR negativo E ACPA negativo                                        0 
FR positivo OU ACPA positivo em baixos títulos          2 
FR positivo OU ACPA positivo em altos títulos             3     
Duração dos sintomas (0-1) 
<6 semanas                        0 
≥6 semanas                        1 
AProvas de atividade inflamatória (0-1) 
PCR normal e VHS normal                 0 
PCR anormal OU VHS anormal         1 
Pontuacao maior ou igual a 6 e necessária para classificação defi nitiva de um paciente como AR. FR: 

fator reumatoide; ACPA: anticorpos antiproteínas e antipeptídeos citrulinados; PCR: proteína C reativa; 

VHS: velocidade de hemossedimentação. Adaptado de Da Mota et al. (2011) e Aletaha et al. (2010) 

 

3.3. Fisiopatogênese da Artrite Reumatoide 

 

3.3.1.Fatores genéticos e ambientais 

 

A fisiopatogênese da AR é extremamente complexa e envolve uma 

interação de fatores genéticos e ambientais. Estudos com gêmeos corroboram 

a participação dos fatores genéticos na doença visto que há uma maior 

concordância nessa população (MACGREGOR et al., 2000). A associação da 

AR com o antígeno leucocitário humano (HLA)-DRB1 empacientes com FR ou 

anticorpos antipeptideos e proteínas citrulinados (ACPA) é bem documentada 

assim como uma maior susceptibilidade em pacientes que possuem uma 

sequencia de aminoácidos no HLA-DRB1 chamada de epítopo compartilhado 
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(WEYAND &GORONZY, 1990; DE ALMEIDA et al., 2010). A associação da AR 

com HLA sugere que, alterações na apresentação de antígeno ou afinidade de 

peptídio ou disfunção na seleção células T, têm papel importante em promover 

repostas adaptivas autorreativas implicadas na patogênese da doença. Outros 

loci associados a AR incluem PTPN22, STAT4, TRAF1-C5 e TNFAIP3 mas são 

responsáveis apenas por 3-5% da carga genética da AR (PLENGE, 2009). 

Fatores ambientais como tabagismo e infecções também podem 

influenciar o desenvolvimento, a progressão e severidade da AR(KLARESKOG 

et al., 2007; GETTS &MILLE, 2010). O tabagismo e outras formas de estresse 

em brônquios, como a exposição a sílica, aumentam o risco de 

desenvolvimento da doença entre pessoas com os alelos de susceptibilidade 

HLA-DRB1(SYMMONS et al., 1997). O tabaco nesses indivíduos aumentou o 

risco de desenvolver ACPA(KLARESKOG et al., 2006). O tabagismo está 

possivelmente associadoa modificações pós-translacionais, através da peptil 

arginina deaminase tipo IV (PADI4), que resulta em uma alteração quantitaiva 

ou qualitativa na citrulinização de proteínas da mucosa levando à formação 

destes autoanticorpos(MCINNES &SCHETT, 2011). Agentes infecciosos como 

o vírus Epstein-Barr, citomegalovírus, proteus e Escherichia coli e seus 

produtos têm sido associados com AR. Embora com mecanismos ainda pouco 

elucidados, alguns autores postulam que o mimetismo molecular possa estar 

associado a esses fatores. A formação de imunocomplexos durante o processo 

infeccioso desencadeia a formação do fator reumatoide, um autoanticorpo de 

alta afinidade contra a porção Fc da imunoglobulina. O envolvimento desse 

autoanticorpo na AR já é bem estabelecido, assim como seu envolvimento na 

patogênese da doença(FIRESTEIN,2003; MCINNES &SCHETT, 2007). 

Adicionalmente, a AR e formação de ACPA tem sido associada a doença 

periodontal, particularmente a periodontite associdada a infecção pela bactéria 

Porphyromonos gingivalis (WEGNER et al., 2010). Bactérias da flora intestinal 

também influenciam o surgimento de autoimunidade em modelos animais de 

artrite e seu papel tem sido melhor estabelecido atualmente (SCHER et al., 

2010). A figura 4 demonstra os principais eventos envolvidos na patogênese da 

AR: 
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FIGURA 4: Principais mecanismos envolvidos na etiopatogênese da artrite reumatoide. 

Adaptado de McInnes & Schett (2011) 

 

 Os fatores genéticos e a presença de autoanticorpos colocam a 

imunidade adaptiva como foco central na patogênese da doença. Embora o 

número de células T seja abundante no tecido sinovial, seu papel ainda é 

pouco compreendido visto que, terapias depletoras de células T tem mostrado 

eficácia limitada. Tais achados refletem uma maior necessidade de melhor 
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compreensão dos subtipos de células T efetoras existentes assim como das 

células T regulatórias (PANAYI, 2006). 

 

3.4. A artrite reumatoide e o sistema imune 

 

Vários imunomoduladores (citocinas e células efetoras do sistema 

imune) e vias de sinalização estão envolvidos na patogênese da AR (SMOLEN 

et al., 2003). A interação complexa dos moduladores do sistema imune é 

responsável pelo dano articular que tem início na membrana sinovial e envolve 

todas as estruturas articulares. Sinovite é causada pelo influxo e/ou ativação 

local de células mononucleares (células T, células B, plasmócitos, células 

dendríticas, macrófagos e mastócitos) e angiogênese (FIGURA 5). Há aumento 

da expressão das moléculas de adesão e quimiocinas (SZEKANECZ et al., 

2009). Essas alterações que ocorrem combinadas com reorganização profunda 

da arquitetura da sinóvia e ativação de fibroblastos locais permitem o 

desenvolvimento do processo inflamatório sinovial da AR. A camada sinovial 

interna torna-se hiperplásica e a membrana sinovial se expande e forma 

vilosidades. O tecido hiperplásico rico em osteoclastos é chamado de 

pannussendo responsável pela destruição óssea. As enzimas secretadas por 

neutrófilos, sinoviócitos e condrócitos degradam a cartilagem (MCINNES 

&SCHETT, 2007). 
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FIGURA5. A articulação normal (a) e articulação na AR (b). Adaptado de Smolen et al. (2003) 

 

3.4.1. Imunidade inata 

 

O evento inicial na patogênese da AR é a ativação da resposta imune 

inata. Há ativação de células dendríticas por material exógeno e antígenos 

autólogos(SMOLEN et al., 2003;SMOLEN et al., 2010). Células apresentadoras 

de antígeno (células dendríticas, macrófagos e células B) ativadas apresentam 

antígenos associados a artrite para as células T e estas desenvolvem seus 

mecanismos efetores de imunidade. Durante a progressão da AR a produção 

de citocinas, quimiocinas e metaloproteinases de matriz (MMP) também é 

oriunda da imunidade inata e leva a destruição óssea e articular(DREXLER et 

al., 2008). Os macrófagos desempenham papel fundamental na doença e estão 

presentes na sinóvia na AR em maior quantidade. O fator de necrose tumoral 

(TNF) é produzido principalmente por macrófagos (FELDMANN, BRENNAN & 

MAINI, 1996). O fator de transformação de crescimento (TGF) β e interleucina 

(IL)-1β, IL-6, IL-1 e IL-23, derivados de macrófagos e células dendríticas 

favorecem um meio que auxilia na diferenciação das células Th1, Th17 e 

suprime a diferenciação das células T  
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regulatórias levando ao desequilíbrio da homeostase e inflamação (MCINNES 

& SCHETT, 2011). A ativação de macrófagos e fibroblastos mediada por 

contato com a célula-T leva a interações entre o CD40 e o ligante do CD40, 

entre o CD200 e o ligante do CD200 e entre a molécula de adesão intracelular 

tipo 1 e o antígeno associado a função leucocitária tipo 1 (MCINNES, LEUNG & 

LIEW, 2000; CHAKERA et al., 2012). A sinóvia reumatoide contém células 

dendríticas plasmocitoides e mieloides abundantes que expressam IL-12, 15, 

18 e 23, moléculas do HLA classe II e moléculas co-estimulatórias que são 

necesárias para a ativação de células T e apresentação de antígenos (LEBRE 

et al., 2008;SCHRODER et al., 1996).  

Adicionalmente, em articulações de pacientes com AR há evidência 

abundante para a presença de imunocomplexos e ativação do sistema 

complemento, contribuindo para a patogênese da doença. Os imunocomplexos 

ligam-se aos receptores Fcγ, e são capazes de ativar macrófagos e células 

dendríticas. Os receptores Fc são moléculas presentes na superfície de células 

mieloides e células B que são capazes de interagir com a porção Fc das 

moléculas de imunoglobulina. Esses receptores auxiliam na relação entre 

respostas adaptativa e inata e funcionam como mediadores de ativação e 

inibição de células efetoras, citotoxicidade celular dependente de anticorpos e 

liberação de mediadores inflamatórios (GIERUT, PERLMAN & POPE, 2010).  

A ativação persistente de macrófagos na AR está relacionada a 

expressão de ligantes endógenos dos receptores semelhantes a Toll (TLR, do 

inglês toll like receptors), que são regulados de forma positiva na AR. Muitos 

destes receptores estão expressos em tecido sinovial reumatoide e em cultura 

de fibroblastos sinoviais e tem sido associado a AR, incluindo TLR2, TLR3, 

TLR4 e TLR7(GIERUT, PERLMAN & POPE, 2010). 

Outras células da imunidade inata que estão envolvidas na patogênese 

da AR incluem os neutrófilos (EDWARDS & HALLETT, 1997), mastócitos 

(WOOLEY, 2003) e células natural killer (NK)(SCHERER & BURMESTER, 

2011). Estas células estão presentes em grande quantidade e amplamente 

distribuídas no tecido e líquido sinoviais. São capazes de produzir várias 

citocinas que estão envolvidas na patogênese da AR, mas sua contribuição 
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para a patogênese da doença ainda é pouco compreendida (DREXLER et al., 

2008). 

 Os inflamassomas são complexos multiproteicos que consistem de  

proteínas de receptores citosólicos (NLRs, do inglês NOD-like receptors) 

sensíveis a padrões de reconhecimento de patógeno e sinais de perigo 

(PAMPs e DAMPs, do inglês, pathogen-associated molecular patterns e 

danger-associated molecular patterns, respectivamente), uma molécula 

adaptadora e a caspase 1. O inflamassoma está associado a ativação,em 

macrófagos, da pró-IL1β e pró-IL18 em suas formas bioativas pela caspase 1. 

As formas bioativas são as citocinas ativas IL1β e IL18 e são liberadas pela 

célula quando formadas. Uma proteína NLR que tem sido bem descrita é a 

NALP3. A NALP3 está expressa na articulação de pacientes com AR e um 

estudo mostrou que níveis de mRNA de NALP3 estavam aumentados na 

sinóvia reumatoide comparado a sinóvia de pacientes com 

osteoartrite(ROSENGREN et al., 2004). Por outro lado, outro estudo mostrou 

não haver diferença na expressão de NALP3 na sinóvia da AR e da osteoartrite 

através da análise densitométrica por Western blotting(KOLLY et al., 

2009).Desta forma, estudos adicionais para elucidar o papel do inflamassoma 

na patogênese da AR são necessários. 

 

3.4.2. Imunidade adaptativa 

 

3.4.2.1. O fenótipo Th1 e Th2 

 

Inicialmente a AR era considerada uma doença mediada por células T 

helper tipo 1 (Th1). As células Th1 expressam citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias como interleucina(IL)-2, interferon γ (INFγ), linfotoxina β e fator de 

necrose tumoral (TNF)(MCINNES &SCHETT, 2007). Estão associadas a 

ativação de macrófagos, estimulando sua função fagocítica e aumentando sua 

capacidade de função na apresentação de antígeno pela regulação de 

moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) tipo II. As células 

Th1 auxiliam a fixação de complemento, opsonização de anticorpos e indução 

de anticorpos envolvidos na citotoxicidade mediada por células dependente de 
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anticorpos, consequentemente envolvidas na imunidade celular (SCHULZE-

KOOPS & KALDEN, 2001). A maturação das células Th1 é controlada pela IL-

12 e o fator de transcrição T-bet. O IFN-γ é a citocina principal da via Th1. 

Durante a diferenciação da via Th1, a IL-12 sinaliza via IL-12R/STAT4 

induzindo a expressão de IFN-γ, o IFN-γ secretado sinaliza via IFN-γR/STAT1 

para aumentar ainda mais os níveis de IFN-γ, deste modo formando uma 

autorregulação da própria via. As proteínas transdutoras e ativadoras de sinal 

(signal transducer and activator - STAT) STAT1 and STAT4 induzem a 

expressão do fator de transcrição específico da via Th1. (BOWEN et al., 2008; 

MCINNES &SCHETT, 2011; CHOI &BOTHWELL, 2012). 

De início, a AR era caracterizada como uma doença na qual havia um 

desequilíbrio de citocinas inflamatórias da via Th1 e de citocinas anti-

inflamatórias da via Th2. O IFN-γ mostrou-se inicialmente patogênico em 

camundongos na artrite induzida por colágeno, na qual se relatou que a 

administração de IFN-γ aumenta a severidade da artrite(MAURITZ et al., 1998; 

COOPER, 1998). Dessa forma, a AR era considerada ser induzida pelo 

fenótipo Th1. Entretanto, outros estudos posteriormente publicados falharam 

em estabelecer o papel do fenótipo Th1 em todos os mecanismos envolvidos 

na artrite e alguns apresentaram resultados paradoxais para o IFN-γ. Essa 

citocina melhora a artrite em camundongos e promove surtos de inflamação 

articular em camundongos saudáveis (BOISSIER et al., 2008). Concentrações 

de IFN-γ no líquido sinovial foram detectadas em baixas quantidades em 

comparação com outras citocinas já detectadas em maior quantidade, como a 

IL-1 e o TNF-α. Além disso, células T CD4+ IFN-γ+, detectadas por 

imunocitoquímica, estavam presentes em número pequeno. Uma baixa 

proporção de células T secretoras de IFN-γ é encontrada no modelo 

experimental murino de artrite induzida por colágeno. Anticorpos monoclonais 

anti- IFN-γ não se mostraram eficazes na maioria dos pacientes (MANOURY-

SCHWARTZ et al., 1997). Tais achados levaram a busca de outros 

mecanismos e subpopulações celulares envolvidos na patogênese da doença e 

descoberta de outro subtipo celular, as células Th17.  
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3.4.2.2. O fenótipo Th17 

 

Recentemente tem sido identificados outros subtipos celulares 

envolvidos na patogênese da doença. O papel do subtipo Th17 foi 

recentemente implicado na patogênese da AR e de outras doenças 

inflamatórias imunomediadas(NALBANDIAN, CRISPIN & TSOKOS, 

2006;CHABAUD et al., 1998; MIOSSEC, KORN & KUCHROO, 2009). Esse 

fenótipo celular é caracterizado pela produção de IL-17-A, IL-17F, IL-21, IL-22, 

IL-26 IL-23R e quimiocinas como o CCL20. A diferenciação das células Th17 é 

regulada pelo STAT3 e pelo receptor órfão γ t relacionado ao ácido retinoico 

(RORγ t), e pelo receptor aryl hidrocarbaono (AHR). É induzida pelo fator 

transformador de crescimento (TGF)‑β (TGF), IL‑1 e IL‑6; IL‑23 participa da 

establização e expansão da população cellular(MANEL, UNUTMAZ & 

LITTMAN, 2008;VOLPE et al., 2008; GAFFEN, 2009). As interleucinas IL-17A e 

IL-17F induzem a expressão das citocinas inflamatórias IL-6, IL-1, TNF, e 

quimiocinas pró-inflamatóras como CXCL1, GCP-2 e IL-8, promovem 

inflamação tecidual e recrutamento de neutrófilos ao sítio de inflamação 

(BETTELLI, 2008). Nas doenças autoimunes, as células Th17 são recrutadas 

aos tecidos inflamados e promovem inflamação aumentando a produção de 

citocinas, e estas por sua vez, podem ativar a produção de anticorpos pelas 

células B, ativar células dendríticas e estimular células inflamatórias em tecidos 

alvo (DAVIS, HUTCHESON &MOHAN; 2011). 

Na AR, respostas TH17 e produção de IL-17 aberrantes tem 

sidodemonstradas (BUSH et al., 2002; NAKAE et al. 2003). Um estudo in vivo 

demonstrou que o modelo murino de artrite, chamado artrite induzida por 

colágeno (CIA) estava marcadamente suprimido em camundongos deficientes 

em IL-17,indicando a participação da IL-17 na ativação da resposta imune 

humoral e celular autoantígeno específica (NAKAE et al. 2003). A presença de 

células TH17 no liquido sinovial de pacientes com AR sugere o envolvimento 

da IL-17 na patogênese da doença como citocina pró-inflamatória. (ZANGH et 

al, 2011b) 

As células Th-17 são mais abundantes no líquido sinovial de pacientes 

com AR quando comparados com sangue periférico de controles saudáveis e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hutcheson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21787222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21787222
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de pacientes com AR (SHAHRARA et al., 2008). Os níveis de IL-17 estão 

aumentados no líquido sinovial e sangue periférico de pacientes com AR. Além 

disso, as células TH17 estão presentes no tecido sinovial na AR (PÈNE et al., 

2008; KULIGOWSKA &ODROWAZ-SYPNIEWSKA, 2004; YUE et al., 2010; 

ZIOLKOWSKA et al., 2000; CHO et al., 2004).  

Adicionalmente, a expressão do receptor da IL-17 (IL-17R) em 

fibroblastos, células endoteliais e neutrófilos indicam que esta citocina tem 

potencial em influenciar várias vias de sinalização e células efetoras envolvidas 

na AR (KOLLS &LINDÉN, 2004).A IL-17 tem ação sinérgica com o TNF-α na 

promoção da ativação de fibroblastos e condrócitos e, dessa forma, tem sido 

estudada como alvo terapêutico em ensaios clínicos(GENOVESE et al., 2010).  

Células T regulatórias (forkhead box P3 [Foxp3+]) estão presentes em 

tecidos de pacientes com AR em menor quantidade quando comparadas com 

sangue periférico e líquido sinovial (BEHRENS et al., 2007). O desquilíbrio 

entre as células Th17 e células T regulatórias também refletem ação local do 

TNF-α, que bloqueia a atividade de células T regulatórias(NADKARNI, MAURI 

& EHRENSTEIN, 2007). 

A IL-17 também pode atuar em sinergia com a IL-1β (GENOVESE et 

al.,2010). Células explantadas de tecido sinovial produzem IL-17 

biologicamente ativa, além de IL-6, TNF e IL-1(CHABAUD et al., 1999). Análise 

imunohistoquímica da sinóvia na AR identificou uma infiltração de uma 

subpopulação de células T com expressão de IL-17 (CHABAUD et al., 

1999;JOOSTEN et al., 2003).  

Estudo prospectivo analisou tecidos sinoviais de pacientes com AR e 

demonstrou que a IL-17 e TNFα foram fatores de pior prognóstico de forma 

sinérgica (KIRKHAM et al., 2006).Em estudos pré-clínicos, a IL-17 tem 

demonstrado contribuir para a inflamação e destruição articular assim como 

para o desenvolvimento de erosões ósseas. O bloqueio da IL-17 por anticorpos 

ou receptores solúveis reduziu a inflamação e as erosões ósseas em vários 

modelos animais de artrite (LUBBERTS, 2008). Dessa forma, bloquear a 

atividade biológica da IL-17 pode trazer benefícios no tratamento da AR, 

potencialmente reduzindo a inflamação articular e evitando a erosão óssea 

características da doença. 
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3.4.2.3. O fenótipo Th22 e a interleucina-22 

 

Apesar da IL-22 ser expressa na via Th17, alguns estudos 

demonstraram que algumas células expressam IL-22 e não IL-17 (NOGRALES 

et al., 2009; DUHEN et al., 2009; TRIFARI et al., 2009). Deste modo, um novo 

subtipo celular de células T helper, o Th22, foi identificado com identidade 

distinta das células Th17 e outros subtipos celulares com expressão gênica e 

funções distintas(EYERICH et al., 2009). O receptor aryl hidrocarbono (AHR) é 

o fator de transcrição dessa via. Esse subtipo celular produz IL-22, IL-26, e IL-

1. A IL-22 é a citocina funcional mais importante(ZHANG et al., 2011a). 

Estudos recentes indicam que a IL-6 e o TNF-α com o auxílio das células 

dendríticas podem induzir o fenótipo Th22 (DUHEN et al., 2009). A IL-23 e IL-6 

podem induzir diretamente a produção de IL-22 em células naive de murinos e 

humanos(ZHANG et al., 2011). 

A IL-22 é produzida por células do sistema imune que incluem as células 

Th22, Th1 e Th17,células NK, células NKT e células indutoras de tecido 

linfoide. O principal papel biológico da IL-22 envolve o incremento da 

imunidade inata, proteção contra dano tecidual e auxílio a regeneração de 

tecidos. Suas células-alvo são células de tecido da pele, fígado e rim e de 

órgãos do trato respiratório e gastrointestinal modulando a resposta tecidual 

durante a inflamação. Essa citocina pode desempenhar papel protetor ou 

patogênico em doenças inflamatórias crônicas dependendo da natureza do 

tecido afetado e das citocinas presentes no meio(WITTE et al., 2010). IL-22 

pode amplificar os efeitos de IL-1β, TNF-α, IL-17 e IFN-γ e desta forma acentua 

o papel patogênico destas citocinas.A expressão da IL-22 em outras doenças 

autoimunes ou inflamatórias imunomediadas como doença inflamatória 

intestinal (WOLK &SABAT, 2006;ZENEWICZ &FLAVELL, 2011), síndrome de 

sjogren (LAVOIE et al., 2011), esclerose sistêmica (MATHIAN et al., 2012) e 

psoríase (KAGAMI et al., 2010; MITRA, RAYCHAUDHURI & RAYCHAUDHURI, 

2012) tem sido documentada.  

A função mais bem descrita da IL-22 é na pele. Essa citocina tem ação 

inflamatória durante a inflamação cutânea. Camundongos transgênicos 

modificados para expressarem IL-22 de forma exacerbada tem um fenótipo de 
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pele aberrante que lembra a psoríase e a análise histológica mostra intenso 

infiltrado de macrófagos na derme (WOLK et al., 2009).Camundongos 

deficientes em IL-22, demonstraram redução na inflamação da derme induzida 

pela IL-23 reduzida(ZHENG et al., 2007). A IL-22 também mostrou estar 

relacionada a mediação da proliferação de queratinócitos e hiperplasia epitelial 

(ZENEWICS &FLAVELL, 2011).  

O papel protetor da IL-22 durante a hepatite também foi demonstrado. 

Nos hepatócitos, IL-22 ativa vias antiapoptóticas e de sobrevivência dessas 

células. Células Th17 que expressam IL-22 transferidas para camundongos 

seguidas de indução de hepatite nestes animais diminuiu o dano 

hepático(ZENEWICS et al., 2007).O papel da IL-22 na regeneração hepática 

também tem sido descrito (REN, HU & COLLETTI, 2010). A IL-22 também 

revelou ter papel protetor na doença inflamatória intestinal e na fibrose 

pulmonar (ZENEWICS &FLAVELL, 2011). 

A IL-22 tem função descrita também na inflamação induzida por 

patógenos. Mostrou-se patogênica no trato grastrointestinal na infecção pelo 

Toxoplasma gondii (WILSON et al., 2010).Devido a sua ação na manutenção 

de barreiras epiteliais, a IL-22 auxilia na prevenção da disseminação de 

bactérias patogênicas como Klebsiella pneumoniae no pulmão e Citrobacter 

rodentium e Salmonella entérica sorotipo Typhimurium, no trato 

gastrointestinal. Além disso,auxilia a eliminação de patógenos induzindo 

diversas proteínas antimicrobianas. Com relação às infecções fúngicas, dados 

são conflitantes mas a IL-22 parece ter papel protetor na candidíase 

mucocutânea (ZENEWICS &FLAVELL, 2011). 

