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RESUMO

FREITAS, Ana Beatriz Santos Bacchiega de. Avaliacdo das adipocitocinas pré e pés
tratamento com tocilizumabe em pacientes com artrite reumatoide. 2015. 90 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas). — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015

A doenca aterosclerética € a principal causa de morte nos pacientes com
artrite reumatoide (AR). A interpretacédo do lipidograma nos pacientes com AR deve
ser cautelosa e ndo pode ser o Unico parametro para a avaliacdo do risco
cardiovascular (CV) visto que pode estar falsamente normal, em virtude do chamado
paradoxo lipidico. As adipocinas foram apontadas como possiveis biomarcadores de
desfecho CV na populacao geral, mas ainda nao existem estudos nos pacientes com
AR. Tocilizumabe (TCZ) € um medicamento usado no tratamento da AR e que piora
o perfil lipidico, um achado ainda de significado progndéstico incerto. Os objetivos
principais deste estudo foram avaliar a variacdo das adipocinas (leptina,
adiponectina e resistina) no soro dos pacientes com AR no inicio e na 162 semana
de terapia com TCZ. Também correlacionar marcadores inflamatorios (PCR),
atividade da AR (DAS28 PCR) e avaliacdo da funcao endotelial. Trata-se de um
estudo de coorte observacional, prospectivo, avaliando pacientes maiores de 18
anos, de ambos os géneros, com AR com indicacdo de TCZ ou medicamentos
modificadores do curso da doenca (MMCD), metotrexato (MTX) ou leflunomida
(LEF). Os critérios de exclusdao foram: sindrome coronariana aguda nos ultimos 3
meses e hipertensédo arterial descontrolada (PAS >160 mmHg ou PAD 2110mmHg).
A avaliacdo da funcao endotelial foi realizada pela medida da dilatacdo mediada por
fluxo (FMD). Foram selecionados 42 pacientes com atividade de doenca moderada
ou grave para participarem do estudo. No grupo TCZ foram incluidos 18 pacientes (1
perda — 5,8%) e no grupo MMCD foram incluidos 24 pacientes (10 perdas —
41,66%), 06 iniciaram metotrexato (42,85%%) e 08 leflunomida (63,15%). Os niveis
de leptina permaneceram estaveis em ambos 0s grupos durante o periodo do
estudo. A adiponectinemia variou de 15,58 (IQR 12,22) para 20,60 (IQR 26,09), com
p 0,06 no grupo tratado com TCZ. Embora os niveis de resistina ndo tenham variado
com significAncia estatistica, encontramos no grupo TCZ correlacbes lineares
monotdnicas significativas entre a resistina e FMD — Spearman rho -0,50 (p 0,04),
resistina e DAS28 PCR — Spearman rho 0,49 (p 0,048), além da resistina e PCR —
Spearman rho 0,53 (p 0,03). Em concluséo, na 162 semana de uso do TCZ houve
aumento da adiponectina. Foram evidenciadas as correlacdes entre resistinemia e
FMD, DAS28 PCR e PCR. Contudo, ainda sado necessarios estudos para esclarecer
se a resistina é apenas um marcador inflamatoério ou se participa ativamente no dano
vascular.

Palavras chave: Artrite reumatoide. Tocilizumabe. Adipocinas. Funcao endotelial.



ABSTRACT

FREITAS, Ana Beatriz Santos Bacchiega de. Assessment of adipokines before and
after treatment with tocilizumab in patients with rheumatoid arthritis. 2015. 90f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas). Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Atherosclerotic disease is the leading cause of death in patients with
rheumatoid arthritis (RA). The interpretation of the lipid profile in RA patients should
be done in a cautious manner and should not be the only parameter for
cardiovascular (CV) risk assessment as it can be falsely normal due to the so-called
lipid paradox. The adipokines have been identified as potential biomarkers for CV
outcome in the general population, but there is no study in RA population.
Tocilizumab (TCZ) is a drug used in the treatment of RA with the potential of
worsening the patient’s lipid profile, a finding with uncertain prognostic significance.
The main objective of this study was to evaluate the behavior of serum adipokines
(leptin, adiponectin and resistin) of RA patients at baseline and at 16 weeks of
starting TCZ or conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARD) treatment, methotrexate (MTX) or leflunomide (LEF). The secondary
objectives were to correlate the serum adipokines levels” with the serum levels of C-
reactive protein (CRP) and with the disease activity score 28 joints (DAS28-CRP)
and to evaluate the endothelial function, measured by flow-mediated dilatation
(FMD). This is an observational, prospective cohort study, assessing RA patients
over 18 years-old, of both genders, whom were initiating treatment either with TCZ or
DMARD. The exclusion criteria were acute coronary syndrome in the last three
months, uncontrolled arterial hypertension (SBP> 160 mmHg or DBP =110mmHg)
and contraindication to the referred medications. The assessment of endothelial
function was conducted by measuring flow-mediated dilatation (FMD). Forty two RA
patients with moderate or severe disease activity participated in the study. In TCZ
group, 18 patients were included with 1 loss (5.8%). In the DMARD group, 24
patients were included with 10 losses (41.66%). Six patients started on methotrexate
(42.85 %%) and eight on leflunomide (63,15%). Leptin serum levels remained stable
in both groups during the study period. The adiponectinemia ranged from 15.58 (IQR
12,22) to 20.60 (IQR 26,09), with p 0.06 in the TCZ group. Although resistin levels
have not varied with statistical significance, there were significant monotonic linear
correlation between resistin and FMD - Spearman rho -0.50 (p 0.04), resistin and
DAS28 CRP - Spearman rho 0.49 (p 0.048), as well as resistin and CRP - Spearman
rho 0.53 (p 0.03), in the TCZ group. In conclusion, in the 16th week of TCZ therapy
there was an increase in adiponectin. There were also correlations between
resistinemia and FMD, DAS28 CRP or CRP. However, further studies are needed to
clarify whether resistin is only an inflammatory marker or actively participates in
vascular damage.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Tocilizumab. Adipokines. Endothelial function.
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INTRODUCAO

