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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar perfis sorologicos de citocinas Thl, Th2 e Thl7 e
verificar a associacdo entre polimorfismos genéticos do IL6 (rs1800795; rs1800796;
rs2069849) e a atividade da doenca e funcdo de glandulas exdcrinas em individuos com AR.
A amostra do estudo incluiu 295 mulheres. Entre as participantes, 173 apresentaram
diagnostico de AR e 122 eram saudaveis. As pacientes foram examinadas e foram coletados
dados clinicos e amostras de sangue. Os niveis séricos das citocinas I1L-2, 1L-4, IL-6, IL-10,
TNF, IFN-y e IL-17A foram mensurados por citometria de fluxo, e os genotipos do IL6
(rs1800795, rs1800796 e rs2069849) discriminados por PCR em tempo real usando ensaio de
genotipagem TagMan SNP. Observou-se que individuos com AR apresentaram niveis mais
elevados de TNF (p=0,005), IL-2 (p=0,002), IL-4 (p=0,002) e IL-6 (p<0,0001) quando
comparados ao grupo controle. Niveis aumentados de TNF e IL-2 estiveram relacionados aos
sinais/sintomas sicca, e o nivel da IL-6 foi maior entre os individuos que apresentaram doenca
ativa (p=0,019) e incapacidade funcional moderada/grave (p=0,014). N&o se observou
associacdo entre os genoétipos e os niveis séricos da IL-6. Os gendtipos GC/CC do IL6
(rs1800796) estiveram associados a presenca de AR (p<0,0001; OR 5,83; IC 3,25-10,47) e a
xeroftalmia (p=0,003; OR 2,24; IC 1,33-3,77). Nao houve associacdo do IL6 (rs1800795 e
rs2069849) e a presenga de AR e as caracteristicas clinicas estudadas. Diante do exposto,
concluiu-se que a AR apresenta um perfil multicitocinas e a IL-6 pode ser considerada uma
citocina importante no contexto da atividade da doenca. A elevacdo dos niveis séricos de
citocinas pré-inflamatdrias esta associada a sintomas extra-articulares da AR. Além disso, a
presenca do alelo C do IL6 (rs1800796) parece desempenhar um papel importante na
patogénese da AR e, se confirmado em outras populacdes, poderad ser utilizado como um
indicador de risco da doenca.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. Citocinas. Polimorfismo genético.



ABSTRACT

The objective of this study was to identify the serological profiles of Thl, Th2 and Thl7
cytokines and verify the association between IL6 genetic polymorphisms (rs1800795;
rs1800796; rs2069849) and disease activity and exocrine gland function in RA subjects. The
study sample included 295 women. Among the participants, 173 had a diagnosis of RA and
122 were healthy. Patients were examined and clinical data and blood samples were collected.
Serum IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y and IL-17A levels were measured by flow
cytometry, and IL6 genotypes (rs1800795, rs1800796 and rs2069849) were performed by
real-time PCR using TagMan SNP genotyping assay. It was observed that individuals with RA
presented significantly higher levels of TNF (p=0.005), IL-2 (p=0.002), IL-4 (p=0.002) and
IL-6 (p<0.0001) when compared with the healthy controls. Increased TNF and IL-2 levels
were related to sicca signs / symptoms, and IL-6 levels were higher among subjects who had
active disease (p = 0.019) and moderate / severe functional disability (p = 0.014). There was
no association between genotypes and serum IL-6 concentration. The IL6 GC / CC genotypes
(rs1800796) were significantly associated with the presence of RA (p <0.0001, OR 5.83, CI
3.25-10.47) and xerophthalmia (p = 0.003, OR 2.24 ; IC 1.33-3.77). There was no association
of IL6 (rs1800795 and rs2069849) and the presence of RA and the clinical characteristics
studied. In view of the above, it was concluded that RA presented a multicytokine profile and
IL-6 may be considered an important cytokine in the context of disease activity. Elevated
serum levels of pro-inflammatory cytokines are associated with extra-articular RA
symptoms.The presence of the C allele of IL6 (rs1800796) plays an important role in the
pathogenesis of RA and, if confirmed in other populations, may be used as a risk indicator of
the disease.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Cytokines. Genetic polymorphism.
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1 INTRODUGCAO

O termo “artrite reumatoide” (AR) foi introduzido em 1858 pelo médico londrino Sir
Alfred Garrod, substituindo os termos utilizados até entdo utilizados: artrite deformadora ou
gota reumatica, e, a partir desta data, a AR passou a ser registrada nos livros de medicina e
prontudrios. Entretanto, achados arqueologicos, literarios e artisticos indicam que 0s primeiros
casos de AR datam de 4500 a.C. (Short, 1974).

Evidéncias apontam que a AR era uma doenca predominante entre Egipcios, e
pesquisadores que apoiam essa teoria baseiam-se em um antigo tratado de medicina, o papiro
Ebers, no qual é descrito uma patologia com sintomas muito semelhantes a AR, sendo
provavelmente a primeira referéncia a esta doenca (Martins, 1989). Um texto indiano de
aproximadamente 300 — 200 a.C, denominado Charak Samhita, descreveu uma patologia que
envolvia articulacGes dolorosas em ambas as maos e pes, que podia se espalhar para outras
areas do corpo, com inchaco, perda de mobilidade, e também febre ocasional e perda de
apetite. Igualmente, Hipdcrates descreveu a artrite em 400 a.C. sem relatar tipos especificos
desta doenca, mas com semelhanca as descrigdes acima (Short, 1974; Martins, 1989).

A AR é uma doenca autoimune, inflamatoria, sistémica e crénica marcada por
inflamacGes nas membranas sinoviais e estruturas articulares (Smolen et al., 2016). Acomete
aproximadamente 0,5% a 1,0% da populagdo mundial, e apresenta um predominio pelo sexo
feminino, atingindo cerca de trés mulheres para cada homem, com maior incidéncia entre a
guarta e a sexta décadas de vida (Roberts et al., 2015).

A AR ¢é a forma mais comum de poliartrite crénica e € caracterizada por envolvimento
simétrico e bilateral das articulacBes periféricas principalmente das maos e dos pés. O
comprometimento das articulagdes € devido a intensa inflamagcdo da membrana sinovial,
resultando na invasdo da cartilagem e, consequentemente, erosdo 6ssea (Choy et al., 2013).
Estes danos ocorrem no inicio da instalacdo da doenca, por volta do segundo ano, causando
sérias deformidades e incapacidades funcionais importantes, o que faz com que a AR se torne
economicamente relevante, uma vez que estas incapacidades interferem nas atividades
laborais dos pacientes (Cooper, 2000).

Além do envolvimento articular, manifestagbes extra-articulares como vasculite,
neuropatia, pericardite, ceratoconjuntivite seca, esclerite, episclerite, ceratite ulcerativa
periférica, nefrite, doenca pulmonar reumatoide, amiloidose e ndédulos reumatoides podem ser

encontrados nos pacientes (Turesson e Jacobsson, 2004). Xerostomia e hipossalivagdo séo
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prevalentes em doencas reumaticas e podem limitar significativamente a qualidade de vida
dos pacientes (Pace-Balzan et al., 2004; Baker et al., 2006; Braam et al., 2007). Estudos tém
sugerido que os sintomas de secura estdo associados com alta atividade da AR (Young e
Koduri, 2007; Lins et al., 2016), e tem demonstrado uma associacao entre a hipossalivacédo e
0 aumento na atividade da AR (Uhlig et al., 1999). Embora na AR a xerostomia e a
hipossalivacéo tenham sido consideradas manifestacOes extra articulares da doenca, pesquisas
tém demonstrado que essas condi¢Oes geralmente apontam para o diagndstico de Sindrome de
Sjogren (Ishijima et al., 2004; Kaufman et al., 2008; De Souza et al., 2014; Oliveira et al.,
2015).

A complexa fisiopatogénese da AR envolve, entre outros aspectos, a interrelacdo entre
células do sistema imune inato e adaptativo através da producdo de citocinas de forma
autocrina (acdo sobre as células que as produziram) ou paracrina (acdo sobre células
proximas). As citocinas sdo pequenas proteinas com papel fundamental na sinalizacéo celular,
e que estimulam a proliferagdo, apoptose, diferenciacéao e ativagdo
celulares com ac¢des que podem ser sinérgicas e/ou redundantes. S&o, classicamente, divididas
em pro e anti-inflamatorias ou supressoras (Burska et al., 2014). O envolvimento dessas
moléculas na susceptibilidade e progressdo da doenca pode ser ressaltado pelo sucesso do
tratamento com anticorpos anti-TNF e pelos niveis alterados de diversas citocinas no liquido
sinovial e soro em pacientes com AR (Metawi et al., 2011; Wei et al., 2015).

Uma das vias mais estudadas de gatilho para o desenvolvimento clinico da AR
é a de ativacdo de linfocitos T nos tecidos sinoviais. Esses linfdcitos, ao serem ativados por
moléculas antigénicas do complexo HLADR, apresentados por macréfagos, linfécitos B ou
sinovidcitos, se diferenciam em linfécitos auto reativos Thl e Thl7. A partir desta
diferenciacdo, secretam TNF, IL-1, IL-6, IL-17 e RANKL que estimulam a perpetuacdo do
processo inflamatorio através de ativacdo, migracdo e adesao leucocitaria, ativacdo endotelial
e angiogénese, ativacdo de condrocitos, expressdo de outras citocinas, ativacdo de
osteoclastos, e supressdo da atividade das células T regulatérias (Mcinnes e Schett, 2007; Van
Amelsfort et al., 2007; Pickens et al., 2010; Mcinnes et al., 2016). Também estdo envolvidas
na perpetuagdo do processo inflamatorio da AR citocinas como inteferon gama (IFN Y) e
interleucina-2 (IL-2). Outras citocinas tentam controlar a destruigdo 0ssea, promovendo efeito
osteoblastogénico, como a interleucina-4 (IL-4) e exercendo papel supressor sobre os
linfécitos ativados, como a interleucina-10 (IL-10) (Mcinnes e Schett, 2007; Mcinnes et al.,
2016).
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O desenvolvimento da AR decorre de uma sequéncia de eventos patoldgicos que
evoluem a partir da perda da tolerancia imunolodgica de células T e B contra auto antigenos,
decorrente da influéncia de fatores genéticos e ambientais (Scott et al., 2011; Svendsen et al.,
2013; Tsai e Santamaria, 2013). A resposta é deflagrada contra auto antigenos citrulinados,
gerados mediante sintese proteica e que posteriormente associam-se a moléculas de MHC
para apresentacdo a células T (Yoshida e Tanaka, 2014). Os linfécitos T ativados estimulam
células B com concomitante producdo de auto anticorpos anti-citrulina e mediadores
inflamatdrios no tecido articular com a participacdo de diversas células e mediadores como
TNF, IL-1, IL-6, IL-7, IL-15, IL-17A, IL-17F, IL-18, IL-21, IL-23, IL-32 e IL-33 (Pablos e
Canete, 2013; Yoshida e Tanaka, 2014). Assim, durante o curso da AR as células T e outras
células do sistema imunol6gico sdo recrutadas para o tecido sinovial, onde se produzem
grandes quantidades de citocinas pré-inflamatorias e interagem com fibroblastos sinoviais e
macrofagos, 0s quais contribuem para o desenvolvimento da patogénese. Estas incluem as
células CD4+ e CD8+, a maioria com um fendtipo ativado. A AR foi classicamente
considerada uma doenca mediada por Thl, mas evidéncias atuais indicam envolvimento de
Th2, Thl7 e células Treg. No entanto, ainda ndo esta claro se estas sdo subpopulacGes
realmente separadas ou se elas representam plasticidade e heterogeneidade dentro da
linhagem Th17. Cada um desses subconjuntos de células atua em fases distintas do curso da
doenca, para participar na rede complexa de interacdes célula-célula que governa o inicio e a
progressdo da AR, incluindo a liberacdo de mediadores inflamatorios, inducdo de proliferacdo
celular, e angiogénese (Mcinnes e Schett, 2007). A importancia do sistema imunoldgico na
patogénese da doenca € ilustrada pelo sucesso de terapias bioldgicas que visam citocinas
inflamatorias chave, moléculas imunes e células imunes (Mcinnes e Schett, 2007; 2011).