Na AR, estudos sugerem importante papel patogênico da IL-22 na 

fisiopatogênese dessa doença. Na artrite induzida por colágeno (CIA), em 

camundongos C57BL/6, a IL-22 mostrou ação pró-inflamatória através da 

importante atividade promotora de osteoclastogênese e produção de 

anticorpos. Camundongos knockout IL-22 -/- foram menos susceptíveis a artrite 

induzida por colágeno quando comparados com camundongos selvagens com 

importante redução na incidência de artrite e menor formação de pannus 

(GEBOES et al., 2009). Tratamento anti-IL22 de um modelo experimental de 
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artrite (IL-1Ra-/-) reduziu significativamente a inflamação e erosões ósseas 

nesses animais (MARIJINISEN et al., 2011). 

Níveis elevados de IL-22 foram demonstrados em tecidos sinoviais e as 

camadas internas da sinóvia reumatoide expressam níveis mais altos de 

receptor para IL-22 (IL-22R)(IKEUCHI et al., 2005). Outros estudos 

demonstraram que níveis de IL-22 séricos e no líquido sinovial estão 

aumentados em pacientes com AR comparados com controles(KIM et al., 

2012; MITRA, RAYCHAUDHURI & RAYCHAUDHURI, 2012; LEIPE et al., 

2011; ZHANG et al., 2011). Os níveis mais elevados de IL-22 foram associados 

a erosões ósseas (LEIPE et al., 2011). Células Th22 estão significativamente 

mais elevadas em pacientes com AR comparadas a controles saudáveis 

(ZHANG et al., 2011;ZHANG et al., 2012) e demonstraram correlação positiva 

com marcadores de inflamação como proteína C reativa e o DAS28(ZHANG et 

al., 2012). Células NK-22 demonstraram importante atividade proliferativa de 

fibroblastos sinoviais na AR (REN et al., 2011). Efeito inibitório na proliferação 

de fibroblastos sinoviais do anticorpo anti-IL-22R foi encontrado na AR(MITRA, 

RAYCHAUDHURI & RAYCHAUDHURI, 2012). A IL-22 também mostrou 

importante atividade promotora de osteoclastogênse na AR através da indução 

do ligante do receptor activador do NF-κB (RANKL) em fibroblastos sinoviais 

humanos (KIM et al., 2012). 

A FIGURA 6 sumariza os principais fenótipos celulares CD4+ envolvidos 

na imunidade adaptativa e expressão de citocinas na AR. 
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FIGURA 6: Principais fenótipos celulares CD4+ e expressão de citocinas na AR. Adaptado de 

Scherer & Burmester (2011) 

 

3.5. As células B e formação de autoanticorpos 

 

Os linfócitos B são formados na medula óssea com reatividade para 

antígenos específicos e liberados na circulação tornando-se células B naive 

maduras. Elas são ativadas após contato com antígeno e participam de 

reações imunológicas nos centros germinativos. Estas reações envolvem 

interações de células B com células T oriundas da apresentação do antígeno a 

célula B através das moléculas co-estimulatórias. Esse processo leva a 

diversos mecanismos efetores. Células B de memória são geradas, assim 

como plasmócitos que secretam anticorpos (HOYER et al., 2005). 

Autoanticorpos são encontrados no soro de pacientes com AR 

direcionados a diversos antígenos self como colágeno tipo II, catepsina, 

calreticulina, BiP, glicoproteína 39, a parte Fc da IgG (fator reumatoide) e uma 
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série de proteínas que sofreram modificações pós-translacionais nas quais a 

conversão de resíduos de arginina em citrulina torna a proteína antigênica 

(ACPA)(SCHERER & BURMESTER, 2011). 

Na AR, os autoanticorpos com importante valor diagnóstico, prognóstico 

e que tem sido mas bem descritos são oFR e oACPA. O fator reumatoide foi o 

primeiro anticorpo identificado na AR e é dirigido contra a porção Fc da IgG. O 

papel fisiológico do FR é auxiliar no clareamento de imunocomplexos 

circulantes. Pode ser patogênico através da geração de imunocomplexos e 

causando inflamação em sítios onde o seu receptor FcγRIIIa é expresso (na 

sinóvia, superfícies serosas, e sítios onde há formação de nódulos 

reumatoides) (DASS et al., 2011),aumentando a permeabilidade vascular e a 

liberação de fatores quimiotáticos relacionados ao recrutamento de células 

efetoras imunocompetentes (SCHERER & BURMESTER, 2011).O FR-IgM 

pode ser detectado em 60 a 80% dos pacientes com AR e doença 

estabelecida. Contribui para atividade e cronicidade da doença através das vias 

mediadas por complemento.O FR pode ser positivo em pessoas sem artrites ou 

em outras doenças(DA MOTA et al., 2012).Pacientes com positividade para o 

FR sofrem de doença mais grave e destrutiva quando comparados a pacientes 

com a ausência deste anticorpo, estando também relacionado às 

manifestações extra-articulares (TURESSON et al., 2007b). 

O ACPA é altamente específico para ARe também éexpresso na sinóvia. 

Os ACPA tem sido bastante discutidos recentemente. Tem alta especificidade 

para AR e tem envolvimento potencial na patogênese da doença. Antígenos 

citrulinados estão presente na sinóvia inflamada e centros germinativos 

secundários no tecido sinovial, títulos aumentados de ACPA no líquido sinovial 

sugerem produção local destes anticorpos na articulação da AR(KINLOCH et 

al., 2008;HUMBY et al., 2009). Os ACPA são uma coleção policlonal de 

anticorpos que reconhecem diferentes epítopos citrulinados. O ensaio 

laboratorial para detecção de ACPA mais utilizado é o anti-CCP. Várias 

proteínas próprias (self) citrulinadas são detectadas no anti-CCP: α-enolase, 

fibrionogênio, fibronectina, queratina, colágeno e vimentina. Anticorpos que 

reconhecem essas proteínas tem sido encontrados em modelos experimentais 

de artrite(UYSAL et al., 2009; KUHN et al., 2006; HILL et al., 2008). 
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Ambos anticorpos podem estar presentes anos antes de qualquer 

manifestação da AR, desta forma ressaltando o importante papel das células B 

na doença (EDWARDS &CAMBRIDGE, 2003). 

As células B também contribuem para a patogênese da doença por 

outros mecanismos além da produção de autoanticorpos. Em doadores 

saudáveis células B com reatividade aumentada são inativadas na medula 

óssea e células com reatividade aumentada na periferia são removidas.  

Percentagens elevadas de células B com polirreatividade são encontradas em 

sangue de pacientes com AR comparadas com doadores normais(SAMUELS 

et al., 2005).Além disso, a população de células B naive encontradas no 

sangue periférico de pacientes com AR expressa uma alta frequência de 

receptores de células B autorreativos (BCRs, do inglês Bcell receptor) 

sugerindo que defeitos natolerância de células B fazem parte da patogênese da 

doença (SAMUELS et al., 2005; FINNEGAN, ASHAYE & HAMEL,2012). 

O pool de células B periféricas é regulado pela citocina BAFF (do inglês, 

B cell activating factor) também chamada de BLyS (do inglês, B lymphocyte 

stimulator). O BAFF foi inicialmente descrito como fator importante para a 

sobrevivência de células B, mas foi posteriormente descrito como de 

importância crítica para o desenvolvimento deste grupo celular. Diversos 

estudos tem apontado a influência do BAFF na patologia da AR. Essa citocina 

mostrou-se aumentada em soro de pacientes com AR comparados a controles 

saudáveis (SEYLER et al., 2005),níveis de BAFF tiveram correlação positiva 

com níveis de FR (PERS t al., 2005)e também mostraram-se mais altos no 

líquido sinovial de pacientes com AR comparados com níveis séricos (MOURA 

et al., 2011). Além disso, BAFF e seu receptor BAFF-R estão amplamente 

expressos na sinóvia da AR e a expressão de BAFF é regulada por outras 

citocinas inflamatórias (NAKAJIMA et al., 2007;FINNEGAN, ASHAYE & 

HAMEL,2012).  

As células B também são ativadas após reconhecimento de antígeno e 

funcionam como apresentadoras de antígenos para as células T helper CD4+ 

para induzir resposta imune. Na AR células B autorreativas parecem exacerbar 

ou perpetuar a doença através da ativação de células T também autorreativas. 

Depleção de células B em modelos de camundongos com artrite está 
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associada a redução da ativação de células T(HAMEL et al., 2008;BOUAZIZ et 

al., 2007). A interação de células B e células T pode ocorrer de forma sistêmica 

em tecido linfoide periférico ou localmente na sinóvia onde os agregados 

linfoides otimizam o reconhecimento de antígeno(O´NEIL et al., 2005). 

 Os linfócitos B em humanos produzem uma variedade de citocinas 

(FINNEGAN, ASHAYE & HAMEL, 2012). Ao avaliar o mRNA de citocinas de 

diferentes populações celulares isoladas do líquido sinovial de pacientes com 

AR observou-se que células B de todos os pacientes expressaram transcritos 

para IL-12p35, IL-12p40, IL-23p19, IL-7, IL-15, TNF-α, LT-β, BAFF, APRIL e 

RANKL.  Enquanto apenas células B de alguns pacientes expressaram IFNγ, 

IL-2, IL-1β, IL-21, IL-18, IL-6 e IL-10(YEO et al., 2011). Populações de células B 

com atividade regulatória que produzem IL-10 foram descritas em pacientes 

com AR (IWATA et al., 2011).Tais achados ressaltam o papel destas células 

como produtoras de citocinas na AR. 

 

3.6. Diagnóstico e acompanhamento 

 

O diagnóstico da AR depende da associação de sintomas e sinais 

clínicos e alterações encontradas em exames laboratoriais e de imagem, 

baseados nos critérios de classificação do Colégio Americano de Reumatologia 

(ACR-1987) e mais recentemente nos critérios ACR/EULAR 2010. 

A avaliação da gravidade da doença é feita pela avaliação da dor e do 

edema com contagem das articulações acometidas, da perda funcional, 

quantificação da proteina C reativa, duração da rigidez matinal, radiografia de 

mãos, punhos e pés, da presença do fator reumatoide e seus títulos e da 

velocidade de hemossedimentação, bem como avaliação global da doença 

pelo médico e pelo paciente (FELSON et al., 1993; BOERS et al., 1994; DA 

MOTA et al., 2011). Quanto a gravidade da doença, a AR costuma ser dividida 

em: leve, moderada e grave. Para melhor avaliação da atividade da doença e 

da eficácia terapêutica em estudos clínicos utiliza-se os índices compostos de 

atividade da doença (ICADs) como o DAS, do inglês disease activity score 

(VAN DER HEIDJE et al., 1990),DAS28, do inglês disease activity score in 28 
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joints (PREVOO et al., 1995), SDAI, do inglês simple disease activity 

index(SMOLEN et al., 2003) e CDAI, do inglês clinical disease activity index  

(ALETAHA et al., 2005). 

Os índices mais frequentemente utilizados incluem o DAS28 (do inglês, 

disease activity score 28) e o indice clínico de atividade de doenca - CDAI (do 

ingles, Clinical Disease Activity Index).Esses índices utilizam uma contagem 

articular de 28 articulações (interfalangeanas proximais, 

metacarpofalangeanas,punhos,cotovelos, ombros e joelhos, bilateralmente) e 

determinam um valor numérico para atividade da AR (ALETAHA et al., 2005). A 

tabela 3 demonstra como calcular melhor tais índices (ALETAHA et al., 2005). 

Os pontos de corte estabelecidos para os valores numéricos do DAS28 e CDAI 

classificam a doença como em remissão, atividade leve, moderada ou alta. O 

American College of Rheumatology disponibiliza calculadora para o cálculo do 

DAS28 no endereço eletrônico em sua página na internet: 

http://www.rheumatology.org/practice/clinical/quality/DAS28.asp.Os pontos de 

corte e respectivas classificações estão demonstrados na tabela 4 (ALETAHA 

et al., 2005). 

 

Tabela 3 
Cálculo e valor total dos índices compostos da atividade de doença (ICAD) 

Adaptado de Da Mota et al., 2011 

Elementos CDAI DAS 28 (com 4 variáveis) 

Contagem de articulações 

edemaciadas 

(0-28) Soma simples Raiz quadrada da soma 

simples 

Contagem de articulações 

dolorosas 

(0-28) Soma simples Raiz quadrada da soma 

simples 

Reagentes de fase aguda ---- VHS 2-100 mm ou PCR 

0,1-10mg/ dL 

transformação logarítmica 

Avaliação global saúde 

(Paciente) 

---- 0-100 mm 

Avaliação de atividade de 

doença (Paciente) 

(0-10 cm) ---- 

Avaliação de atividade de 

doença (Avaliador) 

(0-10 cm) ---- 

Índice total (Variação do 

índice) 

Soma simples (0-76)  Requer inserir o número na 

calculadora (0,49 – 9,07) 

CDAI: índice clínico de atividade de doença; DAS28: índice de atividade de doença (28 articulações); PCR: proteína C reativa;  

VHS: velocidade de hemossedimentação. Assumindo uma variação entre 2 e 100 mm/h para a VHS e entre 0,1 e 10 mg/ dL para a 

PCR. (Adaptado de Da Mota et al., 2011) 

http://www.rheumatology.org/practice/clinical/quality/DAS28.asp
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Tabela 4 

Pontos de corte dos índices compostosde acordo com a atividade de AR 

Modificado a partir de Aletaha et al. (2005)
 

Índice Estado da atividade de doença Pontos de corte 

CDAI Remissão  

Baixa 

Moderada 

Alta 

≤2,8 

> 2,8 e ≤10 

>10 e ≤ 22 

>22 

DAS28 Remissão 

Baixa 

Moderada 

Alta 

≤2,6  

>2,6 e ≤3,2 

>3,2 e ≤5,1 

>5,1 

CDAI: índice clínico de atividade de doença; DAS28: índice de atividade de doença (28 articulações); modificado a partir de 

Aletaha et al. (2005)
 

 

A recomendação do Consenso da Sociedade Brasileira de Reumatologia 

2011 para o diagnóstico e avaliação inicial da artrite reumatoide é de que se 

deve sempre ter como objetivo, ao instituir a terapia medicamentosa dos 

pacientes com AR, atingir e manter a remissão clínica (CDAI < 2,8 e DAS28 

<2,6) ou, pelo menos, o estado de baixa atividade da doença (CDAI >2,8 e <10 

e DAS28 >2,6 e <3,2). Esse grupo de pacientes apresentam menor progressão 

radiográfica e melhor evolução funcional(DA MOTA et al., 2012; ALETAHA et 

al., 2005). 

 

3.7. Alvos terapêuticos 

 

O tratamento da AR inclui medidas não-medicamentosas e 

medicamentosas. As terapias não-farmacológicas incluem educação do 

paciente e de sua família, fisioterapia, apoio psicossocial, terapia ocupacional e 

abordagens cirúrgicas em alguns casos. As terapias medicamentosas incluem 

uso de anti-inflamatórios não hormonais (AINH), corticoides, drogas 

modificadoras do curso da doenca (DMCD) sintéticas e biológicas e drogas 

imunossupressoras (DA MOTA et al., 2012). As DMCDs sintéticas são 

consideradas as drogas de primeira linha no tratamento da AR. O metotrexato 

deve ser a DMCD de primeira escolha(SMOLEN et al.,2010; KATCHMART et 

al., 2010; SCOTT, WOLFE & HUIZINGA,2010).Seu mecanismo de ação ainda 

não está totalmente estabelecido, inibe a dihidrofolatoredutase e leva liberação 
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extracelular de adenosina um conhecido inibidor das respostas imune e 

inflamatória. Reduz sinais e sintomas da doença, melhora o estado funcional e 

bloqueia a progressão das lesões radiográficas. Havendo contraindicação ou 

falta de resposta, sulfassalazina ou leflunomida podem ser utilizadas. A 

sulfassalazina diminui a resposta inflamatória local e inibe sistemicamente a 

síntese de prostaglandinas (SUAREZ-ALMAZOR et al.,2000), tem ação 

imunomodulatóriaem diversas funções neutrofílicas e linfocitárias e da 

quimiotaxia. É tambem um inibidor de enzimas folato-dependentes. Reduz a 

atividade da doença, efetiva no controle da dor e na avaliação clínica global. 

Tem boa eficácia clinica e diminui a progressão radiográfica. A leflunomida 

bloqueia autoanticorpos e reduz a inflamação inibindo a síntese de pirimidina e 

reduzindo a proliferação de células T (OSIRI et al., 2003).Os antimaláricos 

difosfato de cloroquina e hidroxicloroquina (VAN DER HEIJDE et al.,1990) 

devem ser indicados apenas para pacientes com doença leve ou artrite 

indiferenciada com baixo potencial erosivo. Os antimaláricos tem atividade anti-

inflamatória (estabilização das membranas lisossomais, inibição de enzimas 

lisossômicas e da quimiotaxia e fagocitose de polimorfonucleares) e interferem 

na produção de prostaglandinas (CLARK et al., 1993; HERA STUDY, 1995). 

               As DMCD biológicas estão indicadas para os pacientes que persistam 

com atividade da doenca, apesar do tratamento com DMCD sintéticas. Esse 

grupo de medicamentos tem demonstrado importante ação modificadora de 

doença com adequado controle da inflamação e acentuada melhora articular. 

As DMCDs biológicas usadas no tratamento da AR incluem os bloqueadores 

do TNF: adalimumabe, certolizumabe, etanercepte, infliximabe e golimumabe, 

o depletor de linfocito B, rituximabe; o bloqueador da coestimulacao do linfocito 

T: abatacepte; e o bloqueador do receptor de interleucina-6 (IL-6): tocilizumabe 

(FURST et al., 2012; DA MOTA et al., 2012; SINGH, BEG & LOPEZ-OLIVO, 

2011). Todas as DMCDs biológicas tem uma maior associação com a 

incidência de infecções como principal evento adverso, especialmente no 

primeiro ano de uso. Os bloqueadores do TNF (anti-TNF) tem uma maior 

associação com infecções causadas por patógenos intracelulares (como bacilo 

da tuberculose, listeria, histoplasma, micobactérias atípicas e legionella), alem 
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de disfunção cardíaca, doenças desmielinizantes, fenômenos autoimunes 

(produção de autoanticorpos), vasculites cutâneas, doenca pulmonar intersticial 

e eventual aumento do risco de linfoma(NAM et al., 2010; SINGH et al., 2012; 

CURTIS et al., 2007; DIXON et al.,2007). O rituximabe também tem associação 

com complicações infecciosas, bem como pneumonia intersticial, neutropenia e 

trombocitopenia (COHEN et al., 2006; EMERY et al., 2010; KEYSTONE et al., 

2009; POPA et al., 2007). O bloqueio da IL-6 com tocilizumabe pode ocasionar 

neutropenia, plaquetopenia, elevação de transaminases, elevação do colesterol 

total e da lipoproteina de baixa densidade e também aumenta a ocorrência de 

infecções (JONES et al., 2010; CAMPBELL et al., 2011; SINGH, BEG & 

LOPEZ-OLIVO, 2011). 

 

 

 

3.8. Os agonistas dos receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma gamma (PPARγ) 

 

Outros alvos terapêuticos na cascata inflamatória da AR tem sido 

continuamente identificados (TAK &KALDEN, 2011). Novas abordagens 

terapêuticas tem sido desafiadoras com o objetivo de evitar dano radiográfico 

particularmente em pacientes não respondedores às terapias estabelecidas ou 

que apresentem contraindicações ou eventos adversos às abordagens 

terapêuticas atuais. Adicionalmente, devido ao crescente aumento no 

conhecimento sobre a AR, pesquisadores têm como objetivo identificar 

subgrupos de pacientes específicos que teriam benefícios com outros 

tratamentos, o que permitiria optimizar a abordagem terapêutica e 

potencialmente reduzir custos e riscos aos pacientes e à sociedade. 

Vários estudos têm destacado a ação anti-inflamatória dos agonistas dos 

receptores ativados por proliferadores de peroxissoma gama (PPARγ). Os 

PPARγ pertencem a superfamília de receptores nucleares. Estes fatores de 

transcrição funcionam como receptores para uma variedade de pequenas 

moléculas solúveis em lipídios que são comumente geradas como hormônios 

ou intermediárias de várias vias metabólicas (SZANTO &NAGY, 2008). Estes 
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receptores regulam a expressão gênica através da heterodimerização com o 

receptor retinoide X pela ligação na região promotora de genes alvo 

específicos. Tais genes são regulados através da ligação transcricional e 

repressão que são mecanismos dependentes de ligantes (CLARK et al., 2000). 

Originalmente o PPARγ foi identificado como um regulador chave da 

diferenciação de adipócitos(FARMER, 2006) e metabolismo da glicose 

(WILSON, LAMBERT & AND KLIEWER,2001). OsPPARγ expressam duas 

isoformas, PPARγ1 e PPARγ2. A isoforma PPARγ1 é expressa em 

macrófagos, células epiteliais colônicas, células endoteliais, células musculares 

lisas vasculares. O PPARγ2 está principalmente expresso em tecido adiposo e 

envolvido na regulação da adipogênese (CHUNG, KANG & KIM, 2003). O 

PPARγ é ativado por diversas substâncias naturais ou sintéticas. Muitos 

ligantes que ativam e modulam o PPARγ tem sido identificados (CHOI 

&BOTHWELL, 2012). Estes ligantes estão sumarizados na tabela 5 (CHOI 

&BOTHWELL, 2012). 

 

Tabela 5. Ligantes do PPARγ  

 

Receptores 
 

 

Ligantes 
endógenos  

 

Agonistas sintéticos 

 

Antagonistas 
sintéticos 

 

PPARy 

 

15d- PGJ2 
15–HETE 

9-HODE 

13-HODE 

 

Rosiglitazona 
Pioglitazona 

Troglitazona 

Ciglitazona 

 

Gw-9662 

 

O PPARγ tem demonstrado estar envolvido na regulação da resposta 

inflamatória (STRAUS &GLASS, 2007). A observação de que o PPARγ é 

ativado por metabolitos do ácido aracdônico e alguns anti-inflamatórios não 

esteroidais sugere que esse receptor nuclear tem importante ação na 

inflamação. É expresso de forma importante em monócitos e macrófagos e sua 

ativação nesses tipos celulares suprimiu a modulação da iNOS(inducible nitric 

oxide synthase) e da produção espécies reativas de oxigênio (ROS)(LI, 

PASCUAL & GLASS, 2000; VON KINETHEN et al., 2007). Esse receptor 

demonstrou inibir a expressão de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, 
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interleucina-1β e interleucina-6 (SZELES, TÖRÖCSIK & NAGY, 2007). Os 

ligantes do PPARγ reduzem a expressão de genes para o TNF-α, IL-6 e IL-1β, 

iNOS, gelatinase B, receptor scavenger A e COX-2 e macrófagos 

ativados(JIANG, TING & SEED, 1998; RICOTE et al., 1998; SUBBARAMAIAH 

et al., 2001). PPARγ está envolvido no mecanismo de respostas imunes 

adaptativasde células T e B. (CHOI &BOTHWELL, 2012). Células T naïve e 

células T ativadas expressam PPARγ, e ligantes para estes receptores inibem 

a proliferação e dimuem significativamente a viabilidade desses tipos celulares 

(HARRIS & PHIPPS, 2001). 