A doenca aterosclerdtica € a principal causa de morte nos pacientes com
artrite reumatoide (AR) e, portanto, € necessario que o0s profissionais que
acompanham tais pacientes estejam atentos para o risco cardiovascular (CV)
nessa populacdo. (1) Tal risco é dobrado quando comparado a individuos da
mesma idade e fatores de risco para aterosclerose (2, 3), mesmo anos antes do
inicio clinico da artrite. (4)

A AR é uma doenca inflamatéria crénica que acomete 0,5% a 1% da
populacao brasileira. (5) E a justificativa para tal associacdo é que a aterosclerose
também ¢é mediada por inflamacdo (6), compartiihando mecanismos
fisiopatologicos com a AR, através da atuacao de citocinas como o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 6 (IL-6), da proteina C reativa (PCR) e do
fibrinogénio. (7)

A progressao da aterosclerose é controlada por fatores inflamatorios e anti-
inflamatdrios. O “status” metabdlico do paciente influencia de diversas formas essa
progressdo, pois a deposicdo de lipideos nas artérias deflagra a resposta
inflamatéria e o recrutamento imunocelular. O WAT (do inglés WHITE ADIPOSE
TISSUE) foi descrito como um 6rgdo multifuncional que participa dos processos
fisiologicos e patoldégicos no organismo, e ndo apenas com a funcdo de
armazenamento dos lipidios. Portanto, a producdo pelo WAT das chamadas
adipocitocinas (adipocinas) que incluem citocinas inflamatérias, particularmente
TNFa e IL-6, demonstra a sua participacdo na interface entre a inflamacéao e a
aterosclerose. (8)

Apesar do predominio dos adip6citos, o WAT é composto por outros tipos
celulares incluindo os macrofagos. Individuos obesos apresentam macréfagos
tanto em maior nimero quando comparados a individuos longilineos, mas também
mais ativados sob a forma de células gigantes e secretando citocinas. (9, 10)

As adipocinas sado hormonios produzidos pelos adipdcitos e algumas
parecem desempenhar papel na fisiopatologia das doencas reumatoldgicas e na
doenca CV. Dentre elas, ressaltamos a leptina, a adiponectina e a resistina. (11,
12)
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Embora os pacientes com AR apresentem risco CV aumentado, o perfil
lipidico dessa populagdo pode estar falsamente normal em virtude do chamado
paradoxo lipidico. (13) Durante a inflamacao, a sintese hepatica das proteinas de
fase aguda sobrepuja a producdo hepatica das lipoproteinas, reduzindo os niveis
séricos do colesterol. Dessa forma, a interpretacdo do lipidograma nos pacientes
com AR deve ser cautelosa e ndo pode ser o Unico parametro para avaliar o risco
CV. Medicamentos usados para tratar a AR que séo efetivos em tratar a
inflamacéao, parecem piorar o lipidograma, pois deslocam a sintese hepatica para
lipoproteinas. (14) Assim sendo, faz-se necesséario o reconhecimento de possiveis
novos biomarcadores para risco CV nos pacientes com AR.

As adipocinas foram apontadas como possiveis indicadores mensuraveis do
risco CV na populacéo geral. Embora metandlises recentes ndo tenham observado
associacao entre adiponectina/leptina e eventos CV, tais resultados podem ter sido
influenciados pelo pequeno numero de pacientes, diferengas clinicas e
antropométricas, sexo, taxa de filtragdo glomerular, comorbidades, diferentes
técnicas de mensuracdo. Além disso, ndo existem estudos avaliando desfecho na
populacdo com AR. Existe especial interesse em reconhecer o comportamento das
adipocinas nas doencas inflamatorias, principalmente porque a AR pode modificar
a sua producdao e os efeitos CV. (15)