Diversas citocinas estdo envolvidas na patogénese da AR. Particularmente, a IL-6
induz a producdo de reagentes de fase aguda no figado, esta envolvida na ativacdo de células
imunes inatas e adaptativas e contribui para o processo inflamatério crénico da AR (Wang et
al., 2013). A IL-6 também inibe a geracdo de células Treg e, em conjunto com o TGF-B,
promove células T naives para se diferenciar preferencialmente em células Th17 (Kimura e
Kishimoto, 2010). Niveis elevados de 1L-6 foram relatados em vérias doengas inflamatdrias e
auto-imunes cronicas, bem como no cancer (Hunter e Jones, 2015).

Fatores ambientais também s8o sugeridos como fatores de risco para o0
desenvolvimento da AR, dentre eles se destacam o tabagismo, exposicdo a solventes

organicos, a poeira organica, 6leos minerais, fertilizantes e aerosséis poluentes (Olsson et al.,
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2004; Hoovestol e Mikuls, 2011). De fato, trabalhos na literatura mostram que a exposicéo de
individuos aos poluentes presentes na fumaca do cigarro acelera processos de citrulinizagdo
das proteinas (Makrygiannakis et al., 2006). Além disso, estudos epidemioldgicos descrevem
que o risco de desenvolvimento de AR em individuos fumantes é maior do que em pessoas
que ndo fumam (Stolt et al., 2003; Aho e Heliovaara, 2004). Adicionalmente, algumas
infecgBes virais, como por exemplo, Epstein-Barr virus, e bacterianas também séo descritas
como fatores de risco para o surgimento da doenca (Toussirot e Roudier, 2007; Dissick et al.,
2010)

Os mecanismos de patogénese e padréo de resposta inflamatdria predominantes na AR
necessitam ser melhor compreendidos, fornecendo assim, subsidios para o desenvolvimento
de futuras estratégias no manejo destes pacientes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
identificar perfis sorologicos de citocinas Thl, Th2 e Thl7 e verificar a associacdo entre
polimorfismos genéticos do IL6 e a atividade da doenca e funcdo de glandulas exdcrinas em
individuos com AR.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral
— Identificar os niveis séricos de citocinas Thl, Th2 e Th17 e verificar a associacdo entre
polimorfismos genéticos do IL6 e a atividade da doenca e funcdo de glandulas

exocrinas em individuos com artrite reumatoide.

Obijetivos Especificos

— Determinar os niveis séricos de citocinas envolvidas com o perfil Thl, Th2, e Thl7 de
linfocitos T em individuos com artrite reumatoide;

— Analisar a associacdo entre os niveis séricos de citocinas e a atividade da doenca e
funcdo de glandulas exdcrinas em individuos com artrite reumatoide;

— Comparar a frequéncia das variantes alélicas e genotipicas dos polimorfismos
genéticos do IL6 entre individuos com artrite reumatoide e controles saudaveis;

— Verificar a associacao dos niveis séricos da IL-6 com seus respectivos polimorfismos;

— Analisar a associacao entre os polimorfismos genéticos do IL6 e a atividade da doenca

e funcdo das glandulas exdcrinas em individuos com artrite reumatoide.
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3 METODOLOGIA

Desenho do estudo

Foi realizado um estudo transversal, no periodo de marco de 2015 a dezembro de
2016. O presente estudo foi desenvolvido em duas etapas. Na primeira etapa foi realizado um
estudo soroldgico para a identificagdo dos niveis séricos das citocinas Thl, Th2 e Th17 e sua
associacdo com a artrite reumatoide. Em uma segunda etapa foi realizado um estudo genético
do IL6. Foram comparadas as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos de Unico

nucleotideo (SNPs) em individuos portadores de artrite reumatoide.

Populacdo alvo e definicdo do tamanho da amostra

Todos os pacientes foram provenientes do Servico de Reumatologia do Hospital das
Cinicas da UFPE (HC-UFPE). O grupo controle foi composto por individuos saudaveis
pareados para sexo e idade (£ 5 anos) com 0s pacientes, e provenientes do Servico de
Estomatologia da UFPE, e a amostra foi obtida por conveniéncia.

Grupos de estudo e critérios de inclusdo e exclusdo

a) Grupo AR

Critérios de inclusdo: Pacientes do sexo feminino com idade acima de 18 anos, portadores de

artrite reumatoide de acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia.

Critérios de exclusdo: Foram excluidos da pesquisa os pacientes portadores de artrite

reumatoide juvenil e pacientes com diagndstico de outras artrites.

b) Grupo C

Critérios de inclusdo: Pacientes maiores de 18 anos que se apresentem como saudaveis, sem

sinais de AR ou qualquer outra desordem imunologicamente mediada ou autoimune;

Critérios de exclusdo: Foram excluidos da pesquisa 0s pacientes que se enquadrem em alguma

das seguintes situagfes: submetidos a radioterapia prévia em regido de cabeca e pescoco,

infeccdes cronicas e uso de drogas anticolinérgicas.
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Exame clinico

Foram avaliados os pacientes cadastrados no Servi¢o de Reumatologia do HC-UFPE e
com diagnostico de AR, realizado por um reumatologista de acordo com os critérios da
Academia Americana da Reumatologia (1987). Os pesquisadores responsaveis tiveram acesso
aos prontudrios dos pacientes elegiveis que se enquadraram nos critérios de inclusao.

Os pacientes e controles foram submetidos a exame clinico no Servico de
Estomatologia da UFPE, onde foi aplicado um questionario estruturado para obtencdo dos

dados socios demograficos, dados médicos e histdria da doenca atual.

Coleta e processamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas dos pacientes em um tubo de coleta de 4 mL
sem anticoagulante. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido no momento da coleta. O tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para
separacdo do soro, e armazenado a -20°C. Também foram obtidas amostras de sangue para

realizacdo das dosagens de velocidade de hemossedimentacao.

Dosagem soroldgica de citocinas

As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram mensuradas no soro
dos individuos. Foi utilizado o kit CBA humano Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead
Array CBA, Catélogo #560484, BD Bioscience, San Jose, CA) segundo as recomendacdes do
fabricante. Os limites de deteccdo das citocinas foram: IL-2- 2,6 pg/ml; IL-4- 4,9 pg/ml; I1L-6-
2,4 pg/ml; IL-10- 4,5 pg/ml; TNF- 3,8 pg/ml; IFN-y- 3,7 pg/ml; IL-17A- 18.9 pg/ml. A
aquisicdo dos dados foi feita através do citdbmetro FACSCalibur (BD Bioscience) e as analises
através do software FCAP Array v3.0 (Soft Flow Inc).

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada usando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, W1, EUA) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante.
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Selecdo das variantes polimorficas

Foram selecionados tagSNPs do gene IL6 com base nos padrdes de desequilibrio de
ligacdo (linkage disequilibrium) através do site HapMap (www.hapmap.org). Polimorfismos

com alteracGes funcionais na proteina também foram estudados.

Deteccdo das variantes polimorficas

Foi utilizada a metodologia do PCR em tempo real, através do sistema TAQMAN®,
para deteccdo das mutacdes SNPs, que consiste de sondas marcadas com fluorocromos
desenhadas especificamente para se complementar aos alelos em estudo.

Todas as sondas e primers utilizados nesse estudo estavam disponiveis para 0 uso em
pesquisa de carater cientifico no site do SNP500 (http://snp500cancer.nci.nih.gov), assim
como, 0s ensaios e protocolos, os quais ja foram previamente validados. Para realizacao desta
técnica foi utilizado o PCR em tempo real Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Austrélia),

disponivel em nosso laboratorio.

Analises estatisticas

Os dados foram armazenados em computador no programa SPSS Statistics v.17.0. O
teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificacdo da distribuicdo normal das variaveis
continuas. Comparac@es entre dois grupos foram realizadas com o teste Mann-Whitney. Para
comparagOes entre mais de dois grupos, Kruskal-Wallis foi aplicado. A existéncia de
associacOes entre varidveis categoéricas foi avaliada pelos testes Qui-quadrado de Pearson e
exato de Fisher. As diferencas foram consideradas significativas para valores de p< 0,05. A
magnitude destas associacOes foi estimada como Odds ratios (OR), utilizando intervalos de
confianca de 95%. Os valores de Odds ratio foram ajustados de acordo com as possiveis

variaveis de confusdo através de regressao logistica multivariada.


http://www.hapmap.org/
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo 01 - Citocinas na artrite reumatoide: Associacdo com atividade da doenca
e funcdo das glandulas exdcrinas
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RESUMO

Objetivo. Identificar niveis séricos das citocinas Thl, Th2 e Th17 e verificar suas correlagdes
com a atividade da AR bem como com a fun¢ao de glandulas exdcrinas.

Métodos. A amostra do estudo incluiu 136 mulheres. Entre as participantes, 98 apresentavam
diagnostico de AR e 38 eram individuos saudéaveis. Todos os individuos foram submetidos a
avaliacdo clinica e as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram medidas no
soro dos individuos.

Resultados. Os individuos com AR apresentaram niveis significativamente maiores de TNF
(p = 0,005), IL-2 (p = 0,002), IL-4 (p = 0,002) e IL-6 (p <0,0001) em comparagdo com 0S
controles saudaveis. Individuos com AR e sinais sicca apresentaram niveis maiores de IL-2
(p=0,045), TNF (p=0,002) e IL-10 (p=0,032) em comparagdo aos individuos com AR sem
esses sinais. Niveis aumentados de TNF e IL-2 estiveram relacionados aos sinais/sintomas
sicca ¢ a IL-6 apresentou associacdo com a atividade da AR e incapacidade funcional
moderada/grave.

Conclusdo. A AR apresenta um perfil multicitocinas e a IL-6 pode ser considerada uma
citocina importante no contexto da atividade da doenga. A elevagdo dos niveis séricos de
citocinas pro-inflamatorias estd associada a sintomas extra-articulares da AR.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. Citocinas.
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ABSTRACT

Objective. To identify the serum levels of Thl, Th2 and Th1l7 cytokines, and verify their
correlations with RA activity and with the function of exocrine glands.

Methods. The study sample comprised 136 women. Among the participants, 98 presented a
diagnosis of RA and 38 were healthy individuals. All the individuals were submitted to
clinical evaluation and the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A were
measured in the serum of the individuals.

Results. Individuals with RA presented significantly higher levels of TNF (p=0.005), IL-2
(p=0.002), IL-4 (p=0.002) and IL-6 (p<0.0001) when compared with the healthy controls.
Individuals with RA and sicca had higher levels of IL-2 (p = 0.045), TNF (p = 0.002) and IL-
10 (p = 0.032) compared to RA subjects without these signs. Increased levels of TNF and IL-
2 were related to sicca signs/symptoms and IL-6 was associated with RA activity and
presence of moderate to severe functional disability.