Os PPARγ são utilizados como alvos moleculares para o tratamento da 

diabetes mellitus tipo 2, cujos ligantes sintéticos incluem as tiazolidinas: 

troglitazona, roziglitazona e pioglitazona(DESVERGNE &WAHLI, 

1999;CARIOU, CHARBONNEL & STAELS, 2012). A tiazolidina ou tiazolidina-

2,4-diona (TZD) é um núcleo pentagonal que apresenta em sua estrutura 

química um átomo de enxofre na posição 1 (azul), átomo de nitrogênio na 

posição 3 (verde) e grupamentos carbonilas nas posições 2 e 4 (vermelho) 

(FIGURA 7). Derivados tiazolidínicos tem sido amplamente estudadas 

(CARIOU, CHARBONNEL & STAELS, 2012). 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estrutura química da tiazolidina-2,4-diona 

 

A troglitazona e a rosiglitazona foram retiradas do mercado devido a 

eventos adversos (hepatotoxicidade e suspeita de risco cardiovascular 

aumentado). Atualmente, a TZD disponível para o tratamento de diabetes 

mellitus é a pioglitazona(CARIOU, CHARBONNEL & STAELS, 2012) 

As TZDs atuam basicamente por dois mecanismos moleculares: 

transativação ou transrepressão. Na transativação, as TZDs ligam-se ao 

PPARγ induzindo mudanças conformacionais que levam ao recrutamento de 

proteínas e coativadores. PPARγ, então, forma um heterodímero com o 
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receptor retinoide-x (RXR) e reconhece elementos de resposta de DNA 

específicos chamados elementos de respostas do PPAR (PPRE do inglês, 

PPAR response elements) na região promotora dos genes-alvo. Isso resulta na 

transcrição desses genes. Muitos desses genes estão envolvidos na 

homeostase metabólica. Na transrepressão, os PPARs podem reprimir a 

transcrição gênica interferindo de forma negativa com outras vias de 

sinalização-transdução, tais como a via de sinalização do fator nuclear-kβ (NF-

kβ), proteínas AP-1 e fator nuclear ativado de células T (NFAT), de uma 

maneira independente de ligação de DNA. Esse mecanismo reduz a expressão 

de genes de resposta-inflamatória (CARIOU, CHARBONNEL & STAELS, 

2012;CONSOLI &DEVANGELIO, 2005). A ativação do PPARγ nas células do 

sistema imune resulta predominantemente em transrepressão da expressão 

gênica pró-inflamatória, resultando em inflamação(SCHMIDT, BRÜNE & VON 

KNETHEN, 2010). 

 

3.9. PPARγ na artrite reumatoide 

 

A expressão de PPARγ em cartilagem humana e cultura de condrócitos 

já foi documentada (FAHMI et al., 2001) Além disso, o papel anti-inflamatório 

dos ligantes do PPARγ em células do tecido conectivo das articulações já foi 

reportado(GIAGINIS, GIAGINI & THEOCHARIS, 2009). Esses receptores estão 

expressos em condrócitos de camundongos e humanos e seus ligantes inibem 

a produção de IL-1β induzida por óxido nítrico e metaloproteinases de matriz - 

MMP (do ingês, matrix metalloproteinases) assim como também causam 

diminuição na síntese de proteoglicanos (SABATINI et al., 2002; BORDJI et al., 

2000; FAHMI et al., 2001). Sinoviócitos de ratos também demonstraram 

expressar esses receptores e seus ligantes reduziram a expressão de COX-2, 

iNOS, IL-1β e TNF-α nessas células (SIMONIN et al., 2002). Os ligantes do 

PPAR inibem a expressão de MMP-1 causada pela IL-1β em fibroblastos 

sinoviais humanos (FAHMI et al., 2002). 

A ação dos agonistas do PPARγ em modelos experimentais de artrite já 

foi demonstrada. Estudo publicado em 2000 (KAWAHITO et al., 2000), 

evidenciou que administração intraperitoneal do agonista endógeno 15d-PGJ2 e 
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do agonista sintético troglitazona diminuiu artrite induzida por adjuvantes com 

marcada supressão da formação de pannus e da infiltração de células 

mononucleares em camundongos Lewis fêmeas. Esse mesmo estudo mostrou 

que a expressão de PPARγ em tecido sinovial de pacientes com AR está 

aumentada. Houve marcada expressão do PPARγ em macrófagos, e também 

uma expressão modestamente aumentada na camada interna da sinóvia 

(imunocitoquímica), fibroblastos e células endoteliais em tecidos sinoviais de 20 

pacientes com AR comparados com tecidos sinoviais de 10 pacientes com 

osteoartrose. A expressão do PPARγ em cultura de sinoviócitos foi 

determinada pelo método de quantificação do mRNA com RT-PCR e de 

proteínas por Western Blot. Além disso, a ativação do PPARγ pelos agonistas 

induziu a apoptose de sinoviócitos in vitro (KAWAHITO et al., 2000).  

Dois anos mais tarde, nesse mesmo modelo experimental de artrite, os 

efeitos da roziglitazona e pioglitazona foram investigados na formação de 

nitrotirosina e na expressão de mediadores da inflamação iNOS (do inglês, 

inducible oxide synthase), ciclooxigenase-2 e moléculas de adesão 

intercelulares tipo 1 – ICAM-1 (do inglês, intercerllular adhesion molecule-1). 

Os dois ligantes inibiram, de forma significativa, a formação de nitrotirosina e a 

expressão da iNOS nas articulações de tornozelos e temporomandibulares dos 

camundongos. A roziglitazona também inibiu a expressão de células positivas 

M30, um marcador de apoptose, nos tecidos articulares. A expressão do 

PPARγ nos tecidos articulares foi mensurada através da detecção de níveis de 

proteína desses receptores através da técnica de Western Blot (SHIOJIRI et 

al., 2002). 

O mesmo modelo de artrite em ratos (AIA) foi usado em um estudo 

publicado em 2008, mostrando que níveis elevados de rosiglitazona ou 

pioglitazona estavam associados a redução de picos febris associados a 

inflamação da doença. As duas TZDs utilizadas, quando em dose altas, 

reduziram a sinovite e a expressão sinovial de TNF-α e IL-1β. Nesses animais 

as TZDs falharam em evitar a degradação da cartilagem, entretanto reduziram 

as erosões ósseas e a perda óssea causada pela inflamação. (KOUFANY et 

al., 2008). 
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 No modelo experimental de artrite chamado artrite induzida por colágeno 

- CIA (do inglês collagen-induced artrhitis), o tratamento de camundongos com 

rosiglitazona aliviou os sinais clínicos de artrite e melhorou sinais histológicos 

na articulação e na pata dos animais. Nesse mesmo estudo avaliou-se outros 

fatores inflamatórios como expressão de quimiocinas, infiltração de neutrófilos, 

produção de citocinas plasmáticas (TNFα, IL-1β e IL-6), expressão de iNOS e 

COX-2 assim como peroxidação de lipídios, formação de nitrotirosina e 

ativação do PARP. Em todos esses parâmetros a roziglitazona mostrou 

siginificativa ação anti-inflamatória (CUZZOCREA et al., 2003). A pioglitazona 

associada ou não o metotrexato produziu melhora significativa de parâmetros 

séricos de estresse oxidativo e citocinas inflamatórias em ratos com artrite. 

Assim como também melhorou de forma robusta parâmetros de atividade 

clínica de doença e os níveis de proteína C reativa (SHAHIN et al., 2011). 

 Um trabalho recente demonstrou que tecidos sinoviais obtidos de ratos 

diversos que tiveram artrite induzida por pristano apresentaram níveis 

diferentes da expressão de PPARγ, liberação de citocinas e severidade da 

doença. Em um dos modelos usados, de “ratos resistentes a artrite” há 

reduzida expresssão de citocinas inflamatórias e proteases implicadas no dano 

articular. Nesses animais houve uma expressão 5 vezes maior de PPARγ 

(BRENNER et al., 2011). 

 A expressão do gene do PPARγ, em células da medula óssea foi 

observada de forma significativamente aumentada em pacientes com AR, 

através de níveis mais altos de mRNA, quando comparados a pacientes com 

osteoartrite e pacientes com fratura traumática femoral (JIANG et al., 2008). 

Sinoviócitos humanos expressam PPARγ, e a ativação desses receptores 

pelos ligantes endógeno 15d-PGJ2 e exógeno troglitazona inibem a expressão 

de citocinas inflamatórias (TNF-α e IL-1β) em sinoviócitos de pacientes com AR 

(JI et al., 2001) 

A associação de metotrexato e pioglitazona foi avaliada em um estudo 

clínico que envolveu 49 pacientes com AR e diabetes. Destes, 28 pacientes 

tinham doença ativa e receberam 30mg de pioglitazona, além de metotrexato e 

corticosteroide ou anti-inflamatório não esteroidal. Os pacientes foram 

avaliados em uma consulta inicial e 12 semanas depois. Os pacientes que 
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estavam em uso de pioglitazona apresentaram redução significativa do DAS28 

e dos níveis de proteína C reativa. Os níveis glicêmicos dos pacientes tratados 

com pioglitazona e os não tratados não diferiram sugerindo que a melhora 

clínica e laboratorial destes pacientes é proveniente de mecanismo diferente do 

efeito antidiabético da droga,corroborando, desta forma, o efeito anti-

inflamatório da pioglitazona (SHAHIN et al., 2011). 

Um estudo piloto, publicado em 2012, sugeriu que a expressão do 

PPARγ em monócitos/macrófagos derivados de monócitos poderia representar 

um indicador de atividade de doença. O trabalho avaliou 30 pacientes com AR 

(tratados, principalmente, com corticosteroides e metotrexato) e 15 voluntários 

sadios. Os monócitos/macrófagos derivados de monócitos tinham expressão 

significativamente aumentada em pacientes com AR (avaliada pelos níveis de 

proteína do PPAR ou mRNA). Pacientes com doença com menor índice de 

atividade (DAS28 <3,2) apresentaram níveis mais altos de proteína e baixa 

atividade de MMP-9 comparados a pacientes com doença mais severa 

(DAS28>3,2). A avaliação in vitro do uso do metotrexato e metilprednisolona 

em células de voluntários sadios demonstrou expressão aumentada da 

proteína PPARγ induzida por estes compostos(PALMA et al., 2012). O estudo 

sugere que parte dos efeitos das DMCDs utilizadas no tratamento da AR tem 

contribuição da expressão do PPARγ. 

Diante disso, apesar do PPARγ ser considerado como um alvo 

molecular atrativo para o tratamento de doenças metabólicas, suas funções 

pleiotrópicas, como a anti-inflamatória, estão atualmente sendo exploradas. 

Vários ligantes sintéticos e naturais tem sido foco de extensa pesquisa e 

esforços como potentes agentes anti-inflamatórios em diversas doenças 

inflamatórias e autoimunes como a AR. O PPARγ tem sido associado a várias 

vias de sinalização inflamatórias relacionadas a artrite e a populações celulares 

localizadas nas articulações. Levando em consideração os estudos atuais e a 

melhor compreensão da patogênese da AR e a importância de novas citocinas 

e subtipos celulares em sua fisiopatologia, os ligantes sintéticos do PPARγ 

parecem representar promissores agentes terapêuticos na abordagem dessa 

doença.  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. População do estudo 

 

Um total de 83 pacientes (80 mulhers, 3 homens, média de 53 ± 10.6 

anos) foram recrutados do Serviço de Reumatologia do Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) no período de janeiro de 

2010 a dezembro de 2011. Os pacientes eram provenientes do ambulatório 

deste mesmo serviço. A terapia medicamentosa em uso foi registrada. O 

diagnóstico de AR foi estabelecido pela presença de 4 ou mais critérios do  

American College of Rheumatology(1987)(ARNETT et al., 1988). Foram 

incluídos 30 voluntários sadios, sem doenças reumatológicas, como controles 

por idade e sexo (idade média 44 ± 10.8 anos). Amostras de sangue periférico 

foram obtidas de pacientes e controles. Dados clínicos e laboratoriais foram 

coletados de registros do prontuário ou por ficha clínica específica e, 

posteriormente, revisados (vide anexo). A atividade de doença de cada 

paciente foi quantificada usando os escores de atividade CDAI e DAS28, todos 

os pacientes realizaram radiografia de mãos e avaliados para a presença de 

erosões radiográficas. Os pacientes assinaram termo de consentimento livre e 

esclarecido para participar do estudo. O estudo foi aprovado pelo comitê de 

ética da UFPE (PROTOCOLO CEP/CCS/UFPE Nº 339/10) (Apêndice 3). 

 

4.2. Animais 

 

Nos ensaios experimentais foram utilizados camundongos BALB/c 

saudáveis (machos, com cerca de 45 dias). Os animais foram provenientes do 

Laboratório de Imunopatologia Keiso Asami (LIKA) da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). Foram seguidas as diretrizes do Comitê de Ética para o 

Uso de Animais Experimentais da Universidade Federal de 

Pernambuco(PROTOCOLO Nº 23076.046593/2012-14)(Apêndice 2). 

 

4.3. Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) 

 



ROCHA Jr, L.F. 

60 

 

As PBMCs foram obtidas através da coleta de 3ml de sangue em tubos 

heparinizados de pacientes em tratamendo com DMCDs e voluntários sadios, 

que não tinham tomado nenhuma medicação por pelo menos 15 dias antes da 

coleta. As células foram isoladas e purificadas em Ficoll-Hypaque (GE 

Healthcare). A contagem de células foi realizada com a câmera de Neubauer, e 

a viabilidade celular foi avaliada pelo método do Azul de Trypan. As células 

foram usadas penas quando a viabilidade era maior que 98%. 

 

4.4. Preparação e cultura de esplenócitos 

 

Em cabine de biossegurança, os animais foram sacrificados para 

retirada do baço. Este foi transferido para placa de Petri para serem triturados. 

As células foram recuperadas, filtradas em Cell Strainer 40 µm (BD FalconTM) e 

centrifugadas (300g, 10 min) para posterior tratamento de lise (1X RBC lysis 

buffer, eBioscience). Após ressuspensão dos esplenócitos em meio RPMI-1640 

suplementado, foi realizada a contagem celular em câmara de Neubauer. Os 

esplenócitos foram distribuídos em placas de 24 poços em concentração de 

1x106 células/ml. As células foram estimuladas com a lectina Concanavalina-A 

(Con A) na concentração de 5µg/ml e as doses testadas do TM17 foram de 1, 

10 e 100 µM e metilprednisolona 100 µM como controle. As placas foram 

incubadas por 48 horas a 37ºC em estufa úmida e 5% de CO2. 

 

4.5. Cultura de PBMCs 

 

Para a cultura de PBMCs (1 x106 células por poço) foram coletado 

sangue de trinta pacientes com AR, 14 controles e foram cultivadas em placas 

de 24 poços em meio RPMI-1640(Gibco), e suplementadas com 10% de soro 

fetal bovino (Gibco), HEPES 10Mm (Gibco), e penicilina/estreptomicina 

200U/ml (Gibco), e incubadas a 370 C em incubadora humidificada em CO2 5%. 

As células foram estimuladas com PMA 100ng/ml (Sigma) e Ionomicina 1 μg/ml 

(sigma). As doses testadas do composto foram de 1, 10 e 100 µM e a 

Rosiglitazona na dose de 100 µM foi usada como controle. As placas foram 

incubadas por 48 horas a 37ºC em estufa úmida e 5% de CO2. 
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4.6. Quantificação dos níveis de citocinas 

 

Citocinas nos sobrenadantes de cultura e do plasma foram quantificadas 

usando pelo método ELISA de acordo com as recomendações do fabricantes. 

(R&D Systems). Os sobrenadantes das culturas foram coletados após 48horas 

e os níveis de IL-22, IL-17, IL-6 e IFNγ foram mensurados. Os limites inferiores 

de detecção para as análises foram: 15.625 pg/mL para IL-17, 9.375 pg/mL 

para IL-6 e IFN-𝛾, e 31.25 pg/mL para IL-22. 

 

4.7. Método MTT  

 

Os esplenócitos de camundongos BALB-c e PBMCs de voluntários 

saudáveis foram incubados na presença dos compostos em duas 

concentrações diferentes por 48 horas( 100 e 250 µM para esplenócitos e 10 e 

100 µM para PBMCs). A citotoxicidade foi quantificada pela habilidade que as 

células tem em reduzir o MTT a um sal insolúvel de cor roxa. Os compostos 

foram testados em triplicata no mínimo em três experimentos independentes. 

Três horas depois os cristais de formazan foram diluídos com 100µl de 20% de 

SDS e sua absorbância medida (570nm) pela leitora de placa (BioTek EL808 

®). A atividade citotóxica foi quantificada como percentagem do controle de 

absorbância. 

 

4.8. Quantificação da expressão gênica por RT-PCR 

 

4.8.1 Detecção e quantificação das citocinas em PBMCs 

 

Para a análise do mRNA, as PBMCs e esplenócitos foram cultivados em 

placa de 6 poços expostas as condições descritas nos itens 4.4 e 4.5, sendo 

então lavadas em PBS gelado. Após a retirada total do PBS, adicionou-se 0,5 

mL de reagente de Trizol® (GIBCO BRL), sendo as células lisadas e retiradas 

por ressuspensão com uma micropipeta, depois foram transferidas para tubos 

de minicentrifuga, onde foram homogeneizadas por 5 min a 25oC. A seguir, 

adicionou-se 100 L de clorofórmio (Merck) a cada amostra, as quais foram 
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homogeneizadas por inversão por aproximadamente 15 s e incubadas a 

temperatura ambiente por 2 min. As amostras foram, então, centrifugadas a 

12.000 rpm por 15 min a 4ºC e a fase aquosa (fase superior) foi transferida 

para tubos novos. Imediatamente após a transferência, 260 L de álcool 

isopropílico (Merck) foram adicionados a cada amostra, que foram incubadas 

por 18 h a -20ºC. Ao final desse período, as amostras foram centrifugadas a 

11.000 rpm por 10 min a 4ºC, o sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado 

duas vezes com 500 mL de etanol 75%.  Após homogeneização em vórtex, as 

amostras foram novamente centrifugadas a 7.500 rpm por 5 min a 4ºC, 

o pellet foi dissolvido em água DEPC (dietilpirocarbonato, Merck), no volume de 

10 a 30 L (dependendo do tamanho do pellet), e as amostras incubadas a 

60ºC por 10 min para permitir a completa dissolução do RNA. Finalmente, as 

amostras foram estocadas a -70ºC até o momento de uso.  

 

4.8.2 Purificação do RNA 

 

A quantidade do RNA obtido foi determinada por espectrofotometria a 

260 nm (NanoDrop 1000, Thermo Scientific). Para a síntese de cDNA utilizou-

se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems-

Warrington, UK), seguindo as instruções do fabricante. Uma mistura contendo 

dNTPs, iniciadores randômicos (random primers), transcriptase reversa e 

inibidor de RNase (1 U/l de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor - Invitrogen Life 

Technologies, Califórnia, EUA) foi preparada e adicionada a um mesmo  

volume de RNA tratado anteriormente com DNase I. A reação de síntese de 

cDNA foi feita a 25 ºC por 10 minutos seguida por 2 horas de incubação a 42 

ºC. Para interromper a reação, as amostras foram incubadas a 70ºC por 15 

min, e o cDNA sintetizado foi estocado a -20ºC.  

 

4.8.3 Ensaio de transcriptase reversa (RT-PCR) 

 

Para a reação de qRT-PCR, foi utilizada a metodologia TaqMan. 

Taqman é uma sonda utilizada para detectar sequências específicas nos 

fragmentos de DNA amplificados na PCR. Essa sonda apresenta na 
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extremidade um fluoróforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que 

aceita energia do fluoróforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou 

calor). Os produtos da reação são detectados pela fluorescência gerada após a 

atividade exonuclease 5´->3`da Taq DNA polimerase, separando o quencher 

da molécula fluorescente durante a extensão. A separação do fluoróforo do 

quencher resulta em um aumento da intensidade da fluorescência. Os valores 

quantitativos foram obtidos no ponto no qual a fluorescência emitida 

ultrapassou um limiar de detecção estabelecido de 0,2 (CT: Cycle Treshold), ou 

seja, no ponto no qual a amplificação do produto foi detectada. Os dados de 

quantificação obtidos foram analisados pelo software de análise do aparelho 

ABIPrism 7900HT (Applied Biosystem). 

 

4.8.4 Avaliação da expressão gênica do RNAm para as citocinas (PCR em 

tempo real) 

 

 A expressão diferencial do PPARγ (gene alvo) foi determinada através 

do método de quantificação relativa em relação a um controle endógeno ou 

gene normalizador, no caso, o RNA ribossomal 18S. A reação de amplificação 

foi feita utilizando 1 µl sondas TaqMan 20X (Applied Biosystem) para PPARγ 

(Hs01115513_m1) e para o 18S (Hs03928990_g1). As condições de 

amplificação foram as seguintes: 10 minutos a 95ºC e 40 ciclos de 15 

segundos a 95ºC e 1 minuto à 60ºC. Para o cálculo da expressão diferencial foi 

utilizado o modelo matemático proposto por Pfaffl (2001), seguindo a fórmula: 

  

R = (E alvo)ΔCT alvo (controle-tratado)/(E normalizador) ΔCT normalizador (controle-tratado), 

  

Onde: 

E alvo: Eficiência de amplificação dos primers específicos para o transcrito 

alvo; 

E normalizador: Eficiência de amplificação dos primers específicos para o 

gene normalizador, no caso 18s; 
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ΔCT alvo: Corresponde à diferença entre o CT do gene obtido para a amostra 

de referência (controle) e do CT de gene obtido para a amostra em análise 

(tratado); 

ΔCT normalizador: Corresponde à diferença entre o CT 18s obtido para a 

amostra de referência (controle) e do CT do 18s obtido para a amostra em 

análise (tratado). 

As eficiências de amplificação dos primers foram calculadas de acordo com a 

equação: 

E= 10(-1/slope), 

 

Onde o Slope corresponde à inclinação da reta obtida quando se analisa a 

variação do CT do transcrito alvo e do normalizador em função do log de 

diferentes quantidades de cDNA. 

 

4.9. Análise estatística 

 

Todos os resultados foram avaliados por análise multivariada e usando o 

teste não paramétrico de Mann-Whitney. P<0,01 foi considerado como 

associação significativa e p<0,05 como sugestiva. Todos os dados 

quantitativos e gráficos foram elaborados usando o software GraphPad Prism 

versão 3.02. As variáveis que, na análise univariada apresentaram p<0.2 foram 

submetidas a análise multivariada por regressão linear. A correlação dos níveis 

de citocinas e parâmetros clínicos e laboratoriais foi realizada pela análise de 

Pearson. Essa análise foi realizada com o software Origin 8.0724(OriginLab, 

Northampton, MA, USA). 
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5.RESULTADOS 

 

5.1. ARTIGO I 

 

Artigo Artigo publicado no PPAR Research, Volume 2013 (2013), Article ID 

519724; http://dx.doi.org/10.1155/2013/519724 

 

O objetivo desse artigo foi revisar a ação dos agonistas do receptores 

ativados por proliferadores de peroxissoma γ (PPARγ) na imunidade 

adaptativa, particularmente em células T e células B assim como na expressão 

das citocinas implicadas nos mecanismos efetores de imunidade desses tipos 

celulares. Algumas doenças inflamatórias e autoimunes são causadas por 

distúrbios da imunidade adaptativa. Os avanços na compreensão da 

patogênese das doenças autoimunes tem levado a busca de novo alvos 

moleculares e terapêuticos. Os PPARγ são membros da superfamília de 

receptores nucleares e são fatores de transcrição envolvidos no metabolismo 

lipídico e também na imunidade inata e adaptativa. São receptores ativados por 

ligantes endógenos e sintéticos. Estudos prévios demonstraram que os ligantes 

agonistas do PPAR regulam a sobrevivência, ativação e diferenciação de 

células T em seus subtipos celulares: Th1, Th2, Th17 e T regulatórias (Tregs). 

Apesar de terem função na defesa contra patógenos, o desequilíbrio desses 

fenótipos celulares está relacionado as doenças autoimunes. Os agonistas do 

PPARγ diminuem a expressão de citocinas relacionadas a fenótipos de células 

T helper relacionados a autoimunidade como a via Th1 (IL-12, IFNγ e IL-2) e 

Th17 (IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-21, IL-23R) e também diminui a expressão do 

fator de transcrição relacionado a via Th17, o RORγt. Esses receptores 

aumentam a expressão de citocinas relacionadas a subpopulações celulares 

Th2 (IL-10, IL-5 e IL-13) e estão associados aumento do número de células T 

regulatórias. Também estão relacionados à expressão dos linfócitos B 

aumentando a apoptose destas células e diminuindo a produção de anticorpos. 

Nesse sentido, os agonistas do PPARγ parecem ser alvos terapêuticos e 

moleculares promissores na abordagem das doenças autoimunes e 

inflamatórias.  



ROCHA Jr, L.F. 

67 

 

PPAR𝛾 Agonists in Adaptive Immunity: What Do Immune Disorders and 

Their Models Have to Tell Us? 