A correlacdo entre algumas adipocinas e atividade de doenca foi
previamente descrita nos pacientes com AR, especialmente durante a terapia anti-
TNFa. Contudo, a avaliacdo da variacdo das adipocinas durante a terapia com
antagonista da 1lI-6 € ainda desconhecida. O tocilizumabe €& um anticorpo
monoclonal humanizado que bloqueia tanto o receptor para Il-6 soltuvel quanto o
ligado a membrana, liberado para tratar a AR moderada ou grave. Ele piora o perfil

lipidico, um achado ainda de significado prognéstico incerto. (16-18)
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Adipocinas

1.1.1 Leptina

Descrita em 1994, a leptina € uma proteina de 16 kDa codificada pelo gene
ob. Pertence a superfamilia da citocina de classe |, composta por quatro alfa
hélices. Sua principal fonte sdo os adipécitos e seus niveis séricos correlacionam-
se com a massa corporal de tecido adiposo branco (WAT), mas sua sintese
também é regulada por mediadores inflamatoérios. (19-21)

A principal funcdo da leptina € controlar o apetite ao atuar sobre nucleos
hipotalamicos especificos. (22) Provoca o aumento do gasto metabdlico basal
através da ativacdo da via anorexigena da pro-opiomelanocortina e inibicao da via
orexigena do neuropeptideo Y no hipotalamo. (23) Assim, a hiperleptinemia é um
marcador de adiposidade, mas também esta relacionada a respostas inflamatorias
e ao estado subinflamatério crénico observado na obesidade. A leptina tanto
aumenta a producao das citocinas inflamatorias como a IL-6 e o TNFa, como tem a
sua producdo estimulada por essas citocinas. (24) Ndo apenas os adipdcitos, mas
também os cardiomiocitos e as células musculares lisas da parede vascular
produzem leptina. (25, 26)

A atividade bioldgica da leptina € mediada por receptores especificos (OBR)
gue estéo localizados em varios tecidos. (27) O receptor da leptina € membro da
familia dos receptores das citocinas de classe | que incluiu o receptor de
transducdo de sinal da IL6. (28) O splicing alternativo do gene do receptor da
leptina produziu, pelo menos, seis receptores (29) designados de Ob-Ra, Ob-Rb,
Ob-Rc, Ob-Rd (camundongos), Ob-Re, Ob-Rf (ratos). Em humanos, apenas a
expressdo do RNAmM dos genes dos receptores Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc foram
descritos. A isoforma do receptor Ob-Re ndo apresenta o dominio transmembrana
e citoplasmatico. (30) O efeito anorexigeno da leptina ocorre mediante a sua

ligacdo com o receptor Ob-Rb no hipotalamo (31), confirmado por estudos com
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camundongos (19) e em humanos. (32, 33) Assim como outros membros da familia
da IL-6, foi demonstrado que a leptina também ativa a via de sinalizagdo classica
JAK2/STAT3, desencadeando a cascata inflamatoria. (28, 34)

A leptina também induz a expressdo do SOCS-3 (supressor-of-cytokine
signaling). (35) Além disso, a ativacdo dos receptores da leptina funciona como
gatilho para PI3K (phatidylinositol 3-kinase) e MAPK (mitogen-activated protein
kinase). (36, 37) Trata-se de um horménio com ac¢des pleiotropicas que age sobre
0S seus receptores expressos por diferentes tipos celulares (linfécitos T,
monacitos/macrofagos e células endoteliais). O seu efeito sobre os linfécitos T é
prevenir a apoptose e modular a proliferacéo das células T, estimulando a resposta
Th-1. (38) Criancas com deficiéncia da leptina apresentam um prejuizo da resposta
imune celular, maior taxa de infeccdo e maior mortalidade. (39) Sobre os
mondcitos, a leptina aumenta a expressdo de varios marcadores de ativacao
celular, estimula fagocitose e a producao das citocinas. O efeito da leptina sobre as
células endoteliais € estimular a producdo das moléculas de adeséo e induzir o
estresse oxidativo. (40-42) A leptina induz a captacdo de colesterol pelos
macréfagos, angiogénese, agregacao plaquetaria, estimula o estresse oxidativo
nas células endoteliais e inibe o relaxamento vascular, parecendo aumentar o risco

de aterosclerose. (43)

1.1.2 Adiponectina

A adiponectina é uma proteina produzida principalmente pelo WAT. Também
conhecida como GBP28, apM1, Acrp30 ou AdipoQ. Apresenta homologia estrutural
com o colageno VIII, colageno X e fator Clg da cascata do complemento. E
também produzida por fibroblastos sinoviais, células endoteliais, osteoblastos e
cardiomidcitos. (44-46)