Conclusion. RA presented a multicytokine profile, and IL-6 may be considered an important
cytokine in the context of disease activity. Elevated serum levels of pro-inflammatory
cytokines are associated with extra-articular RA symptoms.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. Cytokines.
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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga inflamatoria autoimune sistémica que afeta
principalmente as articulagdes periféricas. A prevaléncia de AR ¢ de cerca de 0,5-1% da
populagdo de regides desenvolvidas e o inicio ¢ mais frequente na faixa etaria de 40-50 anos.
Embora a doenca possa afetar individuos de ambos os sexos, as mulheres sdo cerca de trés
vezes mais propensas que os homens (Bax ef al.,, 2011). A patogénese exata da AR
permanece desconhecida, embora fortes evidéncias sugiram o envolvimento de citocinas na
progressao da doenca. Sabe-se que as citocinas desempenham um papel fundamental em
varios processos inflamatdrios, destruicdo articular e comorbidades associadas a AR (Brennan
e Mcinnes, 2008). As principais manifestagdes extra-articulares da AR incluem: vasculite,
neuropatia, pericardite, ceratoconjuntivite seca, esclerite, episclerite, ceratite ulcerativa
periférica, glomerulonefrite, doenca reumatoide pulmonar, amiloidose e n6dulos reumatoides
(Turesson e Jacobsson, 2004). Dentre as manifestacdes extra-articulares, os sintomas de
secura bucal parecem estar associados a atividade da doenga e ao estado de satde dos
pacientes (Uhlig ef al., 1999).

O desenvolvimento da AR decorre de uma sequéncia de eventos patoldgicos que
evoluem a partir da perda da tolerdncia imunolégica de células T e B contra autoantigenos,
decorrente da influéncia de fatores genéticos e ambientais (Scott et al., 2011; Svendsen et al.,
2013; Tsai e Santamaria, 2013). A resposta ¢ deflagrada contra autoantigenos citrulinados,
gerados mediante sintese proteica e que posteriormente associam-se a moléculas de MHC
para apresentacdo a c€lulas T (Yoshida e Tanaka, 2014). Os linfocitos T ativados estimulam
células B com concomitante produ¢do de autoanticorpos anti-citrulina e mediadores
inflamatorios no tecido articular com a participacdo de diversas células e mediadores como
TNF, IL-1, IL-6, IL-7, IL-15, IL-17A, IL-17F, IL-18, IL-21, IL-23, IL-32 e IL-33 (Pablos ¢
Canete, 2013; Yoshida e Tanaka, 2014). Assim, durante o curso da AR as células T e outras
células do sistema imunoldgico sdo recrutadas para o tecido sinovial, onde se produzem
grandes quantidades de citocinas pro-inflamatorias e interagem com fibroblastos sinoviais e
macrofagos, os quais contribuem para o desenvolvimento da patogénese. Estas incluem as
células CD4+ e CDS8+, a maioria com um fenotipo ativado. A AR foi classicamente
considerada uma doenca mediada por Thl, mas evidéncias atuais indicam envolvimento de
Th2, Th17 e células Treg. No entanto, ainda ndo estd claro se estas sdo subpopulagdes

realmente separadas ou se elas representam plasticidade e heterogeneidade dentro da
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linhagem Th17. Cada um desses subconjuntos de células atua em fases distintas do curso da
doenga, para participar na rede complexa de interagdes célula-célula que governa o inicio e a
progressao da AR, incluindo a liberacao de mediadores inflamatorios, indugdo de proliferacao

celular, e angiogénese (Mcinnes e Schett, 2007).

Apesar de fortes evidéncias sugerirem o envolvimento de citocinas na progressao da
doenca, os mecanismos de patogénese e padrao de resposta inflamatoria predominantes na AR
necessitam ser melhor compreendidos, fornecendo assim, subsidios para o desenvolvimento
de futuras estratégias no manejo dos pacientes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
identificar niveis séricos de citocinas Th1 (IFN-y, TNF, IL-2, IL-6), Th2 (IL-4, IL-10) e Th17
(IL-17A), e verificar a associa¢do destas citocinas com a atividade da AR bem como com a

funcao de gandulas exocrinas.
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METODOLOGIA

Caracterizacdo da amostra

Foi realizado um estudo transversal, no periodo de margo a setembro de 2015,
composto por 136 mulheres com idade maior que 18 anos. Dentre as participantes, 98
apresentavam diagnostico de AR, e 38 eram saudaveis e faziam parte do grupo controle. Entre
os individuos com AR, 26 apresentavam fluxo salivar em repouso <0,1 ml/min e teste de
Schirmer <Smm/min e fizeram parte do grupo AR/Sicca. Todas as participantes do grupo caso
foram provenientes do Servigco de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE), e a amostra obtida foi por conveniéncia. As envolvidas
na pesquisa consentiram previamente a sua inclusao no estudo por meio de assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido, apds aprovagao do mesmo no CEP-UFPE sob
CAAE 43281015.5.0000.5208.

O diagnostico de AR foi baseado no critério determinado pelo Colégio Americano de
Reumatologia (Arnett et al., 1988). Foram excluidas do estudo, pacientes com historia de
radioterapia na regido de cabeca e pescogo, infeccdo por HIV, sarcoidose, amiloidose, doenga

do enxerto contra hospedeiro, infec¢do por HCV e em uso de drogas anticolinérgicas.

Avaliacdes Clinicas

As participantes do estudo foram submetidas a exame clinico onde foi aplicado um
questionario estruturado para obten¢do dos dados socio-demograficos, dados meédicos e
histéria da doenga atual.

A capacidade funcional foi determinada utilizando o Health Assessment Questionnaire
(HAQ). O instrumento desenvolvido por Fries et al. (1980), e traduzido e validado para o
Portugués por Ferraz et al. (1990) avalia o estado funcional de pacientes com AR, ao detectar
o nivel de dificuldade que os pacientes apresentam ao realizar atividades do dia a dia, e a
necessidade de assisténcia para realiza-las (Fries et al., 1980; Ferraz et al., 1990). Para cada
uma das oito categorias, a paciente indicou o grau de dificuldade em quatro possiveis
respostas que iam de “nenhuma dificuldade=0" até “incapaz de fazé-lo=3". A pontuagdo de
cada categoria foi o resultado mais alto de qualquer um dos seus itens. A pontuagdo final do

HAQ foi determinada pela média da pontuacdo das oito categorias.
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Escalas visuais analdgicas (EVA) também foram utilizadas, variando de 0 a 100 mm
para avaliar a auto percep¢do do estado geral (EVA de estado geral da doenca) e fadiga na

semana anterior, informada pelo paciente (Pincus e Sokka, 2003).

Avaliacdo da atividade da doenca

A atividade da doenca foi avaliada através do Disease Activity Score 28 (DAS 28). O
DAS 28 utiliza 28 articulagdes para a contagem das articulagdes dolorosas e edemaciadas, a
velocidade de hemossedimentacdo ou proteina ¢ reativa como marcador inflamatdrio, além da
avaliagdo global da satde ou atividade da doenca feita pelo proprio paciente em uma escala de
0 a 100 (Van Der Heijde et al., 1990).

De acordo com o resultado obtido, considerou-se o paciente em remissao caso o valor
fosse menor que 2,6; entre 2,6 ¢ 3,2 com atividade leve; maior que 3,2 ¢ 5,1 com atividade

moderada, e maior que 5,1 com atividade intensa da AR.

Coleta e processamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas dos participantes em um tubo de coleta de 4
mL sem anticoagulante. O tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para separacao do
soro, e armazenado a -20°C. Também foram obtidas amostras de sangue para realizacdo das
dosagens de velocidade de hemossedimentacéo.

A coleta de saliva para avaliagdo do fluxo salivar em repouso (FSR) foi realizada
através da obtencdo da saliva total ndo-estimulada. A coleta ocorreu segundo método
desenvolvido anteriormente (Navazesh ef al., 1992), conforme descrito por Lins e Silva ef al.

(Lins et al., 2016).

Avaliacdo da concentracdo de citocinas no soro dos pacientes

As citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17A foram mensuradas no soro
dos individuos. Foi utilizado o kit CBA humano Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead
Array CBA, Catalogo #560484, BD Bioscience, San Jose, CA) segundo as recomendagdes do
fabricante. Os limites de detec¢do das citocinas foram: IL-2- 2,6 pg/ml; IL-4- 4,9 pg/ml; IL-6-
2,4 pg/ml; 1IL-10- 4,5 pg/ml; TNF- 3,8 pg/ml; IFN-y- 3,7 pg/ml; IL-17A- 18.9 pg/ml. A
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aquisi¢ao dos dados foi feita através do citometro FACSCalibur (BD Bioscience) e as andlises

através do software FCAP Array v3.0 (Soft Flow Inc).

Anadlises Estatisticas

Os dados foram armazenados em computador no programa SPSS Statistics v.17.0. O
teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificagdo da distribuicao normal das varidveis
continuas. Comparagdes entre dois grupos foram realizadas com o teste Mann-Whitney. A
existéncia de associacdes entre variaveis categdricas foi avaliada pelos testes Qui-quadrado de

Pearson. As diferencas foram consideradas significativas para valores de p<0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas

Cento e trinta e seis mulheres foram incluidas no estudo. A idade média do grupo AR
(50,76+11,27) e AR/Sicca (54,27+9,47) foi semelhante ao grupo C (52,29+£12,20; p=0,823).
No momento do recrutamento, 84 individuos apresentaram doenca articular ativa e 14
individuos estavam em remissao de acordo com a pontuacao do DAS28. Os individuos do
grupo AR e AR/Sicca apresentaram maior pontuacdo no inventario de xerostomia e uma
menor producdo de lagrima no teste de Schirmer quando comparados ao grupo C (p<0,0001;
p=0,017, respectivamente). Ao comparar o grupo AR com AR/Sicca, individuos AR/Sicca
apresentaram maior pontuagdo no inventario de xerostomia, fluxo salivar reduzido, menor
producdo de lagrimas no teste de Schirmer e maior nimero de articulagcdes edemaciadas
quando comparado ao grupo AR (p<0,0001; p<0,0001; p<0,0001; p=0,014, respectivamente)
(Tabela O1).

Tabela 01. Caracteristicas clinicas dos individuos com artrite reumatoide e grupo controle.

Média (desvio padrao) p-valort p-valor?
Caracteristicas clinicas AR AR/Sicca C
(n=72) (n=26) (n=38)

Idade, anos 50,76x£11,25 54,27£9,47 52,29+12,20 0,175 0,823
Inventario de xerostomia 21,19+9,19 32,50+10,92 17,39+7,07 <0,0001* <0,0001*
Fluxo salivar em repouso, ml/min 0,41+0,28  0,07+0,15  0,34+0,28 <0,0001* 0,583
Teste de Schirmer, mm/min 10,1749,78  2,27+3,81  12,46+11,11 <0,001*  0,017*
Duragéo da doenca, anos 8,99+6,67  10,82+9,37 0,618
Numero de articulacbes dolorosas 6,61+9,45  8,62+10,37 0,542
Numero de articulacbes edemaciadas 2,13+3,88  3,96+4,40 0,014*
EVA do estado geral da doenca 52,50+32,88 52,39+28,44 0,871
EVA de fadiga 52,22+36,05 49,77+36,92 0,900
Health Assessment Questionnaire 1,22+0,85 1,33+0,89 0,588
DAS 28 4,33+1,58 4,73£1,85 0,227
= Remisséo (< 2.6), n (%) 9 (12,5%) 5 (19,2%)
»  Atividade leve (2 2.6 to <3.2), n (%) 10 (13,9%) 1 (3,9%)
= Atividade moderada (> 3.2to <5.1), 32 (44,4%) 7 (26,9%) 0,103#

n (%)
= Atividade intensa (>5.1), n (%) 21 (29,2%) 13 (50,0%)
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*. Estatisticamente significativo; 1: AR vs. AR/Sicca; 2: AR + AR/Sicca vs. C ; Teste de
Mann-Whitney. # Teste do Qui-quadrado

Perfil de Secrecdo de Citocinas e sua associacdo a AR

Como mostrado na figura 01, os individuos portadores de AR (AR + AR/Sicca)
apresentaram niveis significativamente mais elevados de IL-2 (p=0,002), TNF (p=0,005), IL-
4 (p=0,002), e IL-6 (p<0,0001) quando comparados aos controles saudaveis. Ja os individuos
AR/Sicca apresentaram niveis mais elevados de IL-2 (p=0,045), TNF (p=0,002), IL-10

(p=0,032) quando comparados aos individuos com AR.

