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RESUMO

A artrite reumatoide € uma das doencas reumatolégicas mais prevalentes
atingindo cerca de 1% da populagdo mundial, sendo as mulheres trés vezes mais
atingidas do que os homens. No que diz respeito a fisiopatologia, a presenca da
sinovite se mostra como uma caracteristica marcante da doenca, além da atuacéo de
autoanticorpos. As citocinas apresentam também papel de destaque, sendo TNF-q,
IL-6 e IL-17 ja bem descritas. A Oncostatina M (OSM) é uma citocina integrante da
familia da IL-6 que apresenta como funcbes a producdo de outras citocinas,
proliferacdo celular e degradacdo Ossea e cartilaginosa. O objetivo do trabalho foi
avaliar os niveis de OSM, sgpl130, sOSMR e sLIFR no soro de pacientes, e
correlaciona-los com parametros clinicos da doenca. Também foram objetivos do
estudo a determinacdo de parametros de acuracia dos niveis da citocina e seu
receptor SOSMR. Foi coletado e processado 0 sangue de 69 pacientes e controles
saudaveis para obtencdo do soro. Posteriomente avaliamos por ELISA os niveis
séricos de OSM, sgp130, sSOSMR e sLIFR. A presenca de OSM nao foi observada em
pacientes e grupo controle. Os niveis de sOSMR foram identificados em pacientes e
controles, sendo estes ultimos em niveis maiores. Quando correlacionados com
parametros clinicos, SOSMR mostrou correlacdo com o Clinical Disease Activity Index
(CDAI) e Questionario de Avaliacdo de Saude (HAQ) dos pacientes. Os niveis de
sgpl130 foram detectados em pacientes e controles saudaveis, sendo niveis maiores
observados em pacientes. Foi visto que sgpl30 apresentou correlacdo com a
Velocidade de Hemossedimentacdo (VHS) dos pacientes. Os niveis de sLIFR se
mostraram elevados em pacientes quando comparados com 0 grupo controle. N&o
foram achados correlac¢des significativas entre LIFR e parametros da doenca. Estudos
de acuréacia foram realizados para identificar a capacidade de distingdo de sOSMR
para AR e pacientes com esclerose sistémica (ES), espondilite anquilosante (EA),
lUpus eritematoso sistémico (LES) e controles saudaveis. O sSOSMR apresentou uma
area sob a curva (AUC) boa para distinguir AR e ES e AUC moderada na distin¢ao
entre AR e individuos saudaveis. Nossos achados indicam os receptores SOSMR e

sgp130 como candidatos a biomarcadores na artrite reumatoide.

Palavras-chave: Citocina. Imunologia. Oncostatina M. Reumatologia.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is one of the most prevalent rheumatic diseases, affecting
approximately 1% of the world population, with women being three times more affected
than men. With regard to pathophysiology, the presence of synovitis is shown to be a
hallmark of the disease, in addition to the action of autoantibodies. Cytokines also play
a prominent role, with TNF-a, IL-6 and IL-17 already well described. Oncostatin M
(OSM) is a cytokine that is part of the IL-6 family. Its functions are the production of
other cytokines, cell proliferation and bone and cartilage degradation. The aim of this
study was to evaluate the levels of OSM, sgp130, SOSMR and sLIFR in the serum of
patients, and correlate them with clinical parameters of the disease. The objective of
the study was also to determine the accuracy parameters of the cytokine levels and its
SsOSMR receptor. Blood from 69 healthy patients and controls was collected and
processed to obtain serum. Afterwards, we evaluated by ELISA the serum levels of
OSM, sgp130, sSOSMR and sLIFR. The presence of OSM was not observed in patients
and control group. SOSMR levels were identified in patients and controls, the latter
being at higher levels. When correlated with clinical parameters, sOSMR showed
correlation with the patients’ Clinical Disease Activity Index (CDAI) and Health
Assessment Questionnaire (HAQ). sgpl30 levels were detected in patients and
healthy controls, with higher levels being observed in patients. It was seen that sgp130
correlated with the Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR) of the patients. SLIFR levels
were shown to be elevated in patients when compared to the control group. No
significant correlations were found between LIFR and disease parameters. Accuracy
studies were performed to identify the distinguishing ability of SOSMR for RA and
patients with systemic sclerosis (SS), ankylosing spondylitis (AS) and healthy controls.
The sOSMR showed an area under the curve (AUC) good to distinguish RA and ES
and moderate AUC to distinguish between RA and healthy individuals. Our findings
indicate the sOSMR and sgp130 receptors as candidate biomarkers in rheumatoid
arthritis.

Keywords: Citokyne. Imunology. Oncostatin M. Reumatology.
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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune, crdnica, progressiva e
debilitante. Dentre os principais sintomas causados pelos danos articulares, a dor,
rigidez, inchaco e sensibilidade das articulacoes afetadas sdo o0os que mais se
destacam. O acometimento articular pode levar a degeneracdo da cartilagem e
degradacdo 6ssea, fazendo com que o paciente acometido perca a capacidade de
executar atividades diérias, prejudicando assim sua qualidade de vida (TOLBOOM et
al., 2005; SULLIVAN et al., 2010; SINGH et al., 2016).

A AR altera o sistema de defesa do corpo, desregulando a imunidade inata e a
adquirida, resultando na infiltracdo de linfocitos B e T ativados, células plasmaticas,
macrofagos e mastécitos na membrana da capsula sinovial (SMOLEN et al., 2012).
Além das células citadas, os osteoclastos, condrécitos e fibroblastos auxiliam na
destruicdo 6ssea e cartilaginosa e participam do processo inflamatoério agravante
(ALAM et al., 2017). As citocinas sao consideradas potencialmente candidatas a
serem biomarcadores de exceléncia para a AR (BRZUSTEWICZ et al., 2015; ALAM
et al., 2017), uma vez que atuam diretamente na patogenicidade da doenca.

Os exames laboratoriais para diagnostico adequado da AR no estagio inicial
raramente sdo conclusivos, uma vez que na pratica clinica € avaliada a presenca da
sinovite e a radiografia, dessa forma néo é possivel detectar a destruicédo precoce das
articulacdes (HEARD et al, 2014). Diante disso, dosar 0s niveis séricos de citocinas
em pacientes pode ser um método de diagnosticar as doencas reumatoldgicas
autoimunes (DRAIS). Os biomarcadores também podem ser ferramentas promissoras
para prever quais pacientes sdo mais propensos a responder a determinados
tratamentos, o que ajudaria na personalizagcéo da terapia.

Dentre as citocinas atuantes na AR, a Oncostatina M (OSM) faz parte da
superfamilia da interleucina-6 (IL-6), desempenhando suas fun¢gbes quando ligada aos
seus receptores (RICHARDS, 2013). Estudos mostram que OSM desempenha seus
papeis como uma citocina pro-inflamatoria atuando na destruicdo articular e
degeneracdo Ossea (WEST; OWENS; HEGAZY, 2018). Nessa perspectiva, 0
presente estudo visa avaliar a producao de OSM e seus receptores (SOSMR, sgp130
e sLIFR) como possiveis biomarcadores para a AR, uma vez que quanto mais rapido
for seu diagnostico/tratamento, maiores serdo as chances de controle e

consequentemente de melhoria da qualidade de vida desses pacientes.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

e Avaliar a Oncostatina M (OSM) e seus receptores (sgpl30, SOSMR e sLIFR)
como biomarcadores da artrite reumatoide (AR) em sangue periférico de
pacientes do setor de reumatologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco
(HC/UFPE)

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar niveis séricos de OSM, sgpl30, sOSMR e sLIFR no soro de
pacientes portadores de AR e correlaciona-los com parametros clinicos de
acompanhamento e de desfecho;

e Determinar parametros de acuracia dos niveis de OSM e sOSMR na

identificacdo de pacientes portadores de artrite reumatoide.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune, sistémica e debilitante
considerada uma das doencgas inflamatoérias crénicas mais prevalentes (SMOLEN;
ALETAHA; MCINNES, 2016). A AR é caracterizada pela poliartrite inflamatoria,
acometendo principalmente as pequenas articulacbes das maos e dos pés. As
articulacdes dos punhos, cotovelos, ombros, quadris, joelhos e tornozelos também
sdao comumente afetadas (ENGLAND et al., 2018; SAFIRI et al., 2019; CHAUHAN et
al., 2020), promovendo dor e rigidez. Vale salientar que a medida que a doenca
progride, pode-se gerar destruicdo éssea e cartilaginosa (COCK; HYRICH, 2018).
Além das articulacbes, a AR também pode apresentar nddulos extra-articulares,
acarretando um mau prognéstico da doenca (CHOUDHARY; BHATT;
PRABHAVALKAR, 2018).

A AR tem um grande impacto na qualidade de vida dos pacientes, ja que
comumente se apresenta na fase ativa dos individuos, causando limitacdes
funcionais. A medida que a doenca se agrava, os individuos diminuam a capacidade
de realizar atividades diarias provocando um impacto pessoal e socioecondmico
(GOMES et al., 2018). De acordo com estudos acerca da relacdo da AR e o trabalho,
percebe-se que a progressdo da doenca afeta em aproximadamente 44% na
incapacidade de trabalho em pacientes com 15 anos de diagnéstico da doenca
(XAVIER et al., 2019).

A etiologia da doenca é desconhecida, mas estudos apontam que a associacao
de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais sdo os grandes causadores da AR
(CHAUHAN et al., 2020). De acordo com Deane et al. (2017), a genética se mostra
como um dos fatores causadores da AR. A concordancia da doenca entre gémeos
idénticos é de aproximadamente 15% e, com relacdo a herdabilidade geral, estudos
mostram uma estimativa de até 66% (SCHERER; HAUPL; BURMESTER, 2020). E de
conhecimento que o aparecimento da doenca tenha relacdo com o Antigeno
Leucocitario Humano relacionados ao Antigeno D (HLA-DR) (FONTECCHIO et al.,
2007).



18

A epigenética também vem sendo estudada a fim de entender o seu papel no
desenvolvimento da AR. Pesquisam apontam que a metilacdo do DNA e modificacéo
de histonas afetam vias inflamatorias, podendo estas serem alteradas na AR
(NEMTSOVA et al., 2019). J& os fatores de risco ambientais, incluem obesidade,
poluicdo e o uso de cigarros. Um estudo sueco mostrou que cerca de um terco do

risco em desenvolver a AR estava atrelado ao tabagismo (ANDERSON et al., 2016).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE

A AR afeta cerca de 1% da populacdo mundial (Figura 1), podendo atingir
homens e mulheres, porém estas Ultimas sdo as mais afetadas (LEE; WEINBLATT,
2001), corroborando com estudos que demonstram que doencas autoimunes
costumam ser mais frequentes em mulheres (ENGLAND et al., 2018). Pesquisas
mostram que os fatores hormonais poderiam ser apontados como justificativa para as
mulheres serem mais afetadas do que os homens, chegando estas a apresentarem
trés vezes mais a doenca do que os mesmos (OTON; CARMONA, 2020). Dessa
forma, os fatores hormonais, juntamente com os fatores genéticos e ambientais,

poderiam causar disfuncéo do sistema imunolégico (FAVALLI et al., 2018).
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Figura 1. Incidéncia em escala mundial de novos casos de artrite reumatoide até 2019.

Rheumatoid arthritis
Both sexes, All ages, 2019, Percent of total new cases
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Incidéncia de artrite reumatoide em ambos 0s sexos e todas as idades em 2019. Numero de casos por
100.000 habitantes dada de porcentagem, regides com maiores porcentagens apresentam um nimero
maior de novos casos registrados.

Fonte: GBD Compare (2021).

Apesar de ser mais comum em individuos com idade entre 40 e 60 anos, a AR
atinge pessoas das mais variadas faixas etarias (VAN DER WOUDE; VAN DER
HELM-VAN, 2018). A incidéncia de AR apresenta variacfes geograficas e também
temporal. Estudos demonstram que o motivo para essa variagcado pode ser o fato de
que fatores genéticos e ambientais podem influenciar nos casos da doenca
(MYASOEDOVA et al., 2020). No Brasil, a prevaléncia € de aproximadamente 0,5%
de casos de AR (GOMES et al., 2018; LOMONTE et al., 2018). Percebe-se uma falta
de estudos epidemiolégicos no Brasil, bem como no Estado de Pernambuco, dados
esses que sao essenciais para o planejamneto e investimento em politicas publicas,
além do rastreamento da populacdo afetada, trazendo assim dados acerca de
incidéncia, caracteristicas demogréficas, entre outros aspectos.

