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RESUMO

A pentraxina 3 (PTX3) é uma proteina com importante papel nos processos
imunes e inflamatorio podendo atuar na fagocitose de microrganismos, modulacao
da expressdo de citocinas e ativacdo do sistema complemento. Desta forma, o
presente estudo objetivou avaliar dois polimorfismos da PTX3 (rs1840680 e
rs2305619) em pacientes com artrite reumatoide (AR) e sindrome de Sjogren (SS).
Tratou-se de um estudo transversal em que 266 pacientes foram alocados em 3
grupos distintos: portadores de AR (N=117), portadores de AR e SS (N=25) e grupo
controle (N=124). Xerostomia, xeroftalmia, fluxo salivar em repouso, teste de
Shirmer |, capacidade funcional (Health Assessment Questionnaire — HAQ) e
atividade da artrite reumatoide (Disease Activity Score 28 — DAS 28), além da
avaliacdo das frequencias genotipicas e alélicas foram analisados. Pacientes do
grupo AR/SS apresentaram maior valor para o inventario de xerostomia (p<0.0001),
menor taxa de fluxo salivar em repouso (p<0.0001), menor valor do teste de Shirmer
| (p<0.0001), bem como maior numero de articulacdes edemaciadas (p=0.041). As
frequencias genotipicas do rs1840680 revelaram diferenca estatisticamente
significativa entre artrite reumatoéide, independentemente da associagcdo com a
sindrome de Sjogren, e o grupo controle (p=0,008); bem como quando da
comparacao entre AR e AR/SS (p=0.04). Uma diferenca na frequencia alélica foi
observada entre os grupos AR e AR/SS para rs1840680 (p=0.025), mostrando que o
alelo G pode aumentar a suceptibilidade para SS. A associacdo genotipica do
polimorfismos rs1840680 com as caracteristicas clinicas revelou uma maior
frequencia do gendtipo GA para xerostomia (p=0.045), xeroftalmia (p=0.006),
individuos com AR (AR e AR/SS: p=0,008) bem como uma frequencia mais elevada
de GG atrelada a sindrome de Sjogren (p=0.032). Em relagcdo ao polimorfismo
rs2305619, notou-se diferenca estatistica associada a uma maior frequencia do
genotipo GA ligada a xeroftalmia (p=0.025). Conclui-se, portanto, que este estudo
revelou associacdo positiva entre dois polimorfismos (rs1840680 e rs23056219) da

PTX3 e doengas autoimunes como artrite reumatoide e sindrome de Sjogren.

Palavras-chave: Autoimunidade. Polimorfismo genético. Artrite reumatoide.

Sindrome de Sjogren.



ABSTRACT

Pentraxin 3 (PTX3) is a protein with important role in immune and
inflammatory processes acting on microrganisms fagocytosis, modullation of cytokine
expression and activation of complement system. Thus, this study aimed to evaluate
two PTX3’s polymorphisms (rs1840680 and rs2305619) in patients with rheumatoid
arthritis (RA) and Sjogren's syndrome (SS). It was a cross-sectional study and 266
patients were allocated in 3 distinct groups: RA patients (N=117), RA and SS patients
(N=25) and control group (N=124). Xerostomia, xerophthalmia, resting salivary flow,
Shirmer | test, functional capacity (Health Assessment Questionnaire — HAQ) and RA
activity (Disease Activity Score 28 — DAS 28), besides genotypic and allelic
frequencies evaluation were analyzed. Subjects in the AR/SS group had higher
values for xerostomia inventory (p<0.0001), lower resting salivary flow rate
(P<0.0001), lower values of the Shirmer | test (p <0.0001), and higher number of
swollen joints (p=0.041). Genotypic frequencies of rs1840680 showed significant
association between rheumatoid arthritis, regardless of association with Sjogren's
syndrome, compared to control group (p=0.008); as well as comparing RA and
RA/SS (p=0.04). A significant allele frequency difference was observed between RA
and RA/SS groups for rs1840680 (p=0.025), showing that G allele may increase the
SS susceptibility. The genotypic association of rs1840680 polymorphism with clinical
characteristics revealed a higher frequency of the GA genotype for xerostomia
(p=0.045), xerophthalmia (p=0.006), patients with RA (RA and RA/SS: p=0.008 as
well as higher GG levels frequency linked to Sjogren's syndrome (p=0.032). About
rs2305619 polymorphism was observed a statistical difference associated with higher
GA frequency to xerophthalmia (p=0.015). In conclusion, this study revealed a
positive association beween PTX3 polymorphisms (rs1840680 and rs23056219) and

autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis and Sjogren's syndrome.

Keywords: Autoimmunity. Genetic polymorphism. Rheumatoid arthritis. Sjogrens’s

syndrome.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma desordem sistémica crénica inflamatoria de
carater autoimune, progressiva, de etiologia incerta, caracterizada classicamente por
poliartrite periférica e simétrica associada a rigidez matinal e fadiga.!?> A doenca
acomete 1 a 3% da populacdo adulta, em uma faixa etaria entre 35 e 45 anos de

idade, estando o género feminino predominantemente envolvido.3#

Embora uma maior prevaléncia seja observada em individuos adultos, as
manifestacdes clinicas podem iniciar-se em qualquer idade e de forma variavel,
desde sinais e sintomas brandos e de menor duracdo, até uma poliartrite progressiva
e destrutiva.® Assim, a AR pode apresentar um envolvimento articular caracterizado
por edema, dor, rubor, alteragcdes morfolégicas deletérias de articulagcdes sinoviais
(metacarpo e metatarsofalangianas, tornozelos, punhos, dentre outras); bem como
acometimento extra-articular, acarretando em vasculite, nédulos reumatoides,
anormalidades renais, cardiacas, musculares, hepaticas, hipossalivacdo, xerostomia,
dentre outras manifestacbes, podendo também levar a um maior risco de

desenvolvimento da Sindrome de Sjogren (SS) associada.?®

De forma semelhante, a SS apresenta-se como uma doenca sistémica
inflamatéria  crénica, também de natureza autoimune, que acomete
progressivamente glandulas exdcrinas, podendo culminar com quadros importantes
de xerostomia e/ou xeroftalmia, afetando diretamente a qualidade de vida dos
individuos.”® Mundialmente, acomete 0,3 a 0,6% da populacdo sendo as mulheres
10 a 20 vezes mais afetadas que os homens® principalmente entre a quarta e quinta
década de vida. A doenca pode ser classificada em primaria (SSp) ou secundaria
(SSs) quando hé associacdo com outras doencas do sistema conjuntivo, incluindo
AR, lUpus eritematoso sistémico (LES) e esclerose sistémica (ES); sendo a AR a
mais prevalente (4 a 31%).101%12 Clinicamente, os portadores da SS normalmente
exibem sinais e sintomas orais e oculares significativos, envolvimento cutaneo e de
mucosas oral, nasal e/ou genital, podendo apresentar fadiga, linfadenopatia, cirrose
biliar primaria, nefrite intersticial, fibrose pulmonar, vasculites e neuropatias
periféricas’; sendo os achados orofaciais extremamente relevantes para o

diagnostico e evolucdo da doenca.



11

De uma maneira geral as doencas autoimunes podem ser moduladas por
auto-anticorpos circulantes, imunocomplexos, linfocitos T auto-reativos, dentre
outros fatores. Por isso, atualmente, alguns grupos de genes, linhagens de células T
como Thl, Th2 e Thl7, citocinas (TNF-a, IL-4, IL-6, IL-17), bem como moléculas
envolvidas na resposta imune, como a da pentraxina 3 — PTX3, tém sido alvo de

importantes pesquisas.31415

As pentraxinas (PTXs) formam uma superfamilia de proteinas conservadas
filogeneticamente desde os aracnideos até os mamiferos que desempenham
importante funcdo relacionada ao sistema imune, principalmente na resposta
inatal®'’, processos inflamatoérios, infecciosos, bem como na fertilidade feminina e,
de acordo com a estrutura primaria, podem ser classificadas em PTXs de cadeia
curta (proteina C reativa — PCR e proteina amil6ide sérica — PAS) ou longa (PTX3,
PTX4, PTX neuronais 1 e 2).1819 A PTX3, primeira pentraxina de cadeia longa
identificada na década de 1990'°, é uma glicoproteina composta por 381
aminoacidos incluindo um segmento de 17 aminoacidos correspondentes ao
peptideo sinal'®'’ e, diferentemente das PTXs de cadeia curta que séo originadas
no tecido hepético principalmente em resposta a interleucina-6, é produzida e
liberada por uma gama de tipos celulares apds ativacdo; em particular por
macrofagos, fibroblastos, células dendriticas e endoteliais em resposta a sinais
inflamatérios, tais como IL-1 e TNF-a.2°