Figura 01. Comparagao entre os niveis séricos das citocinas nos grupos artrite reumatoide ¢

controle
300+ p-valor
TFN-y 0,071
*
250 TNF 0,005*
IL-17A 0,552
200 IL-10 0,153
1L-6 <0,0001*
*
1L-4 0,002%
1507
IL-2 0,002°
100
*
*
*
*
S0 +* *
* *
* *
i i & i 8 * l
*
- x - & i - - * _ * _ _
IFN-y TNF IL- IL-10 IL-6 IL-4 IL-2 IFN-y TNF IL- IL-10 IL-6 IL-4 1IL-2
TTR T TTA T
AR + AR/Sicca C

?:Estatisticamente significativo;Teste de Mann-Whitney.
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Figura 02. Comparacdo entre os niveis séricos das citocinas nos grupos artrite

reumatoide/sicca e artrite reumatoide.

300 p-valor
IFN-y 0,125
TNF 0,002*
2507
IL-17A 0,767
IL-10 0,032*
200+
IL-6 0,046
*
1L-4 0,823
1507
1L-2 0,045
100+
*
*
*
a0 -~ *
+* *
* *
& *
*
S R SRR
IFN-y TNF IL- IL-10 IL-6 IL-4 1IL-2 IFN-y TNF IL- IL-10 IL-6 IL-4 1IL-2
7K T 7K T
ARMSicca AR

*: Estatisticamente significativo; Teste de Mann-Whitney.

O nivel de IL-6 foi maior entre aqueles individuos que apresentaram AR ativa
(p=0,019) e incapacidade moderada/grave (p=0,014). O fluxo salivar em repouso reduzido
(<0,1ml/min) esteve associado a maiores niveis de TNF e niveis reduzidos de IL-4 estiveram

presentes em pacientes com xerostomia. (Tabela 02).



Tabela 02. Associagéo entre 0s niveis séricos de citocinas e 0s sinais/sintomas sicca e atividade da doenca em individuos com artrite reumatoide.

Médiatdp?
Variavel N (p-valor?)
IFN-y IL-2 TNF IL-4 IL-10 IL-6 IL-17A
Fluxo salivar
= >0 ImL/min 68 1,29+6,95 1,79+5,21 1,5245,75 1,83+4,48 0,81+290 10,65+33,87 1,52+5,75
= <0,1mL/min 30 2,31+8,31 3,63+6,34 3,36+5,98 1,56+4,25 2,11+524  7,30+8,11 5,75%+31,48
(0,226) (0,141) (0,013%) (0,505) (0,088) (0,068) (0,897)
Xerostomia
= Nao 44 0,85+3,50 2,42+6,42 2,62+7,51 2,774544 1,19+355 5,3949,10 1,50+7,32
= Sim 54 2,22+9,40 2,30+4,92 1,64+4,06 0,91+3,12 1,22+4,02 13,08+37,37 3,19+23,46
(0,827) (0,339) (0,715) (0,047%) (0,902) (0,175) (0,458)
Teste de Schirmer
= >5mm/Smin 49 1,79+8,15 1,95+5,82 1,76+6,38 2,29+5,09 0,85+3,10 10,13+37,15 1,35+6,94
= <5mm/5min 49 1,4246,56 2,77+543 2,414532 1,20+3,53 157+4,39 9,12+16,30 3,52+24,63
(0,982) (0,120) (0,138) (0,196) (0,245) (0,123) (0,576)
Xeroftalmia
= Nao 49 1,84+8,15 2,56+6,47 2,16+6,70 2,37+5,15 1,16%3,40 7,18414,36 1,35+6,94
=  Sim 49 1,3746,56 2,15+4,66 2,00+1,19 1,12+342 1,26+4,19 12,07+37,79 3,52+24,63
(0,482) (0,901) (0,971) (0,177) (0,972) (0,343) (0,576)
DAS28
= Remissdo 14 0,00+0,00 0,83%+3,11 0,97+3,65 1,26+4,71 1,23+3,87  2,30+4,91 1,26+4,70
= Atividade 84 1,87+7,93 2,60+590 2,27+6,14 1,83+4,36 1,20+3,80 10,85+30,6 1,82+4,36
(0,231) (0,166) (0,269) (0,425) (1,000) (0,019%) (0,475)
HAQ
= Incapacidade leve 43 2,35+9,32 1,90+4,63 1,48+4,17 1,90+4,42 0,91+360 3,95+6,36  0,00+0,00
= Incapacidade moderada-grave 52 1,08+554 2,87+6,45 2,70+£7,06 1,72+452 1,53+4,06 14,84+38,16 4,58+24,67
(0,756) (0,452) (0,491) (0,967) (0,184) (0,014*) (0,111)

*: Estatisticamente significativo; 1: p-valor do teste de Mann-Whitney; 2: Desvio padrao.
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DISCUSSAO

A identificacdo de citocinas com um papel diagndstico e progndstico em doengas
reumaticas autoimunes tem recebido atencdo proeminente. No entanto, os resultados tém sido
frequentemente contraditorios. Este estudo identificou perfis soroldgicos de citocinas Thl,
Th2 e Th17, e verificou a associagdo destas citocinas com a atividade da AR bem como com a
funcdo de gandulas exocrinas. A avaliagdo das sete citocinas foi realizada em um mesmo
momento, possibilitando a analise da interagdo entre elas. Verificou-se que tanto citocinas
pro-inflamatérias quanto anti-inflamatdrias sdo altamente produzidas em individuos com AR,
estando a IL-6 especialmente relacionada a forma ativa da doengca e a presenga de
incapacidade funcional moderada/grave, e o TNF relacionado a redug@o no fluxo salivar.

A AR ¢ uma doenca reumatica inflamatdria com curso progressivo afetando estruturas
articulares e extra-articulares, resultando em dor, deficiéncia, e mortalidade (Birch e
Bhattacharya, 2010). A inflamacao persistente leva a lesdes articulares erosivas e insuficiéncia
funcional na maioria dos pacientes (El Miedany et al., 2008; Combe, 2009). O inicio da
doenca ndo ¢ semelhante em todos pacientes, mas varia em relagdao ao tipo, numero e padrao
de comprometimento articular. O curso da doenca pode ser também diferente de acordo com a
presenga ou auséncia de diversas variaveis, incluindo fundo genético, a frequéncia de
articulagdes edemaciadas, de auto-anticorpos no soro ¢ a gravidade do processo inflamatorio

(Finckh et al., 2006; Gossec et al., 2010).

Embora a fisiopatologia da AR nao esteja completamente compreendida, a abundancia
de células T dentro dos infiltrados mononucleares da membrana sinovial hiperpldsica em
individuos com AR em conjunto com a produgdo local de citocinas derivadas de células T
sugere que estas células sejam importantes na resposta auto-imune da AR. As vdrias
subpopulagdes de células T contém células Th1/Th2, células T reguladoras CD4 + CD25high
(células Treg) e células Th17 produzindo IL-17. (Weyand e Goronzy, 1997; Raphael et al.,
2015). No presente estudo, verificou-se que tanto os perfis Th1, representado por TNF, IL-2, e
IL-6, quanto Th2, representado por IL-4, estiveram elevados em individuos do grupo caso. A
correlagdo entre as citocinas Th1/Th2/Th17 e os sintomas articulares e extra-articulares

reforgam o conceito que AR apresenta um perfil multicitocinas (Burska ef al., 2014).

Em doengas auto-imunes, as células Th2 foram inicialmente descritas como anti-
inflamatérias baseado em sua capacidade de suprimir doencas mediadas por células Thl

(Berger, 2000; Raphael e Forsthuber, 2012). Ao longo dos anos, no entanto, o papel das
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células Th2 na inflamagao tecidual foi revisto e relacionado efeitos distintos. Genain et al.
informou que, em sagiiis com encefalomielite autoimune experimental a producdo de
citocinas foi substituido de um padrao Thl por um padrao Th2, e os niveis de auto-anticorpos
contra a glicoproteina da mielina de oligodendrdcitos foram reforgados. Eles concluiram que a
inducdo de respostas Th2 pode exacerbar a auto-imunidade, aumentando a producao de auto-
anticorpos patogénicos (Genain ef al., 1996). De fato, auto-anticorpos contra as proteinas
neuronais sao frequentemente observadas em pacientes com esclerose multipla (Antel e Bar-
Or, 2003) e os niveis elevados de IL-4, bem como de IFN-y e TNF, no soro de pacientes com
esclerose multipla durante a fase aguda sdo positivamente correlacionados com o aumento da
desmieliniza¢do (Hohnoki et al., 1998). O papel das citocinas de tipo Th2 na patogénese da
AR ndo esta claro uma vez que a IL-4 tem apresentado efeitos proinflamatorios e
antiinflamatérios em modelos animais de artrite inflamatoria (Jacobs et al., 1994; Joosten et

al., 1999)

Em nosso estudo, a IL-4 esteve aumentada em individuos com AR, e apesar da
correlagdo do perfil Th2 na inflamagdo tecidual verificada em pesquisas anteriores, parece
razoavel especular que citocinas pré-inflamatoérias podem estimular a expressdo de citocinas
anti-inflamatorias como um mecanismo de retroalimentacdo negativa para suprimir o excesso
de citocinas pro-inflamatérias em individuos com AR. No entanto, estas citocinas anti-
inflamatorias podem ainda ser demasiadamente baixas para neutralizar os efeitos deletérios de
citocinas pro-inflamatorias na AR progressiva (Isomaki e Punnonen, 1997). Desta forma, a
inflamacdo pode ser descontrolada devido ao antagonismo inadequado de citocinas anti-
inflamatorias contra citocinas pro-inflamatorias. Ainda em nosso estudo, niveis elevados de

IL-4 constituiram um fator de protecdo em relacdo a xerostomia.

Observou-se ainda neste estudo que o nivel de IL-6 foi maior entre aqueles individuos
que apresentaram AR em atividade e incapacidade funcional moderada/grave. IL-6 ¢ uma
citocina pro-inflamatdria cuja principal fonte vem de macréfagos ativados e sinovidcitos
intra-articulares em portadores de AR (Mcinnes et al., 2016). Niveis elevados de IL-6 foram
observados na membrana sinovial € no plasma de individuos com AR em diversos estudos
(Sivalingam et al., 2007; Knudsen et al., 2008; Chung et al., 2011), e, conforme observado no
presente estudo, tem sido correlacionado com uma maior atividade da doenca (Cascao et al.,
2010). IL-6 atua nas respostas imunes inata e adaptativa, através da mediagdao de dano 6sseo e
cartilaginoso, incluindo a indugdo de proteinas de fase aguda e estimulacao de linfocitos T e

B, sinovidcitos e osteoclastos (Kishimoto, 2005; Mcinnes et al., 2016). Juntamente com TNF,



35

IL-6 ¢ considerada uma citocina central na patogénese da AR, sendo hierarquicamente
importante em relagdo as demais citocinas envolvidas no processo de perpetuagcdo da
inflamacao (Mcinnes et al., 2016). Tanto IL-6 como TNF sdo atualmente considerados
potenciais biomarcadores no contexto da AR (Niu e Chen, 2014), como observado em nosso
estudo. TNF esta no pico da cascata inflamatoria, e o bloqueio do TNF pelos seus anticorpos
especificos ou receptores soluveis foi aceito como uma abordagem eficaz para o tratamento
biologico varias doengas autoimunes e inflamatodrias, em particular a artrite reumatoide (Jian

etal., 2016).