No tocante a taxa de mortalidade (Figura 2), percebe-se que a mesma € duas
vezes maior em pacientes com AR, além de uma expectativa de vida diminuida entre
3 e 10 anos quando comparado a populacdo que ndo apresenta a doenca
(MYASOEDOVA et al., 2010). Pesquisas relacionam elevada taxa de mortalidade em
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pacientes de AR com doencas cardiovasculares, sendo esta uma das principais
causas de mortes (10% a 30%) nestes pacientes (BLUM; ADAWI, 2019). Dentre os
riscos cardiovasculares existentes, pode-se destacar a cardiopatia isquémica,
insuficiéncia cardiaca, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica (ROMANO
et al., 2018).

Figura 2. Mortalidade em escala mundial de pacientes com artrite reumatoide até 2019.

Rheumatoid arthritis
Both sexes, All ages, 2019, Percent of total deaths
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Mortalidade por artrite reumatoide em ambos os sexos e todas as idades em 2019. Nimero de mortes
por 100.000 habitantes dada em porcentagem, onde regifes com maiores porcentagens apresentam
um ndmero maior de mortes por doenca registrados.

Fonte: GBD Compare (2021).

Além de doencas cardiovasculares, o cancer, infec¢des e doencas respiratorias
também sdo apontadas como grandes causadores de mortes em pacientes de AR
(CARMONA et al., 2010; VAN DEN HOEK et al., 2016). A presenca de comorbidades
esta associada a um pior prognéstico em pacientes com AR, incluindo uma baixa
qualidade de vida, declinio funcional, incapacidade fisica aumentada, taxa de
remissdo mais baixa e uma elevada taxa de mortalidade (KRONZER et al., 2019).
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2.3 FISIOPATOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE

O tecido sinovial € formado por células denominadas sinovidcitos e macrofagos
intercalados. Os sinoviécitos podem ser divididos em sinovidcitos do tipo A que
compreende linhagens de mondcitos e macréfagos e os sinoviécitos do tipo B que
apresentam origem mesenquimal e recebem a denominacéo de sinovidcitos do tipo
fibroblasto (ASIF AMIN; FOX; RUTH, 2017). O tecido sinovial tem como funcgéo
fornecer nutrientes para a cartilagem avascular, além de minimizar atritos que ocorrem
durante a movimentacéo da articulacdo. Também é funcéo da sindvia a secrecdo de
um liquido rico em glicoproteina que atua na lubrificacdo da cavidade articular e nutre
a cartilagem. (ORR et al., 2017; VEALE; ORR; FEARON, 2017).

A articulacdo € um ambiente susceptivel a pequenos traumas, movimentos e
suporte de pesos. Diante disso, a cartilagem articular precisa constantemente passar
por remodelacdes, sintese e degradacdo, mantendo assim a homeostase normal da
articulagéo sinovial. Para manter a expressdo normal da lubrificacdo protetora da
articulacao, é necessaria a secrecao de fibroblastos e regulagéo por citocinas, fatores
de crescimento e duas vias de sinalizacdo (NIRDERLA-BIELINSKA et al., 2009). As
citocinas e os fatores de crescimento se fazem presentes na sindvia e no liquido
sinovial através da filtracdo do plasma ou secre¢do de macrofagos, fibroblastos,
condrdcitos e tecido conjuntivo (SMITH et al., 2003). Diversas vias importantes sao
ativadas através da cascata inflamatéria que envolve citocinas, além de outras
moléculas pro-inflamatorias. Dentre as vias de sinalizacdo especificas, destaca-se o
HIF e JAK-STAT. Além disso, é observado o aumento de enzimas degradantes da
matriz na AR, como por exemplo a metaloproteinase-1 e 3 da matriz (MMPs) (VEALE;
ORR; FEARON, 2017).

A sinovite consiste na infiltracdo de leucdcitos no compartimento sinovial e esse
acumulo é reflexo de migracdo celular e ndo de proliferacdo local (SELLAM,;
BERENBAUM, 2010). Essa migracdo celular observada & proveniente da ativagéo
endotelial em microvasos do compartimento sinovial, aumentando assim a expressao
de moléculas de adesdo como integrinas e selectinas, além de quimiocinas
(FIRESTEIN; MCINNES, 2017). Dentre as caracteristicas da sinovite, pode-se
destacar também a angiogénese induzida por citocinas e condi¢cdes de hipoxia e
também linfangiogénese insuficiente, limitando assim a saida celular. A AR tem seu

inicio a partir da ativacdo de células dos sistema imunolégico, seguida dessa
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infiltracdo na sindvia (MCINNES; SCHETT, 2011), onde leva a formac&o do pannus
(exsudato inflamatdério) e destruicdo da cartilagem e 0sso, provocando dor e perda da
funcéo articular (SIOUTI; ANDREAKOS, 2019).

Além da sinovite, outra caracteristica marcante da AR é a presenca de
autoanticorpos, prevalente em 50% a 80% dos pacientes com AR (SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010). Estes autoanticorpos permitem identificar subgrupos de pacientes
que apresentam nao so6 fatores de risco em comum, mas também o curso clinico da
doenca (DERKSEN; HUIZINGA; VAN DER WOOD, 2017). Dentre os autoanticorpos
mais conhecidos, o fator reumatoide (FR) e o anticorpo proteico anti-citrulinado (anti-
CCP) sao os utilizados na clinica, trazendo informac8es acerca de condicdes clinicas
e fisiopatoldgicas dos pacientes (ZAMANPOOR, 2018).

Diante desse contexto, a AR pode ser dividida em duas fases, a pré-artrite e a
artrite reumatoide estabelecida. Na fase de pré-artrite, mediadores imunolégicos como
anticorpos e citocinas podem ser facilmente detectados. Nessa primeira fase, o
paciente ainda ndo apresenta os danos articulares (FIRESTEIN; MCINNES, 2017). J&
a segunda fase, a fase da artrite reumatoide estabelecida, é caracterizada pelo grave
dano articular, com a presenca da inflamacédo crénica com a formacéo da sinovite.
(HEARD et al, 2014; LIU et al, 2019). A pré-artrite tem sido alvo de diversas pesquisas,
ja que, compreender 0os mecanismos patolégicos associados as alteracbes nas
funcdes das células imunes, bem como as mudancas que ocorrem nas vias de
sinalizacoes, sédo de extrema importancia para descobrir novos alvos terapéuticos na
doenca (VEALE; ORR; FEARON, 2017). A transicao de fases ocorre quando todos os
fatores da fase de pré-artrite se tornam saturados e o corpo perde a tolerancia. Essa
transicdo pode ser ocasionada por pequenos traumas, infecgdes, hormoénios ou
fatores psicolégicos (ALAM; JANTAN; BUKHARI, 2017).

2.3.1 Vias imunolégicas adaptativas

A genética da AR e a presenca de autoanticorpos colocam a imunidade
adaptativa como centro da patogénese inicial, porém, o papel dos linfocitos T ainda
nao é totalmente entendido (MCINNES; SCHETT, 2011). Geralmente considerada
como uma doenca conduzida principalmente por linfécitos T auxiliares do Tipo 1,

estudos tém sido voltados para o papel dos linfocitos T auxiliares do Tipo 17 (Th17),
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na AR, que produzem IL-17, IL-17F, IL-21 e IL-22 e fator de necrose tumoral a (TNFa)
(ALAM; JANTAN; BUKHARI, 2017).

Os fatores de crescimento derivados de células dendriticas, macrofagos e IL-
1B, IL-6, IL-21 e IL-23, oferecem um meio propicio para a diferenciacdo Th17, além
de suprimir a diferenciacéo de células T reguladoras (YASUDA; TAKEUCHI; HIROTA,
2019). Dessa forma, a homeostase das células T sdo modificadas rumo a inflamacéo.
Estudos tem tido a IL-17A como alvo em ensaios clinicos, ja que a mesma parece
realizar sinergia com TNFa e IL-11, promovendo ativacao de fibroblastos e condrécitos
(ZIOLKOWSKA et al., 2000). Quando detectadas em tecidos de pacientes com AR,
as células T reguladoras aparentam ter funcdes limitadas. A ativacdo de macréfagos
mediada por antigeno néo especifico € proveniente de uma via patogénica adicional,
sendo esta ativacdo mediada pelo contato com linfécitos T e fibroblastos através de
interacdes entre CD40 e CD40 ligante, CD200 e CD200 ligante, molécula de adeséo
intracelular 1 e antigeno associado a funcéo leucocitaria 1 (GENOVESE et al., 2010;
MCINNES; SCHETT, 2011).

A imunidade adaptativa humoral também tem papel fundamental no
desenvolvimento da AR através da producéo de autoanticorpos, como o FR (OHATA
et al., 2005). Os linfocitos B sédo localizados principalmente em agregados de linfocitos
T-linfécitos B ou como foliculos linféides terciarios (ALAM; JANTAN; BUKHARI, 2017).
O papel patogénico de linfécitos B CD20+ foi observado através do uso de Rituximabe
em pacientes com AR (EDWARDS et al., 2004). Achados clinicos mostraram que a
atuacao dos linfécitos B na AR véo além de producdo de autoanticorpos, sendo estes
também responsaveis pela apresentacdo de autoantigenos e producéo de citocinas,
como a IL-6, TNFa e linfotoxina-B (MCINNES; SCHETT, 2011).

2.3.2 Ativacao do sistema imune inato

A imunidade inata tem sua contribuicdo na patogénese da AR e estudos
voltados para entender melhor os mecanismos que ocorrem tém crescido ao longo
dos anos (PICERNO et al., 2015). A ativacao do sistema imune inato leva a liberacéo
de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias que contribuem para o inicio e
perpetuacdo da inflamacéo observada na AR (KLINMAN, 2003).

Na membrana sinovial é possivel encontrar uma grande variedade de células

efetoras inatas, dentre elas macrofagos, mastocitos e células natural killers (NK)
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(CORNISH et al., 2009). Em relacdo aos neutrofilos, estes podem ser encontrados
principalmente no liquido sinovial. Fatores estimuladores de macréfagos e
granuldcitos aumentam a maturacao desses tipos celulares, além da saida da medula
Ossea e trafego para a sindvia. Os macréfagos se destacam como efetores centrais
da sinovite e sua atuacdo se da atravées da liberacéo de citocinas (TNFa, IL-1, IL-6,
IL-12, IL-15, IL-18, IL-23) e intermediarios reativos de oxigénio, que atuam como
células apresentadoras de antigenos (MCINNES; SCHETT, 2011), estimulando
respostas dos linfécitos T, contribuindo assim com a destruicdo das articulacdes
(SIOUTI; ANDREAKQOS, 2019).

A liberacdo dos macréfagos se da pelos receptores Toll-like (TLRs) e
receptores semelhantes ao dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos
(NOD). A ativacdo dos macrofagos também € dada pelas citocinas, interacfes de
linfécitos T, complexos imunolégicos (ALAM; JANTAN; BUKHARI, 2017). Neutroéfilos
contribuem para a sinovite através da sintese de prostaglandinas e proteases. Ja 0s
mastdcitos produzem aminas vasoativas, citocinas, quimiocinas e proteases por meio
da ligacdo de TLR (MCINNES; SCHETT, 2011).

2.3.3 Citocinas envolvidas na patogénese da artrite reumatoide

As citocinas participam de diversos processos bioldgicos, que envolvem
crescimento celular, proliferacdo, diferenciacao, inflamacdo, reparo tecidual e
regulacao do sistema imunologico (MATEEN et al., 2016). Uma grande quantidade de
citocinas apresentam papel de destaque na patogénese da AR, atuando nas fases
iniciais e na cronicidade da doenca. Diversas citocinas sao expressas e
funcionalmente ativas nos tecidos sinoviais (MCINNES; SCHETT, 2007, 2011).

Na AR, TNF tém papel de destaque, sendo considerada a citocina central na
patogénese da doenca. TNF € uma citocina pleiotropica, produzida principalmente por
monaocitos e macrofagos, aléem de linfécitos T, que exibe suas fungdes na homeostase
e em diversas doencas. (NOACK; MIOSSEC, 2017). Estudos mostram que 0s niveis
de TNF estédo elevados no soro de pacientes com AR (EDREES; MISRA; ABDOU,
2005). Essa citocina estimula a producéo e proliferacdo de linfocitos T, B e células NK,
bem como induz a producao de outras citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-1, IL-6 e
IL-8 (MATEEN et al., 2016). Devido a seu papel central e inimeras funcdes realizadas,

TNF é responsavel pela promocdo da angiogénese, por induzir a inflamacéo local e
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formacdo do pannus, que, consequentemente, leva a degradacdo da cartilagem e
destruicdo 6ssea (RADNER; ALETAHA, 2015).