A PTX3 pode ainda ser expressa por mondcitos circulantes no sangue
periférico apds estimulagcédo por componentes microbianos (fungos, bactérias e virus)
como lipopolissacarideos (LPS); sofrendo também influéncia de glicocorticoides,
prostaglandinas e vitamina D3.15'® Desta forma, a PTX3 parece funcionar como
importante biomarcador ligado ao diagndstico e prognéstico de doenca
cardiovascular, pulmonar, patologias renais, articulares, autoimunes, bem como
neoplasias e infeccdes.'®?° Apesar dessa proteina de cadeia longa apresentar forte
ligacdo com a imunidade inata, geralmente havendo uma resposta amplificada do
padrao inflamatério reacional, ela também aparenta modular, através da via classica
do sistema complemento, a imunidade adquirida resultando, por exemplo, no
aumento dos niveis de C3 e C4 para auxiliar na remocédo de imunocomplexos do

sangue.?!
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O gene da PTX3, identificado inicialmente em células endoteliais humanas
provenientes de corddo umbilical tratadas com IL1[3, esta localizado no cromossomo
3 entre os mamiferos, organizado em trés éxons separados por dois introns. Os dois
primeiros éxons codificam o peptideo sinal e a porcdo amino-terminal (N-terminal),
enguanto o terceiro codifica 0 dominio C-terminal®® e alguns de seus polimorfismos
(rs1840680, rs2305619, rs3816527, rs3845978) tém demonstrado associagcdo com
desordens infecciosas, neoplasicas e autoimunes.???®* Raros sdo 0s estudos
publicados que relacionam a PTX3 com doencas autoimunes e, quase todos
revelam associagdo direta entre 0s niveis séricos da proteina com uma maior
suceptibilidade para o desenvolvimento dessas doencas. Outros trabalhos fazem
também referéncia & PTX3 como biomarcadores inflamatérios tentando associa-la a
co-morbidades como aterosclerose, obesidade e neoplasias, entretanto alguns

resultados mostram-se inconclusivos, inconsistentes e duvidosos.17:24.25.26,27.28

Assim, em virtude da atual relacdo entre a PTX3 e condicbes autoimunes,
associado ao fato de ja haver estudo correlacionando alguns de seus polimorfismos
(rs1840680 e rs2305619) com outras patologias?® na populagdo brasileira, bem
como da inexisténcia de trabalhos que discorram a cerca de genes polimorfos em
pacientes com AR e/ou SS, a presente pesquisa objetivou avaliar dois polimorfismos
(rs1840680 e rs2305619) da PTX3 nestes grupos de pacientes correlacionando as
caracteristicas clinicas e genotipicas.
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2 METODOLOGIA

2.1 Consideracgdes éticas

Este estudo foi submetido para avaliagdo junto ao Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP-UFPE) e aprovado sob CCAE 43281015.5.0000.5208. Todos os pacientes
concordaram em participar da pesquisa através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - APENDICE 1).

2.2 Delineamento e populacéo do estudo

Tratou-se de um estudo transversal com amostra consecutiva e de
conveniéncia, obtida no periodo de mar¢co a novembro de 2014, composta por 266
individuos. Dentre os participantes, 117 apresentaram diagnéstico de artrite
reumatoide (AR: N=117), 25 exibiam AR e sindrome de Sjogren (AR/SS: N=25) e
124 foram aqueles que se declararam saudaveis compondo o grupo controle (C:
N=124). Todos os individuos dos grupos caso foram provenientes do Servico de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE) e todos os do grupo controle foram oriundos do Servico de
Estomatologia da UFPE.

O diagndstico de AR foi baseado nos critérios determinados pelo Colégio
Americano de Reumatologia®® e o diagnéstico da SS estabelecido através dos
critérios do Colégio Americano-Europeu de Consenso.3! Todos o0s pacientes
diagnosticados com AR que apresentaram sintomas orais e/ou oculares foram

submetidos a investigacdo para SS.

2.3 Critérios de inclusao e exclusao

2.3.1 Portadores de AR e SS

Considerou-se como elegiveis para o estudo todos os individuos adultos, de
ambos 0s géneros, a partir de 18 anos completos, com diagnéstico de AR e/ou AR

associada a SS. Foram excluidos os pacientes com histéria de radioterapia na
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regido de cabeca e pescoco, infeccado por HIV, sarcoidose, amiloidose, doenca do

enxerto contra hospedeiro, infeccdo por HCV e em uso de drogas anticolinérgicas.

2.3.2 Grupo controle

Foram incluidos os individuos que se declararam saudéaveis, acima de 18
anos completos e de ambos os géneros. Foram excluidos aqueles que cursavam
com qualquer manifestacdo oral inflamatéria/infecciosa, tabagistas, diabéticos e em

uso de drogas anticolinérgicas.

2.4 Coleta de dados e instrumentos da pesquisa

Inicialmente, para todos os participantes, foi aplicado um questionario
estruturado para obtencdo dos dados soécio-demograficos, médicos e histéria da
doenca atual. Posteriormente, seguiu-se a avaliacdo da xerostomia, xeroftalmia,
fluxo salivar (realizadas sempre pelo mesmo pesquisador — APENDICE 2), coleta

sanguinea, extracdo de DNA e genotipagem.

2.4.1 Xerostomia

A xerostomia foi avaliada utilizando-se o inventario de xerostomia (Thomsom,
et al.)® validado em portugués (da Mata, et al.).33 O instrumento é composto por
onze itens avaliados através da escala de Likert,variando de 1 a 5 cada item. A
soma total das respostas (hunca = 1, quase nunca = 2, ocasionalmente = 3, quase
sempre = 4, sempre = 5) dos pacientes pode variar de 11 a 55. Os valores mais altos

correspondem a uma percepg¢ao mais pronunciada da xerostomia.

2.4.2 Xeroftalmia

Além do questionario referente aos sintomas oculares, para a investigacao da
xeroftalmia foi aplicado o teste de Shirmer | (APENDICE 2) objetivando avaliar o
grau de lubrificacdo ocular (secrecdo basal e reflexa). Este teste consistiu na

instalacao de uma tira de papel filtro padronizado (Whatman 41) de 5mm de largura
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e 35mm de comprimento, com uma dobra a 5mm da extremidade; no terco lateral da
borda palpebral inferior em contato com a conjuntiva. Ap6s 5 minutos as tiras foram
removidas e a quantificacdo da producdo de lagrima foi feita pela medicdo da
extensdo do papel que ficou Umido. Valores menores ou iguais a 5mm séo

considerados anormais, ou seja, lubrificacdo ocular insuficiente.3*

2.4.3 Fluxo salivar

A coleta de saliva para avaliagdo do fluxo salivar em repouso (FSR) foi
realizada através da obtencdo da saliva total ndo-estimulada. O exame foi realizado
no periodo da tarde, entre 14:00 e 17:00h, em que o paciente foi orientado a ndo
ingerir alimentos, beber ou fumar por um periodo minimo de 90 minutos antes da
coleta. Apds estarem sentados confortavelmente, os mesmos foram instruidos a
levar a cabeca suavemente para frente, fazer uma degluticdo inicial e entdo deixar
toda a saliva escorrer da boca em um recipiente plastico milimetrado durante um
periodo de 15 minutos. Considerou-se reduzido o nivel de secrecdo < 1,5 ml em 15

minutos (Satomura, et al.).?®

2.4.4 Capacidade funcional

A capacidade funcional foi determinada utilizando o Health Assessment
Questionnaire (HAQ — ANEXO 1). O instrumento foi desenvolvido por Fries, et al.,®
traduzido e validado para o portugués por Ferraz, et al.;*® servindo para avaliar o
estado funcional dos portadores de AR ao detectar o nivel de dificuldade dos
mesmos em realizar atividades rotineiras do dia a dia, bem como a necessidade de
assisténcia para realiza-las. Para cada uma das oito categorias (vestimenta e
presenca fisica, acordar, alimentar-se, andar, higiene, alcance, pegada, outras
atividades), o paciente indicou o grau de dificuldade em quatro possiveis respostas
que poderiam ser desde “nenhuma dificuldade = 0” até “incapaz de fazé-lo = 3”. A
pontuacdo de cada categoria foi o resultado mais alto de qualquer um dos seus
itens. A pontuacao final do HAQ foi determinada pela média da pontuacdo das oito

categorias.
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2.4.5 Estado geral e fadiga em individuos com AR e AR/SS

Escalas visuais analdgicas (APENDICE 1), variando de 0 a 100mm, para
verificar a auto-percepcao do estado geral (EVA-EG) e a fadiga na semana anterior

(EVA-F) também foram utilizadas como instrumentos avaliativos (Apéndice 2).3’

2.4.6 Atividade da doenca

A atividade da artrite reumatoide foi avaliada através do Disease Activity
Score 28 (DAS 28) em um programa de computagcéo (ANEXO 2). O DAS 28 engloba
a avaliacdo de 28 articulacdes distintas e considera o numero de articulacdes
dolorosas e edemaciadas, a velocidade de hemossedimentacéo (VSH) ou proteina C
reativa (PCR) como marcador inflamatorio; além da andlise global da saude ou
atividade da doenca feita pelo médico assistente em uma escala de 0 a 100.%® Desta
forma, o paciente péde ser enquadrado em quatro categorias: em remissao (valor
menor que 2,6), atividade leve (maior ou igual a 2,6 e menor ou igual a 3,2),
atividade moderada (maior que 3,2 e menor ou igual a 5,1) e atividade intensa (maior
que 5,1).