 

LAURINDO FERREIRA da ROCHA Jr, ANDRÉA TAVARES DANTAS, 

ÂNGELA LUZIA BRANCO PINTO DUARTE, MOACYR JESUS BARRETO DE 

MELO REGO,IVAN da ROCHA PITTA andMAIRA GALDINO da ROCHA PITTA 

 

ABSTRACT. 

Adaptive immunity has evolved as a very powerful and highly specialized 

tool of host defense. Its classical protagonists arelymphocytes of the T- and B-

cell lineage. Cytokines and chemokines play a key role as effector mechanisms 

of the adaptiveimmunity. Some autoimmune and inflammatory diseases are 

caused by disturbance of the adaptive immune system. Recentadvances in 

understanding the pathogenesis of autoimmune diseases have led to research 

on newmolecular and therapeutic targets.PPAR𝛾 aremembers of the nuclear 

receptor superfamily and are transcription factors involved in lipidmetabolism as 

well as innateand adaptive immunity. PPAR𝛾 is activated by synthetic and 

endogenous ligands. Previous studies have shown that PPAR agonistsregulate 

T-cell survival, activation and T helper cell differentiation into effector subsets: 

Th1,Th2, Th17, and Tregs. PPAR𝛾 has alsobeen associated with B cells.The 

present review addresses these issues by placing PPAR𝛾 agonists in the 

context of adaptive immuneresponses and the relation of the activation of these 

receptors with the expression of cytokines involved in adaptive immunity. 

 

Adaptive immunity is a very powerful and specialized toolof host 

defense.The T- and B-cell lymphocytes are classicallyinvolved in the adaptive 

immune system. Disturbances of theadaptive immunity results in autoimmunity. 

Immune dysfunctionassociated with autoimmune diseases was knownto be 

caused by an imbalance between Th1 and Th2 cells.Autoimmune diseases 

could be categorized as predominantlyTh1-driven if the major events were cell 

mediated in nature,or predominantly Th2 driven if antibodies and/or immune 
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complexes served as the main mediators [1]. In the last years,a third subset 

named Th17 cells has been identified, and theTh1/Th2 imbalance hypothesis 

has shifted to an involvementof the Th1/Th2/Th17/regulatory T (Treg) 

lymphocytes withthe sameThprecursor cells [2]. B-cell activation and antibody 

production can be either an independent T-cell help processor B cells receiving 

help from follicular T cells. In autoimmunediseases, the contact with self-antigen 

leads to B-cellactivation and, therefore, these lineage of cells are of 

greatimportance in adaptive immunity. Naive B cells develop intoantibody-

producing plasma cells through the contact withantigen in combination with 

TLR-agonists and cytokines.Activation of B cells also results in differentiation 

into plasmablasts and increased cytokine production [3]. 

The nuclear receptor (NR) superfamily is composed of 48members and 

includes receptors for steroid hormones, thyroidhormone, various lipids, and 

oxysterols. NRs function asligand-dependent transcription factors and share a 

modulardomain structure [4]. PPAR-gamma (PPAR𝛾) belongs tothe nuclear 

receptor superfamily. These transcription factorsfunction as receptors for 

various lipid-soluble, smallmolecules that are most commonly generated as 

hormones orin the intermediary metabolic pathways [5]. These receptors 

2 PPAR Researchregulate gene expression upon heterodimerization with the 

retinoid X receptor by ligating to peroxisome proliferatorresponse elements 

(PPREs) in the promoter region of targetgenes. These genes are regulated 

through ligand-dependenttranscriptional activation. Several of these target 

genes areinvolved in metabolic homeostasis [6]. The PPAR𝛾Express two 

isoforms, PPAR-𝛾1 and PPAR-𝛾2. PPAR-𝛾1 is expressedin macrophages, 

colonic epithelial cells, endothelial cells, andvascular smooth muscle cells. 

PPAR-𝛾2 is mainly expressedin adipose tissue and is involved in the regulation 

of adipogenesis[7]. PPAR𝛾 activation in immune cells predominantlyresults in 

another mechanism of action: transrepression ofproinflammatory gene 

expression [8]. Transrepression doesnot involve binding of the nuclear receptor 

to its cognateDNA element, but here PPAR𝛾 operates by antagonizingsignal-

dependent activation of its target genes by otherclasses of transcription factors, 

including NF-𝜅B and AP-1proteins, thereby reducing inflammatory signaling 

pathways[9]. PPAR𝛾 expression in the monocyte/macrophage lineage was 
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demonstrated by the suppression of the activation ofmonocyte/macrophages by 

PPAR𝛾 agonists. In Additionto their role in the anti-inflammatory response of 

innateimmune cells, PPARs are involved in mediating the adaptiveimmune 

responses of T and B cells [10]. PPAR𝛾 is activated bydiverse synthetic and 

naturally occurring substances. Manyligands that activate and modulate PPAR 

functions havebeen identified [10]. Na¨ıve and activated T cells Express 

PPAR𝛾, and ligands for the receptor inhibit proliferationand significantly 

decrease cell viability [11]. Activated B cellsupregulate their expression of 

PPAR𝛾 [12]. In this review, wewill summarize the recent progress in PPAR𝛾 

studies and theinterplay of these nuclear receptors with adaptive immunityand T 

and B cells. 

 

2. Th1 Lymphocytes 

Th1 cells secrete interferon- (IFN-) 𝛾, interleukin- (IL-) 2, andtumor 

necrosis factor (TNF) and control protection againstinfection with intracellular 

microbes. Maturation of Th1cells is controlled by IL-12 and transcription factor 

T-bet.During Th1 cell differentiation, IL-12 signals via the IL-12R/STAT4-

signalling pathway inducing IFN-𝛾 expression,the secreted IFN-𝛾 then signals 

through the IFN-𝛾R/STAT1pathway to further increase IFN-𝛾 levels, forming a 

positiveautoregulatory loop reinforcing Th1 differentiation. Thesignal transducer 

and activator (STAT) proteins STAT1 andSTAT4 induce the expression of 

theTh1-specific transcriptionfactor T-box expressed in T cells (T-bet) [13]. 

Inappropriateactivation ofTh1 cells in response to self-antigen or 

innocuousantigens leads to autoimmune states as well as to hypersensitive 

states in which T-cell tolerance to environmentalantigens fails [14]. 

PPAR𝛾 agonists have been shown to decrease IL-2 productionin 

activated T cells and thereby to enhance apoptosis.The modulation of T-cell 

activity is due to inhibition of IL-2 production in T-cell-receptor-stimulated Th 

cells and dueto suppression of Th2 cell differentiation. The endogenousligand 

15-deoxy-Delta12, 14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2), andthe synthetic ligand 

ciglitazone inhibit IL-2 secretion by Tcellclones in murine cells [6, 15]. High 

amounts of IL-2 and IFN-𝛾 were detected in the supernatant of antigen 

stimulated splenocytes from PPAR𝛾+/– mice [16]. Studies demonstrated that 
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lymphocyte-derived IFN-𝛾 interferes withPPAR𝛾 ligand regulation of MAPK 

activation in murinemacrophages in vitro [17]. PPAR𝛾 ligands decreased the 

levelof IFN𝛾 production in splenocytes and T-cell clones isolatedfrom SJL mice 

[15]. Treatment with pioglitazone changes thehelper T-cell balance from Th1 to 

Th2 in the myocardiumof rats with autoimmune myocarditis by upregulating the 

mRNA of Th2 cytokine IL-4 and by reducing the mRNAlevel of Th1 cytokine 

IFN-𝛾 [18]. Pioglitazone also reducedIFN-𝛾 production in a model of 

experimental autoimmuneencephalomyelitis (EAE), the inflammatory 

demyelinatingdisease model of multiple sclerosis (MS) [19]. In vivo treatment 

with the PPAR-ligand THR0921 resulted in reducedproduction of TNF-𝛼, IL-1𝛽, 

and INF-𝛾 by spleen cellscultured for 48 h with either lipopolysaccharide (LPS) 

or typeII collagen (CII) compared with cells from vehicle-treatedcollagen-

induced arthritis (CIA) mice [20]. PPAR𝛾 agonistsdecrease lupus-related 

nephritis through decreased IFN-𝛾and nitric oxide production in MRL/lpr mice in 

vivo [21].Treatment of diabetic mice with rosiglitazone resulted in asignificant 

decrease in the pancreatic level of TNF-𝛼 and IFN-𝛾 compared to untreated 

diabetic mice [22]. 

In human cells, it has been demonstrated that nuclearfactor of activated 

T cells (NFAT) is negatively regulated byPPAR𝛾 activation with troglitazone  

and 15d-PGJ2 through blockade of NFAT DNA binding and transcriptional 

activity and subsequent inhibition IL-2 production [23]. IL-2 protein expression 

was also downregulated by rosiglitazone [24].The endogenous PPAR𝛾 agonist 

13-hydroxyoctadecadienoicacid (13-HODE) downregulated IL-2 production by 

humanperipheral blood T lymphocytes by reducing NFAT andNF-𝜅B binding to 

the IL-2 promoter [25]. In PBMCs frompatients with Hashimoto’s thyroiditis (HT) 

and controls, rosiglitazone reduced IFN-𝛾 expression by CD4+ and CD8+T 

lymphocytes in a dose-dependent manner, but the degreeof inhibition was 

significantly greater in healthy subjects thanpatients with HT.This in vitro 

resistance to immunomodulationmight be due to the enhancement of mitogen-

activatedprotein kinase (MAPK) pathway [26]. The CXC chemokines (CXCL9, 

CXCL10, and CXCL11), inducible by IFN-𝛾, areproinflammatory molecules with 

chemoattractant activityfor Th1 lymphocytes secreting IFN𝛾 [27]. Rosiglitazone 

has recently been shown to inhibit IFN-𝛾 and TNF induction of𝛼-chemokine 
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CXCL10 release by cultured thyroid cells andorbital fibroblasts from patients 

with Graves’ ophthalmopathy [28]. Troglitazone has been demonstrated 

tomodulate the level of IFN-𝛾 production [29, 30]. The deletion of PPAR𝛾in 

CD4+ T cells results in enhanced antigen-specific proliferationand 

overproduction of IFN-𝛾 in response to IL-12 highlighting the importance of 

expression of PPAR𝛾 inCD4+ T cells in downregulating excessive Th1 

responses [31]. 15d-PGJ2 suppressed T-cell proliferation and IFN-𝛾secretion in 

vitro by both Con A- and myelin basic protein (MBP) Ac1–11 peptide-stimulated 

lymphocytes. MBP is usedto induce EAE in rodents.The ability of T cells to 

adoptively PPAR Research 3transfer EAE is suppressed when these cells are 

cultured with 15d-PGJ2 in vitro [32]. 15d-PGJ2 acts cooperatively with9-cis 

retinoic acid, the ligand for the retinoid X receptor (RXR), in inhibiting microglial 

cell activation. Microgliaparticipate in pathology associated with multiple 

sclerosis (MS) [33]. The PPAR𝛾 ligands, 15d-PGJ2, troglitazone, and 

pioglitazone, can inhibit the IFN-𝛾-induced expression ofthe CXC chemokines 

inducing protein-10 and monokineinduced by IFN-𝛾/IFN-inducible T-cell 

𝛼chemoattractant byendothelial cells [34]. In addition, T-cell-specific PPAR𝛾-

deficient mice are suggested to be defective in accumulatingT effector cells in 

secondary lymphoid organs and tissues andtherefore in their ability to produce 

IFN-𝛾 gamma and IL-17in inflammatory sites [26, 35]. 

IL-12 plays a crucial role in the differentiation of T lymphocytesand 

immunity against pathogens. The developmentof EAE was also found to be 

associated with an increasein the expression of IL-12 in the central nervous 

system (CNS) and lymphoid organs [36, 37]. The PPAR𝛾 agonists15d-PGJ2 

and ciglitazone inhibit EAE by blocking IL-12 productionin macrophage and 

microglial cells, IL-12 signaling,and Th1 cell differentiation [38, 39]. The 

endogenous ligand 9-hydroxyoctadecadienoic acid (9-HODE), a major oxidized 

lipid component of oxLDL, significantly inhibitedIL-12 production in 

lipopolysaccharide- (LPS-) stimulatedmouse macrophages and also suppressed 

NF-𝜅B-mediatedactivation in IL-12 p40 promoter [40]. 

The inhibition of IL-12 production by dendritic cellsthrough ligand-

activated PPAR𝛾, as well as the inhibitionof IFN𝛾 production by T cells, 

indicates that this nuclearhormone receptor might be involved in the 



ROCHA Jr, L.F. 

72 

 

differentiation of naive T cells into their effector subsets. These data 

highlightthat PPAR𝛾 play important roles in Th1-cell survival, activation, and 

differentiation. 

 

3. Th2 Cell 

Th2 cells classically mediate host defense against extracellularparasites. 

They are also important in the induction and persistence of asthma and other 

allergic inflammatory diseases. Th2 cells can produce IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL- 

13, and IL-25. IL-4 plays a positive feedback for Th2 celldifferentiation through 

the transcription factor STAT-6 and expression of GATA-3 [41]. Although Th2 

cells are not major effectors in the pathogenesis ofmost autoimmune diseases, 

insome instances induction of a Th2 response during ongoing autoimmune 

inflammation can be of therapeutic value, especially considering the potential of 

Th2 cells to modulate thegeneration ofTh1 cells and their interactions with B 

cells. Th2 cytokines can stimulate proliferation, activation, and isotype switching 

of B cells and aid in the production of autoantibodies by providing help to 

autoreactive B cells [42, 43]. Futhermore, Th2 cytokines, like IL-5, can promote 

induction of Ag-specific Tregs, contributing to restore autoimmunetolerance 

[44]. 

Studies of gene expression have shown that polarizedTh2 cells express 

greater levels of PPAR𝛾2 mRNA than Th1cells [45]. The exact interaction 

between PPAR𝛾 and IL-4is not fully understood, and it seems to depend on the 

context and on the ligand type involved. Treatment withpioglitazone increased 

expression levels of IL-4 in a modelof autoimmune myocarditis, and there was 

an ameliorationof the inflammation [18]. This report agrees with 

previousdescription of improvement of acute colitis after thiazolidinictreatment 

(troglitazone, pioglitazone, and rosiglitazone) bydecreasing TNF𝛼 and IFN𝛾 and 

increasing IL-4, IL-10, andtranscription factor GATA-3 expression [46, 47]. 

Recently, pioglitazone attenuated the neurological signs in a model 

ofexperimental autoimmune neuritis in rats by the inhibitionof Th1 cytokines 

production (TNF𝛼 and IFN𝛾) and increasedsecretion of IL-4 [48]. In PBMC 

fromHashimoto’s thyroiditispatients, rosiglitazone produced no inhibitory effect 

on IL-4expression by CD4+ T lymphocytes [26]. 
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On the other hand, significant inhibition of IL-4 productionin T cells by 

natural and synthetic PPAR𝛾 agonists (15d-PGJ2 and ciglitazone) was reported 

[7]. In this study, the inhibitory effect was explained, at least in part, by 

downregulation of NF-AT (nuclear factor of activated Tcells) activation, another 

proinflammatory signal transductionpathway [7]. This finding was subsequently 

confirmedby other authors [49, 50]. Furthermore, it was demonstratedthat a 

nonthiazolidinedione PPAR𝛾 ligand (KR62980), but not rosiglitazone, 

decreased IL-4, IL-5, and IL-13 levels and Th2 cell differentiation in vitro, by 

reducing the expressionof c-Maf, a Th2-specific transcription factor [51]. These 

findings suggest that PPAR𝛾 activation could have an antiinflammatory effect 

on Th2-mediated diseases. 

 It was also demonstrated that IL-4 and IL-13 could upregulate PPAR𝛾 

gene expression in CD4+ T cells, peripheralmonocytes, peritoneal 

macrophages, and airway epithelial [52–55]. These authors also showed that 

IL-4 induces theexpression and activity of 12/15-lipoxygenase, enzyme that 

catalyzes the synthesis of the PPAR𝛾 ligands 12-HETE, 15-HETE, and 13-

HODE. This finding reinforces the importantrole of this cytokine in inflammation 

by coordinately inducingthe expression of PPAR𝛾 receptor and its ligands and, 

consequently, proinflammatory gene repression [52, 53]. 

IL-10 is an anti-inflammatory cytokine that downregulatescellular 

immunity and allergic inflammation, by inhibitingactivation and effector function 

of T cells,monocytes, andmacrophages; downregulating IL-4 and IL-5 

expression byT-helper type 2 cell lymphocytes and decreasing eosinophil 

survival and IgE synthesis [56, 57]. In a mouse model ofasthma, the 

administration of rosiglitazone or pioglitazoneincreased IL-10 levels in lung 

tissue and decreased IL-4 andIL-5 levels, indicating a protective role for the 

receptor ininflammatory diseases [50]. The PPAR𝛾 agonists effects seemto 

depend on dose and cell type, since low concentrationsof rosiglitazone induced 

production of IL-10 from maturedendritic cells and activated CD4+ T cells, but 

these effects were not identified with higher doses or in immature cells.This 

productionwas mediated by PPAR𝛾 receptors, and itwasalso described as a 

functional PPRE in the IL-10 gene promoter [58]. 
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Some studies have suggested that PPAR𝛾 agonists mayalso have some 

proinflammatory activity in which 15d-PGJ2can inhibit IL-10 action by blocking 

STAT1 and STAT34 PPAR Researchactivation.This inhibition was not specific 

for IL-10, as STATactivation by IFN𝛾 or IL-6 is also inhibited by the compound 

[59]. Thus, some PPAR𝛾 ligands can exert their pro- or anti-inflammatory 

properties through a PPAR𝛾-independent way. 

IL-33 can act directly onTh2 cells increasing the secretionof Th2 

cytokines such as IL-5 and IL-13 and can also actas a chemoattractant for Th2 

cells [60, 61]. It was demonstrated that treatment with PPAR𝛾 agonists (15d-

PGJ2 androsiglitazone) could also reduce the production of IL-33, and they 

have been implicated in the athogenesis of someinflammatory diseases 

mediated by eosinophils, like asthma [62]. 

In addition to downregulating Th1 proinflammatorycytokines, PPAR𝛾 

ligands can presents anti-inflammatoryeffects by promoting the production of 

anti-inflammatory Th2 cytokines. Thus, PPAR𝛾 was suggested to modulate the 

orientation of immune responses in favor of Th2 responses,but the studies are 

not uniform. 

 

4. Th17 Pathway 

Recently, a new subset ofThcells has been identified namedTH17 cells 

and characterized by the production of IL-17A,IL-17F, IL-21, IL-22, and IL-23R. 

Th17 cell differentiation is enhanced by the coordinated functions of distinct 

cytokines including TGF𝛽, IL-6, IL-21, and IL-23, whereas IL-2, IL-4, IFN𝛾, and 

IL-27 inhibit its differentiation. The IL-17ª and IL-17F induce proinflammatory 

cytokines like IL-6, IL-1, TNF, and proinflammatory chemokines like CXCL1, 

GCP-2, and IL-8 and thus promote tissue inflammation and recruitment of 

neutrophils to the site of inflammation [63]. This cell population has been 

implicated in the developmentof autoimmune diseases, such as multiple 

sclerosis, rheumatoid arthritis, and inflammatory bowel disease and has been 

studied in mouse models of autoimmunity, such asexperimental autoimmune 

encephalomyelitis, inflammatory bowel disease, and collagen-induced arthritis 

[64–67]. Inseveral autoimmune diseases, Th17 cells are recruited to inflamed 
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tissues and promote inflammation by enhancing cytokine production, which can 

in turn activate B-cellantibody production, activate dendritic cells, and stimulate 

resident cells in the target tissues [57]. 

Pharmacological PPAR𝛾 activation selectively impairs differentiation into 

Th17 cells. Under physiological conditions, the corepressor SMRT (silencing 

mediator of retinoidand thyroid hormone receptors) is bound to the ROR𝛾t 

promoter and inhibits its transcription. PPAR𝛾 activationis thought to prevent 

removal of this corepressor complex,thus suppressing ROR𝛾t expression and 

ROR𝛾t-induced Th17 cell differentiation [67, 68]. In PPAR𝛾 knockout mice 

(PPAR𝛾−/−),Th17 differentiationwas strongly increased. In amodel of EAE, 

characterized by increased infiltration of Th17cells into the central nervous 

system, pioglitazone treatmentalleviated the disease severity of EAE, and 

PPAR𝛾−/− micewere reported to exhibit enhanced disease severity. In CD4+ 

T cells isolated from the central nervous system (CNS)of these EAE mice, 

endogenous (13-HODE) and synthetic(pioglitazone) PPAR𝛾 agonists 

suppressed Th17 differentiation,but not Th1, Th2, or Treg differentiation. A 

decreased expression ofTh17 cytokines IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, and IL-

23R and a selective inhibition of TGF𝛽/IL-6-mediatedexpression of ROR𝛾t were 

also demonstrated [69]. 

IL-23 belongs to IL-12 cytokine family and represents na important 

cytokine implicated as being responsible for Th17phenotypemaintaining and 

survival [70, 71]. PPAR𝛾 agonists(15d-PGJ2 and rosiglitazone) inhibited the 

induction of IL-23 protein by LPS-stimulated CNS cells [72]. In models ofallergic 

asthma, treatment with PPAR𝛾 agonists (15d-PGJ2and rosiglitazone and 

pioglitazone) promoted the reductionof IL-17 and IL-23 [62, 73]. These studies 

demonstratethat PPAR𝛾 activation can regulate the differentiation and 

function of Th17 cells, by suppressing Th17 cell developmentand 

decreasingTh17 cytokines. 

 

5. T Regulatory (Treg) Cells 

Treg cells suppress autoimmune responses and also otheraberrant or 

excessive immune responses to nonself-antigens.Depletion of CD25+CD4+ 
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Treg cells, which constitute 5%–10% of CD4+ T cells, produces autoimmune 

diseases such asinflammatory bowel disease in normal mice [74]. Expression 

of PPAR𝛾 by macrophages and epithelial cells is requiredfor protection against 

dextran sodium sulfate colitis [75,76]. These Treg cells express FoxP3, a 

transcription factoressential for their development and function [77]. PPAR𝛾- 

expressing Treg effectively reduce IFN-𝛾-producing CD4+T cells. Therefore,  

the loss of PPAR𝛾 in Treg impairs their ability to control effector CD4+ T-cell 

responses preventingprotection against colitis in a mouse model of intestinal 

inflammation suggesting that expression of PPAR𝛾 by Tregis required for 

optimal anti-inflammatory efficacy [31]. 

PPAR𝛾 deficiency leads to decreased numbers ofCD4+Foxp3+ T cells 

and increased CD4+IFN-𝛾+ cells, suggestingthat PPAR𝛾 plays a role in Treg 

survival and regulationof effector T-cell functions. Similarly, T-cell-specific 

PPAR𝛾-deficient mice showed reduced Treg recruitment tomesenteric lymph 

nodes and increased expression ofapoptosis-related genes [78]. In addition, 

ciglitazone or PGE2 treatment of na¨ıve CD4+ T cells enhanced induction of 

Foxp3+ inducible regulatory T cells, suggesting that PPAR𝛾may contribute to 

the quality and quantity of Treg functionsin vivo. PPAR𝛾 regulates induction of 

Tregs through retinoicacid-mediated dendritic cells (DCs) [79, 80]. 

Foxp3+ Treg cells are abundant in visceral adipose tissueand have a 

different T-cell receptor repertoire compared with Treg cells in other tissues 

[81]. These cells specifically Express the PPAR𝛾 and its stimulation by 

pioglitazone and increaseTreg cell numbers in the visceral adipose tissue [82]. 

These findings suggest that PPAR𝛾-expressing Treg cells in adipose 

tissuemight control inflammation in obesity, providing a newlink between 

immunoregulation and metabolic disease [83]. 

 

6. B Cells 

The exact role of B cells in the pathogenesis of autoimmunediseases is 

still matter of research. One previous hypothesis proposed that autoimmune 

disease develops as a result of persistence of self-reactive clones of 

lymphocytes that should have been deleted via normal immune tolerance, 

although some had suggested that this could be an epiphenomena. 
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Figure 1: Effects of PPAR𝛾 agonists on cytokine expression and on 

lymphocytes involved in adaptive immunity. ? Represents mechanismsthat are 

not well elucidated. 