Assim como a TNF, a IL-6 atua promovendo a ativacao de leucdcitos local e
producdo de autoanticorpos. O papel das duas citocinas foi visto através de estudos
gue realizaram o bloqueio terapéutico da membrana, TNF soltvel e do receptor da IL-
6 em pacientes com AR (MCINNES; SCHETT, 2011). IL-6 é uma citocina pleiotropica
que exibe atividades pro-inflamatérias. IL-6 é produzida por uma grande variedade de
células, dentre elas, linfocitos T e B, fibroblastos, células endoteliais, mondcitos,
macrofagos e condrdcitos (MATEEN et al., 2016).

IL-6 promove inflamacdo e destruicdo articular, estimula a diferenciacao de
osteoclastos através de um ativador do receptor do ligante NF-kappa B (RANKL)
dependente ou mecanismo independente de RANKL, além de apresentar sinergismo
com IL-1 e TNF na producéo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que
atua na manutencédo do pannus (DAYER; CHOY, 2009; MATEEN et al., 2016). No
soro de pacientes com AR, é possivel observar niveis elevados de IL-6, bem como do
receptor soltvel, sIL-6R, que apresentam correlacdo positiva com os parametros
laboratoriais e também com a gravidade da doenca. Além disso, IL-6 também foi
detectada no liquido sinovial dos pacientes, sugerindo entdo que essa citocina
apresenta papel crucial na doenca (KIM et al., 2015; NARAZAKI; TANAKA;
KISHIMOTO, 2017).

Estudos apontam que a IL-17 apresenta papel crucial na patogénese da AR,
onde ensaios com modelos experimentais apresentam resultados do possivel papel
da IL-17 na formacdo do pannus, destruicdo das articulagbes e promocdo da
angiogénese (KIM et al., 2017). A IL-17 € produzida pelos linfécitos Thl7, que é
subpopulacao de linfécitos T CD4+ envolvidos em diversos processos inflamatorios e
doencas autoimunes. Dentre os papéis dessa citocina, a inducdo da producdo de
moléculas de adesdo celular e outras citocinas pro-inflamatérias, sdo de grande
destaque e de extrema importancia no desenvolvimento da doenca (GANESAN;
RASOOL, 2017). Em pacientes, IL-17 esta aumentada no liquido sinovial e o aumento
da IL-17A é considerado um marcador de gravidade da doenca (KUNWAR; DAHAL;
SHARMA (2016).

Além das citocinas citadas (Quadro 1), muitas outras provavelmente participam
do processo de patogénese da AR. Das citocinas relacionadas a IL-6, a oncostatina

M (OSM), produzida por macrofagos e células T ativadas vem ganhando destaque no
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contexto da doenca. E sabido que OSM estimula a producdo de quimiocinas e
metaloproteinases de matriz (MMPSs), sugerindo assim que a mesma apresenta efeitos

de grande importancia na inflamacéo sinovial (MIGITA et al., 2011).

Quadro 1. Citocinas envolvidas na patogénese da artrite reumatoide.

Citocina Atuacdo na artrite reumatoide

e Promocao da angiogénese

¢ Inducao da inflamacéao local

TNF

e Formacéo do pannus
L6 e Promocao de inflamacao

e Destruicdo articular

¢ Inducao da producao de citocinas
IL-17 pré-inflamatérias

e Destruicéo articular

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

2.4 ONCOSTATINA M (OSM)

A OSM é uma citocina pleiotropica membro da superfamilia da Interleucina-6
(IL-6). Inicialmente, a OSM foi identificada como potencial agente terapéutico
anticancer devido a sua atividade citostatica em células cancerigenas (VERSTOCKT;
VERSTOCKT; VERMEIRE, 2019). Posteriormente foi descoberto que a OSM tem se
mostrado importante em diversos processos hematopoiéticos, metabdlicos,
imunoldgicos, além de atuacdo em doencas inflamatérias, sendo esta produzida por
linfécitos T, mondcitos, macrofagos, neutrdfilos e células dendriticas (Figura 3)
(WALLACE et al.,, 1999; RICHARDS, 2013; STEPHENS; ELKS, 2017; WEST;
OWENS; HEGAZY, 2018).

Sozinha, a OSM regula a expressao de proteinas, aumenta a expressao de
fatores que promovem a angiogénese, como o VEGF, além de estimular a liberagcéo
de proteoglicanos e colageno da cartilagem (FEARON et al., 2006). Também sé&o
funcdes de OSM a producédo de citocinas e quimiocinas, expressao de fatores de
adeséao de leucdcitos e proliferacéo e diferenciacéo celular (HOERMANN et al., 2013;
WEST; OWENS; HEGAZY, 2018). Em modelos murinos de doencas inflamatorias,
dentre elas a AR, a OSM demonstrou suprimir a inflamacéo (WAHL; WALLACE,
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2001). Todavia, em estudos com pacientes, a OSM € encontrada em niveis elevados
em uma diversidade de doencas inflamatorias, incluindo a AR (ELKS; STEPHENS,
2015).

No que diz respeito aos mecanismos de regulagéo da producédo de OSM, os
mesmos ainda ndo sdo bem entendidos, porém, diversos estudos apontam que a
expressdo da OSM é dependente de STAT5 (MULLER et al., 2016; WEST; OWENS;
HEGAZY, 2018; VERSTOCKT; VERSTOCKT; VERMEIRE, 2019). Hoermann et al.
(2013) mostrou através de experimentos que o knockdown de STATS5 inibia a
producdo de OSM.

Figura 3. Producdo de OSM e diversidade de processos fisiolégicos relacionados com a

citocina.

‘ Neutrofilos ’ ‘ Linfécitos T ]

‘ Mondcitos ‘ ( Macrofagos ’

I

‘ Oncostatina M ‘

[

« Diferenciacdo de osteoblastos e osteogénese
* Hematopoiese

* Produgdo de quimiocinas

* Proliferagdo endotelial

* Hiperplasia dos fibroblastos sinoviais

* Degradacdo cartilaginosa e degradagdo dssea

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Assim como as outras citocinas que fazem parte da familia da IL-6 (IL-11, IL27,
LIF, CNTF, CT-1, CLC, NP, com excec¢ao da IL-31), a OSM também realiza a
sinalizacdo através de um complexo receptor de mudltiplas unidades, tendo a
glicoproteina 130 (gp130) como subunidade comum (HOUBEN; HELLINGS; BROUX,
2019). Juntamente com a gp130, OSM sinaliza através da ligacdo com duas proteinas
receptoras, LIFR e OSMR. Quando ligada ao LIFR, o complexo gpl130/LIFR é

denominado de “Tipo I”, por sua vez, OSM quando esta ligada a OSMR, o complexo
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gp130/OSMR recebe o nome de “Tipo II” (Figura 4) (HERMANNS, 2015; STAWSKI;
TROJANOWSKA, 2018). Mesmo apresentando diversas fun¢cBes biologicas
sobrepostas, esses receptores também apresentam funcdes diferentes, que variam
de acordo com os sinais e tipo celular (TU et al., 2013).

A OSM liga-se primeiramente ao gp130 para depois se ligar ao OSMR ou LIFR.
Nas duas situacdes, a formacéo do complexo receptor leva a ativacdo de diferentes
cascatas de sinalizagdo, incluindo JAK/STAT e MAPK, que provavelmente é
dependente do tipo e contexto celular (CHANG et al., 2015; WEST; OWENS;
HEGAZY, 2018; HOUBEN; HELLINGS; BROUX, 2019).

Depois da ligacdo de OSM com o complexo gpl130/LIFR ou gpl30/OSMR, a
transducdo de sinal é iniciada através de Janus quinases associadas ao receptor
(JAKs). Quando ativados, os JAKs fosforilam residuos de tirosina em gpl130 que
fornece assim locais de ligacdo para STATs. Os STATs que sdo recrutados para
ligacdo em gpl30 também s&o tirosina fosforilados por JAKs, além de homo e
heterodimerizados. STATs dimerizados vao para o nucleo e 14 se ligam em elementos
reguladores no promotor de genes responsivos a OSM e induzem a expressao génica.
Os sinais de OSM sao propagados para JAK1 e JAK2 (CHEN et al., 2004; CHANG et
al., 2015; WEST; OWENS; HEGAZY, 2018; PERSSON et al., 2019).

No contexto da AR, estudos vem demonstrando uma possivel atuacdo da OSM
na doenga, devido a altos niveis dessa citocina no tecido e fluido sinovial de pacientes,
além da presenca no liquido sinovial (OKAMOTO et al., 1997). No tecidos sinoviais,
as fontes da OSM tem sido identificadas como macréfagos, neutréfilos e linfécitos T
ativados. Além disso, a potencial contribuicdo da OSM na inflamacéo e destruicédo
articular na AR, tem sido demonstrada através de estudos em modelos animais (LE
GOFF et al., 2014).
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Figura 4. Transducdo de sinal mediada por OSM através de LIFR e OSMR.
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Fonte: Retirado e adaptado de Hermanns (2015).

2.4.1 GLICOPROTEINA 130 (gp130)

Receptor de transducéo de sinal, gp130 faz parte do complexo de receptor de
diversas citocinas, entre elas, OSM, LIF, IL 6, IL-11, IL-27 e CNTF (TAGA;
KISHIMOTO, 1997). Foi descrita inicialmente em camundongos como uma proteina
ligada a membrana, presente em linfécitos em repouso (SAITO et al., 1992; WANG et
al., 1998). Em humanos, foi descoberta na superficie de linfécitos T ativados por volta
do ano de 1978 (ANDERSSON et al., 1978). Posteriormente, estudos mostraram que
a gp130 esta presente em células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas, tendo sua
expressao variada conforme o status de ativacao de célula (SILVER; HUNTER, 2010;
XU; NEAMATI, 2013).

A sinalizacdo de gp130 comeca a partir do momento que citocinas autocrinas
ou paracrinas induzem dimerizacdo da gpl30 e uma subunidade do receptor que
levara a formacédo de um complexo receptor, em seguida da-se inicio a ativacdo de
cascatas de sinalizacdo a jusante, como o JAK/STAT, o PI3K/Akt e MAPK (XU;
NEAMATI, 2013), sendo a JAK/STAT3 a via que esta mais fortemente associada a
ativacdo de gp130 (YU; PARDOLL; JOVE, 2009; DEBNATH; XU; NEAMATI, 2012).
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Além do receptor de membrana, gpl130 apresenta-se também em uma outra
forma como receptor solavel. Os receptores solUveis se comportam como agonistas
ou antagonistas da sinalizagdo de citocinas. Estudos sugerem que a sgpl30 atua
anulando a sinalizacdo mediada pelo receptor de membrana gp130 em resposta aos
membros da familia da IL-6 (DIVEU et al., 2006).

2.4.2 RECEPTOR DE ONCOSTATINA M (OSMR)

Membro dos receptores da familia da IL-6, OSMR é altamente expresso por
diversas células mesenquimais ndo hematopoiéticas, incluindo fibroblastos, células
endoteliais, osteoblastos e adipdcitos, assim como em hepatdcitos, células do
mesoteélio, células da glia e células epiteliais (mama, pele, pulm&o, por exemplo)
(CAFFAREL; COLEMAN, 2014; WEST; OWENS; HEGAZY, 2018).

A sinalizacdo OSM-OSMR ocorre através de diversas vias, incluindo
JAK/STAT, ERK1/2, p38, JNK, PI3K/AKT e PKC, promovendo assim a transcricdo
de uma grande quantidade de genes-alvo dependendo do contexto (YU et al., 2019).
Jafoirelatado que a atuacdo da OSMR na ativacao da via JAK/STAT e MAPK estimula
a producéo de uma grande variedade de citocinas e substancias inflamatorias (LIN et
al., 2013).

OSMR, além de apresentar-se como receptor de membrana, existe em uma
outra forma, sendo o SOSMR o receptor soltuvel (DIVEU et al., 2006). De acordo com
pesquisas, € sugerido que SOSMR atue como antagonista de OSM, bloqueando assim
a sinalizacao dessa citocina (VERSTOCKT; VERSTOCKT; VERMEIRE, 2019).