2.4.7 Coleta de sangue

A coleta do sangue venoso de todos os pacientes foi realizada por um
pesquisador treinado em flebotomia, sempre respeitando 0s principios de

biosseguranca, sendo coletados 10ml (tubo de coleta BD Vacutainer®) por paciente.

2.4.8 Extracdo de DNA e genotipagem

O DNA das amostras foi extraido a partir de sangue total (EDTA) com kit
QIAamp Mini Spin Columns (QIAGEN Inc, Chatsworth, CA), seguindo as instru¢des
do fabricante. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até nova andlise. As reacdes
de genotipagem de PTX3 rs1840680 (Ensaio: C_ 12069244 10) e rs2305619
(Ensaio: C__22275654_10) foram realizadas em maquina de PCR em tempo real
(7500 Real Time PCR System — AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) utilizando

o sistema TagMan.
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Os casos néo genotipados foram reavaliados em novas reagdes. Os nao
reagentes nas duas reacOes foram excluidos da pesquisa. Uma percentagem de
10% da amostra foi testada em dois momentos distintos para se checar a

concordancia do método, ndo sendo observada discordancia em nenhum caso.

2.4.9 Andlise Estatistica

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 variaveis continuas. Comparac6es entre dois grupos foram realizadas
com o teste Mann-Whitney. Para comparacfes entre mais de dois grupos, Kruskal-
Wallis foi aplicado. A existéncia de associacdes entre variaveis categoricas 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%.
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3. RESULTADOS - ARTIGO CIENTIFICO

De acordo com as normas do periddico The Journal of Rheumatoloqgy

PTX3 GENE POLIMORPHISM EVALUATION IN RHEUMATOID ARTHRITIS AND
SJOGREN’S SYNDROME PATIENTS

Rui Medeiros Junior
Prof. Dr. Luiz Alcino Monteiro Gueiros

Pos-Graduacao Odontologia — Universidade Federal de Pernambuco

Abstract

Objective: Evaluate two PTX3’s polymorphisms (rs1840680 and rs2305619) in
patients with rheumatoid arthritis and Sjogren's syndrome, correlating genotypic and
allelic frequencies with clinical characteristics. Methods: This was a cross-sectional
study with a consecutive and convenience sample consisting of 266 patients
allocated in three different groups: RA patients (N=117), RA and SS (N=25) and
control group (N=124). Xerostomia, xerophthalmia, resting salivary flow, Shirmer |
test, functional capacity (Healyh Assessment Questionaire — HAQ), RA activity
(Disease Activity Score 28 - DAS 28), besides genotypic and allelic evaluation were
investigated. Results: AR/SS patients group got higher xerostomia inventory values
(p<0.0001), lower resting salivary flow rate (p<0.0001), lower value of Shirmer | test
(p<0.0001), as well as higher number of swollen joints (p=0.041). rs1840680
genotypic frequencies revealed a significant association between rheumatoid
arthritis, regardless of association with Sjogren's syndrome, and the control group
(p=0.008). Likewise, about RA and RA/SS comparing, there was also a difference
(p=0.04). The rs1840680 polymorphisms genotypic association with clinical
characteristics showed a higher frequency of the GA genotype for xerostomia
(p=0.045), xerophthalmia (p=0.006), rheumatoid arthritis subjects (RA and RA/SS:
p=0.008) and higher GG frequency associated with Sjogren's syndrome (p=0.032).
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Regarding rs2305619 polymorphism, was noticed statistical difference linked to a
higher GA frequency with xerophthalmia (p=0.015). Conclusion: This study revealed
the first association between two PTX3's polymorphisms (rs1840680 and

rs23056219) and diseases such as rheumatoid arthritis and Sjogren's syndrome.

Keywords: Autoimmunity. Genetic polymorphism. Rheumatoid arthritis. Sjogrens’s

syndrome.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma desordem sistémica crbnica inflamatoria de
carater autoimune, progressiva, de etiologia incerta, caracterizada classicamente por
poliartrite periférica e simétrica associada a rigidez matinal e fadiga.l?> A doenca
acomete 1 a 3% da populagdo adulta, em uma faixa etaria entre 35 e 45 anos de

idade, estando o género feminino predominantemente envolvido.3#

Embora uma maior prevaléncia seja observada em individuos adultos, as
manifestacdes clinicas podem iniciar-se em qualquer idade e de forma variavel,
desde sinais e sintomas brandos e de menor duracdo, até uma poliartrite progressiva
e destrutiva.® Assim, a AR pode apresentar um envolvimento articular caracterizado
por edema, dor, rubor, alteragcdes morfoldgicas deletérias de articulagcdes sinoviais
(metacarpo e metatarsofalangianas, tornozelos, punhos, dentre outras); bem como
acometimento extra-articular, acarretando em vasculite, nédulos reumatoides,
anormalidades renais, cardiacas, musculares, hepaticas, hipossalivacdo, xerostomia,
dentre outras manifestacbes, podendo também levar a um maior risco de

desenvolvimento da Sindrome de Sjogren (SS) associada.?®

De forma semelhante, a SS apresenta-se como uma doenca sistémica
inflamat6ria  crénica, também de natureza autoimune, que acomete
progressivamente glandulas exdcrinas, podendo culminar com quadros importantes
de xerostomia e/ou xeroftalmia, afetando diretamente a qualidade de vida dos
individuos.”® Mundialmente, acomete 0,3 a 0,6% da populacéo, sendo as mulheres
10 a 20 vezes mais afetadas que os homens,® principalmente entre a quarta e quinta
década de vida. A doenca pode ser classificada em primaria (SSp) ou secundaria
(SSs) quando hé associacdo com outras doencas do sistema conjuntivo, incluindo
AR, lapus eritematoso sistémico (LES) e esclerose sistémica (ES); sendo a AR a
mais prevalente (4 a 31%).101%12 Clinicamente, os portadores da SS normalmente
exibem sinais e sintomas orais e oculares significativos, envolvimento cutéaneo e de
mucosas oral, nasal e/ou genital, podendo apresentar fadiga, linfadenopatia, cirrose
biliar primaria, nefrite intersticial, fibrose pulmonar, vasculites e neuropatias
periféricas’; sendo os achados orofaciais extremamente relevantes para o

diagndstico e evolucao da doenca.
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De uma maneira geral, as doencas autoimunes podem ser moduladas por
auto-anticorpos circulantes, imunocomplexos, linfocitos T auto-reativos, dentre
outros fatores. Por isso, atualmente, alguns grupos de genes, linhagens de células T
como Thl, Th2 e Thl7, citocinas (TNF-a, IL-4, IL-6, IL-17), bem como moléculas
envolvidas na resposta imune, como a da pentraxina 3 — PTX3, tém sido alvo de

importantes pesquisas.31415

As pentraxinas (PTXs) formam uma superfamilia de proteinas que
desempenham importante funcao relacionada ao sistema imune, principalmente na
resposta inata'®l’, processos inflamatérios, infecciosos, bem como na fertilidade
feminina e, de acordo com a estrutura primaria, podem ser classificadas em PTXs de
cadeia curta (proteina C reativa — PCR e proteina amiléide sérica — PAS) ou longa
(PTX3, PTX4, PTX neuronais 1 e 2).*819 A PTX3, primeira pentraxina de cadeia
longa identificada na década de 1990%°, é uma glicoproteina composta por 381
aminoacidos incluindo um segmento de 17 aminoacidos correspondentes ao
peptideo sinal.’617 e, diferentemente das PTXs de cadeia curta que sdo originadas
no tecido hepatico principalmente em resposta a interleucina-6, é produzida e
liberada por uma gama de tipos celulares apds ativacdo; em particular por
macrofagos, fibroblastos, células dendriticas e endoteliais em resposta a sinais

inflamatorios, tais como IL-1 e TNF-a.2°

A PTX3 pode ainda ser expressa por mondcitos circulantes no sangue
periférico apos estimulacdo por componentes microbianos (fungos, bactérias e virus)
como lipopolissacarideos (LPS); sofrendo também influéncia de glicocorticoides,
prostaglandinas e vitamina D3.1>!8 Desta forma, a PTX3 parece funcionar como
importante biomarcador ligado ao diagndstico e prognéstico de doenca
cardiovascular, pulmonar, patologias renais, articulares, autoimunes, bem como
neoplasias e infeccdes.'®?° Apesar dessa proteina de cadeia longa apresentar forte
ligacdo com a imunidade inata, geralmente havendo uma resposta amplificada do
padrao inflamatério reacional, ela também aparenta modular, através da via classica
do sistema complemento, a imunidade adquirida resultando, por exemplo, no
aumento dos niveis de C3 e C4 para auxiliar na remocédo de imunocomplexos do

sangue.?!