 

The success of B-cell depletion therapy in autoimmune diseases,particularly in 

rheumatoid arthritis (RA) [84], systemiclupus erythematosus (SLE) [85], 

antineutrophil cytoplasmicantibody- (ANCA-) related vasculitides [86], and 

multiple sclerosis [87], reinforces the importance of B cells in the pathogenesis 

[88]. 

Papers discussing the role of PPAR𝛾 agonists in B cellsfocus on the 

induced apoptosis by natural and syntheticagonists. The PPAR𝛾mRNA and 

protein expression inmouse B cells is described, and it has been suggested that 

PPAR𝛾 agonists (15d PGJ2) could be involved in the induction ofapoptosis in B 

lymphocytes [89]. The same group demonstrated the nuclear and cytoplasmic 

expression of PPAR𝛾 innormal human B lymphocytes. An antiproliferative  

effect of natural (15d PGJ2) and syntheticPPAR𝛾 ligands (ciglitazone) on 

human B cells through inducing apoptosis is also shown [90]. 
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On the other hand, PPAR𝛾 expression was increasedin human activated 

B cells as compared to nonactivatedcells. Using low doses of PPAR𝛾 ligands 

(15-d-PGJ2 androsiglitazone), they found an increase of B-cell proliferation 

and IgM and IgG antibody production. These effects were related to activation 

of the cells: activated B cells, whichhad higher PPAR𝛾 levels, can respond to 

PPAR𝛾 ligands,while nonactivated B cells, with low PPAR𝛾 expression, were 

not able to activate PPAR𝛾 upon low-dose PPAR𝛾 ligandexposure. There was 

also a raise of stimulatedmemory B cellsdifferentiation to plasma cells [12]. In 

an animal model ofasthma, 15d-PGJ2 inhibited LPS-induced B cell proliferation 

[62], and, in peripheral blood mononuclear cells of atopicdermatitis patients, 

there was significant inhibition of IgEsynthesis [49]. 

The role of PPAR𝛾 in B cells in autoimmune diseasesis less well 

documented. In PPAR𝛾 heterozygote knockoutmice (PPAR𝛾+/–), in which 

PPAR𝛾 expression is reduced by50%, B-cell proliferative response was 

enhanced, but not Tcells. Furthermore, PPAR𝛾+/− mice developed more  

severe antigen-induced arthritis, that was suggested to be due toB-cell 

hyperreactivity. However, the production of T-cellderivedcytokines was also 

enhanced, since higher amountsof both IL-2 and IFN-𝛾 were detected in the 

supernatant of antigen stimulated splenocytes from PPAR𝛾+/– mice, and it 

was suggested that the alteration in T-cell function causedby reduced PPAR𝛾 

expression could be responsible for theresults [16]. 

The interaction between T and B cells and the autoantibodiesproduction 

are key elements in the SLE pathogenesis.Recently, some studies have 

suggested the PPAR𝛾participation in this complex disease. An increased 

PPAR𝛾 expression in patients with active SLE was described [91].PPAR𝛾 

agonist rosiglitazone was shown to reduce autoantibodyproduction and 

ameliorate renal disease in a murineSLE model [92]. Ciglitazone inhibited IgE 

production innonallergic and atopic dermatitis models in vitro and in vivo[49]. 

Indeed, these effects are not proven directly mediatedby activated B 

lymphocytes, but rather indirectly mediatedvia regulatory signal pathways of 

other cells types. Reductionin PPAR𝛾 expression increases T-cell proliferation 

and skews towardTh1immune response,which includes increased IFN𝛾and IL-
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12 production [16, 38]. These cytokines can directlyinfluence B-cell function, 

including plasma cell formation,proliferation, and antibodies production [93–95]. 

 

7. Perspectives 

In conclusion, PPAR𝛾 agonists are important modulatorsof the 

inflammatory process and lymphocyte homeostasis.6 PPAR ResearchCurrently, 

there is evidence to support that PPAR𝛾 is involvedin Th lymphocyte 

differentiation, B lymphocyte effectorfunctions, and cytokine expression. Figure 

1 summarizes theeffects of PPAR𝛾 agonists on cytokine expression and on T 

regulatory cells and B cells. PPAR𝛾 is expressed by the maincell types of 

adaptive responses.Natural and synthetic PPAR𝛾ligands proved to be capable 

of inhibiting major signalingpathways of adaptive immunity, reducing or 

augmenting theexpression of cytokines. In fact, PPAR𝛾 ligandswere shown to 

inhibit the production of several proinflammatory cytokines.Thus, further studies 

are necessary to clarify the use of PPAR𝛾 antagonists in diseases driven by the 

Th imbalance such asautoimmune diseases. The actions of these compounds 

at the cellular levels and their proven immunomodulatory effectsmake itworth 

considering their use in clinical trials exploringthe possibilities that these drugs 

might help in the treatmentof immune diseases. 
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5.2. ARTIGO II 

 

Artigo publicado no The Journal of Rheumatology Volume 39, no. 

7(2012);1320-1325 doi:10.3899/jrheum.111027 

 

A interleucina-22 tem sido descrita na literatura como papel anti-

inflamatório e pró-inflamatório dependendo do tecido que a expressa. Estudos 

prévios descrevem o papel inflamatório dessa citocina em doenças 

autoimunes, como na AR. Esse trabalho teve como objetivo analisar o papel da 

IL-22 na AR e foi publicado em Julho de 2012 no Journal of Rheumatology. 

Os níveis séricos de IL-22 foram mensurados em 83 pacientes com AR e 

em 30 voluntários saudáveis. Variáveis clínicas, radiográficas e laboratoriais 

dos pacientes foram registradas. PBMCs de 30 pacientes com AR e 14 

voluntários sadios foram estimuladas in vitro com PMA/Ionomicina. Níveis 

séricos e dos sobrenadantes de cultura foram mensurados por ELISA.  

Esse estudo mostrou que os níveis de IL-22 estavam aumentados em 

pacientes com AR comparados com controles saudáveis (média 432.37 pg/ml e 

67.45 pg/ml, respectivamente; p < 0.001). Além disso, os níveis de IL-22 

correlacionaram com os valores do DAS28 e CDAI. A positividade para o Fator 

Reumatoide foi associada a níveis mais altos de IL-22 nos pacientes com AR 

(média 575.08 pg/ml; p = 0.001). A presenca de erosões ósseas foi associada 

a níveis mais altos de IL-22. Os sobrenadantes das culturas de PBMC após 

estimulação expressaram níveis mais altos de IL-22 em pacientes com AR 

comparados aos controles, porém não houve significância estatística (média 

584.75 pg/ml e 295.57 pg/ml; p = 0.553).  

Os níveis elevados de IL-22 permitem a discriminação entre pacientes 

com diferentes parâmetros clínicos, radiográficos e laboratoriais, 

particularmente em pacientes com doença estabelecida por um longo período, 

considerando a duração media da população do estudo que foi de 10,7 anos. A 

associação dessa citocina com a presença de autoanticorpos necessita de 

melhor elucidação. Os achados apontam a IL-22 como importante biomarcador 

de atividade e reforçam seu papel na patogênese da doença e possível alvo 

terapêutico. 
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Increased Serum Interleukin 22 in Patients with Rheumatoid 

Arthritis and Correlation with Disease Activity 

 

LAURINDO FERREIRA da ROCHA Jr, ÂNGELA LUZIA BRANCO PINTO 

DUARTE, ANDRÉA TAVARES DANTAS, HENRIQUE ATAÍDE MARIZ, IVAN 

da ROCHA PITTA, SUELY LINS GALDINO, and MAIRA GALDINO da ROCHA 

PITTA 

 

ABSTRACT. 

Objective. To analyze the role of interleukin 22 (IL-22) in rheumatoid arthritis 

(RA). Methods. IL-22 serum levels were measured in 83 patients with 

established RA under treatment withdisease-modifying antirheumatic drugs and 

in 30 healthy controls matched for age and sex. Patientswere assessed for 

clinical and laboratory variables. Correlations of IL-22 serum levels with disease 

activity measures [Clinical Disease Activity Index (CDAI) and Disease Activity 

Score for 28 joints(DAS28)], serological markers, bone erosions, and 

demographic factors were assessed. Peripheralblood mononuclear cells 

(PBMC) from 30 patients with RA and 14 controls were purified and stimulated 

in vitro with phorbol myristate acetate (PMA)/ionomycin. IL-22 production by 

PBMC and inserum was investigated by ELISA.Results. IL-22 levels were 

increased in patients with RA compared with controls (mean 432.37 pg/mland 

67.45 pg/ml, respectively; p < 0.001). Levels of IL-22 correlated with DAS28 

and CDAI measures.Rheumatoid factor (RF) positivity was correlated with 

higher levels of IL-22 in patients with RA (mean575.08 pg/ml; p = 0.001). The 

presence of bone erosions was associated with high IL-22 levels (p =0.0001). 

PBMC stimulated with PMA/ionomycin expressed higher levels of IL-22 in 

patients with RAthan controls but this was not significant (mean 584.75 pg/ml 

and 295.57 pg/ml; p = 0.553).Conclusion. IL-22 is elevated in the serum of 

patients with established RA. Elevated serum IL-22allows discrimination 

between patients with different clinical and laboratory measures and indicates 

the potential of IL-22 as an additional tool for assessment of activity in RA, 

particularly in patients with RFantibodies and longterm disease. IL-22 is 
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associated with bone-destructive disease. (First Release May15 2012; J 

Rheumatol 2012;39:1320–5; doi:10.3899/jrheum.111027) 

Key Indexing Terms: INTERLEUKIN 22 RHEUMATOID ARTHRITIS DISEASE 

ACTIVITY DISEASE ACTIVITY SCORE 28 CLINICAL DISEASE ACTIVITY 

INDEX 

 

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic chronic inflammatory 

autoimmune disease characterized by synovial proliferationand progressive 

damage of multiple joints. RA is a diseasethat mainly targets the synovial 

membrane, cartilage, andbone. At times, systemic manifestations may occur. It 

is associated with increased mortality and affects 0.4% to 1% of the population1. 

More than one mechanism could contribute tothe disease. Cytokines are 

directly implicated in the pathogenesisof RA as part of a complex regulatory 

network relatedto specific immunological processes that promote 

autoimmunity,chronic inflammation, and tissue destruction2. T cellactivation  

and migration are involved in these mechanisms,and these cells adopt a 

proinflammatory phenotype. RA hasbeen thought to be a Th1- associated 

disorder3, but at presentthe Th17 phenotype has been identified and  

associated toRA4,5. Th17 cells have been clearly implicated in animalmodels of 

RA, i.e., collagen-induced arthritis (CIA)6, theSKG mouse7, and gene-targeted 

mice deficient in interleukin1 (IL-1) receptor antagonist8. The functional role of 

these Tcell subsets in human arthritis has been recently clarified5. 

Th17 cell differentiation is regulated by the transcriptionfactors signal 

transducer and activator of transcription 3(STAT3), retinoic acid receptor- 

related orphan receptor-γt (RORγt), and aryl hydrocarbon receptor, and is 

driven bytransforming growth factor-ß (TGF-ß), IL-1, and IL-6; IL-23is required 

to expand and stabilize the cell population. In additionto IL-17A, Th17 cells 

produce IL-17F, IL-21, IL-22, andIL-26, as well as chemokines such as CC 

chemokine ligand 20(CCL20; also known as MIP3α)9,10,11. Recently IL-17A 

production and IL-22 expression have been demonstrated tooccur 

independently of TGF-ß signaling12. 

IL-22 is a member of the IL-10 cytokine family and isrelated to different T 

cell subsets. IL-22 is presumed to play arole in pathogen defense, wound 
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healing, and tissue reorganization,therefore IL-22 modulates tissue responses 

during inflammation. IL-22 is involved in the induction of an acutephase 

response in vivo and chemokines and matrix metalloproteinases in vitro13. IL-22 

takes part in the adaptive response by the activation of CD4 T cells and in the 

innate response by the activation of lymphocytes such as natural killer cells and 

lymphoid tissue inducer-like cells14. IL-22 signalsthrough a heterodimeric 

receptor complex consisting ofthe IL-10R2 and IL-22R115,16. The IL-22R1 

subunit is strongly expressed in the skin, kidney, and tissues of the digestive 

and respiratory systems and synovial fibroblasts13. Binding ofIL-22 to this 

receptor leads to activation of STAT3 signalingcascades and Akt and mitogen-

activated protein kinase pathways14.The role of IL-22 as a Th17-effector 

cytokine has been demonstrated and it is most highly expressed by this cell 

subset17.Expression of this proinflammatory cytokine is inducedby intradermal 

injection of IL-22 in mice13. The functional roleof IL-22 is also associated with 

chronic inflammatory diseasessuch as psoriasis, inflammatory bowel disease 

(IBD), andRA13,14,18,19,20. Both psoriasis and IBD predispose to  

spondyloarthritis, including axial disease, therefore examination of thiscytokine 

was relevant in ankylosing spondylitis21. IL-22 hasalso been implicated in the 

pathogenesis of reactive arthritis22. 

In IBD, IL-22 expression was detectable in CD4-positive Tcells and was 

related to the expression of other inflammatorycytokines18. Increased levels of 

IL-22 in patients with psoriasis23,Sjögren’s syndrome24, and RA19,20,25 have  

been described, suggesting that it has proinflammatory propertiesand is 

important in these autoimmune diseases13. In RA, IL-22possibly induces the 

proliferation of synovial fibroblasts andproduction of chemokines19. In animal 

models of collageninducedarthritis, mice deficient in IL-22 were less  

susceptible to pannus formation and incidence of arthritis26. IL-22 levelshave 

been associated to radiographic progression in RA20.Nevertheless, there are 

currently no studies demonstrating apositive correlation between levels of IL-22 

and disease activity. We investigated serum levels of IL-22 in patients with RA  

to determine its relations to disease activity and severity. 
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MATERIALS AND METHODS 

Study population.A total of 83 patients with RA (80 women, 3 men; mean age 

53 ± 10.6 yrs) were recruited from the Department of Rheumatology atHospital 

das Clínicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).Current 

medications were recorded (Table 1); 6 patients were taking biological agents 

(5 adalimumab and 1 etanercept). The diagnosis of RA was establishedby the 

presence of 4 or more American College of Rheumatology 1987diagnostic 

criteria27. About 30 healthy volunteers matched for age and sex (mean age 44 

± 10.8 yrs) were included as controls, and all were free of anyrheumatologic 

conditions. Peripheral blood samples were obtained frompatients and controls. 

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 patients with RA [erythrocyte sedimentation rate 

(ESR), rheumatoid factor (RF) positivity] were recorded. Individual disease 

activity was quantified using the Disease Activity Score for 28 joints(DAS28)28 

and the Clinical Disease Activity Index (CDAI)29. Radiographs ofhands were 

obtained from patients with RA and evaluated for the presence oferosions by  

an experienced rheumatologist blinded to the clinical data. All subjects gave 

written consent to participate. The study was approved by theethics committee 

of the UFPE. 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC). PBMC were obtained from 

heparinized blood from healthy, nonsmoking donors who had not taken any 

drugs for at least 15 days before sampling, and were isolated by standard 

density-gradient centrifugation over Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Cells  

were counted in a Neubauer chamber, and cell viability was determined by the 

trypan blue exclusion method. Cells were used only when viability was > 98%. 

PBMC cultures. PBMC (1 × 106 cells/well) from 30 patients with RA and 14 

controls were cultured in 24-well plates in RPMI-1640 (Gibco) supplemented 

with 10% fetal bovine serum (Gibco), HEPES 10 mM (Gibco), and 

penicillin/streptomycin 200 U/ml (Gibco), and incubated at 37°C in a humidified 

5% CO2 incubator. Cells were stimulated/not stimulated with phorbol myristate 
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acetate (PMA) 100 ng/ml (Sigma) and ionomycin 1 μg/ml (Sigma). The 

supernatants were collected after 48 h and IL-22 levels were quantified. 

 

 

 

Measurement of serum IL-22 levels. Cytokines in the supernatants of cultures 

and in sera were assayed with an ELISA kit according to the manufacturer’s 

recommendation (R&D Systems). The lower limit of detection for the ELISAIL-

22 kit was 15 pg/ml.Statistical analysis. Associations of serum IL-22 levels with 

clinical and laboratorymeasures of patients with RA were analyzed by  

univariate comparisons using nonparametric tests (Mann-Whitney tests). p<0.01 

was considered a significant association and p < 0.05 a suggestive association. 

Results are shown considering the mean value. All quantitative data were 
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plotted withGraphPad Prism 3.02 software. Variables with p < 0.2 at univariate 

analysis were retained for multivariate logistic regression analysis. 

Correlations between serum IL-22 levels and DAS28 and CDAI were 

evaluated using Pearson correlation analysis. This analysis was carried out with 

Origin 8.0724 software (OriginLab, Northampton, MA, USA). 

 

RESULTS 

Serum IL-22 levels in RA patients and controls. In total, 83patients with RA and 

30 healthy controls were included in ouranalysis. Serum IL-22 levels were 

significantly increased inRA patients compared with controls (mean 432.37 

pg/ml and67.45 pg/ml, respectively; p < 0.001; Figure 1). Serum levelsof IL-17 

were higher in patients with RA but this findinglacked statistical significance. No 

correlation was detectedbetween IL-17 levels and disease activity (data not 

shown).Association of serum IL-22 levels and disease activity. Having found 

that IL-22 was elevated in patients with RA, we assessed whether serum levels 

of IL-22 correlated with diseaseactivity. 

There was significant correlation for serum IL-22 levelsamong the scores 

for DAS28 (r2 = 0.041, p = 0.037; Figure2A) and CDAI (r2 = 0.062, p = 0.013; 

Figure 2B). Serum frompatients with RA in clinical remission had significantly 

lower levels of IL-22 than serum from patients with mild, moderate,and severe 

disease. 

Correlations of serum IL-22 with RF positivity. Patients withRA who were 

positive for RF had significantly increasedlevels of IL-22 compared to 

seronegative patients (mean575.08 pg/ml and 136.37 pg/ml; p = 0.001; Figure 

3).Correlations of serum IL-22 levels with bone erosions. Weassessed 

associations of IL-22 levels and presence of erosions.Serum IL-22 levels were 

higher in patients with bone erosions 
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Figure 1. Serum interleukin 22 (IL-22) levels in patients with rheumatoid 

arthritis (RA) and controls (p<0.001). 

 

 

 

Figure 2. Correlation between serum interleukin 22 (IL-22) levels frompatients 

with rheumatoid arthritis and Disease Activity Score for 28 joints (A;r2 = 0.041,  

p = 0.037) and Clinical Disease Activity Index (B; r2 = 0.062,p = 0.013). 
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Figure 3. Correlation between rheumatoid factor (RF) positivity and levels of 

interleukin 22 (IL-22) in patients with rheumatoid arthritis 

 

(mean 516.69 pg/ml) than in patients without erosions (mean79.29 pg/ml; p = 

0.0001; Figure 4). 

The CDAI, DAS28, RF, and erosion variables were significantly 

associated with IL-22 by univariate analysis (p < 0.05).Therefore, these 

variables were subjected to multivariate logisticregression analysis. In the first 

analysis we consideredDAS28, RF, and erosions; DAS28 and RF measures 

were independently associated with IL-22 levels (p = 0.046 and p =0.013, 

respectively). Then we analyzed CDAI, RF, and erosions;CDAI and RF were 

also independently associated withIL-22 levels (p = 0.028 and p = 0.029, 

respectively). IL-22 expression in PBMC following stimulation. Next we 

analyzed the IL-22 patterns in vitro following stimulation withPMA and 

ionomycin. We observed increased levels of IL-22in patients with RA compared 

to controls. 

PBMC from 30 patients with RA and 14 controls were stimulated in vitro 

with PMA and ionomycin. There was lowspontaneous secretion of IL-22 in both 

groups (mean 17.66pg/ml in patients with RA, 63.85 pg/ml in controls). The 

levels of IL-22 in supernatants of PBMC from patients with RA after stimulation 

were higher than in control PBMC(584.75 pg/ml and 295.57 pg/ml, 

respectively), but this findingwas not statistically significant (p = 0.553; Figure 

5). 
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DISCUSSION 

In our study, IL-22 levels were increased in patients with RA compared 

with those of healthy controls. In this series thelevels of IL-22 correlated with 

disease activity (by DAS28and CDAI). Of note, when samples from patients 

with RAwere separated into RF-negative and RF-positive groups, there were 

significant differences in IL-22 serum levels. There was significant correlation 

between higher levels of IL-22 andpositive RF. IL-22 levels were higher in 

patients with boneerosions. PBMC stimulated with PMA/ionomycin expressed 

higher levels of IL-22 in patients with RA than in controls, but this finding was 

not significant. 

It has been suggested that IL-22 might play a role in RA 

pathophysiology14,20,21,25,26,30,31. Elevated levels of IL-22 have been 

demonstrated in RA synovial tissues and the liningand sublining layers of 

rheumatoid synovium expressed higherlevels of IL-22R119. Endogenous IL-22 

plays a proinflammatoryrole in collagen-induced arthritis in C57BL/6 mice,and 

this cytokineappears to be important for osteoclastogenesisand regulates 

antibody production26. Our findings are inaccord with these observations, and 

are also in agreement witha recent study that described increased plasma 

levels of IL-22in 30 patients with established RA with a mean disease duration 

of 10.7 years, although the patients had not received immunomodulatory drugs 

for 2 months30. In contrast, all ourpatients were under therapy. In our study the 

mean diseaseduration was 10.5 years and most patients had active disease,  

as noted. Another recent study showed levels of IL-22 were increased in almost 

50% of patients with very early and activeRA, and revealed no difference for 

disease activity measuresbetween the groups of RA patients with high IL-22 

and those with normal IL-22 levels; the patients assessed had active disease. 

Both groups of patients had never been treated with disease-modifying 

antirheumatic drugs and glucocorticoids. Elevated levels of IL-22 at baseline 

were significantly associatedwith bone erosions20. We found higher IL-22 levels 

in patients with bone erosions of hands. This finding supports the potential role 

of IL-22 as a predictive marker of bone destruction in RA. However, previous 

data demonstrated that levels ofIL-22 were elevated in patients with  

established disease as wellas in patients with very early disease25. Our data 
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show that patients with longterm disease have increased serum levels ofIL-22, 

supporting the idea that this proinflammatory cytokine may take part in the 

chronic inflammatory process in established RA, but to a lesser degree in very 

early disease. 

Although IL-22 has been described to have a mild proinflammatoryeffect 

in arthritis32 this is not in line with ourobservation that patients differ in their 

clinical inflammatory measurements (DAS28 and CDAI) according to serum 

levels of IL-22, showing a linear trend (Figure 2).  

Our study is the first to associate the levels of IL-22 with severity of 

disease according to DAS28 and CDAI, demonstrating statistical significance in 

patients with established disease. However, this isnot in agreement with a 

previous study that found no correlationbetween plasma levels of IL-22 and 

DAS28 in a similargroup of 30 patients in China30. Our study analyzed a higher 

number of patients (n = 83) and this inconsistency may arisein part from the 

influence of genetics in some ethnic groups onRA physiopathogenesis33. 

Because half of patients with veryearly active disease may not demonstrate 

correlation betweenthe levels of IL-22 and disease activity20, this is important to 

note in this study. 

On the other hand, contradictory data have been presented for 

correlation between IL-17 and disease activity. In line with2 reports34,35 we 

observed that IL-17 levels did not correlatewith DAS28 and CDAI findings. 

Higher IL-17 levels wererecently associated with systemic measures of more 

active disease in 30 patients36; the small number of patients in thelatter report 

must be taken into consideration and thus furtherstudy is needed. 