2.4.3 RECEPTOR DO FATOR INIBIDOR DA LEUCEMIA (LIFR)

O receptor do fator inibidor da leucemia (LIFR) é um membro dos receptores
da familia da IL-6, que se liga principalmente fator inibidor de leucemia (LIF) (LI et al.,
2018) e pode ser encontrado em células hematopoiéticas e células epiteliais (REAL,
2019). Apesar de ser denominado como receptor de LIF, o LIFR também se liga a
outras citocinas, dentre elas, OSM, CT-1, CNTF e CLC (NICOLA; BABON, 2015).

LIFR apresenta-se em duas formas, sendo a forma ligada a membrana

denominada de LIFR e a forma soluvel chamada de sLIFR, apresentando efeitos
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antagonicos entre si (SHAO et al., 2019). A sinalizacdo de LIFR se da através das vias
JAK/STAT1, SHP2/RAS/MAPK, PISK/AKT e ERK1/2 (REAL, 2019).

2.5 DIAGNOSTICO DA ARTRITE REUMATOIDE

O diagnéstico da AR é realizado de acordo com os critérios do Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) e da Liga Europeia contra Reumatismo (EULAR).
Os critérios mais atuais datam de 2010 e tem por objetivo identificar pacientes que
apresentem sinovite em pelo menos uma articulacao, trazendo assim, beneficios para
o tratamento precoce desses pacientes. Os critérios da ACR e EULAR envolvem (a)
namero e local das articulagdes envolvidas, (b) exames sorolégicos, (c) marcadores
inflamatorios elevados (taxa de hemossedimentacédo, proteina C reativa), (d) duracéo
dos sintomas (Tabela 1) (ALETAHA et al.,, 2010; DEMORUELLE; DEANE, 2012;
KEDAR; ACHARYA; PRAKASHINI, 2016; LITTLEJOHN; MONRAD, 2018).

Tabela 1. Critérios da ACR e EULAR (2010) para o diagnostico da artrite reumatoide.

Score
Populacao-alvo: Quem deve ser testado?
Pacientes que:
A. Tenha pelo menos uma articulagdo com sinovite clinica
definida (inchaco);
B. Tenha sinovite anteriormente n&o explicada por outra
doenca.
Critérios de classificacdo para AR (algoritmo baseado em
pontuac&o: adicionar pontuacgéo das categorias A — D; E necessario
pontuagao de = 6 de 10 para a classificacdo de um paciente como
tendo AR
A. Envolvimento articular 0
1 articulagcéo grande 1
2-10 articulacdes grandes
1-3 pequenas articulagbes (com ou sem envolvimento de 2
grandes articulacdes)
: ~ . 3
4-10 pequenas articulagbes (com ou sem envolvimento de
grandes articulacdes) 5
> 10 articulacdes (pelo menos uma pequena articulacao)
B. Sorologia (pelo menos um resultado de teste é necessario
para a classificagao) 0

FR negativo e ACPA negativo




continuacao de tabeﬁ

FR baixo-positivo ou ACPA baixo-positivo
FR alto-positivo ou ACPA alto-positivo

C. Reagentes de fase aguda (pelo menos um resultado de teste
€ necessario para classificacao)
PCR normal e ESR normal
PCR anormal e ESR anormal

D. Duracao dos sintomas
< 6 semanas 0
2 6 semanas

Fonte: Retirado e adaptado de Aletaha et al. (2010).

Dentre os sintomas provocados pela AR, a dor e rigidez sdo os mais comuns
nos pacientes. As articulagbes dos punhos e as articulacdo das maos, tais como as
interfalangianas proximais e metacarpofalangianas geralmente sado as mais
acometidos (GRASSI et al., 1998). Outros locais comumente afetados incluem os
polegares e articulacbes metatarsofalangicas dos dedos dos pés. Além desses
achados, também pode ser observado a presenca de edema devido a sinovite
provocada pela infitracio de células do sistema imunolégico nas sindvias
(WASSERMAN, 2011; LITTLEJOHN; MONRAD, 2018). Os pacientes com AR
geralmente apresentam sintomas de dor e rigidez durante o periodo da manha que
esta associada uma reducao da qualidade de vida dos mesmos (BOERS et al., 2015;
MOK, 2018). Também pode ser observado a presenca de manifestacbes extra-
articulares, que incluem vasculite e doenca pulmonar intersticial (SMOLEN;
ALETAHA; MCINNES, 2016).

Também sédo realizados testes sorolégicos para os autoanticorpos FR e o
anticorpo de proteina critulinada (ACPA), a fim de diagnosticar a doenca, além de
exames para diagnéstico de reagentes de fase aguda, como a PCR e velocidade de
hemossedimentacdo (VSH). Exames de imagem também sdo realizados para
identificar a sinovite e avaliar a extensdo do envolvimento articular (MEYER; ALLY;
ANDERSON, 2016; ZAMANPOOR, 2018).

Para o monitoramento da doenca s&o utilizados scores no intuito de
acompanhar a evolugdo da AR nos pacientes. Dentre eles, destaca-se aqui o
Simplified Disease Activity Assessment Index (SDAI), Clinical disease activity index
(CDAI) e o Disease activity score (DAS28) (GRAVILA; CIOFU; STOICA, 2016). O

CDAI é uma forma simplificada do SDAI, e € mais utilizado devido as condi¢des
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socioecondmicas e instalacdes precarias de diversos paises. Nesse contexto, o CDAI
(Tabela 2) é obtido através da soma simples de variaveis da doenca (DHAON et al.,
2017). Por fim, o DAS28 (Tabela 3) é um indice de atividade que, por anos, foi
considerado padrdo ouro na Reumatologia, mas se faz necessario uma calculadora
especial para alcancar o seu resultado. Este ultimo indice € calculado através da taxa
do VHS ou PCR, inchaco, contagem de articulagdes doloridas (28 articulacdes) e
escala visual analogica (FUTO; SOMOGYI; SZEKANECZ, 2014).

Tabela 2. Calculo do CDAI (EVAp = Avaliagédo global do paciente da atividade da doenca;
EVAm = Avaliagdo global do médico da atividade da doenca).

CDAI
Soma: Dor + Edema + EVAp + EVAmM
Remisséo <28
Leve 2,8e10
Moderada 10e 22
Severa > 22
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Tabela 3. Calculo do DAS28.
DAS28
Dor + Edema + VHS (ou PCR) + EVAp
Remisséo <26
Leve 26e3,2
Moderada 3,2e5,1
Severa >51

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

2.6 TRATAMENTO DA ARTRITE REUMATOIDE

O tratamento da AR se da através de uma série de diretrizes que incluem
recomenda¢fes da ACR e EULAR (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). Até o
presente momento, a AR é uma doenc¢a que nao tem cura e seu tratamento consiste
em maneiras de minimizar os sintomas nos pacientes acometidos, suprimindo rapida

e sustentadamente a inflamacéo. No entanto, o nimero de medidas terapéuticas vem
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crescendo ao longo dos anos (BURMESTER; POPE, 2017; MCINNES; SCHETT,
2017). Dentre os tratamentos disponiveis, pode-se incluir o uso de anti-inflamatorios
ndo esteroides (AINES), drogas antirreumaticas modificadoras do curso da doenca
(DMARDS) e bioldgicos (THAKUR et al., 2018).

As recomendacfes da ACR e EULAR tem como objetivo a remissao ou baixa
atividade da doenca. A EULAR recomenda combinacdo de DMARDS sintéticas e
biolégicas direcionados com o Metotrexato. J& a ACR ndo recomenda a terapia Unica
com DMARDS bioldgicos (ALETAHA; SMOLEN, 2018).

2.6.1 Tratamento dos sintomas

O tratamento com analgésicos e AINES auxiliam no alivio da dor e rigidez,
sendo estes amplamente utilizados no tratamento da AR (SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010; LITTLEJOHN; MONRAD, 2018). O mecanismo de acao dos AINES
consiste na inibicdo da ciclooxigenase (COX). No entanto, deve-se ter uma atencéo
especial aos efeitos adversos provocados pelo uso desses medicamentos. Dentre os
efeitos que os AINES podem provocar, destaca-se insuficiéncia renal, além de causar
complicacBes gastrointestinais. Também foi relatado aumento de riscos
cardiovasculares (ABBASI et al., 2018; THAKUR et al., 2018).

2.6.2 Drogas antirreumaticas modificadoras do curso da doenca (DMARDS)

As DMARDS séao a base do tratamento da AR, atuando na reducao do inchaco
e dor das articulacbes, além de limitar o dano articular. As DMARDS mais comumente
utilizadas sao o Metotrexato, Sulfassalazina e Leflunomida (CHOY et al., 2005; NAM,
2016), sendo o Metotrexato o medicamento de escolha no inicio do tratamento da AR
(NARVAEZ, 2016). DMARDS também podem ser utilizados de forma combinada, a
exemplo da combinacao tripla de Metotrexato, Sulfassalazina e Hidroxicloroquina.
Dentre os efeitos adversos, pode-se destacar nauseas, além de efeitos mais graves
como a hepatotoxicidade (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010).
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2.6.3 Terapia bioldgica

O uso de terapias bioldgicas no tratamento da AR vem crescendo ao longo dos
anos. O inibidor de TNF foi o primeiro agente bioldgico utilizado na clinica, seguido de
outros agentes como o Abatacepte, Rituximabe e Tocilizumabe, que apresentam
grande eficacia (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010). E importante destacar que 0s
inibidores de TNF geralmente sdo combinados com o Metotrexato, mostrando grande
eficacia no tratamento da AR. O tratamento com inibidores de TNF comumente é
iniciado apods cerca de 3-6 meses do diagnéstico da doenca. No geral, terapias com
medicamentos bioldgicos vem se mostrando promissores no tratamento da AR,
contribuindo para a supressédo sustentada da atividade da AR (RADNER; ALETAHA,
2015).

2.6.4 Glicocorticoides

Os (glicocorticoides tem sido bastante utilizados no tratamento da AR,
apresentando beneficios de curto e longo prazo. A curto prazo, estes medicamentos
auxiliam na reducédo da sinovite e contribuem para a reducao do dano articular a longo
prazo. Porém, a utilizacdo dos glicocorticoides trazem efeitos adversos para 0s
pacientes, destacando aqui as infec¢des, hiperglicemia e problemas 6sseos (SCOTT;
WOLFE; HUIZINGA, 2010; BUTTGEREIT; BIJLSMA, 2017). De acordo com a EULAR,
0 uso de glicocorticoides no tratamento da AR deve ser dado através de doses baixas,
combinando seu uso com um ou mais DMARDS por no maximo 6 meses de
tratamento (VAN DER GOES; JACOBS; BIJLSMA, 2016).
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Recrutamento de
voluntarios
saudaveis e

pacientes

Coleta de amostras Obtencéo do soro

Analises estatisticas

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

A selecdo e avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada no ambulatorio de
Reumatologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco - UFPE. O tamanho da
amostra foi de conveniéncia, onde foram selecionados e avaliados 69 pacientes com
AR. Os critérios de inclusdo dos pacientes com AR foram: i) Idade acima de 18 anos;
i) Diagnostico de AR de acordo com os critérios estabelecidos pelo Colégio
Americano de Reumatologia e a Liga Europeia contra Reumatismo (ACR e EULAR)
juntamente como o0 escore de atividade da doenca (DAS) usado na Europa; iii)
Responder a ficha clinica (Anexo A) com os dados pessoais, assim como a assinatura
do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Apéndice A). Os critérios de excluséo
para os pacientes do estudo foram: i) Gestantes; ii) Presenca de infec¢cdo aguda ou
crdnica no momento da avaliacdo; iii) Diagndstico prévio ou atual de neoplasia; iv)
Impossibilidade de coleta de sangue periférico; e v) Sobreposicédo de DRAISs.

O grupo controle saudavel correspondeu a 69 individuos saudaveis maiores de
18 anos e sem conhecimento prévio de diagnostico de doenga reumatologica
autoimune. Para os estudos de acuracia diagnostica, o grupo controle doentes foi
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composto por pacientes com histérico de doenca reumatoldgica autoimune segundo
os critérios da ACR e EULAR.

3.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Foi realizada a coleta do sangue venoso periférico dos pacientes portadores de
artrite reumatoide, utilizando um tubo a vacuo de 15 ml, sem anticoagulante, para a
realizac@o dos ensaios bioldgicos. Apos a coleta as amostras foram processadas e as

aliquotas de soro devidamente identificadas e armazenadas a -80°C.

3.4 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO ENZIMATICA (ELISA)

Niveis séricos de OSM, sgp130, sSOSMR e sLIFR, foram mensurados no soro
de pacientes com AR e controles saudaveis, pela técnica de ELISA, utilizando kits
especificos (R&D Systems, Minneapolis, EUA, eBioscience, San Diego, CA e

Bioassay, Changai, China), de acordo com as recomendacfes dos fabricantes.