A molécula da adiponectina € composta por um dominio globular e um
dominio colagenoso. O dominio globular da adiponectina apresenta semelhanca
estrutural intima com o TNFa. (47) Apdés a sua sintese, a adiponectina forma

trimeros e, posteriormente, polimeros compostos por 4-6 trimeros. (10)
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A adiponectina trimérica também chamada de LMW (low molecular weight
adiponectin) é composta por 3 mondémeros de “full-length” adiponectina, formando
tripla hélice de colageno associado a um dominio C-terminal globular gC1q.(48) O
hexadmero de adiponectina (combinacdo de dois trimeros) € chamado MMW
(middle molecular weight adiponectin) e a combinacdo de 12-18 mondmeros é
chamada HMW (high molecular weight adiponectin). A adiponectina globular é
resultado da clivagem proteolitica separando-a da adiponectina trimérica. (49, 50)

Embora diferentes isoformas da adiponectina tenham sido descritas, a
adiponectina globular e a “full-length” adiponectina sdo as configuracdes de maior
interesse. Existe interesse na avaliacdo da atividade biolégica das diferentes
isoformas da adiponectina, especialmente, conhecer o comportamento de cada
uma delas no que tange risco CV e atividade inflamatéria. (51)

A adiponectina atua sobre os receptores AdipoR1, predominantemente na
musculatura esquelética, e o AdipoR2, no figado. Essa adipocitocina € melhor
conhecida pelo seu papel na regulacdo da sensibilidade a insulina. Ela diminui a
resisténcia insulinica na musculatura. Aumenta a oxidacdo dos acidos graxos e
reduz a gluconeogénese hepatica. (52)

Ao contrario da maioria das outras adipocinas, os niveis plasméaticos da
adiponectina estédo reduzidos no diabetes mellitus e na doenca CV. (53, 54) Os
niveis séricos da adiponectina encontram-se diminuidos nos pacientes obesos
morbidos e aumentam com a perda de peso. (47) O mecanismo exato ainda esta
incerto, contudo, o WAT dos pacientes obesos sintetiza TNFa que parece diminuir
a producdo da adiponectina. Por outro lado, a adiponectina reduz a sintese de
TNFa. Dentre seus efeitos anti-inflamatérios também se destacam a reducdo da
sintese da IL-6 e 0 aumento da sintese da IL-10.

Sobre o endotélio, a adiponectina apresenta um papel protetor através da
reducdo da sintese de moléculas de adesédo. Foi demonstrada a reducdo da
sintese de ICAM-1, VCAM-1, E-selectina nas células endoteliais da aorta
diminuindo, dessa forma, a adesdo endotelial dos mondécitos (10, 11, 55) Nas
células endoteliais, a adiponectina previne a disfuncdo endotelial através da
regulacdo do Oxido nitrico e regulacdo da producdo das espécies reativas de
oxigénio. (56-58) Vale ressaltar que o efeito cardioprotetor decorre da atividade da
adiponectina de alto peso molecular (HMW) e essa diferenciagcdo entre as

isoformas faz-se necessaria, considerando a possibilidade do bloqueio das
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adipocinas como alvo terapéutico na AR, conforme sera abordado adiante. Existe
especial interesse em bloguear o seu papel sobre a atividade inflamatéria sem que

haja comprometimento do seu papel benéfico para o endotélio. (59, 60)

1.1.3 Resistina

A resistina foi descrita em 2001, como uma proteina de 12.5 KDa, também
conhecida como ASF (do inglés, adipocyte-secreted fator) ou FIZZ3 (do inglés,
found in inflammatory zone 3). Foi proposto que seria um horménio com o potencial
de interligar a obesidade com o diabetes. (61) E secretada pelo tecido adiposo,
mas também pelos macrofagos e monacitos. (62)

Tarkowski et al demonstraram que a resistina compete com o
lipopolissacarideo para se ligar ao TLR4 e pode agir como uma citocina
inflamato6ria em mondcitos de humanos. (63) Pode aumentar a expansao de células
Treg através de seu efeito sobre células dendriticas. (64) Os mediadores
inflamatérios aumentam a expressao da resistina e a mesma induz a producéo do
TNFa, II-12, 1I-6 e ll-1beta. (65, 66)

1.2Adipocinas e artrite reumatoide

1.2.1 Leptina e artrite reumatoide

Bokarewa et al descreveu niveis séricos de leptina aumentados nos
pacientes com AR quando comparados a um grupo controle. Os niveis da leptina
encontravam-se reduzidos no liquido sinovial desses pacientes, quando
comparados aos niveis plasmaticos, sugerindo um consumo intraarticular da
leptina. Tais autores concluiram que a leptina intraarticular seria protetora para
doenca erosiva. Entretanto, trata-se de um estudo transversal que ndo descreve

sobre a atividade de doenca e, principalmente, ndo fornece os dados sobre o indice
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de massa corporal (IMC) dos pacientes. (67) Kontnye et al descreveram que a
leptina estimula um ciclo vicioso de inflamacao por efeito paracrino na cavidade
articular. (68)

A leptina tem sido associada com doencgas autoimunes, especialmente a AR.
Conforme previamente descrito, 0 WAT sintetiza adipocinas, além do TNFa e da IL-
6. O préprio estado inflamatorio crénico estimula a sintese das adipocinas. Simons
et al demonstraram que o TNFa e a IL beta estimulam a producdo da leptina por
pré-adipocitos humanos, por exemplo. (69)