A subset of CD4 T cells related specifically to the expressionof IL-22 has 

been described that is distinct from Th17,Th1, and Th2 cells, and are termed 

Th22 cells. These cellsexpress chemokine (CCR6) and skin-homing receptors 

(CCR4 and CCR10) and do not express interferon-γ (IFN-γ),IL-17A, or 

transcription factor related to the Th1 and Th17 Tcell subsets37,38. The Th22 

subset is induced by epidermicLangerhans cells and by plasmacytoid dendritic 

cells, and theinflammatory cytokine tumor necrosis factor-α and IL-6 are related 

to its expression37,39. Th22 cells might be importantfor skin homeostasis and in 

inflammation, because patientswith psoriasis demonstrate increased Th22 cell 
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populations40.Although the roles of Th22 cells in RA remain unclear, thissubset 

of cells has been associated to RA and correlated with increased plasma levels 

of IL-22 in patients with RA30. Ouranalyses show that levels of IL-22 were 

significantly higher inour cohort of patients with RA, but not other cytokines 

expressed by other cell populations (Th1 and Th17) such asIFN-γ and IL-17 

(data not shown). These observations indicatea possible pathogenic role of 

Th22 cells in RA.Rheumatoid factor (RF) is the term for autoantibodiesdirected 

to the Fcγ chains of IgG molecules. IgM-RF can be detected in 60% to 80% of 

RA patients with established diseaseand can precede the onset of disease by 

several years. The physiologic role of RF is to enhance immune complex 

clearance. Immune complexes are also present in the joint.Therefore, RF may 

contribute to the activity and chronicity ofRA through complement-mediated 

pathways. Further, theRF-producing B cells in synovial tissue of patients with 

RA may act as antigen-presenting cells and present (foreign or self) antigens to 

T cells through uptake of immune complexes. Thus, RF in serum and RF-

producing B cells contribute tothe pathophysiology of RA41. Our findings 

demonstrate a correlationbetween high levels of IL-22 and positive RF. In some 

animal models of RA, immune complex formation at joint tissues is a major 

element. In collagen-induced arthritis, IL-22may regulate antibody  

production26, although B lymphocytesdo not express IL-22RI13. Increased 

levels of IL-22 have beenassociated to RF in Sjögren’s syndrome24. Mature 

naive Bcells become activated on meeting their cognate antigen andthen 

participate in germinal center reactions, leading to anumber of effector 

mechanisms including generation of plasmacells that secrete antibody41. The 

importance of Th17 cellsin the mechanism by which IL-17 drives autoimmune 

responses by promoting the formation of spontaneous germinal centers in mice 

has been reported42. IL-17 is also associatedwith the survival and proliferation 

of human B cells andtheir differentiation into immunoglobulin-secreting cells43. 

Further, the importance of B lymphocytes in the regulation of Th17 response 

has recently been demonstrated. B lymphocytedepletion with rituximab, a 

monoclonal antibody directedtoward the CD20 antigen on B lymphocytes, led to 

a reduction in the number of Th17 cells as well as decreased levels ofIL- 

17A, IL-21, and IL-22 in patients with RA44. The associationof autoantibodies 
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and IL-22 requires further investigation.It is a limitation of our study that we did 

not investigate RF titers, CRP levels, extraarticular symptoms, and presence of 

anticyclic citrullinated peptides. It is widely accepted thatthere is an association 

of high-titer RF with more severe disease,thus we found significant correlation 

between high scores of DAS28 and CDAI and increased IL-22 levels. Mostof 

our patients had longterm disease despite treatment, whichmay also indicate a 

more severe course of RA. 

Although the findings were not statistically significant (p >0.05), our in 

vitro results revealed a tendency to increasedlevels of IL-22 expressed by 

PBMC from patients with RA followingstimulation. The results indicate a 

possible pathophysiologicalrole of IL-22 in RA. The association of increased 

levels of this cytokine with disease activity in patients with established disease 

suggests the potential of IL-22 as an additionaltool for assessment of activity in 

RA, particularly inpatients with RF antibodies and longterm disease (mean 10.5 

years). Taking into consideration that levels of IL-22 have beenassociated with 

bone erosions, this interleukin might be helpfulin identifying patients with more 

destructive disease. Further studies are needed to clarify the role of IL-22 in RA. 

 

 

 

Figure 4. Serum interleukin 22 (IL-22) levels in patients with rheumatoid 

arthritis and bone erosions (p<0.0001). 
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Figure 5. Amounts of interleukin 22 (IL-22) from peripheral blood mononuclear 

cells of patients with rheumatoid arthritis (RA) and controls before and after 

stimulation with phorbol myristate acetate (PMA)/ionomycin. 
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5.3. ARTIGO III 

 

Artigo publicado no The Journal of Rheumatology Volume 39, no. 11 

(2012); 39:11; doi:10.3899/jrheum.120876 

 
Esse artigo foi publicado na edição de novembro de 2012 do Journal of 

Rheumatology no formato de Letter. Foi elaborado a pedido dos Editores do 

mesmo periódico como resposta a outro artigo publicado também como carta 

por um grupo Chinês que reforçaram a importância de nosso trabalho e 

ressaltaram novos achados sobre o papel da IL-22 na AR. 

 Interessantemente, novo estudo descreveu uma melhor associação da 

IL-22 com a osteoclastogênese ao demonstrar a regulação positiva dessa 

citocina com o RANKL, citocina relacionada a ativação de osteoclastos na 

doença. Isso em parte poderia justificar a associação que encontramos dessa 

citocina com erosões radiográficas.  

 Mais uma vez a relação de IL-22 com autoanticorpos foi destacada visto 

que, o rituximabe, depletor de células produtoras de autoanticorpos (células B), 

mostrou reduzir a expressão dessa citocina.    

Ressaltamos o papel no tratamento da AR do inibidor da Janus quinase, 

tofacitinib, cujo lançamento está previsto para este ano, que demonstrou 

diminuir a expressão da IL-22 também. 

Ao destacarmos novos alvos terapêuticos, relatamos a suspensão de um 

estudo clínico em fase II, que utilizou um anticorpo monoclonal anti-IL22 na AR, 

o fezakinumabe. O motivo da suspensão não foi publicado, porém chamamos a 

atenção para o papel protetor que a IL-22 tem na imunidade contra alguns 

patógenos. 

Por fim, estudos genéticos e novas abordagens terapêuticas como os 

agonistas do PPARγ foram sugeridos como perspectivas futuras. 
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L.F. da Rocha Jr, et al reply 

To the Editor: 

We thank Xie and colleagues for their comments1 on our article2 and for 

applying expertise to this question of interleukin 22 (IL-22) as a possible 

therapeutic target in rheumatoid arthritis (RA) and as a promising candidate 

biomarker. Novel cytokines have emerged recently as contributing to the 

pathogenesis of autoimmune diseases. Knowledge about the role of IL-22 

inautoimmune diseases is increasing and may reveal new therapeutic options 

for modulation of this cytokine. The role of IL-22 has been investigated in other 

inflammatory autoimmune diseases, such as psoriasis3 and psoriatic arthritis4, 

systemic sclerosis5, and systemic lupus erythematosus6.  

In RA, IL-22 is also a promising candidate biomarker as a predictor of disease 

activity. We demonstrated that higher serum levels of this cytokine are 

associated with more severe disease2. The association of IL-22 with bone 

erosions supports the idea that this cytokine may play a role in destructive bone 

disease. IL-22 may also be associated with pannus formation4. Th17 and Th22 

subsets are major sources of IL-22. These cell lineages were significantly 

increased in the peripheral blood of patients with inflammatory arthritis, such as 

ankylosing spondylitis and RA7,8. Although we did not investigate these cell 

subsets, we were able to show that IL-22 levels are high in patients with RA, 
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indicating a role of this cytokine within the complex and heterogeneous 

pathogenesis of RA. 

New strategies for RA treatment focusing on IL-22 may reveal alternative 

therapies for those patients who remain refractory to current therapeutic 

modalities. Antibodies to this cytokine might become available in the future. The 

monoclonal antibody fezakinumab, which modulates expression of IL-22, has 

been studied in a Phase II trial, but the study was discontinued9. The role of IL-

22 in protection against bacterial infection should be kept in mind10. The nuclear 

receptor peroxisome proli - ferator–activated receptor-γ agonists currently under 

study may also represent a molecular target in autoimmune diseases such as 

RA, as they were found to suppress the expression of IL-2211. The benefit of 

rituximab, a monoclonal antibody directed to CD20 antigen 

on B cells, is recognized in the treatment of RA. In a recent study of 12 patients 

with active RA disease who were resistant to TNF blockade, lower mRNA levels 

of IL-22 in synovial tissue were described after rituximab treatment12. Thus, IL-

22 suppression is probably one of the mechanisms involved in rituximab 

therapy. The Janus kinase inhibitor tofacitinib has been shown to be an inhibitor 

of IL-22 expression, and may represent a strategy in the treatment of RA13. 

Finally, genetic studies would be helpful in clarifying the role of IL-22 in RA as a 

biomarker or as a potential therapeutic target.  
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5.4. ARTIGO IV 

 

Artigo publicado noBioMed Research International Volume 2013 (2013), 
Article ID 926060; http://dx.doi.org/10.1155/2013/926060 
 

Esse artigo teve como objetivo descrever a síntese e avaliar a ação 

imunomoduladora, na AR, de um composto sintetizado no LPSF da UFPE, o 

TM17. Esse composto é um derivado tiazolidínico agonista do PPARγ e, 

recentemente, os derivados tiazolidínicos ou tiazolidinedionas (TZDs) tem 

chamado a atenção por apresentarem importante atividade anti-inflamatória e 

imunomoduladora. 

Após caracterização de sua estrutura química e determinação de dose 

atóxica, o composto foi submetido a ensaios laboratoriais por ELISA para 

avaliação de sua ação imunomoduladora através da inibição das citocinas 

relacionadas a via Th17, como IL-6, IL-17 e IL-22 e também do IFNγ.  Para isso 

utilizamos esplenócitos de camundongos BALB/c e PBMCs de pacientes com 

AR.  O TM17 diminuiu de forma significativa a expressão de IL-6 em 

esplenócitos de camundongos nas doses de 1,10 e 100μM e diminuiu a 

expressão de IL-17A, IL-22 e IFNγ em PBMCs de pacientes com AR na dose 

de 100μM (p<0,05). Houve uma tendência a inibição da expressão de IL-6 em 

PBMCs de pacientes com AR (p=0,07). A expressão do PPARγ foi 

documentada pela detecção de mRNA desses receptores pela técnica de RT-

PCR.  

Os achados encontrados, sugerem que a atividade anti-inflamatória do 

TM17 está relacionada, em parte, a sua habilidade de aumentar a expressão 

transcricional do PPARγ. As citocinas avaliadas (IL-6, IL-17A, IL-22 e IFNγ) tem 

papel bem documentado na fisiopatologia da AR e a redução da expressão 

destas pelo TM17 sugerem que sua atividade imunomoduladora seria uma 

abordagem molecular promissora em pacientes com doenças autoimunes, 

particularmente na AR.  
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Synthesis of a Novel Thiazolidinedione and Evaluation of Its Modulatory 

Effect on IFN-𝛾, IL-6, IL-17A, and IL-22 Production in PBMCs from 

Rheumatoid Arthritis Patients 

LAURINDO FERREIRA da ROCHA Jr, MOACYR JESUS BARRETO de MELO 

RÊGO, MARIANA BRAYNER CAVALCANTI, MICHELLY CRISTINY PEREIRA, 

MARINA GALDINO da ROCHA PITTA, PRISCILLA STELA SANTANA de 

OLIVEIRA, SAYONARA MARIA CALADO GONÇALVES, ANGELA LUZIA 

BRANCO PINTO DUARTE, MARIA do CARMO ALVES de LIMA, IVAN da 

ROCHA PITTA, and MAIRA GALDINO DA ROCHA PITTA 

ABSTRACT. 

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease frequently 

characterized by chronic synovitis of multiple joints. Thepathogenesis of RA is 

complex and involves many proinflammatory cytokines as Th17 related ones. 

PPAR𝛾 is a nuclear receptoractivator that represses proinflammatory gene 

expression. Thus, this work aimed to synthetize a new thiazolidinedione (TZD) 

analogue based on a well-known anti-inflammatory and PPAR𝛾 agonist activity 

of this ring and evaluate its anti-inflammatoryactivity. After chemical structure 

confirmation, the compound named 5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(2-

nitro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione TM17 was submitted to cytokine releasing 

inhibition and PPAR𝛾 genetic modulation assays. The newcompound showed 

no toxicity on human and murine cells, decreasing IL-6 secretion by murine 

splenocytes and reducing IL-17A,IL-22, and IFN-𝛾 expression in peripheral 

blood mononuclear cells frompatients with RA. TM17 was more efficient in 

modulating the mRNA expression of PPAR𝛾 than its well-used TZD agonist 

rosiglitazone. Surprisingly, TM17 was efficient on IL-17A andIFN-𝛾 reduction, 

like the positive control methylprednisolone, and presented a better effect on IL-

22 levels. In conclusion, PBMCsobtained from RA patients under TM17 

treatment present a significant reduction in IL-17A, IL-22, and IFN-𝛾 levels, but 

not IL-6 when compared with nontreated cells, as well as increase PPAR𝛾 

mRNA expression in absence of stimulus addressing it as apromising molecule 

in RA treatment. 
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Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune diseasethat is 

associated with systemic complications and earlydeath [1–3]. RA is 

characterized by synovial inflammation,autoantibody production, cartilage and 

bone destruction,and extraarticular features.Thedisease leads to deformity and 

the inflammatory burden is associated with cardiovascular,pulmonary, 

psychological, and skeletal disorders [1, 2]. Thepathogenesis of RA is complex 

and involves T cells, B cells,and the interaction of many proinflammatory 

cytokines mainly of Th1 andTh17 pathways [3–6]. 

 Previous studies have demonstrated the anti-inflammatory properties of 

peroxisome proliferator-activated receptorgamma(PPAR𝛾) agonists, in 

experimentalmodels of arthritis and in various inflammatory cells [7, 8]. The 

PPAR𝛾 is a nuclear receptor that plays key roles in the regulation of metabolic 

homeostasis and inflammation [9]. Its activation in immune cells predominantly 

results in repression of proinflammatory gene expression like TNF, IL-1B, and 

IL-6[10–15].  

 Many ligands that activate and modulate PPAR functions have been 

identified [16]. The thiazolidinediones (TZDs), a class of antidiabetic drugs, 

function as high-affinity PPAR𝛾ligands. The thiazolidines-2,4-diones (TZDs) 

have been extensive researched due to their deep involvement in regulation of 

different physiological processes like cell proliferation, angiogenesis, 

inflammation, and glucose metabolism [17] as wells as a strong association with 

the inhibition of Tcell activation and inflammatory disease [18]. Thus, these 

classes of drugs are of growing importance as a therapeutical approach in 

inflammatory and autoimmune diseases such as RA.This work aimed to 

evaluate the immunomodulatory activity of a new TZD analogue called TM17 in 

RA patients cells. 

2. Materials and Methods 

2.1. Anti-Inflammatory Assay 

2.1.1. Animals. Experimental assays utilized BALB/c mice (male, 45 days old). 

The animals (𝑛 = 6) were raised and maintained at the animal facilities of the 

Laboratory of Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) (Universidade Federal de 

Pernambuco, Recife, Brazil). All mice were killed and treated in accordance with 
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the guidelines of the Ethical Committee for the Use of Experimental Animals of 

the Universidade Federal de Pernambuco. For splenocytes obtention the spleen 

was extracted aseptically and placed in a Petri dish containing RPMI-1640 

(Gibco). In a vertical flow, each spleen was transferred to another Petri dish 

where they were submerged. The cell suspension obtained from each spleen 

was filtered in a cell sytrainer 40 𝜇m nylon (BD FalconTM) and then transferred 

to Falcon tubes. The spleen concentrates were then centrifuged twice for 10 

minutes. Subsequently the cells were lysed with RBC lysis buffer 1X 

(eBiosciences) and ressuspended at in RPMI-1640 (Sigma) medium 

supplemented with 10% fetal bovine serum, 10mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic acid) (Gibco), and 200U/mL penicillin/streptomycin 

(Gibco).The cell viability was determined by trypan blue 0.4% (Sigma-Aldrich, 

USA) exclusion at 1 : 4 dilution (1 part of cells : 4 parts of dye).The samples 

were only used when viabilitywas >98%.  

2.1.2. AR Patients and Health Voluntaries. Patients with RA (𝑛 = 9) were 

recruited from Rheumatology Division at Hospital das Clinicas-Universidade 

Federal de Pernambuco. Demographic, clinical, current medication, and 

laboratorial data were collected from all patients by questionnaire and from 

hospital records (Table 1). Patients were included after fulfilling at least four or 

more of the American College of Rheumatology (ACR) 1987 classification 

criteria for RA [19]. After exclusion of any rheumatic disease healthy volunteers 

were recruited as a control group (𝑛 = 9). Peripheral blood samples were 

obtained from patients and healthy volunteers. Informed written consent was 

obtained from all patients and controls in agreement with the norms of the 

Health Science Center Ethical Committee. The peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) were isolated from blood of health donors and patients with RA 

by centrifugation on Ficoll PaqueTM Plus (density 1.077 g/mL -GE Healthcare 

Bio-Sciences). Then, the PBMCs were ressuspended in RPMI 1640 medium 

(Gibco) supplemented with L-glutamine, 10% fetal serum bolvino (Gibco), 

10mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Gibco) and 

200U/mL penicillin/streptomycin (Gibco).The cell viability was determined by 

trypan blue 0.4% (Sigma-Aldrich, USA) exclusion at 1 : 4 dilution (1 part of cells 

: 4 parts of dye).The samples were only used when viabilitywas >98%. 
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2.1.3. MTT Assay. The splenocytes from BALB/c mice and PBMCs from health 

donors were incubated in the presence of two different concentrations (100 and 

250 𝜇Mfor splenocytes and 10 and 100 𝜇M for PBMCs) of the compounds for 

48 hours. Then cytotoxicity was quantified by the ability of living cells to reduce 

MTT to a purple compound. The compounds were tested in three independent 

assays, and at the end of incubation wells were centrifuged, and the medium 

was replaced by medium without compound (150 𝜇L) containing MTT 

(0.5mg/mL).Three hours later the MTT formazan was diluted with 100mL of  0% 

SDS, and its absorbance wasmeasured (570 nm) by the apparatus (BioTek 

EL808). The cytotoxic activity was quantitated as the percentage of control 

absorbance. In this sense, the absorbance of the TM17 treated group was 

obtained in relation to vehicle treated control group. In all analyzed experiments, 

the vehicle (DMSO 0.1%) treated group presented viability >97% compared to 

cells control without vehicle. 
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2.1.4. PBMCs and Splenocytes Cultures. PBMCs (1 × 106 cell/mL) and 

splenocytes (2 × 106 cell/mL) were cultured in RPMI-1640 (Gibco) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), HEPES 10mM (Gibco), and 

penicillin (10.000 U/mL)/(streptomycin 10.000 𝜇g/mL) (Gibco). Cells were 

stimulated with PMA (Sigma) + ionomycin (Sigma) for PBMCs or with 

Conocavalia-A (ConA) for splenocyte, in the presence or absence of TM-17 at 

concentrations of 1, 10, and 100 𝜇M. Methyprednisolone 100 𝜇M (Pfizer) was 

used as a positive control. Cells were incubated for 48 hours at 37∘C in 

humidified 5% CO2 incubator.  

2.1.5. Cytokine Titration. Cytokines of cultures supernatants were determined 

by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits according to the 

manufacturer’s instructions. In culture supernatants from PBMCs, IL-6 (BD 

Biosciences), IFN-𝛾 (BD Bioscience), IL-17A (R&D Systems) and IL-22 

(eBiosciences)were determined.Thelower limits of detection for the ELISA 

analyses were as follows: 15.625 pg/mL for human IL-17, 9.375 pg/mL for 

human IL-6 and IFN-𝛾, and 31.25 pg/mL for human IL-22. 

2.1.6. Quantitative RT-PCR. Total RNA from cells was extracted using trizol 

(Life Technologies) according to manufacturer’s instructions. Next, cDNA 

synthesis was obtained from3-4 𝜇g of total RNA using theHigh Capacity Archive 

kit (Applied Biosystems). PPAR𝛾 mRNA levels were measured by real time 

PCR using 18S ribosomal gene as the internal standard. Standard TaqMan 

probes were Hs01115513 m1 for PPAR𝛾 and Hs03928990 g1 for 18S 

amplification. Realtime PCR reactions were performed on ABIPrism 7900HT 

sequence detection PCR machine (Applied Biosystem) according to the 

manufacturer’s protocol. The relative gene expression was calculated by 2-ΔΔ 

CT. 

2.1.7. Statistical Analysis. All experiments were performed at least three 

independent times before statistical analysis, and the results in this were 

analyzed by univariate comparisons using nonparametric tests 

(Wilcoxonmatched pairs test) with 𝑃< 0.05 being considered as a significant 
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difference. All quantitative data were plotted with GraphPad Prism 3.02 software 

and in all graphs; bars represent mean value ± standard deviation. 

3. Results and Discussion 

3.1. Chemical Synthesis. The 5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(2-nitro-

benzyl)-thiazolidine-2,4-dione TM17 (4) was prepared by a nucleophilic Michael 

addition of the benzyl-thiazolidine-2,4-dione (2) and the substituted 

cyanoacrylate (3) to obtain the benzylidene-thiazolidine-2,4-dione TM17 (4) as 

described in Figure 1. The thiazolidine-2,4-dione (1) was N-(3)-alkylated with 

the 2-nitro-benzyl chloride in the presence of sodium hydroxide in hot ethanol 

leading to formation of the intermediate 3-(2-nitro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione 

(2). The 3-(5-bromo-2-methoxyphenyl)-2-cyano-acrylic acid ethyl ester (3) was 

prepared by Knoevenagel condensation of ethyl cyanoacetic Ester and 5-

bromo-2-methoxy-benzaldehyde in the presence of triethylamine. The published 

chemical data on 3-(5-bromo-2-methoxy-phenyl)-2-cyano-acrylic acid ethyl 

ester [20] are not reported here. The benzylidene-thiazolidine-2,4-dione TM17 

(4) was isolated in a single isomeric form, which was verified by TLC and NMR 

analysis. X-ray crystallographic studies and 13CNMR have demonstrated a 

preference for the 𝑍 configuration for 5-benzylidene-thiazolidinones [21–23]. 

The melting point was measured in a capillary tube on Quimis 340.23 

apparatus. Thin layer chromatography was performed on silica gel plates 

(Merck 60F254). Infrared spectra of 1% KBr pellets were recorded on a Bruker 

IFS66 spectrometer. 1HNMR spectra were recorded on a Varian Unity Plus 

300MHz spectrophotometer in DMSO-d6 as the solvent, with tetramethylsilane 

as the internal standard. Mass spectra were recorded on an LCMS-IT-TOF 

Shimadzu Liquid Chromatograph mass spectrometer in positive polarity. (5Z)-5-

(5-Bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(2-nitro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione 

TM17: an equimolar (0.83mMol) mixture of 3-(2-nitro-benzyl)-thiazolidine-2,4-

dione (2) and 3-(5-bromo-2-methoxy-phenyl)-2-cyanoacrylic acid ethyl ester (3) 

dissolved in ethanol (10 mL) with morpholine (250 𝜇L) was heated at 50∘C for 

3h. After cooling, the precipitated product was purified by flash column 

chromatography on silica with n-hexane/ethyl acetate, 8 : 2 as the eluent. 

C18H13BrN2O5S. Yield 30,58%. Mp 164∘C. TLC (benzene : ethyl acetate, 9,5 : 
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0,5) Rf 0,72. 1H NMR (300MHz, DMSO-d6) 3.91 (3H, s, OCH3), 5.17 (2H, s, 

NCH2), 7.16 (1H, d, J = 9Hz, PhBrOCH3), 7.42 (1H, dd, J = 7.8, 1,2Hz, 

PhNO2), 7.58 (1H, d, J = 2.09Hz, PhBrOCH3), 7.58–7.63 (1H, m, PhNO2), 

7.67–7.71 (1H, d,8,7Hz, PhBrOCH3), 7.71–7.76 (1H, m, PhNO2), 7.98 (1H, 

s,HC=), 8.12 (1H, dd, J = 8.4, 1.2Hz, PhNO2). IR: 1733 and 1678 (C=O), 1598 

(HC=). MS, ESI+ m/z 448, [M + Na]+ 471, [M+ Na + 2]+ 472.96.  