3.5 CALCULO DOS INDICADORES DE ACURACIA

Foi determinada a sensibilidade e especificidade das dosagens de sOSMR na
identificacdo de pacientes com AR, comparados a pacientes com outras doencas
reumatoldgicas (esclerose sistémica e espondilite anquilosante) e controles
saudaveis. Os valores de cut-off 6timos foram calculados para determinar a melhor
sensibilidade e especificidade através do Young Index. A curva ROC (do inglés,
receiver-operating characteristic) foi estabelecida e as areas sob a curva (AUC, do
inglés, area underthe curve) calculadas para avaliar o desempenho das citocinas
estudadas em distinguir as doengas entre si e de controles saudaveis. Todos 0s
valores de sensibilidade, especificidade e area sob a curva foram descritos com um

nivel de confianca de 95%.
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3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas com o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). De acordo com a normalidade dos dados pelo
teste D’Agostinho, foram aplicados os testes paramétricos t Student e ANOVA, bem
como o0s ndo-paramétricos Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

3.7 CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa foi submetida para andlise ao Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) de acordo com a Resolucgéo
n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude, sendo este aceito sob numero CAE:
35411220.6.3001.8807 (Anexo B). Todos os individuos participantes do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme exigéncia

da referida resolucao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DE ESTUDO

O estudo incluiu 69 pacientes diagnosticados com AR (62 mulheres, 7 homens)
com média de idade de 53 (+ 5 anos). Também fez parte do estudo 69 individuos
saudaveis pertencentes ao grupo controle (CONT), sem diagnéstico de doencas
reumatoldgicas e/ou autoimunes, com média de idade de 53 (+ 5 anos), pareados por
sexo e idade. A Tabela 4 traz a caracteristicas clinicas e laboratoriais da populacéo
de estudo.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com artrite reumatoide e
controles saudaveis (n= 69, respectivamente).

Caracteristicas AR (n=69) Controle saudéavel (n=69)
Idade em anos,
Média + 53 (£5) 53 (£5)
Género
Feminino 62 62
Masculino 7 7
CDAI
Remisséo
Leve
Moderado 24 -
Alto 28
CDAI, média (%) 21,2
DAS28
Remisséao 8
Leve S
Moderado 26 -

Alto 30
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continuacao de tabela

DAS28, média (%) 5,15
VHS, Média 32,40 -
HAQ, Média 1,52 -

Medicamentos (n/Total)

Nenhum 0/69
Prednisona 54/69
Metotrexato 38/69 -
Leflunomida 10/69
Prednisona/Metotrexato 31/69
Prednisona/Leflunomida 7/69

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.2 NIVEIS DE OSM

Os niveis séricos de OSM néao foram detectados por ELISA, tanto em pacientes
com AR como também nos controles saudaveis. No entanto, diversos estudos
demonstraram a presenca de altos niveis de OSM no liquido sinovial de pacientes
com AR, estimulando a proliferacéo de fibroblastos sinoviais e producéo de citocinas
recrutando, assim, células inflamatdrias durante o processo de progressao da doenca
(LIN et al., 2013). J&4 em controles saudaveis, observou-se também em um outro
estudo que nao foi possivel detectar por ELISA os niveis de OSM no soro desse grupo
(HOERMANN et al., 2011).

Hui, Bell e Carroll (1997), em um estudo com pacientes com AR, determinaram
por ELISA a presenca de OSM no liquido sinovial destes pacientes. As concentracdes
de OSM variaram entre 2,36 a 901,82 pg/ml (p <0,001). Quando os niveis da citocina
foram correlacionados com os parametros clinicos da doenga, foi visto que a
concentracdo de OSM no liquido sinovial tinha correlagdo com o numero total de
leucdcitos, porém nao foi vista relacdo com idade do paciente, tempo da doenca,

contagem de leucdcitos do sangue periférico, taxa de hemossedimentacdo ou
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concentracbes de albumina sérica, bem como relacdo com o0s medicamentos
utilizados pelos pacientes.

Okamoto et al. (1997), também detectaram a presenca de OSM na sindvia de
pacientes com AR através da técnica de PCR. Além disso, células do tecido sinovial
foram isoladas e cultivadas para deteccdo de OSM por ELISA com o sobrenadante.
Assim como os resultados por PCR, foi possivel observar grandes quantidades de
OSM produzidas pelas células da sinGvia nesses pacientes.

Cross et al. (2004), ap0s realizarem experimentos por Western blotting com
neutrofilos isolados do sangue e o liquido sinovial de pacientes com AR, observaram
a presenca da citocina OSM em ambos os casos. No liquido sinovial, OSM foi
detectada em niveis que variavam entre si. Em neutrdfilos, foi possivel observar que
guando isolados do sangue, a expressao de OSM foi detectada, bem como quando
estimulados por GM-CSF. Ja os neutrdfilos isolados do liquido sinovial, OSM também
foi detectada, mas os niveis da citocina nessas células diminuiam rapidamente,
possivelmente devido a secrecdo dessa citocina no liquido sinovial.

Dentre as possiveis justificativas, a especificidade do kit utilizado, na tentativa
de dosar os niveis de OSM no soro de pacientes e controles, se mostra como uma
das raz6es para que nao tenhamos conseguido detectar a presenca da mesma. Além
disso, acredita-se que esses niveis possam estar abaixo do limite de deteccdo do kit
ELISA utilizado. Hasegawa et al. (1999) e Almeida et al. (2020) em estudos com
esclerose sistémica também ndo observaram a presenca de OSM por ELISA no soro
de pacientes. Diferentemente, os estudos apresentados para AR trazem dados
utiizando a deteccdo de OSM em liquido sinovial de pacientes, sendo esta
considerada mais invasiva, além de ser uma abordagem diferente da utilizada em

nosso estudo.

4.3 NIVEIS DE sOSMR

4.3.1 Avaliagdo sérica de sOSMR em pacientes com artrite reumatoide em
comparagao com grupo controle

Os niveis de sOSMR foram dosados em pacientes e no grupo controle, onde
foi possivel observar que os niveis do receptor soltvel estavam elevados no soro dos

controles saudaveis quando comparados com os pacientes com AR, conforme pode
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ser visualizado no Grafico 1. Os niveis de SOSMR na AR apresentou mediana de
193257 pg/mL, ja no grupo controle, foi observado uma mediana de 311300 pg/mL
(p<0,0001).

Grafico 1. Niveis séricos de sOSMR no soro de pacientes com AR e grupo controle (n
amostral = 69; ****p<0,0001; AR: artrite reumatoide; CONT: controles saudaveis).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Sabe-se que OSMR apresenta-se em duas formas, sendo a forma solavel
sOSMR antagonista da citocina OSM. Os receptores solUveis de tipo | podem ser
produzidos de diversas formas, entre elas por splicing alternativo e liberacéo
proteolitica de ectodominios do receptor (DIVEU et al., 2006) e apresentam funcdes
na regulacéo de diversos processos fisioldgicos e patologicos (KAUSAR et al., 2011).
Os receptores sollveis de citocinas, quando atuam como antagonistas, tendem
competir com o receptor ligado a membrana e consequente, bloguear as fun¢des da
respectiva citocina (LOKAU; GABERS, 2020).

Estudos tém demonstrado a atuacdo da sOSMR como um neutralizante de
OSM em diversas patologias (KAUSAR et al.,, 2011; VERSTOCKT; VERSTOCKT;
VERMEIRE, 2019). Nossos achados, mostram a presenca de SOSMR nos pacientes
em menor quantidade quando comparados com os controles saudaveis. Possiveis
explicacbes para esses resultados, envolvem a ligacdo OSM-sOSMR, onde o receptor
soluvel pode estar atuando como antagonista e se ligando ao OSM na tentativa de

diminuir as agbes desta citocina no organismo de individuos saudaveis. De acordo



43

com Diveu et al. (2006), a ligacdo OSM-sOSMR € capaz de diminuir os sinais
funcionais de OSM com seus receptores de membrana de Tipo 1 e Tipo 2. Em
contraste, nos pacientes com AR, os niveis de SOSMR em menor quantidade, sugere
a atuacdo de OSM nos processos patoldgicos, ja que o receptor solivel em
guantidades menores nao atuaria significativamente como antagonista.
Curiosamente, devido a presenca de SOSMR em pacientes, nos € sugerido que, por
estar se ligando a OSM, a quantidade desta citocina se torna limitada e justamente
devido a essa interacdo (OSM-sOSMR), n&o conseguimos detectar OSM por ELISA.

4.3.2 Possiveis correlagdes entre os niveis séricos de SOSMR e parametros clinicos
de pacientes com artrite reumatoide

Os resultados das possiveis correlacdes dos niveis séricos de SOSMR com o0s
parametros clinicos de pacientes com AR estdo listados na Tabela 5. Ndo houve
correlacdo estatisticamente significativa com parametros como idade, dor, EVAp,

DAS28 e VHS, sendo todos os valores de p maior que 0,05.

Tabela 5. Parametros clinicos comparados com niveis séricos de sOSMR no soro de
pacientes com AR e valores estatisticos de p.

Parametros Valor de p R2
Idade 0,1599 0,03053
Dor 0,0880 0,05728
Edema 0,0249 0,05538
EVAmM 0,0311 0,06747
EVAp 0,2628 0,001920
CDAI 0,0453 0,07677
DAS28 0,0867 0,005664
VHS 0,4703 0,0001207
HAQ 0,0018 0,1198

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Foram observadas correlacdes levementes positivas com a presenca de

edema nos pacientes (Grafico 2). O edema é um dos parametros utilizados para
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determinar a atividade de doenca, sendo necessario no calculo do CDAI. A correlacéo
observada nos mostra que os niveis de sOSMR crescem com o0 numero de
articulagdes edemaciadas nos pacientes com AR. Nao foram encontrados estudos
que relacionem o receptor soltvel com a presenc¢a de edema nos pacientes, sendo 0s

primeiros achados na doenca.

Grafico 2. Correlagdo entre os niveis de SOSMR com o edema de pacientes com artrite
reumatoide (n amostral = 69; p = 0,0249)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Da mesma forma também foi possivel observar correlacdo com o EVAmM de
pacientes (Grafico 3). O EVAm, assim como o edema ¢é utilizado para realizar o
calculo do CDAI indicando assim a gravidade da AR nesses pacientes (TURK; POPE,
2018). Uma correlac@o positiva foi observada sugerindo o aumento dos niveis do
receptor solivel com o aumento do parametro clinico em questédo. Esses achados nos
indicam a possivel associacdo do OSMR com a gravidade da doenca. Nao foram
encontrados outros estudos que realizassem correlagcdes com este parametro, sendo

mais uma vez novos dados para a doenca.
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Gréfico 3. Correlacédo entre os niveis de sSOSMR com o EVAmM de pacientes com artrite
reumatoide (n amostral = 69; p = 0,0311; EVAm = Avaliacéo global do médico da atividade da
doenca)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os niveis séricos de sOSMR em pacientes apresentaram correlacdo com o
CDAI (p = 0,0453) (Grafico 4). Composto por 4 variaveis e sem reagente de fase
aguda, o CDAI é uma indice de rapida realizacdo na clinica e apresenta uma boa
confiabilidade (HORTA-BASS et al., 2017), ndo sendo necessario a realizacao de

testes laboratoriais para o resultado do mesmo (SLAMA et al., 2015).

Grafico 4. Correlacdo entre os niveis de SOSMR com o CDAI de pacientes com artrite
reumatoide (n amostral = 69; p = 0,0453; CDAI: Clinical disease activity index)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Os resultados obtidos nos sugere que os niveis de sOSMR no soro dos
pacientes aumentam a medida que a doenca se agrava, ou seja, quanto maior o CDAI
dos pacientes, maior os niveis do receptor soluvel da OSM. Diferente do que se
esperava, 0s niveis de SOSMR provavelmente devem ser menores que o nivel de
OSM (nédo detectado), visto que sua funcdo como bloqueador da ligagcdo OSM-OSMR
nao deve estar suprindo os niveis dos mesmos. Nao foram encontrados estudos que
correlacionem o receptor solivel de OSM com os parametros clinicos da doenca,
porém estudos com IL-6, citocina na qual OSM faz parte da familia, e seu receptor
soluvel sIL-6R nos mostraram que IL-6 apresentou correlacdo positiva com DAS28 e
o SDAI, e o seu receptor solavel exibiu correlacdo positiva com os anos de doenca,
ou seja a medida que aumentava-se o0s anos de doenca, os niveis do receptor também
estavam aumentando (DIAZ-TORNE et al., 2018).