O gene da PTX3 estéa localizado no cromossomo 3, organizado em trés éxons

separados por dois introns. Os dois primeiros éxons codificam o peptideo sinal e a



22

por¢cdo amino-terminal (N-terminal), enquanto o terceiro codifica o dominio C-
terminal??> e alguns de seus polimorfismos (rs1840680, rs2305619, rs3816527,
rs3845978) tém demonstrado associacdo com desordens infecciosas, neoplasicas e
autoimunes.???® Raros sdo os estudos publicados que relacionam a PTX3 com
doencas autoimunes e, quase todos revelam associacdo direta entre 0s niveis
séricos da proteina com uma maior suceptibilidade para o desenvolvimento dessas
doencas. Outros trabalhos fazem também referéncia a PTX3 com biomarcadores
inflamatdrios tentando associa-la a co-morbidades como aterosclerose, obesidade e
neoplasias, entretanto alguns resultados mostram-se inconclusivos, inconsistentes e
duvidosos.17:24.2526.27.28 Agsim, em virtude da atual relacéo entre a PTX3 e condicbes
autoimunes, associado ao fato de ja haver estudo correlacionando alguns de seus
polimorfismos (rs1840680 e rs2305619) com outras patologias®® na populacédo
brasileira, bem como da inexisténcia de trabalhos que discorram a cerca de genges
polimorfos em pacientes com AR e/ou SS, a presente pesquisa objetivou avaliar dois
polimorfismos (rs1840680 e rs2305619) da PTX3 nestes grupos de pacientes

correlacionando as caracteristicas clinicas e genotipicas.
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2 METODOLOGIA
2.1 Consideracoes éticas

Este estudo foi submetido para avaliagdo junto ao Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP-UFPE) e aprovado sob CCAE 43281015.5.0000.5208. Todos o0s pacientes
concordaram em participar da pesquisa através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - APENDICE 1).

2.2 Delineamento e populacao do estudo

Tratou-se de um estudo transversal com amostra consecutiva e de
conveniéncia, obtida no periodo de marco a novembro de 2014, composta por 266
individuos. Dentre os participantes, 117 apresentaram diagnéstico de artrite
reumatdide (AR: N=117), 25 exibiam AR e sindrome de Sjogren (SS: N=25) e 124
foram aqueles que se declararam saudaveis (C: N=124). Todos os individuos dos
grupos caso foram provenientes do Servico de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e todos os do grupo
controle foram oriundos do Servigo de Estomatologia da UFPE.

O diagnostico de AR foi baseado nos critérios determinados pelo Colégio
Americano de Reumatologia®® e o diagndstico da SS estabelecido através dos
critérios do Colégio Americano-Europeu de Consenso.3! Todos os pacientes
diagnosticados com AR que apresentaram sintomas orais e/ou oculares foram

submetidos a investigacao para SS.

2.3 Critérios de inclusao e exclusao
2.3.1 Portadores de AR e SS

Considerou-se como elegiveis para o estudo todos os individuos adultos, de
ambos 0s géneros, a partir de 18 anos completos, com diagnéstico de AR e/ou AR

associada a SS. Foram excluidos os pacientes com histéria de radioterapia na
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regido de cabeca e pescoco, infeccao por HIV, sarcoidose, amiloidose, doenca do

enxerto contra hospedeiro, infeccdo por HCV e em uso de drogas anticolinérgicas.

2.3.2 Grupo controle

Foram incluidos os individuos que se declararam saudéaveis, acima de 18
anos completos e de ambos os géneros. Foram excluidos aqueles que cursavam
com qualquer manifestacdo oral inflamatéria/infecciosa, tabagistas, diabéticos e em

uso de drogas anticolinérgicas.

2.4 Coleta de dados e instrumentos da pesquisa

Inicialmente, para todos os participantes, foi aplicado um questionario
estruturado para obtencdo dos dados sécio-demograficos, médicos e histéria da
doenca atual. Posteriormente, seguiu-se a avaliacdo da xerostomia, xeroftalmia,
fluxo salivar (realizadas sempre pelo mesmo pesquisador — APENDICE 2), coleta

sanguinea, extracdo de DNA e genotipagem.

2.4.1 Xerostomia

A xerostomia foi avaliada utilizando-se o inventario de xerostomia®? validado
em portugués.®* O instrumento é composto por onze itens avaliados através da
escala de Likert,variando de 1 a 5 cada item. A soma total das respostas (nunca = 1,
guase nunca = 2, ocasionalmente = 3, quase sempre = 4, sempre = 5) dos pacientes
pdde variar de 11 a 55. Os valores mais altos correspondem a uma percepg¢ao mais

pronunciada da xerostomia.

2.4.2 Xeroftalmia

Além do questionario referente aos sintomas oculares, para a investigacao da
xeroftalmia foi aplicado o teste de Shirmer | (APENDICE 2) objetivando avaliar o
grau de lubrificacdo ocular (secrecdo basal e reflexa). Este teste consistiu na
instalacdo de uma tira de papel filtro padronizado (Whatman 41) de 5mm de largura
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e 35mm de comprimento, com uma dobra a 5mm da extremidade; no terco lateral da
borda palpebral inferior em contato com a conjuntiva. Ap6s 5 minutos as tiras foram
removidas e a quantificacdo da producdo de lagrima foi feita pela medicdo da
extensdo do papel que ficou Umido. Valores menores ou iguais a 5mm séo

considerados anormais, ou seja, lubrificacdo ocular insuficiente.3*

2.4.3 Fluxo salivar

A coleta de saliva para avaliagdo do fluxo salivar em repouso (FSR) foi
realizada através da obtencdo da saliva total ndo-estimulada. O exame foi realizado
no periodo da tarde, entre 14:00 e 17:00h, em que o paciente foi orientado a ndo
ingerir alimentos, beber ou fumar por um periodo minimo de 90 minutos antes da
coleta. Apds estarem sentados confortavelmente, os mesmos foram instruidos a
levar a cabeca suavemente para frente, fazer uma degluticdo inicial e entdo deixar
toda a saliva escorrer da boca em um recipiente plastico milimetrado durante um
periodo de 15 minutos. Considerou-se reduzido o nivel de secrecdo < 1,5 ml em 15

minutos.28

2.4.4 Capacidade funcional

A capacidade funcional foi determinada utilizando o Health Assessment
Questionnaire (HAQ — ANEXO 1). O instrumento foi desenvolvido por Fries, et al.,®
traduzido e validado para o portugués por Ferraz, et al.;*® servindo para avaliar o
estado funcional dos portadores de AR ao detectar o nivel de dificuldade dos
mesmos em realizar atividades rotineiras do dia a dia, bem como a necessidade de
assisténcia para realiza-las. Para cada uma das oito categorias (vestimenta e
presenca fisica, acordar, alimentar-se, andar, higiene, alcance, pegada, outras
atividades), o paciente indicou o grau de dificuldade em quatro possiveis respostas
que poderiam ser desde “nenhuma dificuldade = 0” até “incapaz de fazé-lo = 3”. A
pontuacdo de cada categoria foi o resultado mais alto de qualquer um dos seus
itens. A pontuacao final do HAQ foi determinada pela média da pontuacdo das oito

categorias.
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2.4.5 Estado geral e fadiga em individuos com AR e AR/SS

Escalas visuais analdgicas (APENDICE 1), variando de 0 a 100mm, para
verificar a auto-percepcao do estado geral (EVA-EG) e a fadiga na semana anterior

(EVA-F) também foram utilizadas como instrumentos avaliativos (Apéndice 2).3’

2.4.6 Atividade da doenca

A atividade da artrite reumatoide (AR) foi avaliada através do Disease Activity
Score 28 (DAS 28) em um programa de computagcéo (ANEXO 2). O DAS 28 engloba
a avaliacdo de 28 articulacdes distintas e considera o numero de articulacdes
dolorosas e edemaciadas, a velocidade de hemossedimentacéo (VSH) ou proteina C
reativa (PCR) como marcador inflamatorio; além da andlise global da saude ou
atividade da doenca feita pelo médico assistente em uma escala de 0 a 100.%® Desta
forma, o paciente péde ser enquadrado em quatro categorias: em remissao (valor
menor que 2,6), atividade leve (maior ou igual a 2,6 e menor ou igual a 3,2),
atividade moderada (maior que 3,2 e menor ou igual a 5,1) e atividade intensa (maior
que 5,1).