Em um modelo experimental de artrite induzida por antigeno, a leptina
contribuiu na inducdo do processo inflamatério através da regulacdo tanto da
resposta humoral por efeito direto sobre a funcao das células B, quanto da resposta
celular. (70) Foi possivel avaliar a resposta imune inata através do modelo
experimental de inducdo da artrite através da injecdo intraarticular de zimosan (71)
e atraves de um estudo que tratou com leptina a artrite séptica experimental
induzida por S.aureus. (72) Os dados oriundos dos modelos experimentais de
artrite sugerem que a deficiéncia cronica de leptina influencia diferentemente a
imunidade adaptativa da imunidade inata. A primeira resposta é influenciada com
atenuacdo da inflamagcdo e a segunda por dificuldade do controle do processo
inflamatério.

Mais recentemente, foi demonstrado que a leptina induz a expressdo do
RNAm da IL-6 nos fibroblastos da sindvia reumatoide via JAK2/STAT3, sugerindo a

participacao da leptina na patogénese da AR. (73)

1.2.2 Adiponectina e artrite reumatoide

Embora o papel da adiponectina sobre o endotélio seja anti-inflamatério,
existem evidéncias sobre o seu papel pro-inflamatério promovendo degradagéo da
matriz extracelular e destruigdo articular. Foram evidenciados niveis elevados da
adiponectina na sinovia inflamada (74) e no liquido sinovial dos pacientes com AR,
sugerindo um papel pré-inflamatério na artrite. (75, 76) Schaffler et al
documentaram niveis aumentados da adiponectina no liquido sinovial dos

pacientes com AR quando comparados com pacientes com osteoartrite (OA), mas
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ndo houve significancia estatistica nas correlagdes entre niveis de adiponectina e
VHS ou PCR nos pacientes com AR. (76)

Os condrocitos sé@o as células presentes na cartilagem e podem participar
ativamente da destruicdo da matriz cartilaginosa na AR, respondendo a citocinas
pro-inflamatorias liberadas pela sindvia. (77) Culturas de condrécitos tratadas com
adiponectina aumentam a expressdo do RNA-m e a secre¢cao das
metaloproteinases 1, 3, 13. (78-81) Além disso, a adiponectina também é capaz de
aumentar a expressao, a secrecdo e/ou a atividade da oxido nitrico sintase tipo II,
IL-6, metaloproteinase-9 e MCP-1 (monocyte  chemotactic protein) nos
condrocitos. (78) Nos condrdcitos humanos, a adiponectina e a leptina induzem a
secrecao da Il-8, outra citocina importante na patogénese da AR. (82) Todos esses
resultados sugerem que a adiponectina desempenha um papel negativo na
manutencao da homeostase da cartilagem e pode contribuir para sua destruicdo na
AR.

O papel da adiponectina sobre os fibroblastos da AR foi descrito por Ehling
et al que documentaram o aumento da secrecdo da IL-6 e MMP-1 nos fibroblastos
sinoviais dos pacientes com AR e OA. O contrario também foi demonstrado. A
sintese da adiponectina pelos fibroblastos da AR estimulada pelo TNFa e 1I-6. (45)
Foi descrito por outros autores a producéo da prostraglandina E2 pelos fibroblastos
sinoviais dos pacientes com AR e OA induzida pela adiponectina, (83) e a sintese
da IL-8. Tais achados sugerem que a adiponectina pode contribuir de fato para a
inflamac&o sinovial na AR. (84)

Considerando o efeito pro-inflamatdrio da adiponectina previamente descrito,
Frommer et al estudaram o seu efeito sobre os fibroblastos da sindvia reumatoide,
células determinantes no processo da destruicdo articular. Todas as isoformas da
adiponectina estudadas interferem de diferentes maneiras no processo
inflamatorio. No entanto, percebe-se maior influéncia das isoformas HMW e MMW,
assim como da adiponectina globulina, quando comparamos com a participagéo do

trimero da adiponectina. (85)
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1.2.3 Resistina e artrite reumatoide

O fato da resistina ser sintetizada por macrofagos, ter sua sintese
estimulada por mediadores inflamatorios e, ao mesmo tempo, estimular a sintese
deles, associado a observagdo que a injecao intra articular da resistina nos joelhos
em modelo experimental induz artrite, reforcam o possivel envolvimento da
resistina na patogénese da AR. (86) Alguns autores demonstraram niveis séricos
elevados de resistina nos pacientes com AR, quando comparados com pacientes
com OA ou individuos saudaveis. (87-89)

Foram descritas correlacdes entre niveis séricos de resistina e marcadores
inflamatorios (90-93), atividade de doenca e destruicdo articular. (88) Também
foram demonstrados niveis elevados da resistina no liquido sinovial e na “sublining
layer” nos pacientes com AR quando comparados com pacientes com OA. (76, 86,
88) Tais achados sugerem que a producdo da resistina esta aumentada e que
ocorra acumulo da resistina no liquido sinovial desses pacientes.