Mesmo antes da descoberta de células Th17, foi observada uma elevada expressao de
IL-17 em diversas condi¢des inflamatorias/auto-imunes, incluindo esclerose sistémica (Lock
et al., 2002), AR (Kotake et al., 1999), lupus eritematoso sistémico (Wong et al., 2008;
Doreau ef al., 2009) e doengas inflamatdrias das vias aéreas (Linden et al., 2000), e tem sido
implicado na sua patogénese. Em um estudo onde ratos com AR desenvolvem
espontaneamente auto-anticorpos, a IL-17 foi encontrada em niveis elevados no soro ¢ foi
observado niimero aumentado de células Th17 no bago (Hsu ef al., 2008). Neste modelo, a IL-
17 promoveu a formagao espontidnea de centros germinativos e a geragdo de anticorpos, de
forma independente de antigeno (Hsu et al, 2007; Hsu et al, 2008). Cascdo et al.
encontraram uma concentra¢do plasmatica elevada de IL-17A em pacientes com AR (Cascao
et al., 2010). Por outro lado, tem sido demonstrado que terapias que bloqueiam a IL-17
apresentam grande eficacia no tratamento da psoriase, eficacia limitada na artrite reumatoide e
podem agravar o curso de uma doenca intestinal inflamatoria (Mcinnes e Schett, 2007;
Hueber et al., 2012; Choy et al., 2013). Em nosso estudo, ndo se observou correlagdo entre
niveis sorologicos de IL-17A e o diagnostico de AR bem como com o quadro clinico
relacionado a essa patologia. Contudo, uma vez que o limiar de detec¢ao de IL-17A do kit
utilizado era o mais elevado entre as citocinas estudadas, e diante dos resultados conflitantes
encontrados na literatura, sugerimos que novos estudos sejam realizados utilizando

metodologias mais sensiveis de detec¢ao.

Nosso estudo apresentou algumas limitagdes, uma delas foi o tamanho da amostra, que
apesar do reduzido nimero de controles representava um grupo homogéneo. Além disso, as
dosagens sorologicas foram feitas em apenas um momento. Ainda assim, foi possivel
observar um aumento dos niveis séricos no grupo AR e correlacionar com a atividade da

doenca e sintomas extra-articulares.



36

Assim, os resultados do nosso estudo sugerem que a AR apresenta um perfil
multicitocinas, e que a IL-6 pode ser considerada uma citocina importante no contexto da
atividade da AR. Além disso, concluimos que a elevacao dos niveis séricos de citocinas pro-

inflamatorias esta associada aos sintomas extra-articulares da AR.
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RESUMO

Objetivo. Verificar a associacdo entre os niveis séricos da IL-6 e os polimorfismos genéticos
do IL6 (rs1800795; rs1800796; 1s2069849) em individuos com AR, e sua associa¢do com a
atividade da doenca e fungdo de glandulas exdcrinas.

Métodos. A amostra do estudo incluiu 295 mulheres. Entre as participantes, 173 apresentaram
diagnostico de AR e 122 eram saudaveis. As pacientes foram examinadas e foram coletados
dados clinicos e amostras de sangue. Os niveis séricos da IL-6 foram mensurados por
citometria de fluxo, e os gen6tipos do IL6 (rs1800795, rs1800796 e rs2069849) discriminados
por PCR em tempo real usando ensaio de genotipagem TagMan SNP.

Resultados. Individuos do grupo AR apresentaram niveis mais elevados da IL-6 (p<0,0001)
quando comparados ao grupo controle. Além disso, o nivel da IL-6 foi maior entre os
individuos que apresentaram doenca ativa (p=0,019) e incapacidade funcional
moderada/grave (p=0,014). Nao se observou associagdo entre os genotipos € os niveis séricos
da IL-6. Os genotipos GC/CC do IL6 (rs1800796) estiveram significativamente associados a
presenca de AR (p<0,0001; OR 5,83; IC 3,25-10,47) e a xeroftalmia (p=0,003; OR 2,24; IC
1,33-3,77). Nao houve associagdo do /L6 (rs1800795 e rs2069849) e a presenga de AR ¢ as
caracteristicas clinicas estudadas.

Conclusao. A presenga do alelo C do /L6 rs1800796 desempenha um papel importante na
patogénese da AR e, se confirmado em outras populacdes, poderd ser utilizado como um

indicador de risco da doenca.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. IL-6. Polimorfismo genético.



44

ABSTRACT

Objective. To verify the association between serum IL-6 levels and IL6 genetic
polymorphisms (rs1800795; rs1800796; rs2069849) in RA subjects, and its association with
disease activity and exocrine gland function.

Methods. The study sample included 295 women. Among the participants, 173 had a
diagnosis of RA and 122 were healthy. Patients were examined and clinical data and blood
samples were collected. Serum IL-6 levels were measured by flow cytometry, and IL6
genotypes (rs1800795, rs1800796 and rs2069849) were performed by real-time PCR using
TagMan SNP genotyping assay.

Results. Subjects in the AR group had higher levels of IL-6 (p <0,0001) when compared to
the control group. In addition, IL-6 levels were higher among individuals who had active
disease (p = 0,019) and moderate/severe functional disability (p=0,014). There was no
association between genotypes and serum IL-6 concentration. The IL6 GC / CC genotypes
(rs1800796) were significantly associated with the presence of RA (p <0.0001, OR 5.83, CI
3.25-10.47) and xerophthalmia (p = 0.003, OR 2.24 ; IC 1.33-3.77). There was no association
of IL6 (rs1800795 and rs2069849) and the presence of RA and the clinical characteristics
studied.

Conclusion. The presence of the C allele of IL6 rs1800796 plays an important role in the
pathogenesis of RA and, if confirmed in other populations, may be used as a risk indicator of

the disease.

Keywords: Rheumatoid arthritis. IL-6. Genetic polymorphism.
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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune inflamatdria cronica caracterizada
por poliartrite erosiva simétrica e manifestacGes sistémicas extra-articulares. A lesdo é
concentrada principalmente em tecido sinovial, cartilagem e 0sso, e a inflamacéo é a principal
causa de deformacéo articular e mobilidade articular limitada em pacientes com AR (Mcinnes
e Schett, 2011). Os critérios utilizados no diagndstico de AR sdo baseados principalmente em
manifestacdes clinicas, testes laboratoriais e estudos de imagem. Embora a etiopatogénese da
AR ndo esteja claramente definida, evidéncias recentes sugerem que uma combinacdo de
alelos de diversos genes parecem contribuir para a susceptibilidade a AR (Kurko et al., 2013;
Li, F. etal., 2014; Li, X. et al., 2014).

Entre os genes envolvidos no desenvolvimento da AR, evidéncias substanciais tém
implicado citocinas pro-inflamatorias, sobretudo a interleucina-6 (IL-6), em sua patogénese
(Nile et al., 2008; Perricone et al., 2011; Calabrese e Rose-John, 2014). Um estudo de coorte
prospectivo mostrou que individuos com elevadas concentracfes plasmaticas de I1L-6 exibiam
progressdo radiografica clinicamente relevante ainda que alcangassem remissdo ou baixa
atividade da doenca através da pontuacdo de atividade da doenca usando a contagem de vinte
e oito articulagdes (DAS28) (Nishina et al., 2013). Além disso, as concentracdes sericas de
IL-6 tempo-dependentes mostraram estar associadas ao dano estrutural independentemente do
DAS28, positividade do fator reumatoide, positividade de anticorpos anti-proteinas
citrulinadas, tratamento usado e proteina C reativa em individuos com AR precoce (Baillet et
al., 2015).

Embora tenham sido observadas altas concentracdes de IL-6 em pacientes com AR,
seus niveis sdo heterogéneos, e considerados em grande medida determinados geneticamente
(Madhok et al., 1993; Robak et al., 1998). Estudos indicam que os polimorfismos de
nucleotideo Unico -174 G/C (rs1800795) e -572 G/C (rs1800796) da regido promotora do
gene IL6 exercem uma influéncia na transcricdo da proteina IL-6, e podem interferir nos
niveis sericos de IL-6 em pacientes com AR (Wang et al., 2013).

Apesar de evidéncias sugerirem o envolvimento da IL-6 na progressdo da doenca, o
perfil genético predominante na AR precisa ser melhor compreendido, fornecendo assim
subsidios para o desenvolvimento de futuras estratégias no manejo dos pacientes. Diante

disso, o objetivo deste estudo foi verificar a associa¢do entre os polimorfismos genéticos do
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IL6 (rs1800795; rs1800796; rs2069849) com o0s niveis séricos da IL-6, atividade da doenca e

funcdo de glandulas exdcrinas em individuos com AR.
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METODOLOGIA

Caracterizacdo da amostra

Foi realizado um estudo transversal, no periodo de julho de 2015 a dezembro de 2016,
composto por 295 mulheres com idade maior que 18 anos. Dentre as participantes, 173
apresentavam diagnostico de AR e 122 eram saudaveis e faziam parte do grupo controle.
Todos os individuos do grupo caso foram provenientes do Servico de Reumatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), e a amostra
obtida foi por conveniéncia. As envolvidas na pesquisa consentiram previamente a sua
inclusdo no estudo por meio de assinatura do TCLE, apds aprova¢do do mesmo no CEP-
UFPE sob CAAE 43281015500005208.

O diagnostico de AR foi baseado no critério determinado pelo Colégio Americano de
Reumatologia (Arnett et al., 1988). Foram excluidas do estudo, pacientes com histéria de
radioterapia na regido de cabeca e pescoco, infec¢do por HIV, sarcoidose, amiloidose, doenga

do enxerto contra hospedeiro, infec¢do por HCV e em uso de drogas anticolinérgicas.

Avaliacdes Clinicas

As participantes do estudo foram submetidas a exame clinico onde foi aplicado um
questionario estruturado para obtengdo dos dados sdcio-demogréficos, dados médicos e
historia da doenca atual.

A capacidade funcional foi determinada utilizando o Health Assessment Questionnaire
(HAQ). O instrumento desenvolvido por Fries et al. (1980), e traduzido e validado para o
Portugués por Ferraz et al. (1990) avalia o estado funcional de pacientes com AR, ao detectar
o nivel de dificuldade dos pacientes apresenta ao realizar atividades do dia a dia, e a
necessidade de assisténcia para realiza-las (Fries et al., 1980; Ferraz et al., 1990). Para cada
uma das oito categorias, a paciente indicou o grau de dificuldade em quatro possiveis
respostas que iam de “nenhuma dificuldade=0" até “incapaz de fazé-lo=3". A pontuagdo de
cada categoria foi o resultado mais alto de qualquer um dos seus itens. A pontuacao final do
HAQ foi determinada pela média da pontuagdo das oito categorias. A partir da pontuagdo
obtida, classifica-se em deficiéncia leve (HAQ de 0 a 1), deficiéncia moderada (HAQ> 1 a 2),
e deficiéncia grave (HAQ> 2 a 3).
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Escalas visuais analogicas (VAS) também foram utilizadas, variando de 0 a 100 mm
para avaliar a auto percep¢do do estado geral (EVA de estado geral da doenca) e fadiga na

semana anterior, informada pelo paciente (Pincus e Sokka, 2003).

Avaliacdo da atividade da doenca

A atividade da doenga foi avaliada através do Disease Activity Score 28 (DAS 28). O
DAS 28 utiliza 28 articulagdes para a contagem das articulagdes dolorosas e edemaciadas, a
velocidade de hemossedimentagdo ou proteina C reativa como marcador inflamatério, além
da avaliacdo global da saude ou atividade da doenga feita pelo proprio paciente em uma escala
de 0 a 100 (Van Der Heijde et al., 1990).