Os niveis séricos de SOSMR também apresentaram correlacdo positiva com o
guestionario de avaliagcdo da saude (HAQ) (Anexo B) dos pacientes (p = 0,0018)
(Grafico 5). O HAQ foi desenvolvido com o intuito de avaliar as condic¢des fisicas dos
pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite, mas vem sendo amplamente utilizado
no contexto de outras doencas reumatolégicas na clinica e em pesquisas (CARRENO
et al., 2011; MASKA; ANDERSON; MICHAUD, 2011). Além disso, apesar de ter sido
criado com o intuito de medir as condicfes fisicas e dor dos pacientes, o0 HAQ tem
sido utilizada também para estimar servicos de saude direcionados para a condicdo
do paciente (BANSBACK et al., 2007).
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Grafico 5. Correlagdo entre os niveis de sSOSMR com o HAQ de pacientes com artrite
reumatoide (n amostral = 69; p = 0,0018; HAQ: Questionario de avaliacdo de saude)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Nossos achados mostram que a medida que os pacientes apresentam um HAQ
elevado, ou seja, uma maior dificuldade em realizar atividades do dia-a-dia,
apresentam niveis de SOSMR também elevados, sendo essa uma correlagao positiva.
No entanto, espera-se que altas concentracdes de sOSMR auxiliem no bloqueio das
funcdes de OSM, implicando em uma menor taxa de atividade dessa citocina,
proporcionando um nivel de danos reduzido. Dessa forma, provavelmente os niveis

de sOSMR ainda séo inferiores aos de OSM nos pacientes.

4.3.3 Parametros de acuracia de sOSMR em pacientes com artrite reumatoide

comparados com outras doencas reumatoldgicas e grupo controle

A sensibilidade e especificidade de sOSMR foi investigada a fim de
compreender a capacidade de distingdo dos niveis do receptor solavel para AR com
outras doencas reumatoldgicas e controles saudaveis. A Tabela 6 traz os dados de
acuracia dos niveis seéricos do receptor, além dos valores de corte ideiais para
SOSMR. A é&rea sob a curva (AUC) da ROC foi de 0.8530 para sOSMR na distincéo
entre AR e esclerose sistémica (ES), 0.5875 para espondilite anquilosante (EA),
0.5551 para ldpus eritematoso sistémico (LES) e de 0.7186 para a distin¢cdo entre AR

e controles saudaveis.
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Tabela 6. Acuracia dos niveis séricos de SOSMR em distinguir pacientes com AR de pacientes
com outras doencgas reumatoldgicas e controles saudaveis (ES: Esclerose sistémica; EA:
Espondilite anquilosante; LES: LUpus eritematoso sistémico; CONT: Controle saudavel; LR:
Likelihood ratio)

Sensitivity 95% Cl Specificity 95% ClI LR
% %

63,13% to 71,73% to

£s  <310969 75,38 85.23% 83,08 o1 24% 4,455
77,18% to 19,91% to

Ep < 370650 87,69 94.53% 30,77 43.45% 1,267
26,65% to 58,17% to

LES > 232383 38,46 51,36% 70,77 81,40% 1,316
51,77% to 68,23% to

CONT < 241050 64,62 76.08% 80,00 85.00% 3,231

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Nosso estudo se configura como um dos primeiros a demonstrar a acurécia de
sOSMR na AR comparado com doencgas reumatoldgicas e controles saudaveis
(Figura 5). A sensibilidade diz respeito a capacidade do teste apresentar um resultado
positivo na presenca da doenca e a especificidade nos mostra as chances de um teste
dar negativo na auséncia da doenca (OLIVEIRA et al., 2010). O receptor soluvel
OSMR demonstrou uma sensibilidade de 75,38% em diferenciar pacientes com AR
de pacientes com ES, com uma especificidade de 83,08%. Para EA e LES, os valores
de p nado foram significativos. Por fim, qguando comparados com controles saudaveis,
sOSMR mostrou sensibilidade 64,62% e especificidade de 80%.
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Figura 5. Curva ROC para sOSMR distinguir AR de doencas reumatol6gicas e controles
saudaveis (AR: Artrite reumatoide; ES: Esclerose sistémica; CONT: Controle saudavel)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Um estudo de metandlise mostrou que estimativas de sensibilidade para anti-
vimentina citrulinada mutada (anti-MCV) entre pacientes com AR e controles
saudaveis foi de 48,4 a 89,6%, com especificidade de 87,2 a 100%. Além do anti-
MCV, foram vistas as estimatimativas para anti-CCP com sensibilidade de 51,3 a
89,6% e especificidade de 94 a 100% (LEE; BAE; SONG, 2015).

De acordo com Wang et al. (2019), parametros de acuracia que demonstrem
alta precisao, apresentam a AUC superior a 0.97, pois quanto mais proximo de 1, mais
preciso sera o teste. Sdo considerados valores bons da AUC quando a mesma esta
entre 0.75 e 0.92 (TAKASE-MINEGISHI et al., 2017). Nossos achados mostram bons
resultados para a diferenciacdo de AR e ES e resultados moderados para a distin¢ao
entre AR e controles saudaveis. Sendo assim, podemos sugerir que SOSMR se mostra
como um possivel candidato a biomarcador devido a sua capacidade de distin¢do
entre AR e ES, além de individuos saudaveis.

4.4 NIVEIS DE sgp130

4.4.1 Avaliagdo sérica de sgpl30 em pacientes com artrite reumatoide em
comparagao com grupo controle

Os niveis de sgp130 também foram dosados em pacientes e no grupo controle,
nos mostrando que os niveis do receptor soluvel estavam mais elevados no soro de

pacientes quando comparados com 0s controles saudaveis, conforme pode ser
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visualizado no Grafico 6. Os niveis de sgp130 na AR apresentou mediana de 312433

pg/mL, ja no grupo controle, foi observado uma mediana de 261930 pg/mL (p<0,0001).

Gréfico 6. Niveis séricos de sgp130 no soro de pacientes com AR e grupo controle (n amostral
= 69; ****p<0,0001; AR: artrite reumatoide; CONT: controles saudaveis).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Estudos apontam que para o blogueio de OSM por sOSMR, se faz necessario
a presenca de sgpl130 (VERSTOCKT; VERSTOCKT; VERMEIRE, 2019). O receptor
soltvel da gp130 é gerado a partir da codificagdo de mRNA por splicing alternativo
(DIAMANT et al., 1997; JOSTOCK et al., 2001). Esse receptor vem se mostrando
como um alvo promissor na terapéutica, através de resultados obtidos em
experimentos in vivo, além de exibir papel antagdnico principalmente atuando como
bloqueador das funcdes de IL-6 (NOWELL et al.,, 2003; AHMED et al., 2008).

Diferentemente dos niveis de sOSMR apresentados, sgpl30 se mostrou
elevado em pacientes e em menor quantidade nos individuos saudaveis. No entanto,
como possiveis justificativas para esses achados, se da o fato de que sgp130 é uma
subunidade comum de todas as citocinas da familia IL-6, sendo essa necessaria para
gue os receptores sollveis das citocinas integrantes da familia exibam suas funcdes
agonistas ou antagonistas. De acordo com estudos, o receptor soluvel da gp130
guando elevado atua exibindo fungbes antagonistas, inibindo assim a inflamagéo e
diminuindo a erosdo éssea e cartilaginosa (SIMS; WALSH, 2010). Dessa forma, a

presenca elevada de sgp130, além da presenca de sOSMR nos permite dizer mais
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uma vez que pode estar ocorrendo o bloqueio da sinalizagdo de OSM, podendo
justificar a ndo deteccéo da citocina por ELISA.

Nowell e colaboradores (2003), realizaram experimentos a fim de compreender
as fungdes da sgp130 em camundongos artriticos. Como resultado desse estudo, foi
visto que a sgp130 blogueou as funcfes da IL-6R soluvel, que atua diretamente nos
processos inflamatoérios na AR, inibindo assim a artrite. Os estudos de Richards e
colaboradores (2006), identificaram a presenca da forma solavel da gpl30 em
controles saudaveis e também em pacientes com AR. Neste Ultimo grupo, os niveis
de sgpl130 estavam elevados no soro e plasma, além de ter sido identificada uma
isoforma do receptor solavel a qual foi denominada de gpl130-RAPS. Em pacientes
também foi detectada a presenca de anticorpos anti-gp130-RAPS. Nesse mesmo
estudo também foi observado o papel antagonista de sgp130 na sinalizacdo de IL-6 e
sua capacidade de inibicdo da destruicdo articular na artrite experimental.

Scheller et al. (2005) também observaram o papel inibidor de sgp130, atuando
principalmente na inibicdo das atividades pro-inflamatérias da IL-6. Com relacéo a
inibicdo de atividades da OSM, os estudos mostraram pouca reatividade da sgp130
nessa citocina, mas ainda assim, foi visto que sgp130 atua na inibicdo das atividades
de OSM. Da mesma forma, Lamertz et al. (2018), demonstram que quando sgp130
interagiu com complexos de IL-6-IL-6R ligados a membrana, houve a inibicdo da IL-6.
O mesmo aconteceu com a sinalizacdo de IL-11. Diante do exposto, podemos dizer
gue sgpl130 pode estar atuando de forma agonista, ndo apenas na tentativa de inibir
funcdes da OSM, mas também as funcdes de outras citocinas envolvidas na

patogénese da AR que fazem parte da familia da IL-6.

4.4.2 Possiveis correlagdes entre os niveis séricos de sgpl130 e parametros clinicos
de pacientes com artrite reumatoide

Os resultados das possiveis correlacdes dos niveis séricos de sgp130 com os
parametros clinicos de pacientes com AR estdo listados na Tabela 7. Nado houve
correlacdo estatisticamente significativa com parametros como idade, dor, edema,
EVAm, EVAp, CDAI, DAS28 e HAQ, sendo todos os valores de p maior que 0,05.
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Tabela 7. Pardmetros clinicos comparados com niveis séricos de sgp130 no soro de pacientes

com AR e valores estatisticos de p.

Parametros Valor de p

Idade 0,7525
Dor 0,4232
Edema 0,8548
EVAmM 0,8223
EVAp 0,9402
CDAI 0,4822
DAS28 0,6426
VHS 0,0205
HAQ 0,9894

R2
7,590e-005
0,007788
9,128e-005
0,001757
0,007799
0,002327
0,001738
0,04401
0,0003516

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os niveis séricos de sgp130 em pacientes apresentaram correlacdo com o VHS

(p = 0,0205) (Grafico 7). O VHS é considerado um dos biomarcadores para AR,

fornecendo informagdes acerca da atividade da doenca (ATZENI et al., 2017). O VHS

pode sofrer alteracdes devido a presenca elevada de citocinas, respostas a infeccao,

inflamacé&o ou traumas (BRAY et al., 2018).

Grafico 7. Correlacdo entre os niveis de sgpl30 com o VHS de pacientes com artrite
reumatoide (n amostral = 69; p = 0,0205; VHS: Velocidade de hemossedimentacéao)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Os resultados obtidos nos revelam que sgpl30 apresentou uma correlacéo
positiva dita fraca com o VHS, indicando que niveis aumentados de sgpl30 estado
presentes em pacientes com niveis de VHS também aumentados. Sendo assim,
podemos observar que quanto maior o VHS, intimamente relacionado com uma maior
inflamacdo nesses pacientes, maiores 0s niveis do receptor soluvel da gpl30,
provavelmente em uma tentativa de inibir as funcdes das citocinas atuantes na
inflamagéo da AR. N&o foram encontrados estudos que realizaram dosagens de
sgp130 no soro de pacientes e posterior correlagdo com parametros, dessa forma,

esses dados se revelam como primeiros achados para a AR.

4.5 NIVEIS DE sLIFR

4.5.1 Avaliacéo sérica de sLIFR em pacientes com AR em comparagdo com grupo
controle

Niveis de sLIFR foram dosados em pacientes e no grupo controle, onde 0s
niveis do receptor soluvel estavam elevados no soro de pacientes quando
comparados com o0s controles saudaveis, conforme pode ser visualizado no Grafico
8. Os niveis de sLIFR na AR apresentou mediana de 68690 pg/mL, ja no grupo
controle, foi observado uma mediana de 200,0 pg/mL (p<0,0001).