Um estudo que correlacionou as trés adipocinas e marcadores inflamatorios
de atividade de doenca demonstrou que os niveis séricos da leptina e adiponectina
estavam aumentados nos pacientes com AR e correlacionavam-se com 0s niveis
da PCR. Vale ressaltar que nesse estudo, o nivel da PCR associou-se
negativamente com os niveis da adiponectina. Embora ndo tenha sido encontrada
significancia estatistica na comparacdo entre os niveis séricos da resistina nos
pacientes com AR e no grupo controle, a PCR era maior no subgrupo com maior
nivel da resistina sérica. Além disso, o nivel da PCR foi um importante preditor de

nivel sérico da resistina aumentado, de acordo com a analise multivariada. (94)

1.3Adipocinas e risco cardiovascular

1.3.1 Leptina e risco cardiovascular

Em virtude da acdo da leptina na regulacdo da ingestao dos alimentos, na

sua relacdo com o peso do paciente e o seu papel sobre o endotélio, existe uma
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preocupacao quanto a sua influéncia sobre o risco CV, assim como o papel das
outras adipocinas. Foi sugerido o papel da leptina nas doencas vasculares atraves
de modelo animal, (95) assim como nos estudos clinicos que sugeriram a
correlacdo entre os niveis séricos da leptina e os fatores de risco estabelecidos
para doenca vascular (como dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica),
marcadores de fibrindlise, disfuncdo vascular e inflamacdo. O estudo de
Shamsuzzaman et al demonstrou a associacdo independente entre a leptina e a
PCR em individuos saudaveis.(96-103)

Foi demonstrado, em humanos, que o nivel sérico da leptina estava
aumentado apéds infarto do miocardio. (104) Niveis séricos de leptina aumentados
também foram observados em pacientes com insuficiéncia cardiaca, independente
do IMC. (105) Em outro estudo, o aumento da leptina sérica esteve associado ao
prejuizo da fungdo vascular em adolescentes, independente das alteracdes
metabdlicas e inflamatérias associadas a obesidade. (100)

Por outro lado, os dados que correlacionam a leptinemia com desfecho CV
sdo controversos. O estudo caso-controle prospectivo que avaliou pacientes do
sexo masculino com hipercolesterolemia moderada (LDL 4,5 a 6,0 mmol/L)
demonstrou uma correlacao entre o0 aumento nos niveis de leptina com os da PCR,
triglicerideos e glicemia de jejum mesmo apdés o ajuste para o IMC. A leptina foi um
preditor de evento coronariano independente e, em uma analise multivariada, essa
associacdo manteve-se quase que inalterada mesmo ap0s o ajuste para o IMC e
pouco alterada ap6s 0 ajuste para os outros fatores de risco (idade, lipideos e
presséao sistélica). No entanto, o peso da leptina como fator de risco para evento
coronariano esta atrelado a participacdo da PCR, um marcador da inflamacao
cronica visto que apos o ajuste para essa variavel, o papel da leptina quase perde
significancia estatistica. (106)

A metanalise que avaliou a relacéo entre leptinemia e desfecho CV incluiu o
estudo supracitado e ndo evidenciou poder estatistico para tal associacdo. Oito
estudos foram incluidos. Vale ressaltar a heterogeneidade da populacéo estudada
e 0 numero limitado de individuos. Apesar da falta de evidéncia, sugere que se dé
atencao aos pacientes do sexo masculino que apresentem niveis séricos elevados
de leptina, assim como salienta a necessidade de novos estudos com estratificagao

para género e maior nimero de pacientes. (107)
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1.3.2 Adiponectina e risco cardiovascular

A semelhanca da controvérsia que existe quanto a participacao da leptina no
desfecho CV da populagéo geral, existem davidas sobre o papel da adiponectina
nessa condicdo. Conforme apontado anteriormente, foram descritas as
propriedades anti-inflamatorias e aventado o seu papel cardioprotetor. Trés
metanalises independentes foram publicadas e ndo foi encontrada evidéncia real
para sugerir que a hipoadiponectinemia esteja relacionada ao aumento do risco de
doenca coronariana ou AVC. (108-110) Recentemente, um estudo de coorte
prospectivo ndo encontrou associagao entre leptinemia ou adiponectinemia com o
desfecho CV. (111)

1.3.3 Resistina e risco cardiovascular

Existem mais dados na literatura referentes ao papel da leptina e da
adiponectina no risco CV da populacéo geral do que sobre a resistina. No entanto,
mais recentemente foi publicada uma metandlise que sugeriu a associacdo entre
resistinemia e mortalidade CV nos pacientes considerados de alto risco para
doenca coronariana. (112) Apesar dos pacientes com AR ndo terem sido incluidos
nessa metandlise, vale ressaltar que esse grupo de pacientes sdo considerados de

alto risco para aterosclerose. (1)