De acordo com o resultado obtido, considerou-se o paciente em remissao caso o valor
fosse menor que 2,6; entre 2,6 ¢ 3,2 com atividade leve; maior que 3,2 ¢ 5,1 com atividade

moderada, e maior que 5,1 com atividade intensa da AR.

Coleta e processamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas das participantes em um tubo de coleta de 4
mL sem anticoagulante. O tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para separacao do
soro, e armazenado a -20°C. Também foram obtidas amostras de sangue para realizacdo das
dosagens de velocidade de hemossedimentacéo.

A coleta de saliva para avaliagdo do fluxo salivar em repouso (FSR) foi realizada
através da obtencdo da saliva total ndo-estimulada. A coleta ocorreu segundo método
desenvolvido anteriormente (Navazesh et al., 1992), conforme descrito por Lins e Silva et

al.(Lins et al., 2016).

Extracdo de DNA e genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada usando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, EUA) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Os
polimorfismos do L6 1s1800795, rs1800796 e 1rs2069849 foram genotipados com
discriminacdo alélica usando PCR em tempo real com um sistema TagMan (Invitrogen /

ThermoFisher). Foram selecionados tagSNPs de cada gene de citocina com base nos padrdes
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de desequilibrio de ligacdo (linkage disequilibrium) através do site HapMap
(http://www.hapmap.org).

Avaliacdo da concentracdo de IL-6 no soro das pacientes

A IL-6 foi mensurada no soro das pacientes com a utilizacdo do kit CBA humano
Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead Array CBA, Catalogo #560484, BD Bioscience, San
Jose, CA) segundo as recomendacdes do fabricante. O limite de deteccao da IL-6 foi de 2,4
pg/ml. A aquisi¢do dos dados foi feita através do citdometro FACSCalibur (BD Bioscience) e

as analises através do software FCAP Array v3.0 (Soft Flow Inc).

Analises Estatisticas

Os dados foram armazenados em computador no programa SPSS Statistics v.17.0. O
teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificagdo da distribuicdo normal das variaveis
continuas. Comparagdes entre dois grupos foram realizadas com o teste Mann-Whitney. A
existéncia de associacdes entre variaveis categdricas foi avaliada pelos testes Qui-quadrado de
Pearson e Exato de Fischer. As diferencas foram consideradas significativas para valores de

p<0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas

Duzentos e noventa e cinco mulheres foram incluidas no estudo. As participantes do
grupo AR apresentaram uma média de idade de 52,92+11,40 anos, semelhante ao grupo C
(52,84+11,93 anos; p=0,792). No momento do recrutamento, 148 individuos apresentaram
doenca articular ativa e 25 individuos estavam em remissdo de acordo com a pontuacao do
DAS28 (Tabela 01).

Tabela 01. Caracteristicas clinicas dos individuos com artrite reumatoide e grupo controle.

Caracteristicas clinicas Média * desvio padrao p-valort?
AR C
(n=173) (n=122)

Idade, anos 52,92+11,40 52,84+11,93 0,792
Inventario de xerostomia 24,04+10,61 19,35%7,72  <0,0001*
Fluxo salivar em repouso, ml/min 0,34+0,29 0,35+0,28 0,786
Teste de Schirmer, mm/min 7,61+8,30 13,68+12,28 <0,0001*
Duracéo da doenca, anos 8,95+7,49
Articulacdes dolorosas (n) 7,1048,91
Articulacdes edemaciadas (n) 2,00£3,60
Estado geral da doenca (EVA) 54,68+31,69
Fadiga (EVA) 50,78+34,97
Health Assessment Questionnaire 1,28+0,88
DAS 28 4,40+1,62
Remissédo (<2,6), n (%) 25 (14,5%)
Atividade leve (>2.6 a <3,2), n (%) 17 (9,8%)
Atividade moderada (>3,2 a <5,1), n (%) 72 (41,6%)
Atividade intensa (>5,1), n (%) 59 (34,1%)

*: Estatisticamente significativo; 1: p-valor do teste de Mann Whitney.

Associacdo entre os niveis séricos da IL-6 e as caracteristicas clinicas
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Os niveis séricos da IL-6 estiveram aumentados em individuos com doenca ativa
(p=0,019), e incapacidade funcional moderada-grave (p=0,014). Nao houve associacdo dos

niveis da interleucina com as distribuigdes genotipicas avaliadas (Tabela 02).

Tabela 02. Associacdo entre 0s niveis séricos de IL-6 e as caracteristicas clinicas de

individuos com artrite reumatoide.

Caracteristica clinica N IL-6 p-valort
Média * desvio padrao

Diagnostico
= Controle 38 0,40+0,85 <0,0001*
= AR 98 9,63+28,54

Fluxo Salivar em Repouso
= >0, ImL/min 68 10,65+33,87 0,068
= <0,ImL/min 30 7,3048,11

Xerostomia
= Néo 44 5,3949,10 0,175
= Sim 54 13,08+37,37

Teste de Schirmer
" >5mm/Smin 49 10,13+37,15 0,123
= <5mm/5min 49 9,12+16,30

Xeroftalmia
= Néo 49 7,18+14,36 0,343
= Sim 49 12,07+37,79

DAS28
= Remissdo 14 2,31+4,91 0,019*
= Atividade 84 10,85+30,62

HAQ
= Incapacidade leve 43 3,9516,36 0,014*
= Incapacidade 52 14,84+38,16

moderada/grave

Rs1800795
= GG 58 5,82+11,94 0,239
= GC/CC 40 15,15+42,00

Rs1800796
= GG 68 11,40+33,88 0,560
= GC/CC 30 5,61+7,00

Rs2069849
= CC 64 11,26+34,83 0,479

= CTT 34 6,55+7,96
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*: Estatisticamente significativo; 1: p-valor do teste de Mann Whitney.

Distribuicdo genotipica dos polimorfismos do /L6

A distribuicdo genotipica do /L6 rs1800796 apresentou associagao dos genotipos
GC/CC com a presenga de AR (OR=5,83; 1C=3,25-10,47; p<0,0001, Tabela 03). Nao houve

associacgdo entre a distribuicao genotipica do /L6 rs1800795 e rs2069849 entre os grupos caso

e controle (p=0,532; p=0,981, respectivamente).

Tabela 03. Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos do 1L6

Gendtipo/ AR C OR IC 95% P
Alelo
rs1800795 GG 103 (63,6%) 69 (59,5%) 1,00
GCICC  59(364%) 47 (405%)  oga  O0°o¥LST 0532
162 (100%) 116 (100%)
G 257 (793%) 180 (77.6%) 1,00
C 67(20.7%) 52 (224%) o096  80-L14 0662
324 (100%) 232 (100%)
GG/GC vs. CC 0,807
GG vs. GCvs. CC 0,738
rs1800796 GG 72(46,2%) 95 (833%) 1,00 .
GCICC  84(538%) 19 (167%) 583 o2o1047 <0000
156 (100%) 114 (100%)
G 207 (72.8%) 207 (90,8%) 1,00
C 85 (27,2%) 21 (9,2%) 1,53 1,35-1,75  <0,0001*
312 (100%) 228 (100%)
GG/GC vs. CC 0,575
GGvs.GCvs. CC <0,0001*
r$2069849 cc 104 (839%) 98 (838%) 1,00
CTTT  20(161%) 19 (16,2%) 009  050-1.97 0981
124 (100%) 117 (100%)
C 208 (91,9%) 215(91,9%) 1,00
T 20(81%) 19(181%) 099 o219l 0982
248 (100%) 234 (100%)
CCvs.CTvs. TT 0,981

*Estatisticamente significativo; 1: p-valor do teste de Qui-quadrado.

Associacdo entre o polimorfismo do /L6 e as caracteristicas clinicas
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Dentre as caracteristicas clinicas analisadas, a xeroftalmia mostrou-se associada aos

geno6tipos GC/CC do IL6 rs1800796 (OR=2,24; 1C=1,33-3,77; p=0,003). Os demais gendtipos

Tabela 04. Associacdo entre os gendétipos do IL6 (rs1800796) e as caracteristicas clinicas

estudadas

Fluxo Salivar em Repouso

Caracteristica clinica

>0, ImL/min
<0,1mL/min

Xerostomia

Nao
Sim

Teste de Schirmer

>Smm/Smin
<5mm/5min

Xeroftalmia

DAS28

HAQ

Nao
Sim

Remissao

Atividade

Incapacidade leve

Incapacidade moderada-

grave

GC/CC

88 (85,4%)
15 (14,6%)
(100%)

62 (60,2%)
41 (39,8%)
(100%)

65 (65,7%)
34 (34,3%)
(100%)

58 (56,3%)
45 (43,7%)
(100%)

14 (13,9%)
87 (86,1%)
101 (100%)

39 (39,0%)
61 (61,0%)

100 (100%)

GG

133 (80,1%)
33 (19,9%)
(100%)

114 (68,3%)
53 (31,7%)
(100%)

110 (65,9%)
57 (34,1%)
(100%)

124 (74,3%)
43 (25,7%)
(100%)

11 (15,3%)
61 (84,7%)
72 (100%)

33 (47,8%)
36 (52,2%)

69 (100%)

OR

1,00
0,69

1,00
1,42

1,00
1,00

1,00
2,24

1,00
1,12

1,00
1,43

1IC 95%

0,35-1,34

0,85-2,37

0,60-1.70

1,33-3,77

0,48-2,63

0,77-2,66

p-valort

0,326

0,190

0,972

0,003*

0,829

0,272

*Estatisticamente significativo; 1: p-valor do teste de Qui-quadrado.
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DISCUSSAO

A IL-6 é uma citocina de fase aguda que contribui para a defesa do hospedeiro contra
agentes infecciosos e lesdes teciduais por induzir respostas imunoldgicas e hematopoiéticas.
No entanto, a producdo persistente e desregulada de I1L-6 pode levar ao desenvolvimento de
doencas imunomediadas e tem um papel crucial na patogénese da AR. A0 Nnosso
conhecimento, este € o primeiro estudo que verificou a associacdo entre a presenca de AR e 0s
niveis séricos de IL-6 e polimorfismos genéticos do IL6 em uma populacdo de brasileiras.
Além disso, este estudo verificou a associacdo desta citocina as caracteristicas clinicas
presentes na artrite. Os resultados sugerem que niveis aumentados de IL-6 e a presenca dos
gendtipos GC/CC do IL6 rs1800796 estdo associados a presenca de AR, bem como ao
envolvimento funcional e maior atividade da doenca.

A AR é uma doenca inflamatéria sistémica cronica caracterizada por alteracdes
simétricas e destrutivas no osso e cartilagem das articulagdes afetadas. Muito embora a
etiologia da AR ndo tenha sido totalmente compreendida, sabe-se que a desregulacédo
imunolégica por citocinas inflamatérias desempenham um papel chave em seu
desenvolvimento (Feldmann e Maini, 2001; Yoshida e Tanaka, 2014). A IL-6 é uma citocina
com diferentes atividades pleiotrépicas e sua producdo desregulada estd associada aos
sintomas clinicos e achados laboratoriais anormais da AR (Yoshizaki et al., 1998), sendo
responsavel pela inducdo de proteinas de fase aguda e estimulacdo de células T e B,
sinovidcitos e osteoclastos. Sabe-se que a IL-6 funciona como um importante mediador das
manifestacdes sistémicas e locais da AR (Nishimoto e Kishimoto, 2006), e 0 uso terapéutico
de inibidores desta citocina, como o tocilizumabe, tem se mostrado uma estratégia bem
sucedida no controle da inflamagdo e danos teciduais da AR (Smolen et al., 2016). De fato,
grande quantidade de IL-6 é encontrada no soro e liquido sinovial de pacientes com AR
(Chung et al., 2011; Perricone et al., 2011; Calabrese e Rose-John, 2014; Yoshida e Tanaka,
2014), e a desregulacdo da IL-6 desempenha um papel fundamental na inflamacdo da AR e
esta envolvida em vérias manifestacfes clinicas comuns associadas a atividade da doenga
(Nishimoto e Kishimoto, 2006; Liu et al., 2015). No presente estudo, a IL-6 se mostrou
associada a doenca ativa e incapacidade funcional moderada-grave.