Grafico 8. Niveis séricos de sLIFR no soro de pacientes com AR e grupo controle (n amostral
= 69; ****p<0,0001; AR: artrite reumatoide; CONT: controles saudaveis).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Alguns estudos com camundongos artriticos mostraram que a presenca de
LIFR ndo compensa a auséncia de OSMR para que a OSM possa exibir suas funcdes
no desenvolvimento da doenca (LE GOFF et al., 2014). O receptor soluvel atuaria
como um bloqueador das fun¢gées da OSM impedindo a sua ligacdo com o receptor
membranar LIFR. Além disso, sabe-se que LIFR ndo é comumente associado a
processos patologicos (WEST; OWENS; HEGAZY, 2018). Os resultados
apresentados acima nos sugerem a tentativa de ligacao de sLIFR com a OSM a fim
de bloquear as suas func¢des. Dessa forma, niveis elevados do receptor soluvel em
pacientes sugerem que, havendo ligacdo OSM-sLIFR as fun¢des da citocina poderiam
ser blogueadas nesses individuos.

Diferente da situacdo que é vista nos pacientes, os achados para controles
saudaveis indicam que a baixa presenca de sLIFR esta justamente no fato de que
possiveis interacdes OSM-LIFR estejam ocorrendo nos mesmos ha tentativa de
impedir as funcdes que sdo apresentadas por esta citocina quando ligada ao seu
receptor do complexo Tipo Il OSMR. Assim como os dados apresentados para
SOSMR e sgp130, esses achados se configuram como os primeiros dados acerca dos
niveis de sLIFR em pacientes com AR, trazendo assim novas descobertas para a

doenca.

4.5.2 Possiveis correlagfes entre os niveis séricos de sLIFR e parametros clinicos de
pacientes com artrite reumatoide

Os resultados das possiveis correlacdes dos niveis séricos de sLIFR com os
parametros clinicos de pacientes com AR estdo listados na Tabela 8. Ndo houve
correlacao estatisticamente significativa com os parametros clinicos, sendo todos os

valores de p maior que 0,05.
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Tabela 8. Parametros clinicos comparados com niveis séricos de sLIFR no soro de pacientes
com AR e valores estatisticos de p.

Parametros Valor de p R2
ldade 0,0985 0,04022
Dor 0,8322 0,0006746
Edema 0,9055 0,0002121
EVAm 0,8754 0,0003695
EVAp 0,9705 2,060e-005
CDAI 0,7849 0,001119
DAS28 0,7497 0,001530
VHS 0,1174 0,03620
HAQ 0,1883 0,02558

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Os niveis de SOSMR observados, nos mostram gque o receptor soluvel estava
presente em maior quantidade nos controles saudaveis e em menor nos pacientes
com AR. Ao realizarmos possiveis correlacbes desse receptor com parametros
clinicos da doenca, encontramos a presenca de correlacao positiva entre SOSMR e o
CDAI, além de correlacdo com o HAQ dos pacientes, sendo este Ultimo uma avaliacao
acerca das capacidades fisicas dos pacientes.

Quando avaliamos os niveis de sgp130 em pacientes e controles saudaveis,
visualizamos que os niveis do receptor solivel se mostrou em maior quantidade nos
pacientes quando comparados com o grupo controle. Com relacdo a possiveis
correlagdes do receptor com parametros da doenca, percebemos a correlacdo entre
sgpl30 e o VHS dos pacientes. Niveis de sLIFR foram observados em maior
guantidade em pacientes quando comparados com o grupo controle. Nao foram
encontradas associagfes com parametros clinicos da doenga. A presenca de OSM
nao foi observada em nossa pesquisa.

As correlacdes encontradas tanto para SOSMR e sgpl30 é vista de forma
positiva, uma vez que nos indica que estes receptores sao fortes candidatos como
biomarcadores da doenca. As correlagdes de SOSMR com o CDAI e HAQ nos mostra
a participacdo desse receptor na progressdo da atividade da doenca. Do mesmo
modo, a correlacdo de sgp130 com o VHS dos pacientes mostrou que este receptor
pode estar atuando no agravamento de processos inflamatérios. Os testes de acuracia
também demonstram que SOSMR pode ser um possivel candidato para biomarcador
na artrite reumatoide, visto que foi possivel observar uma boa sensibilidade na

distincdo da doenca com a esclerose sistémica e grupo controle saudavel.
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APENDICES

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
' CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVAGAO TERAPEUTICA - SUELY GALDINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa
Avaliacdo da Oncostatina M e seus receptores como possiveis biomarcadores
para a artrite reumatoide, que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a)
Louise Fernandes Caetano, residente no endereco Rua Mario Campelo, 358,
Apartamento 03, CEP 50.741-430, Recife-PE, E-mail: louisefcaetano@gmail.com,
Telefone: (83) 98869-6696.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dr. Eraldo Fonseca dos
Santos Junior, E-mail: eraldojr8@gmail.com, Profa. Dra. Angela Luzia Branco Pinto
Duarte, E-mail: Angelabduarte@hotmail.com e esta sob a orientacdo de: Profa. Dra.
Maira Galdino da Rocha Pitta, E-mail: mgrpitta@gmail.com.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta
pesquisa. Apenas quando todos os esclarecimentos forem dados e vocé concorde
com a realizacdo 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.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite
participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu, bem como sera
possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem

nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Esta pesquisa busca estudar novos marcadores (biomarcadores) que auxiliem
no diagndstico da artrite reumatoide. Nessa pesquisa soO serdo realizado testes
com as celulas presentes no seu sangue que sera coletado da sua veia como
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uma coleta de sangue para exames laboratoriais. Deste modo, nenhum
medicamento sera administrado em vocé por ninguém em momento algum.

» Caso concorde, vocé participara desta pesquisa apenas uma vez com a coleta
de sangue, no dia da consulta médica. O sangue coletado sera avaliado pelos
pesquisadores, e nada mais sera necessario.

» Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de
sangue é feita no brago e a quantidade coletada € equivalente a duas colheres
de sopa (15 ml). Nenhuma coleta sera realizada sem a autorizacéo prévia dos
voluntarios. As coletas serédo feitas por profissionais treinados e competentes e
orientados para reduzir os riscos. A coleta de sangue pode ser desconfortavel
e o0 braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que € uma area
arroxeada no local da coleta. Antes de iniciar a coleta, nés limparemos o braco
do voluntério com alcool.

» O material coletado sera processado para separacdo do soro e plasma
(componentes extraidos do sangue) que sera armazenado adequadamente em
freezers -80°C. As amostras coletadas serdo utilizadas exclusivamente para 0s
fins de pesquisa citados anteriormente, nenhum outro teste adicional seré
realizado.

» Os beneficios deste estudo consiste em compreender o desenvolvimento da
doenca e melhorar a qualidade de vida dos pacientes, todavia ndo havera
beneficios diretos para os pacientes e voluntarios sadios.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacGes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa (prontudrios), ficardo
armazenados em computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora, no
endereco acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos para o desenvolvimento
de projetos paralelos de alunos de graduacéo e pos-graduacao.

Nada Ihe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a
aceitacao é voluntaria, mas fica também garantida a indenizacéo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacao
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

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: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
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Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 - e-mail:
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 davidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo Avaliacdo da Oncostatina M e seus
receptores como possiveis biomarcadores para a artrite reumatoide, como
voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a)
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos
e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupgéo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data Impresséo

Assinatura do participante: digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa

e 0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura:
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APENDICE B — ARTIGO SUBMETIDO NA REVISTA IMMUNOBIOLOGY

Expression of soluble Oncostatin M receptors (SOSMR, sgp130 and sLIFR) in serum

from patients with rheumatoid arthritis

Louise Fernandes Caetano?, Eraldo Fonseca dos Santos Junior?, Anderson Rodrigues
de Almeida?, Maria Andreza Bezerra Correia?, Michelle Melgarejo da Rosa?, Michelly
Cristiny Pereira®, Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo? Maira Galdino da Rocha
Pitta®”

a Laboratorio de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas, Nucleo de
Pesquisa em Inovacao Terapéutica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
PE, Brazil

x Corresponding author at: Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de
Bioquimica, Nucleo de Pesquisa em Inovacéo Terapéutica Suely Galdino (NUPIT SG),
Laboratério de Imunomodulacéo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), Av. Prof.
Moraes Rego, 1235-Cidade Universitaria, CEP: 50670-901 Recife, PE, Brazil.

E-mail address: maira.pitta@ufpe.br (M.G. da Rocha Pitta).

Abstract

Objective: The aim of the present study concerns in evaluating the serum levels of
oncostatin M (OSM), soluble form of OSM receptor (SOSMR), glycoprotein 130
(sgp130), and soluble form of leukemia inhibitory factor receptor (sLIFR) in patients
with rheumatoid arthritis (RA) as well as correlate the serum levels with clinical
parameters of the disease.

Methods: The serum levels of OSM, sOSMR, sgp130, and sLIFR were evaluated by
ELISA in sixty-nine RA patients and sixty-nine healthy volunteers.

Results: RA patients had significantly lower SOSMR levels when compared to healthy
controls (HC) (p<0.0001). Positive correlations and associations were observed
between sOSMR levels in the serum of patients with edema (p=0.0249, R2=0.055),
PhGA (p=0.0311, R2=0.067), CDAI (p=0.0453, R2=0.076) and HAQ (p=0.0018,
R2=0.119). The quantification displayed significantly higher sgp130 (p<0.0001) and
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SLIFR (p<0.0001) levels in RA patients compared to HC. Further, a positive correlation
between the levels of sgp130 and erythrocyte sedimentation rate (ESR; p=0.0225,
R2=0.04401) was obtained in RA patients. In both groups of patients no significant
correlations were quantified for serum levels of sLIFR nor OSM.

Conclusion: Serum sOSMR levels disclosed lower levels in RA patients compared to
the HC. The opposite was quantified in the serum levels of sgp130 and sLIFR in RA
patients. The aforementioned results suggest that SOSMR and sgp130 may potentially
biomarker for RA. More studies are necessary to shed light on the role of these

receptors in RA.

Keywords: Autoimmunity. Cytokines. Oncostatin. Rheumatoid Arthritis.

1. Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) underlies an inflammatory, autoimmune, chronic and
debilitating disease, characterized by the presence of polyarthritis and progressive joint
damage in affected patients influenced by genetic and environmental factors (Giannini
et al., 2020; Smolen et al., 2016; Turesson, 2016). RA affects approximately 1% of the
world population, with prevalence in women. Extra-articular manifestations as
cardiovascular diseases represent roughly 10-30% of the cases of death in RA patients
(Alam et al., 2017; Blum and Adawi, 2019; Pisetsky, 2017). In RA, the disease's poor
outcome underlying a severe process of inflammation, damage in the synovia and in
the articular cartilagem (Scott et al., 2010). Patients with RA display high levels of
Interleukin-6 (IL-6) in synovial fluid and in the serum (Narazaki et al., 2017).

OSM (Oncostatin M) is a pleiotropic cytokine that belongs to the IL-6 family and
it is expressed in several cells of the immune system, including T -cells,
monocytes/macrophages, neutrophils, dendritic cells,eosinophils, hematopoietic cells
in the bone marrow and mesenchymal cells (Stephens and EIlks, 2017). The activation
of OSM occurs through the Leukemia inhibitory factor receptor (LIFR- Type I" binding)
and Oncostatin M receptor (OSMR - Type II" binding). The binding with the type |
receptor complex involves glycoprotein 130 (gp130) and LIFR. The type Il receptor
consists of a complex of gp130 and OSMR proteins (Hermanns, 2015; West et al.,
2018). Regarding its biological activities, OSM has several functions that vary
according to the cells and physiological context. In general, OSM induces inflammatory

chemokines and cytokines, enhances extracellular matrix components (ECM) and
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rises cell proliferation and differentiation (Stawski and Trojanowska, 2019; West et al.,
2018).

The OSM-OSMR interaction can activate several signaling pathways including
activation of STAT3 and mitogen-activated protein kinase (MAPK), both involved in the
inflammatory response (Kucia-Tran et al., 2018; West et al., 2018; Zhang et al., 2017).
The soluble form of OSMR (sOSMR) plays as an OSM antagonist and prevents the
binding of OSM with transmembrane receptors (Diveu et al., 2006).

The gp130 is the ubiquitously expressed IL-6 family common receptor subunit
presented in the cell membrane as its soluble form (sgp130) (Sodenkamp et al., 2011).
The soluble form inhibits gp130-mediated signaling in response to members of the IL-
6 family (Askevold et al., 2014; Diveu et al., 2006) and it has been quantified in
hematopoietic and non-hematopoietic cells (Silver and Hunter, 2010; Xu and Neamati,
2013).