1.4 Adipocinas, risco cardiovascular e artrite reumatoide

De acordo com as ultimas metandlises, na populacdo geral, ndo existe
associacao entre leptina ou adiponectina e desfecho CV. Segundo Kang et al.,
entretanto, a relacéo leptina/adiponectina poderia ser um preditor de aterosclerose
nos pacientes com AR. (113) Nesse estudo, foi demonstrada uma associagao entre

a relacao leptina/adiponectina e o indice de resisténcia na ultrassonografia com
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doppler das caroétidas, independente dos fatores de risco classicos para doenca
arterial coronariana (DAC). (114)

Em virtude da associacao entre inflamacéo e aterosclerose nos pacientes
com AR, alguns medicamentos foram avaliados quanto ao controle da doenca
reumatolégica e a influéncia sobre o desfecho CV. (115, 116) Portanto, existe
interesse especial na avaliagdo das adipocinas como preditores do acometimento
cardiovascular na AR, assim como a variagcdo nos seus niveis séricos ap0s o
tratamento com drogas modificadoras da doenca reumatica. (15)

Os resultados discordantes entre os estudos anteriores decorrem de
inUmeros fatores. O pequeno numero de pacientes estudados, a heterogeneidade
de suas caracteristicas (tempo de doenca, idade, raca, IMC), as comorbidades
presentes (incluindo a superposicdo com outras doencas autoimunes que podem
influenciar a secrecdo das adipocinas), e a utilizacdo de diferentes métodos
analiticos para a mensuracgdo das adipocinas.

Assim, um interesse especial recai sobre o tocilizumabe (TCZ), o primeiro
anticorpo monoclonal humanizado blogqueador do receptor da IL-6, liberado para o
tratamento de pacientes com AR moderada ou grave (117). O efeito deste
medicamento sobre os fatores de risco de doenca CV ainda ndo estad bem

estabelecido.

1.5 Interleucina 6 e tocilizumabe

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica mas com importante papel na inflamacao.
(118, 119) Sua principal funcdo € mediar a resposta de fase aguda, estimulando a
producédo hepatica da PCR. (120, 121)

A aterogénese ndo sofre a participagdo apenas das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e do TNFa, mas também da IL-6. (122) Um estudo de caso-
controle demonstrou que o nivel de IL-6 € preditor de risco para o infarto agudo do
miocardio (IAM), independente da PCR, ja ajustado para idade e tabagismo. Vale
ressaltar que este achado também foi maior na populacdo de baixo risco: sem
HAS, diabetes mellitus, dislipidemia, obesidade (123). A IL-6 também esteve

aumentada em sindromes coronarianas agudas. (124)
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Nos ensaios clinicos com o uso do TCZ, foi observada a melhora da
atividade da artrite, porém com aumento dos niveis do colesterol total,
triglicerideos, LDL e HDL, achado este ainda de significado progndstico incerto.
(16, 125)

A inflamagédo participa de todas as etapas da aterosclerose, desde a
disfuncao endotelial (marcador subclinico)(115) até a instabilidade da placa (evento
agudo). (123) A PCR, a IL-6 e o TNFa sdo trés marcadores da inflamacao
sistémica que participam da aterogénese. A PCR elevada nos pacientes portadores
da doenca coronariana é fator de risco para a ocorréncia de evento CV. (126)

A IL-6 € uma citocina inflamatéria sintetizada principalmente por linfocitos T,
macrofagos e adipdcitos. (127) Entendendo a PCR como proteina de fase aguda
sintetizada pelo hepatocito sob o estimulo da IL-6, especula-se que o bloqueio da
via de sinalizagédo desta interleucina reduza a inflamacao sistémica minimizando o

risco CV, bem como reduza os niveis séricos da prépria PCR. (128)

1.6 Lipidograma e Inflamacgéao

1.6.1 Efeitos da inflamacao sobre colesterol total e HDL

Nas situacBes de resposta inflamatéria aguda como sepse ou inflamacéo
crénica como AR, ocorre reducdo do colesterol total e da HDL numa proporcao
inversa aos niveis séricos da IL-6. (129) Embora o mecanismo responsavel pela
gueda do HDL ainda ndo tenha sido elucidado, especula-se que exista uma
reducdo do transporte reverso do colesterol, diminuindo o efluxo do colesterol dos
tecidos através da HDL. Outro mecanismo proposto seria um desarranjo estrutural
na lipoproteina, deslocando a Apo A-1 da superficie, 0 que caracterizaria um novo
perfil desta molécula, mais aterogénico e menos antioxidante, conhecida como
HDL pré-inflamatoria (piHDL). (130)
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1.6.2 Efeitos sobre a LDL e triglicerideos