3.2. Cytotoxicity. For all conditions tested, cells presented a viability greater 

than 80%. On the highest dose tested, (100 𝜇M) TM17 showed a viability of 

97.99 (±17.65) in splenocytes and 86.52 (±9.23) for PBMCs. The compound 

was also tested at 10 𝜇M in PBMCs and 250𝜇M in splenocytes. The first 

showed 94,81 (±16,39) of viability and the second 84,3 (±2,9). This result 

confirms that TM17 is a nontoxic compound, even in high doses. 
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3.3. The Role of TM17 in BALB/c Splenocytes. In order to investigate whether 

TM17 treatment could modulate cytokines expression we first utilized BALB/c 
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splenocytes. A dosedependent reduction was observed in IL-17A level although 

the differences were not significant (Figure 2(a)). Regarding to IL-6 expression 

in all TM17 tested concentrations compared with ConA treated cells, there was 

a significant reduction in the production of this cytokine (𝑃< 0.02) (Figure 2(b)). 

As for IL-17, there was a decrease in IFN-𝛾release in splenocytes treated with 

TM17 in a nonsignificative way (Figure 2(c)). IL-22 was also tested, but the 

levels were not detected in any tested condition. These results suggest that 

TM17 reduce IL-17A secretion that could be produced primarily by Th17 and 

𝛾𝛿T cells [24] and INF-𝛾, secreted primarily by Th1 and NKT cells [25], thus 

acting on different immune cells. Another very interesting TM17 result is the 

reduction of IL-6 which participates in theTh17 phenotype polarization [26], 

suggesting that IL-6 secretion inhibition by TM17 could be associated with IL-

17A reduced levels. 

3.4. The TM-17 Role in Peripheral Blood Mononuclear Cells from RA Patients 

and Healthily Donors. To investigate the effect of TM17 treatment in IL-17A, IL-

22, and IFN-𝛾 releasing RA patients, supernatants were collected and assayed 

for these cytokines by ELISA. As shown in Figure 3, TM17 caused a reduction 

in a non-dose-dependent manner of IFN-𝛾 (𝑃 = 0.0039) and IL-17A (𝑃 = 0.0078) 

but significant at 100 𝜇M when compared to PMA/IONO stimulated cells alone 

(Figures 3(a) and 3(b)). We also observed a significant IL-22 reduction after 

TM17 treatment at 100 𝜇M (𝑃 = 0.035), 10 𝜇M (𝑃 = 0.022), and 1 𝜇M (𝑃 = 

0.022) differing from MP at 100 𝜇M (𝑃 = 0.058) when compared with PMA/IONO 

stimulated cells (Figure 3(c)). Although the findings were not statistically 

significant (𝑃 = 0.07), they show a tendency to decreased IL-6 levels secreted 

by PBMCs from patients with RA following TM17 at 100 𝜇M (Figure 3(d)). Tests 

with PBMCs from healthy donors were also conducted. However in these 

experiments the IL-22 levels were not detected in any condition analyzed. IFN-𝛾 

(Figure 4(a)) and IL-6 (Figure 4(b)) levels were twice lower, on average, than 

levels form RA patients PBMCs cultures; nevertheless the TM17 at 100 𝜇M 

retained its ability to inhibit both cytokines (𝑃< 0.05). For IL17 (Figure 4(c)), the 

compound only retains the ability to significantly reduce the levels of this 

cytokine at 100 𝜇M (𝑃 = 0.031), suggesting that the compound preferentially   
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inhibits the high levels of IL-17 secreted by RA patients cells. Ma and 

colleagues (2010) showed that besides the well-characterized anti-inflammatory 

activity of thiazolidinedione ring, the group methoxybenzylidene is also 

important in this activity [27]. Using a murine model of arthritis, they proved that 

the compound (Z)-5-(4-methoxybenzylidene) thiazolidine-2,4-dione inhibits the 

migration of macrophages and decreases the expression of proinflammatory 

cytokines such as TNF, IL1-𝛽, and IL-6. In a recent study by our group [28] the 

compound 5-(4-benzylidene-methanesulfonyl)-3-(4-nitrobenzyl)-thiazolidine-2,4-

dione also showed an antioxidant and anti-inflammatory activity, so these data 

together show that the methoxybenzylidene and nitrobenzyl groups could 

contribute with thiazolidine effect.  

3.5. TM17 Modulate PPAR𝛾mRNA Expression. RA is a systemic inflammatory 

disease of joints characterized by monocytes/macrophages infiltration, B and T 

cell activation, autoantibody formation, and production of several cytokines and 
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matrix metalloproteinases (MMP)s, causing persistent inflammation [3]. 

Peroxisome proliferatoractivated receptor-gamma (PPAR𝛾) plays a relevant 

antiinflammatory role in various diseases, including AR [7]. Accordingly, in order 

to access PPAR𝛾 modulation by TM17 since this compound is a TZD derivative, 

we evaluate PPAR𝛾 mRNA expression in PBMCs from healthy individuals 

exposed six hours to TM17. The already known PPAR𝛾 agonist rosiglitazone 

was used as positive control. As shown in Figure 5(a), both drugs at 100 𝜇M 

induce PPAR𝛾expression in PBMCs, butTM17 increases PPAR𝛾 expression 

more expressively. Palma and coworkers (2012) also demonstrated that the 

PPAR𝛾 agonists 15d-PGJ, methotrexate, and methylprednisolone increase 

expression of the receptor in cells isolated fromhealthy donors [8]. Furthermore, 

the same study showed that patients with rheumatoid arthritis have increased 

 

PPAR𝛾 expression compared to healthy subjectsand receptor xpression may  

be associated with a betterprognosis. Although the results suggest that TM17 

act as PPAR𝛾 modulator, further studies should be conducted toconfirm 

possible role of this new compound as PPAR𝛾agonist and also other 

mechanisms of action independent ofPPAR𝛾. 

 We also analyzed in vitro the ability of PMA/IONO (usedas standard 

stimulus) to affect directly PPAR𝛾 expression,in the absence or presence of 

PPAR𝛾 agonists. As shown inFigure 5(b), PMA/IONO, a strong inflammatory 

stimulus, increased PPAR𝛾 expression (𝑃 = 0.035). On the opposite,when 

rosiglitazone or TM17 was added in the system, thesecompounds inhibit 

inflammation and consequently reducePPAR𝛾 mRNA levels. TM17 significantly 
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reduced PPAR𝛾expression in PBMCs stimulated with PMA/IONO (𝑃 =0.021). 

Interestingly, this decrease was higher compared tothe positive control 

rosiglitazone (𝑃 = 0.04). Our resultsare in agreement with Klotz and coworkers 

findings[29]. 

 Their studies study showed that in the experimentalmodel ofmultiple 

sclerosis, PPAR𝛾-mediated T-cell-intrinsic molecularmechanism selectively 

controls Th17 differentiation byinhibition of TGF-beta/IL-6-induced expression of 

ROR𝛾t inT cells.The authors also concluded that PPAR𝛾 represents apromising 

molecular target for specific immunointerventionin Th17-mediated  

autoimmune diseases. 

4. Conclusion 

This work shows that PBMCs from RA patients underTM17 treatment 

present a significant reduction in IL-17A,IL-22, and IFN-𝛾 expression but not IL-

6, unlike micesplenocytes where the compound significantly inhibited IL-6 but 

not IL-17A and IFN-𝛾. The compound also enhancedPPAR𝛾 mRNA expression 

indicating this new compound aspromisor in inflammatory and autoimmune 

diseases treatment,mainly by reducing IL-17A levels in RA cells. 
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7. Figure legends 

Figure 01. Synthetic route for Z-5-(5-Bromo-2-metoxy-benzylidene)-3-(2-nitro-benzyl)-

thiazolidine-2,4-dione (LPSF/TM-17). 

Figure 02: Evaluation of pro-inflammatory cytokines release inhibition by TM17 compound 

in splenocytes culture. A) TM17 inhibits the release of IL17A in a dose dependent manner. B) 

IL6 was significantly inhibited by TM17 in all tested doses. C) TM17 decreases IFN release 

mainly in 10M. * p<0.05  

Figure 03: Evaluation of cytokines release inhibition by TM17 compound in PBMC culture 

from RA patients. A) TM17 in 100 M as well as positive control (Methylprednisolone) were 

able to decrease significantly INF levels. The same pattern was observed for IL17A (B). C) 

IL-6 was not significantly inhibited either by TM17 or by Methylprednisolone D) IL22 was 

significantly inhibited in all tested concentration. * p<0.05 ** p<0.01 

Figure 04: PPARy expression in PBMCs from healthy individuals. A) PPARy mRNA fold 

increase in cells treated with Rosiglitazone and TM17 compound at 100 µM concentration. B) 

Iono and PMA enhance PPARy expression and TM17 and rosiglitazone reduce significantly 

PPARy mRNA in this condition. *p<0.05 

8. Figures 

Figure 01 
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Table 1. Demographic, clinical and laboratory presentation of the patients with RA 

 

Table 1. Demographic, clinical and laboratory 

presentation of the patients with RA 

Number of patients 9 

Age (years) 

Mean (range) 

 

52,6(30-69) 

Sex 
Female/Male 

 
9/0 

Disease duration (years) 

Mean (range) 

 

6 years (0.1-16.2) 

Rheumatoid factor 
Positive/Negative 

 
8/1 

Treatment 

Non-steroidal anti-inflammatory drugs 

Steroids 
Methotrexate 

Leflunomide 

Antimalarial agents 
Biologic Therapy 

 

1 

8 
4 

2 

1 
- 

Disease activity 

DAS28 

Clinical remission 
Mild disease 

Moderate disease 

Severe disease 
CDAI 

Clinical remission 

Mild disease 
Moderate disease 

Severe disease 

 

 

- 
4 

2 

3 
 

- 

- 
5 

4 

 

 

  



ROCHA Jr, L.F. 

138 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 



ROCHA Jr, L.F. 

139 

 

6. DISCUSSÃO 

 

 A AR é uma das mais comuns doenças inflamatórias da articulação e 

tem uma ampla distribuição mundial.Apesar de muitos esforços em pesquisa,  

a fisiopatogenia dessa doença ainda não está totalmente estabelecida. Muitas 

citocinas participam da patogênese da doença e contribuem de forma diversa 

para a inflamação e progressão do dano articular (MCINNES & SCHETT, 2011; 

CHOY&BOTHWELL,2012). 

 Os resultados da presente dissertação sugerem que a IL-22 pode 

contribuir de forma importante para a fisiopatologia da doença. Em nosso artigo 

publicado no Journal of Rheumatology, em 2012, os Níveis de IL-22 

mostraram-se aumentados em pacientes com AR comparados a controles 

saudáveis e correlacionaram-se com os índices de atividade de doença CDAI e 

DAS28. Diversos estudos recentes demonstraram a importância da IL-22 na 

AR (ZHANG et al.,2011; ZENEWICS &FLAVELL, 2011;LEIPE et al., 2011; 

SHEN, GOODALL&HILL GASTON,2009; CASCAO et al., 2010)e o papel da IL-

22 na fisiopatologia da AR tem sido amplamente sugerido (ZENEWICS & 

FLAVELL, 2011; LEIPE et al., 2011; SHEN, GOODALL & GASTON, 2009). 

Esses achados estão de acordo com um recente estudo que descreveu níveis 

plasmáticos de IL-22 aumentados em 30 pacientes com AR estabelecida com 

uma duração média de doença de 10,7 anos, embora nesse estudo os 

pacientes não tinham recebido nenhum terapia com drogas imunomoduladoras 

por pelo menos 2 meses (ZHANG et al., 2011). Todos os pacientes de nosso 

estudo estavam sob terapia farmacológica, a duração média da doença foi de 

10,5 anos e a maioria dos pacientes tinham doença ativa. Outro estudo recente 

mostrou que níveis de IL-22 estavam aumentados em quase 50% dos 

pacientes com doença em estágio muito inicial e ativa. Neste estudo, não 

houve diferença em medidas de atividade de doença entre os grupos de 

pacientes com AR e níveis de IL-22 altos e os pacientes com níveis de IL-22 

normais. Os pacientes desse estudo não tinham sido tratados com nenhuma 

terapia modificadora de doença ou corticosteroides. Os níveis iniciais de IL-22 

foram significativamente associados com erosões radiográficas das mãos 

(LEIPE et al., 2011). Nós encontramos níveis mais altos de IL-22 em pacientes 
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com erosão óssea. Tais achados reforçam a importância da IL-22 como um 

possível marcador preditivo de destruição óssea na AR. Entretanto, dados 

anteriores demonstraram que níveis de IL-22 estavam elevados em pacientes 

com doença estabelecida assim como pacientes com doença em estágio inicial 

(CASCAO et al., 2010). A população de nosso estudo foi predominantemente 

de pacientes com doença estabelecida, ressaltando a importância dessa 

citocina pró-inflamatória na participação do processo inflamatório crônico da 

doença. 

Nosso trabalho descreveu que os níveis de IL-22 diferem em níveis 

diversos de medidas de atividade da doença (DAS28 e CDAI), mostrando uma 

tendência linear de que quanto maiores os níveis de IL-22, maiores os índices 

de atividade da doença. Nosso estudo foi pioneiro em associar os níveis de IL-

22 com severidade de doença usando o DAS28 e o CDAI e dessa forma 

revelando significância estatística em pacientes com doença estabelecida. 

Entretando, estudo prévio não encontrou correlação dos níveis de IL-22 e 

DAS28 em um grupo similar de pacientes na China (ZHANG et al., 2011). 

Todavia, nossa população foi maior (n=83) e deve-se levar em consideração a 

influência de fatores genéticos em alguns grupos étnicos na fisiopatogênese da 

doença (KOCHI et al., 2010). 

 O fenótipo celular Th22, recentemente descrito, não expressa IFNγ ou 

IL-17 assim como também os fatores de transcrição relacionados as vias Th1 e 

Th17. (DUHEN et al., 2009&TRIFARI et al., 2009). As células Th22 são 

induzidas por células epidérmicas de Langerhans e por células dendríticas 

plasmocitoides, e as citocinas TNF-α E IL-6 estão relacionadas a sua 

expressão (ZHANG et al., 2011). Embora o papel da via Th22 permaneça 

incerto na AR, esse subtipo celular tem sido associado a doença e 

correlacionou com níveis plasmáticos de IL-22  em pacientes com AR (ZHANG 

et al., 2011). Nossa análise mostrou que níveis de IL-22 estavam 

significativamente mais altos em nossospacientes, mas não das outras 

citocinas expressas por outras subpopulações celulares IFN-γ e IL-17 (dados 

não publicados). Sugere-se aqui um possível papel patogênico do fenótipo 

Th22 na AR.  
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 Interessantemente, quando os pacientes foram divididos em dois grupos 

relacionados à positividade para o FR (grupo FR positivo e grupo FR negativo) 

houveram diferenças significativas dos níveis de IL-22 entre os dois grupos. 

Houve importante associação de níveis mais altos de IL-22 com positividade 

para o fator reumatoide. O FR sérico e células B produtoras de FR contribuem 

para os mecanismos fisiopatogênicos da AR (DASS & WEISMAN, 2011). Em 

alguns modelos animais de AR, a formação de imunocomplexos mediada por 

autoanticorpos é um mecanismo importante. Na artrite induzida por colágeno, a 

IL-22 foi associada a regulação da produção de anticorpos (GEBOES et al., 

2009), embora estudo prévio demonstrou que linfócitos B não expressam o 

receptor para IL-22 (IL-22R1) (WOLK &SABAT,, 2006). Níveis mais altos de IL-

22 foram associados a presença do FR na Síndrome de Sjögren (LAVOIE et 

al., 2011). 

De outra forma, dados contraditórios tem sido reportados para 

correlação de níveis de IL-17 e atividade da doença. De forma similar a dois 

estudos prévios, não encontramos correlação dos níveis de IL-17 com o DAS28 

e CDAI (dados não publicados) (MELIS et al., 2010& YAMADA et al., 2008). 

Outro estudo recente evidenciou que níveis mais altos de IL-17 estavam 

associadas com medidas sistêmicas de doença mais ativa em 30 pacientes 

(METAWI et al., 2011), porém o menor número de pacientes da amostra desse 

trabalho deve ser levado em consideração e estudos adicionais são 

necessários. 

A importância das células Th17 no mecanismo pelo qual IL-17 induz 

respostas autoimunes promovendo a formação de centros germinativos em 

camundongos tem sido descrita (HSU et al., 2008). A IL-17 está também 

associada com a sobrevivência e proliferação de células B e em sua 

diferenciação em células secretoras de imunoglobulina (DOREAU et al., 2009). 

Além disso, a importância dos linfócitos B na regulação da resposta Th17 foi 

recentemente demonstrada. A depleção de linfócitos B com rituximabe levou a 

uma redução do número de células Th17 assim como também níveis 

diminuídos de IL-17A, IL-21 e IL-22 em pacientes com AR (VAN DE 

VEERDONK et al., 2011). A associação de IL-22 com autoanticorpos requer 

investigação adicional. Uma limitação de nosso estudo é que não foram 
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mensurados os títulos de FR, níveis de proteína C reativa, sintomas extra-

articulares e a presença de anti-CCP. Já é amplamente descrito a associação 

de níveis mais altos de autoanticorpos com doença mais severa, e dessa forma 

foi possível identificar clinicamente significativa associação dos níveis de IL-22 

com parâmetros de doença mais severa mensurados pelos níveis de DAS28 e 

CDAI. A maioria de nossos pacientes tinham longo tempo de doença apesar do 

tratamento, o que também sugere um curso mais severo da AR nesses 

pacientes.  

Os níveis de IL-22 foram maiores em pacientes com erosões ósseas. 

Um modelo experimental de artrite (IL-1Ra−/−) apresentou artrite erosiva 

progressiva caracterizada pela regulação positiva de IL-22 na sinóvia 

severamente inflamada. O tratamento desses camundongos com anticorpo 

anti-IL22 reduziu significativamente a inflamação e as erosões ósseas 

(MARIJINISSEN et al., 2011). Estudo in vitro, mostrou que a IL-22 promove 

osteoclastogênese, um processo que pode contribuir para sua ação pró-

inflamatória na artrite induzida por colágeno (GEBOES et al., 2009). Outro 

estudo evidenciou que a IL-22 regula de forma positiva a expressão do RANKL 

em fibroblastos sinoviais de pacientes com AR e induz osteoclastogênese e 

dessa forma pode piorar a sinovite e a destruição óssea da doença (KIM et al., 

2012). 

Os achados descritos ressaltam a importância da descoberta e 

contribuição de novas citocinas para a patogênese de doenças autoimunes, 

como a AR. Um melhor conhecimento sobre o papel da IL-22 tem destacado o 

papel dessa citocina na doença e como um biomarcador de severidade, além 

de colocar a imunomodulação da IL-22 como potencial alvo terapêutico.  

 A ação pró-inflamatória do IFNγ foi descrita associado a AR inicial, 

enquanto como inibidor do processo inflamatório em uma fase tardia da doença 

(BOISSIER et al., 1995). Esse mesmo estudo evidenciou que tratamento com 

anticorpo anti-IFNγ diminuiu os níveis de anticorpo anticolágeno e reduziu a 

severidade da artrite induzida. Entretanto, tratamento em fase tardia da doença 

com o mesmo anticorpo agravou a artrite, e esse efeito foi neutralizado com 

tratamento com IFNγ, indicando que essa citocina pode ter efeito 

imunossupressor em estágios mais tardios da doença (BOISSIER et al., 1995). 
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A administração de IFNγ na fase inicial da artrite induzida por colágeno (CIA) 

acelerou o desenvolvimento da doença e aumentou sua incidência em 

camundongos (COOPER, SRIRAM & RANGES, 1988). Camundongos 

knockout para IFNγ e seu receptor são resistentes a desenvolver CIA. Por 

outro lado, camundongos knockout para os genes do IFNγ e de seu receptor 

apressentaram maior susceptibilidade de desenvolver CIA. (CHU et al., 2003). 

Camundongos knockout para o receptor do IFNγ apresentavam CIA mais 

severa que camundongos selvagens (VERMEIRE et al., 1997). O efeito inibidor 

do IFNγ foi demonstrado ser causado por seus efeitos antiproliferativos e 

antiapoptóticos em células T ativadas. Deficiência em receptores de IFNγ 

diminuem a indução de células T regulatórias CD4+CD25+; e estas são 

capazes de inibir a ativação de células T efetoras (CHEN &LIU, 2009). 

O uso do IFNγ em ensaio clínicos com AR tem levado a resultados 

conflitantes. Um estudo demonstrou que IFNγ recombinante não teve melhor 

efeito que placebo (VEYS, MENKES& EMERY,1997). Entretanto outro estudo 

mostrou que IFNγ aliviou sintomas relacionados a AR de forma importante 

incluindo rigidez matinal, melhora de força e de edema articular(MACHOLD, 

NEUMANN & SMOLEN,1992). Também há relato que anticorpo anti-IFNγ 

produziu efeito importante no tratamento de pacientes com AR (SKURKOVICH 

& SKURKOVICH, 2006). Uma melhor compreensão da relação do IFNγ e 

células T efetoras e células T regulatórias é necessário para melhor 

compreensão de sua imunomodulação no tratamento da AR. 

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pleotrópica secretada por linfócitos 

T e macrófagos e tem impacto significativo na regulação imune, hematopoese 

e inflamação. Suas ações estão relacionadas a sua ligação com o receptor IL-

6R. Na prática clínica a IL-6 é melhor descrita por seus potentes efeitos pró-

inflamatórios. Está relacionada a indução de febre, fadiga e muitas 

manifestações clínicas associadas a inflamação sistêmica. Sua ação no fígado 

está associada a um aumento na produção de um amplo espectro de proteínas 

de fase aguda como a proteína C reativa, proteína amiloide sérica A(SAA, do 

inglês serum amiloyd protein), haptoglobina, fibrinogênio e hepcidina enquanto 

reduz albumina, transferrina e fibronectina. Na medula óssea sua ação está 

associada a leucocitose e trombocitose. Tem ação descrita na diferenciação de 
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células B em células B produtoras de anticorpos e indução da secreção de 

imunoglobulina e produção de autoanticorpos. A ação da IL-6 nas células T 

consiste em promover a diferenciação das células T helper em células T helper 

produtoras de IL-17 assim como na diferenciação de células T CD8+ na 

ativação de células citotóxicas (KALY &ROSNER, 2012).  

Aspectos adicionais da IL-6 relacionados a patogênese da artrite 

reumatoide são hipervascularização do tecido sinovial induzida pela IL-6 devido 

a produção do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglês 

vascular endothelial growth factor ) e ativação e diferenciação de osteoclastos 

relacionados a erosões e reabsorção ósseas (KOTAKE et al., 1996; 

NAKAHARA et al., 2003). Atualmente, encontra-se disponível para o 

tratamento da AR o anticorpo monoclonal anti receptor de IL-6, tocilizumabe. 

A IL-17 é a principal citocina produzida pelo fenótipo Th17. Em 

camundongos deficientes para IL-17 a CIA mostrou-se marcadamente 

suprimida (NAKAE et al., 2003). A expressão do receptor de IL-17 (IL-17R) em 

fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais e neutrófilos indicam que 

essa citocina tem potencial de influenciar em várias vias e células efetoras 

envolvidas na AR (KOLLS &LINDEN, 2004). Na AR a IL-17 também está 

associada ao recrutamento de monócitos e neutrófilos pelo aumento de 

produção local de quimiocinas, facilitação da infiltração e ativação de células T, 

amplificação de resposta imune induzindo a produção de outras citocinas, 

aumento da liberação de citocinas e metaloproteinases por fibroblastos 

sinoviais[20], osteoclastogênese (MCINNES &SCHETT, 2007) e dano articular 

(KOENDERS et al., 2005).Além disso, tem ação sinérgica com IL-1β, TNFα e 

IFNγ (NALBANDIAN, CRISPIN&TSOKOS, 2009; BETELLI et al. 2008).  