LIFR belongs to the family of the IL-6 receptor. LIFR binds and inhibits the
leukemia inhibitory factor (LIF) (Li et al., 2018; Real et al., 2019). The soluble form of
LIFR (SLIFR) has abundant expression in the nervous and immune systems (Shao et
al., 2019; Xu and Neamati, 2013). Three signaling pathways arise via cytokine
OSM/LIFR interaction: Ras/MAPK/ERK, PI3K/Akt, and JAK/STAT (Davis and
Pennypacker, 2018).

The present study aims to explore the serum levels of OSM, sOSMR, sgp130, and
SLIFR in RA patients and their correlation with the disease clinical manifestations.

2. Materials and methods

2.1 Study population

Sixty-nine patients with RA (62 women, 7 men) were recruited from the
Department of Rheumatology of the Hospital das Clinicas of the Federal University of
Pernambuco, with a mean age of 53 (£ 5 years) (Table 1). RA patients included in the
study followed the criteria proposed by the American College of Rheumatology (ACR)
and the European League against Rheumatism (EULAR). Patients with overlapping
diseases were excluded. A group of sixty-nine healthy volunteers matched for sex and
age were included in the study. Controls were excluded if they had any rheumatologic

and/or autoimmune disease. The study protocol was approved by the Research Ethics
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Committee of the Federal University of Pernambuco with CAAE:
35411220.6.3001.8807.

Table 1
Clinical and laboratory characteristics of patients with rheumatoid arthritis and healthy
controls (n=69, respectively).

Characteristics RA (n=69) Healthy controls (n=69)
Age in years,
Mean £ 53 (x5) 53 (£5)
Genre
Feminine 62 62
Masculine 7 7
CDAI
Remission 9
Light 8
Moderate 24 -
High 28
CDAI, Mean (%) 21,2
DAS28
Remission 8
Light
Moderate 26 -
High 30
DAS28, Mean (%) 5,15
ESR, Mean (%) 32,40 -
HAQ, Mean (%) 1,52 -

Medicines (n)

None 0
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Prednisone 54
Methotrexate 38 -
Leflunomide 10
Prednisone/Methotrex 31
ate 7

Prednisone/Leflunomid

e

2.2 Enzyme Immunoabsorption Assay (ELISA)

Peripheral venous blood was collected from patients and healthy controls (HC)
using a dry vacuum tube for biological assays. After collection, samples were
processed and serum aliquots were properly identified and stored at -80°C. Serum
levels of OSM, sOSMR, sgp130 and sLIFR were evaluated in RA patients and healthy
controls using the specific ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, USA, eBioscience,
San Diego, CA and Bioassay, Changai, China) according to the manufacturers'
recommendations. The lower detection limits of the assays were 15.2 pg/mL for OSM,
156.25 pg/mL for sOSMR and sgp130 and 300 pg/mL for sLIFR.

2.3 Statistical analysis

Analyzes were performed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). According to the normality of the data by the
D’Agostinho test, the Student t or Mann-Whitney tests were applied. For the correlation
tests, Spearman's coefficient was used. The strength of the correlation (R2) was
considered as follows: 0 < R2 < 0.35 weak correlation; 0.35 < R2 < 0.67 moderate
correlation; 0.67 < R2 < 1 strong correlation. Analyzes were considered statistically

significant when p=<0.05.

3. Results
3.1 Serum levels of OSM, sOSMR, sgp130 and sLIFR in RA patients and HC

OSM serum levels were undetectable in all RA patients and in HC. RA patients
had significantly lower sOSMR serum levels compared to HC (medians 193757 pg/mL
and 311300 pg/mL, respectively, p<0.0001) (Fig. 1A). Further, the sgp130 and sLIFR
serum levels were significantly elevated in RA patients (median 312,433 pg/ml, median
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68690 pg/mL, respectively) when compared to HC (261,930 pg/ml (p<0.0001, median
200.00 pg/mL, p<0.0001, respectively) (Fig. 1B and Fig. 1C).
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Fig. 1. SOSMR, sgp130 and sLIFR serum levels in patients with rheumatoid arthritis
and healthy controls. A. SOSMR serum levels in RA patients and healthy controls. B.
sgp130 serum levels in RA patients and healthy controls. C. sLIFR serum levels in RA
patients and healthy controls. n = 69 individuals per group, Student's t-test unpaired,
**** p<0.0001; sOSMR: soluble Oncostatin M receptor; sgp130: soluble glycoprotein
130; sLIFR: soluble leukemia inhibitory factor receptor; RA: rheumatoid arthritis; HC:
healthy controls.

3.2 Associations and correlations between serum levels of SOSMR, sgp130 and sLIFR
with clinical parameters of the disease in RA patients.

The expression of SOSMR correlated with the presence of edema in RA patients
(p=0.0249, R2=0.055), PhGA (p=0.0311, R2=0.067), HAQ (p=0.0018, R2=0.119 (data
not shown) and CDAI (p=0.0453, R2=0.076) (Fig. 2). Additionally the sgpl130
expression correlated with the erythrocyte sedimentation rate (ESR; p=0.0225,
R2=0.04401) in RA patients (data not shown). No associations were found between

SLIFR levels and clinical parameters.
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Fig. 2. Correlation with sSOSMR serum levels and CDAI of RA patients (sample n = 69;
p=0.0453; R2=0.076); SOSMR: soluble Oncostatin M receptor; CDAI: Clinical Disease
Activity Index.

4. Discussion

Leukemia Inhibitory Factor (LIF), OSM, Cardiotrophin-1 (CT-1) belongs to IL6
family sharing a subunit common receptor gp130, or gp130 cytokines (Aasland et al.,
2002; Ma et al., 2019). Several studies have been developed in order to investigate
the alterations of IL-6 family member cytokines in RA (Boyapati et al., 2020;
Elshabrawy et al., 2018; Li et al., 2019; Nishimoto et al., 2008; Strand et al., 2020). Su
et al., (2015) demonstrated a pro-inflammatory activity of OSM in RA (Su et al., 2015).
Furthermore, studies have shown that OSM plays a role in attenuating inflammation in
animal models of RA (Stawski and Trojanowska, 2019; Wahl and Wallace, 2001).

The present manuscript evaluated the serum levels of OSM, sOSMR, sgp130
and sLIFR in RA patients. To our knowledge, this is the first report that discloses the
expression of SOSMR and sLIFR in the serum of RA patients. In our study population,
we did not detect serum OSM levels by ELISA. However, studies have demonstrated
the presence of OSM (2.36 to 901.82 pg/ml) in synovial fluid of RA patients (Hui et al.,
1997). Lin et al. (2014) also observed the presence of high levels of the cytokine in the
synovial fluid of patients. Therefore, the detection limit of the kit used in our study may
be below the concentration of cytokines in serum (Lin et al., 2014).

Our findings revealed lower sSOSMR levels in patients with RA when compared
to the healthy control group. Thus, one might suggest that the inflammatory cascade
might have induced OSM and therefore, the enhanced expression of OSM diminished
the expression of the soluble form sOSMR. A positive correlation was shown between
serum sOSMR levels and the presence of edema, PhGA, and HAQ (data not shown),

suggesting increasing disease severity by serum sOSMR levels. The presence of
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edema and PhGA were used to calculate the CDAI (Gavrila et al., 2016). These
findings may suggest a possible role of the receptor in the RA-induced inflammation.

The sgp130 inhibits the IL-6 trans-signaling pathway, which suppresses joint
destruction in experimental arthritis (Richards et al., 2006). According to Diveu et al.
(2006), sOSMR requires the presence of sgpl130 to induce its neutralizing action
(Diveu et al., 2006). Here, we found high levels of sgp130 in patients compared to HC
and observed a weak positive correlation between the serum levels of sgp130 and
ESR in patients with RA. Oelzner et al. (2012) also disclosed enhanced expression of
sgpl30 and significant correlations with osteoprotegerin and glucocorticoids
prescription (Oelzner et al., 2012). The presence of both sOSMR and sgp130 in the
serum of RA patients in our study might block cytokine signaling. To date, we are
unaware of any study that reported an association between sOSMR, sgp130 and the
parameters studied here.

In summary, the results obtained in our study point to SOSMR and sgp130 as
possible biomarkers in RA. Additionally, these soluble receptors are mainly correlated
with disease severity and inflammation, respectively. Our study has some limitations
including the number of research participants, yet these initial data already reveal
promising results. More studies are needed in order to further investigate the role of

these soluble receptors in the development of the disease.
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ANEXOS

ANEXO A - FICHA CLINICA DE ATENDIMENTO DO AMBULATORIO DE
REUMATOLOGIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DE PERNAMBUCO

FICHA CLINICA ARTRITE REUMATOIDE

ID: _______ RegHC: Data de coleta: / /
NOME: '

Telefone: (_ )

Idade:____ anos Data de nascimento: / /

Tempo de doenga (anos): Sexo: (1) masculino (2) feminino

Etnia: (1) parda (2) negra (3) branca  (4) amarela  (5) indigena
Comorbidades: (1)DM (2) HAS (3) Obesidade (3) Dislipidemia (4) Osteoporose
Tabagismo: (1) Sim (2) Ndo (3) Ex-tabagista Carga tabagica:

MEDICAMENTOS EM USO ATUAL OU ANTERIOR (Marcar com X na dltima coluna da direita

aqueles utilizados no dia da coleta)

DROGA DOSE

1. Prednisona (1) Sim (2) Nao

2. Metotrexato (1) Sim (2) Nao

3.88Z (1) Sim (2) Ndo

4. HCQ (1) Sim (2) Nao

4. Leflunomida (1) Sim (2) Nao

5. Anti-TNF (1) Sim (2) Nao

6. Abatacepte (1) Sim (2) Nao

7. Tocilizumabe (1) Sim (2) Néo

8. Rituximabe (1) Sim (2) Nao

9. Tofacitinibe (1) Sim (2) Nao

10. Outros
N° artic dolorosas = N° artic edemaciadas =
VSH = Fator Reumatoide (1) Positivo (2) Negativo Titulo:
EVAp = EVAm=
DAS28= CDAl = HAQ =

RX Erosdosim( )ndo( ) Data:




ANEXO B - FICHA DE AVALIACAO DE HAQ

Ambulatério
__Artrite Reumatoide

Hospital das Clinicas
UFPE

HEALTH ASSESSMENT QUESTIONNARIE (HAQ) - CALCULAR NA INCLUSAG OU A ('ADA 6
MESES OU SE PACIENTE PIORA OU TROCA DE TRATAMENTO

1¥ Vestir-se, inclusive amarrar o5 corddes dos sapatos e abotoar as roupas

2¢ Lavar sua cabega e seus cabelos

3. Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira de encosto reto € sem bragos

4. Deitar-se e levantar-se da cama

5\ Cortar pedacos de carne

6. Levar & boca um copd ou xicara cheio de café, leite ou dgua

71 Abiir um saco (caixa) de leite comum °

8. Caminhar em lugares planos

7. OUOIr J UCKTHUS

'1041.avar € secar seu corpo apds o banho :

11 Tomar banho de chuveiro

112 Sentar-se & levantar-se de um vaso sanitério

13. Levantar os bragos e pegar um objeto de aproximadamente 2,5 quilos que csta
_posicionado pouco acima da cabega

14. Curvar-se para pegar roupas ne chio

'15; Segurar-s¢ em pé no'dnibus on metrd

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

|17. AbYir e fechar tomeiras [

18. Fazer compras nas redondezas onde mora

19. Entrar e sair de um dnibus

20. Realizar tarefas tais como usar vassoura para varrer e ou rodo para a 4gua

ESCORE TOTAL = SOMATORIO DO MAIOR NUMERO DE CADA GRUPO DIVIDIDO POR 8

0=Sem dificuldade; 1=Pouca dificuldade; 2=Muita dificuldade: 3=Incapaz

CONDUTA

ke & A
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ANEXO C - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UFPE - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PERNAMBUCO - « s !Wmi
CAMPUS RECIFE - asil
UFPE/RECIFE

Conieé de ducn
SMDEs0ISH

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliag8o da Oncostatina M e seus receptores como possiveis biomarcadores para a
artrite reumatoide

Pesquisador: Louise Femandes Caetano

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 35411220.6.0000.5208

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DD PARECER

Mamero do Parecer: 4.253.614

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um prejeto de pesquisa com a finalidade de elaberagdo de dissertagdo a ser apresentada ao
Programa de Pos-graduagéio em Inovagio Terapéutica, da Mestranda LOUISE FERNANDES CAETANO,
orientada pela Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta e

co-Orientada pelo Prof. Dr. Eraldo Fonseca dos Santos Jinior.
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