Polimorfismos na regido promotora do gene IL6 podem ser responsaveis por
alteracOes na atividade transcricional e expressdo de IL-6 no tecido sérico e sinovial, 0 que,

por sua vez, pode levar a uma maior inflamacdo e, portanto, afetar o estado clinico dos
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pacientes com AR (Fishman et al., 1998). Entre os sitios polimdrficos descritos na regido
promotora do gene IL6, existem dois polimorfismos que parecem influenciar a sintese da
citocina: -174G/C (rs1800795) e -572G/C (rs1800796). Estes polimorfismos consistem em
uma unica mudanca de nucleotideo de guanina (G) para citosina (C) nas posicoes -174 e -572
na regido promotora, respectivamente (Zavaleta-Muniz et al., 2013), e tém sido associados a
susceptibilidade a AR. No entanto, resultados conflitantes foram observados em diferentes
populacdes (Arman et al., 2012; Li, F. et al., 2014).

Sabe-se que a sequéncia gendmica do IL6 é altamente polimorfica, e 0 SNP -
174G/C (rs1800795) é uma das variaveis mais frequentemente avaliadas (Belluco et al., 2003;
Mandal et al., 2014). Além do rs1800795, avaliamos 0 rs1800796 e o rs2069849 por estarem
em desequilibrio de ligacdo. Nossos resultados ndo mostraram associacdo dos polimorfismos
do IL6 rs1800795 e rs2069849 com a presenca de AR nem com as caracteristicas clinicas
estudadas. Com relagdo ao rs1800795, resultados semelhantes foram encontrados em
individuos turcos, macedonianos e britanicos (Palomino-Morales et al., 2009; Trajkov et al.,
2009; Arman et al., 2012). Por outro lado, a presenca do alelo C nesta regido aumentou a
susceptibilidade a AR na populacdo chinesa (Li, F. et al., 2014; Li, X. et al., 2014). Ao
melhor do nosso conhecimento, nenhum outro estudo avaliou o polimorfismo do IL6
rs2069849 em individuos com AR.

Em relacdo ao polimorfismo do IL6 rs1800796, observou-se que os genotipos GC/CC
estiveram significativamente associados a presenca da AR e da xeroftalmia. Em contraste com
0S nossos resultados, outros estudos (Lo et al., 2008; Arman et al., 2012; Li, F. et al., 2014;
Amr et al., 2016) ndo encontraram associacao entre o polimorfismo desta regido e a presenca
de artrite. Entretanto, assim como nosso estudo, Li et al. (2014) e Amr et al. (2016)
encontraram que o gendétipo mais prevalente nos individuos com AR foi GC. Diferencas de
fatores genéticos e ambientais nos grupos étnicos podem ser as provaveis razdes para
resultados contraditérios entre diferentes populages. Estudos que avaliaram a secura ocular
observaram niveis aumentados de citocinas e marcadores pro-inflamatérios, como IL-6 e
TNF, nas lagrimas e superficie ocular dos pacientes (Shimmura et al., 1996; Nakamura et al.,
2003). A contribuicdo de células T para a imunopatogénese da secura ocular é apoiada por
estudos que mostraram um aumento da infiltracdo de células T na conjuntiva de seres
humanos e animais (Mathers et al., 1993; Gendler e Spicer, 1995; Craig e Tomlinson, 1997).

Apesar dos genotipos GC/CC do IL6 rs1800796 terem sido associados & presenga de

AR, ndo houve relacdo entre estes genotipos e 0s niveis séricos da IL-6. Muitos SNPs podem
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simplesmente representar marcadores gendmicos para outras variantes genéticas mais
funcionalmente relevantes no desequilibrio de ligagdo. Essas observacdes devem ser
obviamente confirmadas em outras populacdes. Sabe-se também que além dos genes, outros
fatores de confusdo, como o indice de massa corporal, idade, regimes de drogas e fatores
ambientais também apresentam um impacto nos niveis circulantes de IL-6, o que pode
dificultar a interpretacdo dos resultados relativos a associacdo entre o nivel de IL-6 e o risco
de AR (Li et al., 2016).

Nosso estudo apresentou algumas limitagdes, uma delas foi o tamanho da amostra. No
entanto nossos resultados mostraram uma importante associagéo entre a presenca do alelo C
do IL6 rs1800796 e a presenca de artrite reumatoide. Portanto, estudos adicionais com
populacdes maiores sdo importantes para confirmar nossos achados. Outras limitacfes
incluem o carater observacional do estudo que ndo pode provar causalidade, pode servir
apenas para a geracdao de hipoteses. Além disso, as dosagens soroldgicas de IL-6 estavam
disponiveis apenas para metade dos pacientes. Ainda assim, essa amostra foi suficiente para
mostrar niveis significativamente aumentados de IL-6 entre os portadores de doenca ativa e
incapacidade funcional moderada-grave.

Diante do exposto, nossos resultados sugerem que a presenca do alelo C do IL6
rs1800796 desempenha um papel importante na patogénese da AR, e niveis aumentados de
IL-6 estdo relacionados a atividade da doenca e incapacidade funcional. Estes achados
requerem confirmacdo por estudos longitudinais que avaliem a utilidade dos polimorfismos
do IL6 como biomarcadores genéticos da doenca, fornecendo subsidios para o
desenvolvimento de futuras estratégias no manejo dos pacientes de acordo com a sua

individualidade.
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5 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo sugerem que a AR apresenta um perfil multicitocinas, e que
a IL-6 pode ser considerada uma citocina importante no contexto da atividade da AR. Além
disso, a presenga do alelo C do /L6 rs1800796 desempenha um papel importante na
patogénese da AR, e niveis aumentados de IL-6 estdo relacionados a atividade da doencga e
incapacidade funcional. Estes achados requerem confirmagao por estudos longitudinais que
avaliem a utilidade dos polimorfismos do /L6 como biomarcadores genéticos da doenga,
fornecendo subsidios para o desenvolvimento de futuras estratégias no manejo dos pacientes

de acordo com a sua individualidade.
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APENDICE A - PRONTUARIO CLINICO

Numero da pesquisa: Prontuério:

Nome: Data:

Data nascimento: | Idade (anos):

Endereco:

CEP: | Telefone:

Profissio: | Sexo: 1. Fem 2. Masc

Cor: 1.Branca 2.Parda 3.Negra 4. Amarela 5. Indigena \

Tabagismo: 1.sim 2. Ndo

Duracéo do tabagismo: Carga tabagica:

Renda Familiar: = salarios minimos

Data de inicio dos sintomas:

Tempo dos sintomas: meses Tempo de diagnostico: meses

Fator Reumatodide: 1. Positivo 2. Negativo

Manifestacdes extra-articulares: 1.Sim 2. N&o

Nodulos subcutaneos 1. Sim 2. Nao Olhoseco 1.Sim 2.Nao
Uveite 1.Sim 2. Naéo Vasculites 1. Sim 2. Nao
Anemia 1.Sim 2. Néo Fibrose Pulmonar: 1.Sim 2. Nao

Outras: 1.Sim  2.Ndo Qual?

EVA paciente:
Levando em consideracdo todas as formas como a artrite afeta sua vida, indique como vocé esta se
sentindo neste momento:

Muito bem Muito mal
Score: mm

Fadiga:
Com relagdo ao cansaco, indique como vocé tem se sentindo nesta Gltima semana:

Muito bem Muito mal
Score: mm

Contagem articular

Dolorosas Edemaciadas

Exames | Resultado | Data




VVHS (1h)
PCR
Fator reumatoide (método)
FAN
Anti-CCP
Anti-Ro
Anti-La
Tratamento
AINH Droga: Dose: Inicio: Tempo:
Prednisona Dose Data de inicio Tempo:
Cloroquina Dose Data de inicio Tempo:
Hidroxicloroquina Dose Data de inicio Tempo:
Metotrexate Dose Data de inicio Tempo:
Leflunomida Dose Data de inicio Tempo:
Sulfassalazina Dose Data de inicio Tempo:
Anti-TNF inicio: Droga: Dose: Tempo:
Vitamina D dose: Data de inicio: Tempo:
Carbonato de calcio dose: Data de inicio: Tempo:
Bifosfonato dose: Data de inicio: Tempo:
Outros:
Comorbidades
HAS 1.Sim 2. N&o
Diabetes mellitus 1. Sim 2. Ndo
Osteopenia 1.Sim 2. Naéo
Osteoporose 1.Sim 2.Nao
Hipotireoidismo 1.Sim 2. Néo
Dislipidemia 1.Sim 2. Ndo
Cardiopatia 1.Sim 2.Néo
Depressao 1.Sim 2. Nao
Lupus 1.Sim 2. Né&o
Sindrome de Sjogren 1. Sim 2. Ndo
Osteoartrose 1.Sim 2. Nao
Outras:
Medicamentos em uso:
DADOS DA DOENCA DE BASE (AR)

1 Rigidez matinal pelo menos 1 hora 1.Sim 2.Né&o

2 Artrite de 3 ou mais areas 1.Sim 2.N&o

3 Artrite de articulagdes das maos 1.Sim 2.N&o

4 Artrite simétrica 1.Sim 2.N&o




5 Nodulos subcutaneos 1.Sim 2. Nao
6 Fator reumatoide positivo 1.Sim 2.Né&o
7 Alteracdes radioldgicas tipicas 1.Sim 2. Né&o
VASmM: VASp: HAQ:
DAS 28:. CDAL:
Exame Oral Lesdo: 1. Sim 2 —-Né&o | Cérie:
Candidose: 1. Sim 2 —N&o Lingua despapilada: 1. Sim 2 —N&o
Questionario de xerostomia
1. Sinto minha boca seca
[ INunca[ ]Quase nunca| Jocasionalmente [ ]quase sempre[ Jsempre
2. Tenho dificuldade em comer alimentos secos
[ INunca[ ]Quase nunca| Jocasionalmente [ ]quase sempre[ Jsempre
3. Acordo a noite para beber agua
[ INunca[ ]Quase nunca| Jocasionalmente [ ]quase sempre[ Jsempre
4. Minha boca fica seca durante a alimentagédo
[ INunca[ ]Quase nunca| Jocasionalmente [ ]quase sempre[ Jsempre
5. Eu molho a boca para facilitar a degluticdo
[ INunca[ ]Quase nunca| Jocasionalmente [ ]quase sempre[ Jsempre
6. Eu como balas e chicletes doces para aliviar a secura da boca
[ INunca[ ]Quase nunca| Jocasionalmente [ ]quase sempre[ Jsempre
7. Tenho dificuldade em deglutir algumas comidas
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre
8. A pele do meu rosto é ressecada
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre
9. Sinto meus olhos secos
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre
10. Sinto meus labios secos
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre
11. A parte interna do meu nariz € ressecada
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre
Sintomas oculares
Sensacdo de corpo estranho: sim L ndo [
Ardéncia ou queimacao: sim J ndo O
Sensacdo de olho seco: sim L ndo [
Fotofobia ( problema de claridade): sim J ndo O
Cansaco visual quando 1€ ou vé televisao: sim L ndo [
Cansaco visual quando 1€ ou vé televisao: sim J ndo O
Sensacgdo que a acuidade visual varia (flutua): sim L ndo O
Producéo excessiva de muco: sim L ndo [
Sensagdo de arranhdo quando pisca os olhos sim J ndo O
Piora com: ar-condicionado: sim L ndo [
vento: sim J ndo O
fumaca de cigarro: sim LJ nao O
1. Sintomas oculares sim O nao U
Vocé tem desgor)forto olhos secos de modo diario e sim O nio O
persistente nos Ultimos 3 meses?