Estudos clínicos com anticorpos com ação bloqueadora de IL-17 estão em 

andamento (GENOVESE et al., 2012). 

Estratégias inovadoras na abordagem terapêutica da AR com enfoque 

em modular citocinas tem mostrado ser alternativas promissoras para o 

tratamento dessa patologia, principalmente para os pacientes que permanecem 

refratários a modalidades terapêuticas estabelecidas.  

 Diante disso, avaliamos a atividade imunomoduladora do novo derivado 

tiazolidínico LPSF/TM17 agonista do PPARγ na AR. O LPSF/TM17 inibiu 
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expressão das citocinas inflamatórias IFNγ, IL-6, IL-22 e IL-17 em células 

mononucleares periféricas de pacientes com AR.  

 

Os PPARs são receptores hormonais nucleares, inicialmente descritos 

como alvos moleculares para compostos que induzem proliferação 

peroxissomal (DESVERGNE & WAHLI, 1999; BERGER&WAGNER, 2002). 

Atualmente três diferentes subtipos de PPAR foram identificados: PPAR-α, -β/δ 

e –γ. O PPARγ é o subtipo mais estudado entre os três subtipos descritos. Está 

principalmente expresso em tecido adiposo e, em menor extensão, em outros 

tecidos e células do corpo e desempenham papel central no processo de 

diferenciação de adipócitos, utilização de glicose periférica e sensibilização a 

insulina (GIAGINIS, GIAGINI & THEOCHARIS, 2009). Sua ação, já descrita no 

corpo desta dissertação, é dada por um grupo amplo de ligantes seletivos 

naturais e sintéticos. As TZDs constituem os ligantes sintéticos mais bem 

conhecidos e representam uma classe promissora de agentes anti-diabéticos 

orais para o tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (LEHMANN et al., 1995; 

HENKE et al., 1998). Vários estudos revelaram outras ações desses agentes 

que estão além da abordagem de doenças metabólicas, incluindo propriedades 

anti-neoplásicas e anti-inflamatórias (THEOCHARIS et al., 2004; GIAGINIS, 

MARGELI & THEOCHARIS, 2007). 

PPARγ participa em diferentes doenças inflamatórias e autoimunes, 

como a AR. Há evidências de que a ativação do PPARγ pode inibir vias 

importantes de sinalização da inflamação e reduzir a síntese de cartilagem e 

fatores catabólicos responsáveis pela degradação articular na AR (GIAGINIS, 

GIAGINI & THEOCHARIS, 2009). 

 É documentando, de forma substancial, na literatura que os ligantes do 

PPARγ podem inibir a produção de diversas citocinas relacionadas as células 

T, incluindo a citocina chave da via Th1, o IFNγ. Em PBMCs de pacientes com 

tireoidite de Hashimoto e controles saudáveis a roziglitazona reduziu a 

expressão de IFNγ por células CD4+ e CD8+ de uma maneira dose-

dependente. (OKOSIEME et al., 2006)Camundongos deficientes em PPARγ 

são ineficazes em acumular células T efetoras em orgãos linfóides secundários 

e tecidos e dessa forma comprometem a habilidade dessas células em produzir 
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IFNγ e IL-17 em sítios inflamatórios (HOUSLEY et al., 2011; OKOSIEME et al., 

2006). Troglitazona demonstrou modular os níveis de produção de IFNγ de 

linfócitos humanos ativados de pessoas saudáveis in vitro (GIORGINI et al., 

1999). Ligantes do PPARγ reduziram a produção de IFNγ em esplenócitos e 

clones de células T de camundongos SJL (CUNARD et al., 2002). O tratamento 

com pioglitazona em ratos com o modelo experimental de miocardite 

autoimune modificou o desequilíbrio das células Th1/Th2 regulando de forma 

positiva o mRNA da citocina da via Th2 IL-4 e reduzindo os níveis de mRNA de 

IFNγ (HASEGAWA et al., 2005). O tratamento de camundongos diabéticos com 

roziglitazona resultou em significativa diminuição dos níveis pancreáticos de 

TNF-α e IFNγ comparados com camundongos diabéticos não tratados 

(AWARA et al., 2005). 

Os estudos que relacionam o IFNγ com ligantes de PPARγ na artrite são 

bastante escassos. Um único estudo publicado em 2006 demonstrou que o 

tratamento in vivo de camundongos com artrite induzida por colágeno com o 

novo ligante sintético do PPAR THR0921 resultou em produção diminuída de 

TNF-α, IL-1β e IFN-γ em células esplênicas desses animais (TOMITA, 

KAKIUCHI & TSAO, 2006).  

 Há evidências importantes da associação do PPARγ com a via Th17. A 

ativação farmacológica do PPARγ seletivamente interfere na diferenciação das 

células T em células Th17. Sob condições fisiológicas, o co-repressor SMRT 

(do ingles, silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors) está 

ligado ao promotor RORγt e inibe sua transcrição. A ativação do PPARγ parece 

impedir a remoção desse complexo co-repressor, e desta forma inibe a 

expressão de RORγt e a diferenciação de células Th17 induzidas pelo RORγt 

(HWANG, 2010; KLOTZ & KNOELLE 2011). Em camundongos knockout 

PPARγ -/-, a diferenciação em células Th17 está fortemente aumentada. Em 

um modelo de encefalite experimental autoimmune – EAE (do inglês, 

experimental autoimmune encephalomyelitis), caraterizado por uma infiltração 

aumentada de céluas Th17 no sistema nervosa central, o tratamento com 

pioglitazona aliviou a severidade da doença e comundongos PPARγ -/- 

exibiram maior gravidade da doença. Em células T CD4+ T isoladas do sistema 

nervoso central desse modelo experimental (EAE), os lingantes endógeno (13-
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HODE) e sintético (pioglitazona) agonistas do PPARγ suprimiram a 

diferenciação em células Th17, mas não a diferenciação dos subtipos Th1, Th2 

ou Treg. Também foi demonstrada uma expressão diminuída das citocinas da 

via Th17: IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-23R. Além disso houve uma inibição 

seletiva da expressão do  RORγt mediada por TGFβ/IL-6 (KLOTZ et al., 2009). 

Os agonistas do PPARγ 15d-PGJ2 e roziglitazona inibiram a indução da 

proteína da IL-23 pelas células do sistema nervoso central estimuladas por LPS 

(XU & DREW, 2007).Em modelos de asma alérgica, o tratamento com 15d-

PGJ2, rosiglitazona e pioglitazona promoveu uma redução da IL-17 e IL-23 

(FARNESI DE ASSUNÇÃO et al., 2012).Esses estudos demonstram que a 

ativação do PPARγ pode regular a diferenciação e função de células Th17, 

suprimindo o desenvolvimento dessas células e diminuindo a expressão de 

citocinas relacionadas a esse fenótipo celular. 

Curiosamente, a observação de que células T CD4+ de mulheres estão 

intrinsicamente orientadas a proliferar e produzir níveis mais altos de IFNγ e 

níveis mais baixos de IL-17A comparadas com células T de homens foi 

documentada recentemente. Tal alteração relacionada ao sexo também foi 

aparente em camundongos SJL (do inglês, Swiss/Jackson Laboratory) no 

mesmo estudo. Os autores concluem demonstrando que a expressão do 

PPARγ1 estava aumentada em células T de mulheres. O estudo relata que 

seus resultados estão de acordo com estudos anteriores nos quais se sabe que 

mulheres estão mais propensas a desenvolverem doenças autoimunes por 

terem uma resposta Th1 mais expressiva. Porém, atualmente, sabe-se que as 

doenças autoimunes tem predomínio do fenótipo Th17. Além disso, os 

camundongos machos nesse trabalho não estavam protegidos de desenvolver 

EAE quando induzidos (ZHANG et al., 2012). De certo, estudos adicionais são 

necessários para elucidar melhor a diferença das células T do gênero 

masculino e do gênero feminino e sua relação com o PPARγ.  

Um único estudo relacionou uma regulação positiva da expressão da IL-

22 com PPARγ em um modelo experimental de doença inflamatória intestinal 

em camundongos deficientes em macrófagos com PPARγ. Outras citocinas e 

quimiocinas também tiveram regulação positiva nesse mesmo estudo IFN-γ, 

CXCL9, CXCL10, IL1RL1, CCR1. Novamente o papel dos agonistas do 
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PPARγ, como potencial alvo terapêutico nas doenças inflamatórias e a 

importância na doença inflamatória intestinal foi reportado e revisado nesse 

trabalho (HONTECILLAS et al., 2011). 

O papel dos agonistas do PPARγ em doenças inflamatórias e 

autoimunes ainda não está totalmente elucidado. Estudos recentes destacam a 

importância desses receptores e seus agonistas em doenças inflamatórias e 

autoimunes como Esclerose Múltipla (HWANG, 2010), doença inflamatória 

intestinal (ANNESE et al., 2012), artrite psoriásica (BONGARTZ et al., 2005), 

esclerose sistêmica (WEI et al., 2012) e lúpus eritematoso sistêmico 

(Aprahmian et al., 2009). Nesse sentido, estudos adicionais são necessários 

para elucidar melhor a relação destes receptores e sua ativação com a AR. A 

busca por novos alvos terapêuticos e biomarcadores na AR é constante. Essa 

dissertação demonstrou a importância da IL-22 na patogênese da doença e 

como potencial biomarcador de severidade da doença. Os resultados indicam 

um possível papel patofisiológico da IL-22 na AR e sugerem que essa citocina 

pode servir de ferramenta adicional para avaliar atividade e severidade da 

doença, particularmente em pacientes com FR positivo e com doença 

estabelecida. O derivado tiazolidínico demonstrou reduzir a expressão de 

citocinas inflamatórias com IFNγ, IL-17, IL-6 e IL-22. Os dados reportados 

nesse trabalho tem demonstrado que o PPARγ participa no controle da 

inflamação, especialmente modulando a produção de seus mediadores. Novos 

ligantes do PPARγ podem ser potencialmente úteis para o tratamento da AR. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

 Níveis de IL-22 encontraram-se aumentados comparados com controles 

saudáveis e correlacionaram-se com atividade de doença, presença de 

fator reumatoide e presença de erosões ósseas a radiografia de mãos.  

 

 O LPSF/TM17 inibiu a expressão das citocinas IFNγ, IL-17, IL-6 e IL-22, em 

PBMCs de controles saudáveis e pacientes com AR sugerindo que este 

composto tem potencial terapêutico promissor no tratamento de pacientes 

com AR. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 Elucidar novos mecanismos fisiopatogênicos através da avalição de 

citocinas das vias TH17 e TH22 na AR, assim como determinar sua 

associação com dados clínicos, laboratoriais e severidade da doença; 

 Determinar o perfil de citocinas das vias Th17 e Th22 no líquido sinovial de 

pacientes portadores de AR e associar seus níveis com parâmetros clínicos 

e laboratoriais; 

 Avaliar o efeito do LPSF/TM17 em PBMCs e nas células presentes no 

líquido sinovial de pacientes portadores de AR após estimulação com anti-

CD3+anti-CD28 e PMA+Ionomicina; 

 Avaliar a expressão de genes das vias Th17 e Th22 no líquido sinovial e 

nas PBMCs após exposição ao LPSF/TM17; 

 Imunofenotipar as células Th17 e Th22 presentes no líquido sinovial e nas 

PBMCs; 

 Avaliar atividade imunomoduladora de outros derivados tiazolidínicos 

sintetizados no LPSF da UFPE. 
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INICIAIS:_____________    NO.__________ DATA___/____/_____ 

CHECK LIST 

TEM CRITÉRIOS PARA ARTRITE REUMATÓIDE? 

(   ) SIM        (     )NÃO –SE NÃO EXCLUIR 

REALIZOU COLETA DE SANGUE? 

(     )  SIM      (    ) NÃO 

REALIZOU COLETA DE LÍQUIDO SINOVIAL? 

(     ) SIM       (    ) NÃO 

ASSINOU TCLE? 

(     ) SIM       (    ) NÃO 

EXAMES LABORATORIAIS? 

(     ) SIM        (     ) NÃO 

RADIOGRAFIA DE MÃOS ? 

(     ) SIM        (     ) NÃO 

PENDÊNCIAS (COLOCAR DIA DO RETORNO): 

________________________________________________________

________________________________________________________

________________________________________________________

________________________________________________________

________________________________________________________
____________________ 

 

PESQUISADOR:__________________________________  DATA: 
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NOME DO PACIENTE:_______________________________________ 

INICIAIS/N DE IDENTIFICAÇÃO: ______     SEXO: M (1)    F (2) 

DATA DE NASCIMENTO: _____/_____/______ IDADE:_______  

REGISTRO:___________________  

TELEFONE:______________________      

ENDEREÇO:______________________________________________ 

CEP:____________ 

RAÇA: BRANCA (1)     NEGRA (2)     PARDA (3)       INDÍGENA (4)    AMARELA (5) 

Presença de parentes com doenças auto-imunes reumatológicas 

CONFIRMADAS? 

Primeiro grau:  

□  Sim; Quantos?_______ Qual?_____________________________  □ Não 

Segundo grau:  

□  Sim; Quantos?_______ Qual?_____________________________  □ Não 

 

- Tem diagnóstico de doença auto-imune não reumatológica?  

□ Sim; Qual (is)?____________________________________           □ Não 

- Comorbidade? □ SIM ___________________________________   □ NÃO 

- Hipertensão arterial Sistêmica? □ SIM;     □ NÃO 

Se a resposta for SIM:  

Faz uso de medicação anti-hipertensiva? □ SIM     □ NÃO 

- História prévia de Doença cardiovascular? 

□ Sim (1), Qual e idade?_______________________________________    
□ Não 

- História prévia de Doença cardiovascular na família? 

Primeiro grau:  

□  Sim; Quantos?_______ Qual e idade?__________________________________  

□ Não 

Segundo grau: 

  

DADOS GERAIS 
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□  Sim; Quantos?_______ Qual e idade?__________________________________  

□ Não 

TABAGISMO? 

□ Sim; Cigarros/dia ________   □ Não 

□ Ex  Cigarros/dia ________   Tempo:________anos   Inativo:_______ anos 

 

- PRATICA ATIVIDADE FÍSICA ATUALMENTE? 

□  Sim; Com que freqüência? _______/semana 

  Que tipo de atividade (s) física?_________________________________ 

 □ Não 

 

 

Data de início dos sintomas: _____/_____/______    

Data do diagnóstico:_____/_____/______ 

Critérios Classificatórios do ACR 1987 (marcar quais os presentes) 

 
1. Rigidez matinal 
2. Artrite de 3 ou mais articulações 
3. Artrite de mãos 
4. Artrite simétrica 
5. Nódulo reumatóide 
6. Fator reumatóide positivo 
7. Alterações Radiográficas 

 

Já teve alguma manifestação extra-articular da AR ? 

□ Sim Qual (is)?   □ Não  

(1) Nódulos reumatóides 

(2) Anemia               

(3) Vasculites 

(4) Olho; Qual?__________________________________    

(5) Cardíaco; Qual? ______________________________ 

(6) Respiratório;Qual? _____________________________    

(7) Outras_______________________________________ 

 

  

HISTÓRIA DA DOENÇA 
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MEDICAMENTOS EM USO ATUAL OU ANTERIOR (Olhar também o 

prontuário) 

OBS.: (Marcar com X na última coluna da direita aqueles utilizados no dia da coleta) 

DROGA DOSE ATUAL TEMPO (MESES)  

1. Prednisona      

2. Metotrexato    

3. Difosfato de Cloroquina      

4. Hidroxicloroquina     

5. Leflunomida    

6. Infliximabe    

7. Adalimumabe    

8. Etanercepte    

9. Rituximabe    

10. Abatacepte    

11. Tocilizumabe    

12. Carbonato de cálcio    

13. Vitamina D    

14. Estatinas    

15. Anti-hipertensivos 
 
 
 
 

   

16. Outras 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

   

 

QUEIXAS CLÍNICAS ATUAIS: 

_______________________________________________________

_______________________________________________________

_______________________________________________________

_______________________________________________________

_______________________________________________________ 

 

 

DADOS CLÍNICOS ATUAIS 
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EDEMACIADAS: ______ 

EXAME FÍSICO: 

Exame físico geral: (     ) Normal                       (      ) Anormal  

Peso:                          Altura:                      IMC:                   

Circunferência cintura: _______ cm         Circunferência do quadril:_______cm 

Relação Cintura/Quadril      

 
PA:____________                                   

Alterações:  

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
VSH = PCR =  

EVAp =              mm DAS28 = 

EVAm =             mm  CDAI = 

 

 

 

Classe Funcional Definição 

I Capacidade completa para realizar atividades 
comuns da vida diária (cuidado pessoal, 

trabalho, lazer) 

II Capacidade para realizar cuidados pessoais e 

trabalho, mas limitação para atividades de 
lazer e esportes 

III Capacidade para realizar cuidados pessoais, 
mas limitação para trabalho e lazer 

IV Limitação para todas as atividades usuais, 
inclusive cuidados pessoais e alimentação 

  

CONTAGEM 

ARTICULAR 

DOLOROSAS: ______ 
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Escalas visuais analógicas 

EVA de avaliação global do paciente:  
Considerando todas as formas como a artrite afeta sua vida, indique 
como você está se sentindo neste momento: 

 

 
              Muito bem                                                                                                                                Muito mal 

 

Score:  

EVA de dor do paciente: 
Em média, quanta dor sentiu na última semana devido à sua doença? 

 

 
                 Sem dor                                                                                                                                 A pior dor possível 

Score:  

EVA de fadiga do paciente: 
Em média, quanto cansaço sentiu na última semana? 

 

 
     Nenhum cansaço                                                                                                                               Cansaço extremo 

Score:  

EVA de avaliação da atividade da doença do médico: 
Como avalia a atividade da artrite do seu paciente? 
 

 
          Sem atividade                                                                                                                              Atividade intensa 

 

Score: 

 

CONDUTA: 

_______________________________________________________

_______________________________________________________

_______________________________________________________

_______________________________________________________ 

 

EXAMES LABORATORIAIS 
 

Hemograma: 

Hb/Ht =  

Leuc =  

Linf = 

Plaquetas = 

LDL =  

VLDL =  

HDL = 

Triglicerídeos = 

Glicemia de Jejum = 

Colesterol total = 

 

 

IDENTIFICAÇÃO: _______________ 
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Uréia/creatinina = 

 

VSH (do dia do exame) = 

Anti-CCP = Fator Reumatóide = 

TGO/TGP=  Albumina= 

 

 

EXAMES RADIOLÓGICOS 
 

Rx de mãos:  

Normal:□ Sim   □ Não 

Erosões: 

□ Sim       □ Não 

 

HAQ (Health Assessment Questionary) 

 

Atividade 
Sem 

dificuldade 

0 

Pouca 
dificuldade

1 

Muita 
dificuldade 

2 

Não consegue 

3 

Maior 

valor 

1. Vestir-se, inclusive amarrar os cordões dos 
sapatos e abotoar as roupas 

    

 

2. Lavar sua cabeça e seus cabelos      

3. Levantar-se de maneira ereta de uma 

cadeira de encosto reto e sem braços 

    

 

4. Deitar-se e levantar-se da cama     

5. Cortar pedaços de carne     

 
6. Levar à boca um copo ou xícara cheio de 
café, leite ou água 

    

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum     

8. Caminhar em lugares planos     
 

9. Subir 5 degraus     

10. Lavar e secar seu corpo após o banho     

 
11. Tomar banho de chuveiro     

12. Sentar-se e levantar-se de um vaso 

sanitário 

    

13. Levantar os braços e pegar um objeto de 

aproximadamente 2,5 quilos que está 
posicionado pouco acima da cabeça 

    

 

14. Curvar-se para pegar roupas no chão     

15. Segurar-se em pé no ônibus ou metrô     

 
16. Abrir potes ou vidros de conservas que 

tenham sido previamente abertos 

    

17. Abrir e fechar torneiras     

18. Fazer compras nas redondezas onde mora     

 
19. Entrar e sair de um ônibus     

20. Realizar tarefas tais como usar vassoura 

para varrer e ou rodo para a água 

    

SOMATÓRIO  

SOMATÓRIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)  
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FIGURA 8: Espectro de infravermelho do derivado LPSF/TM17 
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FIGURA 9: Espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio do derivado LPSF/TM17 
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Publicado no The Journal of Rheumatology Volume 39, no. 11 (2012), 2220-2221, 

doi:10.3899/jrheum.120757. 

Interleukin 22, a Potential Therapeutic Target for Rheumatoid Arthritis 

 

To the Editor: 

 

A recent report by Da Rocha, et al indicated that levels of interleukin 22 

(IL-22) were increased in patients with rheumatoid arthritis (RA) compared with 

controls; levels of IL-22 correlated with Disease Activity Score (DAS28) and 

Clinical Disease Activity Index measures, rheumatoid factor positivity was 

correlated with higher levels of IL-22 in patients with RA, and the presence of 

bone erosions was associated with high IL-22 levels1. These findings suggest 

that IL-22 may be a good biomarker for assessment of activity in RA, and IL-22 

seems to be a potential therapeutic target for RA. 

Other studies have indicated the similar relationship between IL-22 and 

RA, where serum IL-22 levels were found to be increased in patients with RA 

compared with controls2,3,4,5, and high IL-22 levels correlated with bone 

erosions4. The IL-22 concentration in synovial fluid was higher in patients with 

RA compared with controls2,3. In patients with RA, Th17 cells were recognized 

to produce higher IL-224. Th22 cells also produced IL-22 and the expression of 

Th22 cells. IL-22 were significantly elevated in RA patients5,6. More importantly, 

Th17/22 cells showed positive correlations with IL-22, C-reactive protein, and 

DAS28 data6. In addition, natural killer (NK)-22 cells in vitro can secrete higher 

levels of IL-22 and tumor necrosis factor-α (TNF-α), and NK-22 supernatant can 

induce the proliferation of RA fibroblast-like synoviocytes (FLS); however, 

addition of IL-22 antibody plus TNF-α antibody inhibited the proliferation of FLS 

induced by the NK-22 supernatant7. In vitro, human recombinant IL-22 (rhIL-22) 

significantly increased proliferation of RA synovial fluid and FLS and production 

of monocyte chemoattractant protein-13,7,8, but an inhibitory effect of anti-IL-22R 

antibody on proliferation of FLS induced by rhIL-22 was found in RA3.  

Moreover, an experimental arthritis model (IL-1Ra−/−) displayed a 

progressive erosive arthritis characterized by upregulation of IL-22 in severely 

inflamed synovia; and anti-IL-22 treatment of IL-1Ra−/− mice significantly 
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reduced the inflammation and bone erosions9. Similarly, in studies of collagen-

induced arthritis (CIA), serum IL-22 levels were increased, and the specific IL-

22RI was expressed in lymphoid tissue, including splenocytes. IL-22−/− mice 

were less susceptible to CIA than wild-type mice, as shown by their reduced 

incidence of arthritis and decreased pannus formation. Remarkably, the less 

severe form of arthritis in IL-22−/− mice was associated with increased 

production of collagen II-specific and total IgG antibodies. In vitro, IL-22 was 

found to promote osteoclastogenesis, a process that may contribute to its 

proinflammatory activity in CIA10. On the other hand, 1,25-dihydroxyvitamin D3 

(1,25[OH]2D3) prevented corticosteroid-induced osteoporosis in patients with 

early RA, where 1,25[OH]2D3 directly modulated human Th17 polarization, 

accompanied by suppression of IL-17, TNF-α, and IL-22 production11. In 

patients with RA, rituximab reduced expression of IL-22 and Th17-positive cells 

in synovial tissue, and this correlated with better clinical outcomes. In vitro, 

rituximab strongly reduced IL-17 and IL-22 production induced by Candida 

albicans12. 

These findings suggest therapeutic potential for patients with RA, and 

suggest a role for IL-22 in development of RA. Further studies are needed to 

clarify the role of IL-22 in RA. Therapeutic agents targeting IL-22 might result in 

innovative new therapies for RA. 
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