2.4.7 Coleta de sangue

A coleta do sangue venoso de todos os pacientes foi realizada por um
pesquisador treinado em flebotomia, sempre respeitando o0s principios de

biosseguranca, sendo coletados 10ml (tubo de coleta BD Vacutainer®) por paciente.

2.4.8 Extracdo de DNA e genotipagem

O DNA das amostras foi extraido a partir de sangue total (EDTA) com kit
QIAamp Mini Spin Columns (QIAGEN Inc, Chatsworth, CA), seguindo as instrucdes
do fabricante. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até nova analise. As reacdes
de genotipagem de PTX3 rs1840680 (Ensaio: C_ 12069244 10) e rs2305619

(Ensaio: C__ 22275654 10) foram realizadas em maquina de PCR em tempo real
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(7500 Real Time PCR System — AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) utilizando

o sistema TagMan.

Os casos nédo genotipados foram reavaliados em novas reacdes. Os nao
reagentes nas duas reacOes foram excluidos da pesquisa. Uma percentagem de
10% da amostra foi testada em dois momentos distintos para se checar a

concordancia do método, ndo sendo observada discordancia em nenhum caso.

2.4.9 Andlise Estatistica

Os dados foram armazenados em computador no programa SPSS Statistics
v.17.0. O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificagcdo da distribuicdo
normal das variaveis continuas. Comparac6es entre dois grupos foram realizadas
com o teste Mann-Whitney. Para comparagfes entre mais de dois grupos, Kruskal-
Wallis foi aplicado. A existéncia de associacdoes entre variaveis categoricas 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
associac0Oes foi estimada como Odds ratios (OR), utilizando intervalos de confianca
de 95%.
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Duzentos e sessenta e seis individuos, com idade média de 53.1 anos, sendo

23 homens e 243 mulheres, foram incluidos no estudo e alocados em trés grupos:

pacientes com artrite reumatdide (AR, n=117), artrite reumatdide e sindrome de

Sjogren (AR/SS, n=25), bem como os que se declararam saudaveis (C, n=124). Em

relacdo aos pacientes com artrite reumatéide (AR e/ou AR/SS) e o0s controles,

aqueles do grupo AR/SS apresentaram maior valor para o inventario de xerostomia

(p<0,0001), menor taxa de fluxo salivar em repouso (p<0,0001), menor valor do teste

de Shirmer | (p<0,0001), bem como maior

(p=0,041) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas da amostra e instrumentos avaliativos

namero de articulagbes edemaciadas

Caracteristicas clinicas

ldade (anos)

Género (feminino/masculing))
Inventario de xerostomia

Fluxo salivar em repouso (ml/min)
Teste de Schirmer (mm/min)

Duracgéo da doenca {(anos)

Muamero de articulacdes dolorosas
MuUamero de articulagfes edemaciadas
EVA-EG (Estado Geral)

EVA-F (Fadiga)

Health Assessment Questionnaire (HAL)

Disease Activity Score 28 (DAS 28)

Remiss&o (< 2.6)

Atividade leve (= 26 atée = 3.2)
Atividade moderada (= 3.2 até = 5.1)
Atividade intensa (=5.1)

Meédia (desvio padriao)

AR
(n=117)
52.8 (x11.5)
111/6
21.9 (+9.8)
0.40 (20.29)
8.5 (+9.0)
9.0 (+7.4)
6.8 (x9.0)
1.8 (23.9)
52.1 (£32.6)
49.0(£35.2)
1.2 (20.9)
4.2 (+1.7)
36

81

AR/SS
(n= 25)
54.7 (x10.5)
24/1
29.2 (11.4)
0.06 (+0.08)
2.1 (+1.8)
10.6 (+10.5)
10.3 (£11.2)
2.9 (+3.6)
53.6 (30.0)
51.4 (+38.6)
1.0 (20.9)
4.5 (+2.0)
5

19

(n= 124)

53.2 (x11.7)
108/16
19.1 (£7.7)
0.37 (20.31)
12.7 (£12.2)

p-valor

0,872
0,076
<0,0001*
<0,0001"
<0,0001"
0,862
0,920
0,041
0,494
0,862
0,853
0,643

0,460

* Teste de Kruskal-Wallis
** Teste de Mann-Whitney

Ainda, pacientes com AR/SS apresentaram maior tempo médio de duracdo da

doenca (10.6£10.5 x 9.0+7.4, p=0.862) e capacidade funcional semelhante aos
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individuos do grupo AR (p=0.653). A presenca de SS ndo influenciou a atividade da
AR (p=0.653), e as escalas visuais analdgicas do estado geral e de fadiga
mostraram valores meédios semelhantes (EVA-EG: AR — 52.1+32.6; AR/SS -
53.6£30.0 e EVA-F: AR - 49.0+£35.2; AR/SS — 51.4+38.6), sem revelar diferenca

estatistica (Tabela 1).

Distribuicfes genotipicas e alélicas dos polimorfismos da PTX-3

Amostras de DNA de 260 individuos foram genotipadas para o polimorfismo
rs1840680 (5 amostras de AR e 1 do grupo AR/SS nao foram avaliadas) e 264 para
o polimorfismo rs2305619 (2 amostras do grupo AR foram excluidas), perfazendo
um total de 524 reacdes. As frequencias genotipicas do rs1840680 revelaram
diferenca estatisticamente significante entre artrite reumatéide, independentemente
da associacdo com a sindrome de Sjogren, e o grupo controle (AR = GG:30/27%,
GA: 64/57%, AA: 18/16%; AR/SS = GG: 13/54%, GA: 09/38%, AA: 02/08%; C = GG:
57/146%, GA: 43/35%, AA: 24/19%; p=0,008); bem como quando da comparacéo
entre AR e AR/SS (p=0,04). A presenca do genétipo GG revelou uma maior
susceptibilidade para a sindrome de Sjogren. Uma diferenca significante da
frequencia alélica foi observada entre os grupos AR e AR/SS para rs1840680 (AR =
G: 124/55%, A: 100/45%; AR/SS = G: 35/73%, A: 27/13%; p=0,015) e a presenca do

alelo G indicou um aumento na susceptibilidade para SS (Tabela 2).

Tabela 2. Frequencias genotipicas e alélicas dos polimorfismos de PTX3

OR OR
PTX3 Gendtipo AR (n/%) AR/SS(n/% C(n/% -value! -value?
P (n/%) AR/SS (n/%) (n/%) p (cos%) P (1C95%)
GG 30(27) 13(54) 57(46)
1840680 GA 64(57) 09(38) 43(35) 0,008 - 0,040
AA 18(16) 02(08) 24(19)
TOTAL 112(100) 24(100) 124(100)
Freq Alélica A 100(45) 13(27) 91(37) 2,17
0,258 NS 0,025
(1840680) G 124(55) 35(73) 157(63) 1,1-4,36
TOTAL 224(100) 48(100)  248(100)
GG 22(19) 07(28) 40(32)
2305619 GA 59(51) 13(52) 52(42) 0,094 - 0,472
AA 34(30) 5(20) 32(26)
TOTAL 115(100) 25(100) 124(100)
Freq Alélica A 127(55) 23(46) 116(47)
0,119 NS 0,236
(2305619) G 103(45) 27(54) 132(53)

TOTAL 230(100) 50(100)  248(100)

Teste qui-quadrado de Pearson
p-valuel: AR+AR/SS x C
p-valueZ AR x AR/SS



30

Relacao entre os polimorfismos (rs1840680 / rs2305619) e as caracteristicas clinicas

A associagdo genotipica do polimorfismos rs1840680 com as caracteristicas
clinicas revelou uma maior frequencia do genétipo GA para xerostomia (47/40.5%;
p=0,045) e xeroftalmia (48/41.4%; p=0,006). Em relacdo ao polimorfismo rs2305619,
notou-se diferenca estatisticamente significante atrelada a uma maior frequencia de
GA ligada a xeroftalmia (47/37.9%; p=0,015) (Tabela 3).