Vocé tem sensacao recorrente de areia nos olhos?

sim [0 n3o U

Vocé utiliza substitutos lacrimais mais de 3 vezes por | sim [0 ndo [

dia?

2. Sintomas orais: sim 00 nao U
Vocé tem sensacdo de boca seca diariamente ha mais de sim O ni O
trés meses?

Vocé teve aumento recorrente ou persistente de glandulas sim L ndo O
salivares na fase adulta?

Vocé sente necessidade de ingerir liquidos para auxiliar a sim O ni O
degluticdo de alimentos secos?

3. Sinais oculares: Positivo] Negativo []

Teste de Schimer: OD-

mm/5min (<5mm em 5 minutos)

OE- mm/5min (<5mm em 5 minutos)
4. Histopatologia: Positivo] Negativo [
Numero de focos:
5. Envolvimento de glandula salivar | Positivod]  Negativo O

Fluxo salivar ndo estimulado:

ml/min (<0.5 ml em 5 min)

6. Auto-anticorpos: Positivo[] Negativo [
Anti SSA: sim [ néo O Resultado:
Anti SSB: sim L ndo U Resultado:
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS — Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Avaliacdo dos niveis séricos e
polimorfismos genéticos de citocinas envolvidas com as respostas Thl, Th2 e Thl7 na Sindrome de
Sjogren secundaria a Artrite Reumatoide, que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) Marilia Lins
e Silva, Av. Professor Moraes Rego, s/n, CEP: 50670-901, Recife - PE - (81) 9783-1115,
marilialinsesilva@gmail.com (inclusive ligagcGes a cobrar). Também participam também desta pesquisa 0s
pesquisadores Camila Nunes Carvalho - Telefone para contato: (81) 9950-3786 e Thayanara Silva Melo —
Telefone para contato: (81) 9874-6438, e esta sob a orientagdo do Prof. Dr. Luiz Alcino Monteiro Gueiros -
Telefone: (81) 9138-1637, e-mail: lagueiros@gmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdes que ndo Ihe sejam compreensivel, as ddvidas
podem ser tiradas com a pessoa que estd Ihe entrevistando e apenas ao final, quando todos os esclarecimentos
forem dados, caso concorde com a realizagdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que esta em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Caso ndo concorde ndo haverd penalizagdo, bem como sera possivel retirar o consentimento a qualquer
momento, também sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Justificativa e objetivos: Através desse estudo e de estudos futuros decorrentes deste, poderemos compreender
melhor os mecanismos patoldgicos associados ao desenvolvimento da Sindrome de Sjdgren secondaria (SSs) a
Artrite Reumatoide. Este estudo visa avaliar a resposta de células responsaveis pela defesa mais especifica,
chamadas de Thl, Th2, Th17, em pacientes com SS secundaria a AR.

Informacdes: Procedimentos: Serd realizado um questionério para obtencdo dos relativos ao seu nome, endere¢o
e historia clinica da doenca. O Sr. (a) passara por um exame clinico da boca para determinar o fluxo salivar em
repouso por meio de um exame simples e ndo invasivo. Caso haja diminui¢do significativa da quantidade de
saliva ou queixa de boca seca procederemos uma remoc¢do de glandulas salivares menores do I&bio inferior por
meio de uma pequena cirurgia (bidpsia) com o objetivo diagndstico. O Sr. (a) passara por anestesia local, incisdo
com lamina de bisturi, remogdo de 5 a 6 glandulas salivares menores e sutura da regido. O Sr.(a) recebera
informagdes e orientacBes poOs-operatorias e receberd uma prescri¢do de analgésicos em caso de desconforto
relativos ao procedimento cirdrgico. Sera coletada uma amostra de saliva, na qual, o Sr.(a) devera expelir toda
a saliva por um periodo de 5 minutos em um recipiente plastico. Uma amostra de sangue sera coletada com um
tubo de coleta com agulha estéril, serdo coletados 10 ml — meia colher de sopa — por puncédo da veia do brago.
Seré realizado, também, um teste para determinar a producéo de l4grima, na qual no Sr. (a) sera colocada uma
fita de papel absorvente na péalpebra de cada olho por 5 minutos. Esta pesquisa ndo é um ensaio clinico,
portanto, ndo ha grupo placebo. Ndo ha métodos alternativos existentes para obtengdo da informacdo desejada
nesta pesquisa.

Desconfortos, riscos previsiveis e beneficios esperados: O paciente submetido a pesquisa poderé correr o risco
de desconforto leve durante o exame clinico, reagdes adversas relacionados ao procedimento de biopsia, tais
como: alergia ao anestésico, complicagdes hemorragicas, complicagfes pos-operatorias, riscos de hematomas e
desconfortos durante a coleta de sangue, e além da possibilidade de se sentirem constrangidos (a) devido as
perguntas em relagdo a sua histéria médica. Essas situagdes serdo minimizadas pela experiéncia do examinador,
0 qual fara o seu exame em local apropriado e estara sob a orientagdo do professor responsavel. Vale ressaltar
gue todos os procedimentos serédo realizados respeitando os critérios de biosseguranca necessarios.Os pacientes
diagnosticados com a Sindrome de Sjogren poderdo ser acompanhados no tratamento da secura bucal. O
atendimento clinico serd realizado pela pesquisadora responsavel. Caso necessitem de tratamento odontoldgico
serdo orientados (a) a procurar o servico de Odontologia da UFPE.

Forma de acompanhamento e assisténcia: Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo
divulgadas apenas em eventos ou publica¢des cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios, a ndo ser
entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta
pesquisa serdo arquivados no computador pessoal do pesquisador responsavel e estardo disponiveis pelo periodo
de no minimo 5 anos. Os pesquisadores estardo a disposicdo para quaisquer esclarecimentos adicionais
pessoalmente, por telefone ou e-mail (contato acima).
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Garantias: Garantia de esclarecimentos: Os pesquisadores esclarecerdo os voluntarios quanto a todos os aspectos
da pesquisa, antes, durante e ap0s a mesma. Liberdade de recusa a participagdo ou de retirar 0 seu
consentimento: O Sr. (a) pode escolher ndo participar de nossa pesquisa, ou desistir da participagdo, se achar
necessario, em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalizacdo e sem prejuizo, inclusive do seu
atendimento clinico. Sigilo: Seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo.
Ressarcimento e indenizacdo: Nada lhe sera pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacdo € voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacéo).

Voceé recebera uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1°
Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:

cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(;AO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apés a leitura
(ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas
davidas com o pesquisador responsével, concordo em participar do estudo Avaliagdo dos niveis séricos e
polimorfismos genéticos de citocinas envolvidas com as respostas Thl, Th2 e Th1l7 na Sindrome de
Sjogren secundaria a Artrite Reumatoide, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido
(a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Impresséo
Local e data Dpigital
Assinatura do participante: (Opcional)

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e 0 aceite do voluntério em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores)

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

C”"‘"“f Erica UNIVERSIDADE FEDERAL DE
omresu (@ PERNAMBUCO CENTRO DE (GRErongf'o™®
' CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Seres Humanos

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DOS NIiVEIS SERICOS E POLIMORFISMOS GENETICOS DE
CITOCINAS ENVOLVIDAS COM AS RESPOSTAS TH 1, TH 2 E TH 17 NA
SINDROME DE SJOGREN SECUNDARIA A ARTRITE REUMATOIDE

Pesquisador: Marilia Lins e Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 43281015.5.0000.5208

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.114.777
Data da Relatoria: 01/07/2015

Apresentagao do Projeto:

O projeto de pesquisa tem como titulo:AVALIAQiO DOS NIVEIS SERICOS E POLIMORFISMOS
GENETICOS DE CITOCINAS ENVOLVIDAS COM AS RESPOSTAS TH 1, TH 2 E TH 17 NA SINDROME
DE SJOGREN SECUNDARIA A ARTRITE REUMATOIDE.

O presente estudo sera desenvolvido em duas etapas. Na primeira etapa sera realizado um estudo
sorologico para a identificagdo de padrées de expressdo de citocinas Th1, Th2 e Th17 associados com a
artrite reumatoide associada ou nd@o a sindrome de Sjogren. Em uma segunda etapa sera realizado um
estudo genético das citocinas associadas na primeira etapa. Serdo comparadas as frequéncias alélicas e
genotipicas de polimorfismos

de unico nucleotideo (SNPs) em grupos de pacientes portadores de artrite reumatoide associada ou ndo a
sindrome de Sjégren.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Identificar perfis sorologicos de citocinas e verificar a associag@o entre polimorfismos
genéticos em portadores de Sindrome de Sjogren secundaria a

artrite reumatoide.

Objetivo Secundario:Caracterizar os pacientes com Sindrome de Sjégren secundaria a artrite reumatoide de
acordo com suas caracteristicas clinicas;-Determinar os

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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niveis séricos de citocinas envolvidas com o perfil Th1, Th2 e Th17 de linfocitos T em pacientes com
Sindrome de Sjogren secundaria a artrite reumatoide;-Determinar os niveis séricos de citocinas envolvidas
com o perfil Th1, Th2 e Th17 de linfocitos T em individuos com artrite reumatoide;- Realizar estudo genético
das citocinas identificadas em associagdo com a Sindrome de Sjégren secundaria a artrite reumatoide;-
Verificar a

associa¢do dos niveis séricos da citocina com seus respectivos polimorfismos;-Comparar a frequéncia das
variantes alélicas e genotipicas entre pacientes com Sindrome de Sjogren secundaria e portadores de artrite
reumatoide exclusiva.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O paciente submetido & pesquisa podera correr o risco de desconforto leve durante o exame clinico,
reacbes adversas relacionados ao procedimento de bidpsia, tais como: alergia ao anestésico, complicagdes
hemorragicas, complicagdes pos-operatorias, riscos de hematomas e

desconfortos durante a coleta de sangue, e além da possibilidade de se sentirem constrangidos (a) devido
as perguntas em relagdo a sua historia médica. Essas situagdes serdo minimizadas pela experiéncia do
examinador, o qual fard o seu exame em local apropriado e estara sob a orientagéo do professor
responsavel. Vale ressaltar que todos os procedimentos serdo realizados respeitando os critérios de
biosseguranga necessarios.

Beneficios:Os pacientes diagnosticados com a Sindrome de Sjogren poderdo ser acompanhados no
tratamento da secura bucal. O atendimento clinico sera realizado pela pesquisadora responsavel. Caso
necessitem de tratamento odontolégico serdo orientados (a) a procurar o servigo de Odontologia da UFPE.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O trabalho trara um contribui;ﬁo importante para pacientes que apresentam a Sindrome bem como a
comunidade cientifica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Termos de apresenta¢do adequado e de acordo com as exigéncias.

Recomendagdes:

As recomendagdes € que como relatado o pesquisador responsavel quando no procedimento de biopsia
sempre esteja presente. Ficando sempre dois profissionais da area com capacidade para resolver qualquer
intercomréncia.

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS
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Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Trabalho em condigdes de ser realizado

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estda APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAQRO DEFINITIVA do projeto so sera dada apos o envio do Relatorio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatorio Final para envia-lo via
“Notificag@o”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatorio Final®, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagdo desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacéo (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

O CEPICCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorride (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.
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RECIFE, 19 de Junho de 2015

QoA ™™

Assinado por:
Gisele Cristina Sena da Silva Pinho
(Coordenador)
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