Tabela 3. Genotipos dos polimorfismos e caracteristicas clinicas

Variavel rs1840680 rs2305619
GG GA AA valor de p GG GA AA valor dz p
n %o n % n %o n %o n %o n %o
Género
s Masculing 9 9 9 7.8 5 114 0.737% 6 E.5 12 9.7 5 7.2 0.936*
Feminino 91 91 107 9132 ia BE6 B3 91.5 112 903 64 928
Total 100 100 116 100 44 100 71 100 124 100 69 100
FS5R
Pasitive 23 232 14 121 9 0.5 0.09° 14 20.6 22 177 11 15.5 0.735*
Negative 76  THB 102 8§79 s 79.5 34 794 102 B23 60 4.5
Total 99 100 116 100 44 100 68 100 124 100 71 100
Teste Shirmer
= Pozitiva 37 3174 41 357 18 409 0.828" 25 362 45 366 27 186 0.951®
Negative 62 626 T4 643 26 9.1 44 638 78 634 43 614
Total 99 100 115 100 44 100 69 100 123 100 70 100
DASIE
<24 B 1ES 12 167 6 30 0.405" 6 207 10 141 10 256 0.316*
(remissdo)
=20 35 EBl4 60 833 14 70 23 793 61 B39 29 44
{atividads)
Total 43 100 72 100 20 100 23 100 71 100 i 100
Xerostomia
Pasitiva 28 28O 47 403 10 27 00458 ] 16.1 46 371 20 282 0.215%
= Negarivo 72 720 69 595 34 773 51 739 78 629 51 71.8
Total 100 100 116 100 44 100 9 100 124 100 71 100
Xeroftalmia
Pasitive 26 26 48 414 8 18.2 0.006%2 19 6.8 47 378 15 217 0.015%8
= Negariva T4 74 68 5E6 36 E18 52 732 77 62.1 34 783
Total 100 100 116 100 44 100 71 100 124 100 69 100
HAQ
Incapacidade 20 4635 0 429 13 65.0 0.215% 11 379 31 449 24 61.5 0.116*
leve
Incapacidade 23 333 40 571 7 350 18 62.1 18 551 15 i85
Modsrada-
gravs
Total 43 100 70 100 20 100 23 100 69 100 i 100

A: Teste exato de Fisher
B: Teste qui-quadrado de Pearson



31

DISCUSSAO

Estudos relacionados as doencas autoimunes sao, de uma maneira geral, de
grande valia em virtude dos sérios problemas morfofuncionais e psicossociais que
geralmente mostram-se associados a este grupo de enfermidades, tendo importante
impacto na qualidade de vida dos pacientes. Neste contexto a pentraxina 3 tem sido
alvo de pesquisas recentes e individuos com artrite reumatéide parecem apresentar,
muitas vezes, niveis séricos mais elevados dessa proteina.'#232% Esta investigacédo
em particular avaliou a relacdo de dois polimorfismos génicos (rs1840680 e
rs2305619) da PTX3 com caracteristicas clinicas da AR e a associacdo com a
sindrome de Sjogren. Pacientes com SS apresentaram maiores valores para o
inventario de xerostomia, fluxo salivar em repouso reduzido e teste de Shirmer |
positivo. Ambos os polimorfismos avaliados mostraram relagdo com AR e SS, e o
alelo G, bem como o gendtipo GG (para rs184060), apontaram para uma maior
chance de desenvolvimento da SS. Desta forma, o presente estudo revelou a
primeira evidéncia da associacéo entre dois polimorfismos (rs1840680 e rs2305619)
da PTX3 e condi¢cdes como AR e SS.

Foram incluidos neste trabalho um total de 266 pacientes, divididos em trés
grupos distintos (AR: n=117, AR/SS: n=25 e C: n=124) e, de acordo com o0s
parametros clinicos, observou-se diferenca estatisticamente significante relacionada
ao numero de articulagcbes edemaciadas, inventario de xerostomia, fluxo salivar em
repouso e teste de Shirmer I. Assim, estas manifestacfes articulares e extra-
articulares ligadas aos portadores de AR e SS corroboram com os achados clinicos
classicos das doencas secundarias a inflamacdo dos tecidos sinoviais, edema,
deformidade e comprometimento de glandulas salivares e lacrimais.>”123° A
prevaléncia da SS em pacientes com AR pode variar de 4 a 31%?*? dependendo de
condi¢cdes como critérios de diagnostico, nacionalidade dos individuos, bem como
dos testes utilizados e, independentemente destes parametros, os portadores da
sindrome podem evoluir com uma apresentacdo mais agressiva e um pior
prognéstico da doenca.*®4l Além disso, e de acordo com os resultados ora
apresentados, estudos tém sugerido associa¢des entre quadros de hipossalivacao,
xerostomia, xeroftalmia, maior nUmero de articulacdes dolorosas, edemaciadas, bem

como escores mais elevados do HAQ em individuos que evoluem simultaneamente
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com AR e SS.4>%3 Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre
atividade de doenca entre pacientes com AR e AR/SS, a maioria dos individuos
evoluiu com atividade moderada/intensa da doenca; evidenciando a necessidade de
uma terapia mais enérgica que consiga associar farmacos remitentes, seguindo
protocolos adequados com o intuito de diminuir a incidéncia de prejuizo estrutural e

a conservacéo das funcoes fisioldgicas dos pacientes.*

PTX3 é o protétipo das pentraxinas de cadeia longa podendo ser expressa
por diferentes linhagens de células como macrofagos, neutréfilos, células
endoteliais, fibroblastos, células da musculatura lisa, bem como células epiteliais em
varias circunstancias; principalmente quando h& envolvimento de componentes
inflamatérios.*> Trabalhos evidenciam que os niveis plasmaticos desta proteina,
caracterizada como sendo de fase aguda, encontram-se elevados durante a
inflamacé&o e sua producao a partir de células vasculares endoteliais em resposta a
mediadores como IL-2, INF-¥, TNF-a, parece representar um importante papel na
imunidade humoral mostrando relacdo direta com processos inflamatorios e
imunolégicos.*®4” Assim, avaliagdes dos seus niveis séricos, dosagens nos fluidos
de articulagBes sinoviais, bem como sua deteccdo em sinoviécitos, tém apontado
para um real envolvimento da PTX3 na patogenia de algumas doencas autoimunes

como AR, espondilite anquilosante, esclerose sistémica e esclerose multipla.1?2527.38

Diferentemente das pentraxinas de cadeia curta, o gene da PTX3 manteve
sua sequencia altamente conservada durante a evolucdo, localizando-se no
cromossomo 3 entre os mamiferos??; havendo poucos estudos relacionando alguns
de seus polimorfismos com a susceptibilidade para diferentes doencas. Assim 0
gene humano da PTX3 consiste em alguns polimorfismos conhecidos como
rs23056219, rs1840680, rs3845978, rs35948036, rs6788044, rs2614 e
rs3816527.222348 Os mesmos polimorfismos (rs23056219 e rs1840680) citados na
presente pesquisa também foram estudados por Barbati et al. (2012), com o
proposito de investigar a relacdo dos niveis séricos dessa proteina com a
predisposicdo para infarto agudo do miocardio*’; ndo sendo revelada diferenca entre
a associacao. Diferentemente, outros estudos mostraram associacao positiva entre
estes mesmos alelos e a susceptibilidade para infeccdes causadas por
Mycobacterium tuberculosis e Pseudomonas auruginosa.??°° Ainda neste contexto,

Carmo et al. (2016) também relataram existir uma correlacdo entre os niveis séricos
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de PTX3 (rs2305619 — gendtipo AA) e carcinoma hepatocelular em individuos

infectados com o virus da hepatite C.?°

Para ambos os polimorfismos aqui estudados, o alelo G é considerado o
selvagem. Desta forma, diante das variacbes das frequencias genotipicas
apresentadas, houve diferenca estatistica entre os grupos caso (AR e AR/SS) e
controle, bem como entre os grupos AR e AR/SS relacionados ao nucleotideo
rs1840680; sendo, para os pacientes do grupo caso, o gendtipo GA aquele polimorfo
mais associado a presenca de AR e o gendtipo GG o mais ligado & SS. Estudos
anteriores revelaram haver associacdo entre polimorfismos como rs2305619
(gendtipo AA) e rs3816527 (gendtipo CC) e o aumento dos niveis séricos de PTX3
em pacientes com infarto agudo do miocardio, transplantados pulmonares, bem
como portadores de neoplasias malignas.®®>! Por outro lado, Zhang & Ding*® (2016)
nao encontraram associacdo importante entre rs2305619 e o0 risco de
desenvolvimento para espondilite anquilosante. Mesmo diante dos resultados por
ora encontrados alguns aspectos limitadores devem ser considerados como a falta
de um grupo composto apenas por portadores da SS, a ndo mensuracao dos niveis
séricos de PTX3, bem como o fato de se tratar de um estudo transversal néo
conseguindo-se avaliar o risco para desenvolvimento de AR e/ou SS associado aos

genes polimorfos.

Assim, este estudo indicou a primeira associacdo entre dois polimorfismos
(rs1840680 e rs23056219) da PTX3 e doencas autoimunes como artrite reumatéide
e sindrome de Sjogren. Os pacientes dos grupo caso apresentaram maior valor para
o inventario de xerostomia, menor taxa de fluxo salivar em repouso, menor valor do
teste de Shirmer | e maior nimero de articulacbes edemaciadas. A presenca do
genotipo GG e do alelo G revelou um aumento na suceptibiliade para SS ligada ao
gene polimorfo rs1840680 e uma maior frequencia do genétipo GA foi relacionada
ao quadro de xeroftalmia atrelada ao polimorfismo rs2305619. Diante desse
contexto, novos estudos se fazem necessarios para uma melhor elucidacéo do real
papel dos polimorfismos da PTX3 na patogénese, susceptibilidade e curso clinico da

artrite reumatoéide e sindrome de Sjogren.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar como voluntario(a) da pesquisa
AVALIA(}AO DE POLIMORFISMOS GENICOS DA PENTRAXINA 3 EM
INDIVIDUOS COM ARTRITE REUMATOIDE E SINDROME DE SJOGREN, que esta
sob responsabilidade do(a) pesquisador(a) Rui Medeiros Juanior, Av. Prof. Moraes
Rego, s/s, CEP: 50670-901, Recife-PE — (81) 98686-4999, ruijrbmf@hotmail.com
(inclusive ligagbes a cobrar). Também participam desta pesquisa o0s(as)
pesquisadores(as) Marilia Lins e Silva (81) 99783-1115, Camila Nunes Carvalho (81)
99950-3786, sob a orientacdo do Prof. Dr. Luiz Alcino Monteiro Gueiros (81) 99138-
1637 (lagueiros@gmail.com).

Caso este TCLE contenha informacdes que ndo Ihe sejam compreensivel, as
duvidas podem ser esclarecidas com a pessoa que esta Ihe entrevistando e apenas
ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a
realizacdo do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que se apresenta em duas vias; em que uma via lhe sera entregue e a
outra ficard com o pesquisador responsavel.

Caso nao concorde ndo havera penalizacdo, bem como sera possivel retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Justificativa e objetivos: Através deste estudo e de estudos futuros decorrentes
deste, poderemos compreender melhor os mecanismos da Sindrome de Sjogren
secundaria (SSs) a Artrite Reumatodide (AR). Este estudo visa avaliar polimorfismos
da PTX-3 (rs1840680 e rs2305619) em pacientes portadores de AR e SS.

Informacdes/procedimentos: Sera realizado um gquestionério para obtencdo dos
dados relativos ao seu nome, endereco e histoéria clinica da doenca. O Sr(a) passara
por um exame clinico da boca para determinar a quantidade de saliva por meio de
um exame simples e néo invasivo. Caso haja diminuicao significativa da quantidade
de saliva ou queixa de “boca seca” procederemos uma remocdo de glandulas
salivares menores do labio inferior por meio de uma pequena cirgia (biopsia) com o
objetivo diagnéstico. O Sr(a) passara por anestesia local, incisdo com lamina de
bisturi, remocéo de 5 a 6 glandulas salivares menores e sutura da regido. O Sr(a)
recebera informagfes e orientacbes pos-operatorias e recebera uma prescricdo de
analgésicos em caso de desconforto relativo ao procedimento cirargico. Sera feita
uma coleta de saliva, na qual, o Sr(a) devera expelir toda a saliva por um periodo de
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5 minutos em um recipiente plastico. Uma amostra de sangue sera coletada com
um tubo de coleta com agulha estéril, serdo coletados 10ml por puncédo da veia do
braco. Sera realizado, também, um teste para determinar a producao de lagrima,
onde sera colocado no Sr(a) uma fita especial de papel na péalpebra inferior de cada
olho por 5 minutos. Nao ha métodos alternativos existentes para a obtencédo da
informagéo desejada desta pesquisa.

Desconfortos, riscos previsiveis e beneficios esperados: Os pacientes submetidos a
pesquisa poderdo correr 0 risco de, durante o exame clinico, se sentirem
constrangidos devido as perguntas sobre a sua histdria médica. Os voluntarios
podem apresentar hematoma pos-coleta de sangue periférico (coletado da veia do
braco) e/ou dor durante a injecdo da agulha. Estes acontecimentos também poderao
ser contornados através da experiéncia do profissional especializado que fara a
coleta. A quantidade de sangue a ser coletada serd de 10ml. Além disso, poderéo
ocorrer reagdes ndo esperadas relacionadas ao procedimento da biopsia, tais como:
alergia ao anestésico local, sangramento e desconforto pos-operatério. Alguns
pacientes também poderdo sentir um desconforto leve durante o teste de producao
da lagrima. Essas situacfes serdo minimizadas pela experiéncia do examinador, que
fara o seu exame em local apropriado (Ambulatério de Reumatologia do Hospital das
Clinicas e Clinica de Estomatologia da UFPE) e estara sob a orientacéo do professor
responsavel. Vale ressaltar que todos o0s procedimentos serdo realizados
respeitando os critérios de biosseguranca necessarios. Em relacdo aos beneficios
esperados, os pacientes diagnosticados com a Sindrome de Sjogren poderdo ser
acompanhados no tratamento da “secura bucal”. O atendimento clinico sera
realizado pelo pesquisador responsavel. Caso necessitem de tratamento
odontoldgico serdo orientados(a) a procurar o Servigo de Odontologia da UFPE.

Forma de acompanhamento e assisténcia: Todas as informacdes desta pesquisa
serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicacdes
cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, 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,
no endereco acima citado. Os pesquisadores estardo a disposicdo para quaisquer
esclarecimentos adicionais pessoalmente, por telefone ou email (contato acima).

Garantias / garantia de esclarecimentos: Os pesquisadores esclarecerdo o0s
voluntarios quanto a todos os aspectos da pesquisa, antes, durante e apos a
mesma.

Liberdade de recusa a participacdo ou de retirar 0 seu consentimento: O Sr(a) pode
escolher ndo participar desta pesquisa, ou desistir da participacdo se achar
necessario, em qualquer fase da mesma; sem qualquer penalizacdo e sem prejuizo,
inclusive do seu atendimento clinico.

Sigilo: Seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo.
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Ressarcimento e indenizacdo: Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para
participar da pesquisa, pois a aceitacdo é voluntaria, mas fica também garantida a
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacao na
pesquisa; conforme decisédo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacao).

Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
UFPE no endereco: Av da Engenharia, s/n — primeiro andar, sala 4 — Cidade
Universitaria, Recife/PE, CEP: 50740-600, tel: (81) 2126-8588 - email:
cepccs@ufpe.br.

Assinatura do pesquisador
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, :
CPF , abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da leitura)
deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as
minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
AVALIAQAO DE POLIMORFISMOS GENICOS DA PENTRAXINA 3 EM
INDIVIDUOS COM ARTRITE REUMATOIDE E SINDROME DE SJOGREN, como
voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a)
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos
e beneficios decorrentes da minha participacéo. Foi-me garantido que posso retirar o
meu consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
(ou interrupcao) do meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Impressao
Loca e data Digital

(Opcional)

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo do consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o
aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nédo ligadas a equipe de
pesquisadores)


mailto:cepccs@ufpe.br

Nome:

Nome:

Assinatura:

Assinatura:

42



APENDICE B — QUESTIONARIO DA PESQUISA

QUESTIONARIO DA PESQUISA
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Numero da pesquisa: Prontuario:

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 Indigsena

Y

Tabagismo: 1. sum 2 nio

Duracao do tabagismo:

Carga tabagica:

Renda Familiar: =

salarios minimos

Data de inicio dos sintomas:

Tempo dos sintomas: meses Tempo de diagnostico: meses
Fator Reumatoide: 1. Positivo 2. Negativo

MDanifestacies extra-articulares: 1 5Smim 2 Nio

Nodulos subcutineos 1. Stm 2. Nio Olho seco 1. Sim 2 Nio

Uveite 1. 5mm 2. Nio Vasculites 1. Sum 2. Nio

Anema 1.5m 2. Nio Fibrose Pulmonar: 1. 5mm 2 Nio
Outras: 1.Smm 2 Nio Qual?

EVA paciente:

Levando em consideracio todas as formas como a artrite afeta sua vida, indique como vocé esta se sentindo

neste momento:

hhmito bem

Score: Jaival

hmto mal

Fadiga:

Com relagio ao cansaco, imndique como vocé tem se sentindo nesta tltima semana:

hmito bem Muito mal|

Score: mimn
Dolorosas Edemaciadas

Exames Resultado Data
WVHS (1h)
PCER
Fator reumatoide (método)
FAN
Anti-CCP
Ant-Ro
Anti-La
Tratamento
ATNH Droga: Dose: Inicio: Tempo:
Predmisona 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: Daose: Tempo:
Witamina D dose: Data de inicio: Tempo:
Carbonato de calcio dose: Data de inicio: Tempo:
Bifosfonato dose: Data de inicio: Tempo:

Outros:
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Comorbidades

HAS 1.Sim 2. Nio

Diabetes mellitus 1. Smm 2. Nio

Osteopenia 1.S51im 2 Nio

Osteoporose 1.5mm 2 Nio

Hipotireoidismo 1.Sim 2. Nio
Dislipidenua 1.5m 2 Nio
Cardiopatia 1. Sim 2 Nio
Depressio 1.5m 2 Nio
Lipus 1. 5im 2 Nio

Sindrome de Sjogren 1. Sm 2. Nio
Ostepartrose 1.Sim 2. Nio

Outras:

Medicamentos em uso:

DADOS DA DOENCA DE BASE (AR)

1 Rigidez matinal pelo menos 1 hora 1.51m 2 Nio
2 Agrtrite de 3 ou mais dreas 1.5 m 2. Nio
3 Artrite de articulacdes das mios 1.5i1m 2 Nio
4 Artrite simétrica 1.5 m 2. Nio
5 Nadulos subcutineos 1.5i1m 2 Nio
6 Fator reumatéide positivo 1.5im 2. Nio
7 Alteracdes radiolégicas tipicas 1.51m 2. Nio
WASm: WVASp: HAQ:

DAS 28: CDAT:

Exame Oral Lesdo: 1. Sim 2 —Nio | Care:
Candidose: 1. Sim 2 —Nio Lingua despapilada: 1. Sim 2 —Nio

Questionario de xerostomia

1. Sinto minha boca seca
[ ™Nunca [ JQuase nunca| Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

2. Tenho dificuldade em comer alimentos secos
[ ™Munca [ JQuase nunca| Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

3. Acordo a noite para beber agua
[ ™Munca [ JQuase nunca| Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

4. Minha boca fica seca durante a alimentacio
[ ™Munca [ JQuase nunca| Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

5. Eu molho a boca para facilitar a degluticio
[ Munca[ JQuase nunca| Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

6. Eu como balas e chicletes doces para aliviar a secura da boca
[ ™Munca [ JQuase nunca| Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

7. Tenho dificuldade em deglutir algumas comuadas
[ Munca[ JQuase nunca| Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

2. A pele do meu rosto € ressecada
[ INunca [ JQuase nunca|[ Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

9. Sinto meus olhos secos
[ Munca[ JQuase nunca| Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

10. Sinto meus 1ibios secos
[ INunca | JQuase nunca| Jocasionalmente [ |quase sempre [ |sempre

11. A parte interna do meu nariz é ressecada
[ Munca| JQuase nunca| Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

Nunca = 1 ponto

(Quase nunca = 2 pontos
Ocasionalmente = 3 pontos
(Quase sempre = 4 pontos
Sempre = 3 pontos

PONTUACAD MINIMA = 11
PONTUACAD MAXIMA = 53

Fluxo salivar: mil/min
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Sintomas oculares
Sensacio de corpo estranho: sim 1 mnio [
Ardéncia ou queimacio: simm L1 nio [
Sensacio de olho seco: sim [ mnio L[]
Fotofobia { problema de clanidade): sim ] mnio L]
Cansaco visual quando 1& ou vé televisio: sim L] nio L]
Cansaco visual quando 1€ ou vé televisio: stmm L] nio [
Sensacio que a acuidade wvisual vara (flutua): sim L] nio [
Produgio excessiva de muco: stm L] mndio [
Sensacio de arranhio quando pisca os olhos sim [ ] mnio []
Piora com: ar-condicionado: stm [ ] mnio []
wvento: sitm [ nio [
fumaca de cigarro: sim 1 nice [
Teste de Shirmer I: mm/min

CRITERTOS DE DIAGNOSTICO — SINDREOME DE STOGREN

1. Sintomas oculares
‘L-'C-EE:' temn deﬂscoufm‘ic olhos secos de modo diano e persistente - O] mse O
nos Gltinees 3 meses?
Woce tem sensacio recorrente de areia nos olhos? . - 1
simn nio
Woce uhiliza substihetos lacrimais mais de 3 vezes por dia? sim [] nfc [
2. Sintomas orais: sim [ nic O
Wocé tem sensacio de boca seca diariamente ha mais de sim (] ndo
trés meses?T
WVocé teve anmento recorrente on persistente de glindulas sim [] nio
zalivares na fase adulta?
WVocé sente necessidade de ingerir ligmidos para anxiliar a sim [ nie O
degluticio de alimentos secos?
3. Sinais oculares: Positivo [ |  NWegativo [
Teste de Schamner: O HnSomn (<5nmm em 5 ouwotos)
QOE- e Fodn (S5 em 5 ounutos)
4. His atologia- Positivo ]  Negativo [
MNuiamero de focos:
5. Envolvimento de glindula salivar Positive [ 1 MNegativo [
Flhuxo salivar nio estinmlado: mlimmn (<205 ml em 5 min)
6. Auto-anticorpos: Positive L1 MNegativo [
Anti SSA- sim [] nic [ Resultado:
Anti SSB- sim L[] nie O Eesultado:




ANEXO A — HEALTH ASSESSMENT QUESTIONNAIRE

(Health Assessment Questionnaire - HAQ)
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CATEGORIA

(HAQ)
Atividade

Sem
dificuldade =
0

Pouca
dificuldade =
1

Muita
dificuldade =
2

N&o
consegue =
3

Maior
valor

Vestimenta e
presenca
fisica

1. Vestir-se,
inclusive
amarrar 0S
corddes e
abotoar as
roupas

2. Lavar sua
cabeca e seus
cabelos

Acordar

3. Levantar-se
de maneira
ereta de uma
cadeira de
encosto reto e
sem bracos

4. Deitar-se e
levantar-se da
cama

Alimentar-se

5. Cortar
pedacos de
carne

6. Levar a
boca um copo
ou xicara
cheia de café,
leite ou dgua

7. Abrir um
saco (caixa)
de leite
comum

Andar

8. Caminhar
em lugares
planos

9. Subir 5
degraus

Higiene

10. Lavar e
secar seu
corpo apdés o
banho

11. Tomar
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banho de
chuveiro

12. Sentar-se
e levantar-se
de um vaso
sanitario

13. Levantar
0Ss bracos e
pegar um
objeto de +/-
2,5kg que esta
posicionado

pouco acima
da cabeca

Alcance

14. Curvar-se
para pegar
roupas no
chéo

15. Seqgurar-se
em pé no
onibus ou
metro

16. Abrir potes
ou vidros de
Pegada conservas que
tenham  sido
previamente
abertos

17. Abrir e
fechar
torneiras

18. Fazer
compras has
redondezas
onde mora

19. Entrar e
sair de um
Outras Onibus

atividades 20. Realizar
tarefas tais
com usar
vassoura para
varrer e ou
rodo para a
agua

SOMATORIO

SOMATORIO DIVIDIDO POR 8 (RESULTADO DO HAQ)
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HAQ dividido em 8 categorias: vestimenta e presenca fisica, acordar, alimentar-se,
andar, higiene, alcance, pegada e outras atividades. A pontuacao de cada categoria
foi o resultado mais alto de qualquer um dos seus itens. A pontuacao final do HAQ
foi determinada pela média da pontuagao das oito categorias (podendo variar de 0 a

3).



Enter Patient ID (for printing):

Joint Scores

Tender: |0

Swollen: 0

Additional Measures

ESR:

® CRP: |

¥/ Patient Global Health:

ANEXO B — DISEASE ACTIVITY SCORE 28

Disease Activity Score 28 (DAS 28)

-
v

Tender Joints

. Click
<:| affected
jaints

N [
ik

""
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Swollen Joints

;

it

Em remissao (valor menor que 2,6), atividade leve (maior ou igual a 2,6 e menor ou
igual a 3,2), atividade moderada (maior que 3,2 e menor ou igual a 5,1) e atividade
intensa (maior que 5,1)