E sabido que os niveis séricos da LDL e do triglicerideo estdo reduzidos
durante o aumento da producdo das proteinas de fase aguda. A ativacdo do
sistema reticulo endotelial parece desempenhar papel importante neste contexto, ja
que reduz tanto o clearance do receptor hepético da LDL, quanto a sintese da
lipoproteina. (131) Também desregularia a sintese do triglicerideo por mecanismos
ainda nédo definidos. Esses dados da literatura sdo reforcados pelos estudos que
demonstraram que o controle da inflamacgao nos pacientes com AR gera elevagdes
no colesterol total e suas fracdes. Pacientes tratados com 0 metotrexato
(MTX)(132), medicamentos da classe anti TNFa (133, 134) e anti-IL-6R. (135)

Os dados do registro britdnico sobre o uso dos agentes biologicos
demonstram que, apesar da piora do perfil lipidico visto nos pacientes com AR
tratados com terapia farmacoldgica disponivel sugerir piora do risco CV, ocorreu
uma reducédo do risco de IAM nos pacientes que responderam a terapia com anti-
TNFa. (116) No estudo que avaliou pacientes tratados com medicamento inibidor
da IL-6, foi sugerido que a diminuicdo do risco CV poderia ser pelo aumento da
paroxonase circulante e/ou reducao do amiloide sérico A e D-Dimero. (136) Foram
sugeridos os beneficios vasculares do controle da inflamacéo, dentre eles: reducao
do estresse oxidativo e dos fatores trombéticos, melhora da funcao endotelial e da
resisténcia insulinica. (115)

Vale ressaltar ainda que parte do incremento nos niveis séricos dos lipidios
apo6s o controle da inflamacdo pode apenas refletir um desbloqueio da producéo
enddgena das lipoproteinas, descortinando valores que seriam encontrados nestes
pacientes, caso ndo estivessem sob a influéncia das citocinas inflamatérias. (130)
Os pacientes ndo respondedores ao TCZ nao apresentaram elevacado das

lipoproteinas ou apolipoproteinas. (18)

1.7 Tocilizumabe

O TCZ é um anticorpo monoclonal humanizado bloqueador do receptor da
IL-6, soluvel e ligado a membrana, com peso molecular de 148 KDa, autorizado

para tratamento da AR com atividade moderada a grave. Administracéo
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intravenosa a cada 4 semanas, na dosagem de 4 ou 8 mg/kg peso do paciente.
(16, 17, 135, 137) Desde a publicacdo dos estudos que avaliaram seguranca do
TCZ, (18, 138, 139) tem sido discutido sobre a possibilidade deste medicamento
aumentar aterosclerose visto que ocorre elevacao sérica do colesterol total, HDL,
LDL e triglicerideos naqueles pacientes tratados.

Dessa forma, considerando a piora do lipidograma documentada durante a
terapia com TCZ, associado ao risco CV aumentado na populacdo com AR, faz-se
necessaria a descricdo de biomarcadores que estejam associados a aterosclerose
subclinica. Especialmente, pela preocupacao com o paradoxo lipidico que acontece
nos pacientes com atividade inflamatdria. (13) E sabido que a interpretacdo do

perfil lipidico nos pacientes com AR deve ser cautelosa. (14)
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2 OBJETIVOS

2.1 Principal

Avaliar o comportamento das adipocinas (leptina, adiponectina e resistina)
no soro dos pacientes com AR e avaliar a sua resposta apds 16 semanas de

tratamento com tocilizumabe.

2.2 Secundario

Correlacionar os niveis séricos das adipocinas com marcadores laboratoriais
(VHS e PCR) e clinicos (DAS28 e HAQ) de atividade de doenca da AR, bem como,
com a avaliacdo da funcédo endotelial (FMD) antes e 16 semanas ap0s o inicio da

terapia com um inibidor da IL-6.
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3 METODOS

3.1 Casuistica

3.1.1 Critérios de Inclusao

3.1.1.1 Grupo de estudo

Amostra de conveniéncia de pacientes de ambos os géneros, maiores de 18
anos, portadores de AR seguindo os critérios classificatérios da American College
of Rheumatology (ACR, 1987), (140) com doenca em atividade moderada a grave,
refratarios a pelo menos um medicamento imunobioldgico, atendidos no
ambulatorio de reumatologia da Policlinica Piquet Carneiro (PPC) com indicagéo
pela equipe de reumatologia assistente de inicio do tratamento com TCZ. O uso
concomitante de MTX era autorizado, caso considerado necesséario desde a
inclusdo e desde que a dose permancesse inalterada durante o tratamento. Todos
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. O acompanhamento clinico

dos pacientes incluidos permaneceu na disciplina de reumatologia.

3.1.1.2 Grupo controle

Amostra de conveniéncia de pacientes de ambos os géneros, maiores de 18
anos, portadores de AR seguindo os critérios classificatérios da American College
of Rheumatology (ACR, 1987), (140) com doenca em atividade, no minimo,
moderada, atendidos no ambulatério de reumatologia da PPC com indicagéo pela
equipe de reumatologia assistente de inicio do tratamento com drogas
modificadoras do curso da doenca (MMCD), metotrexato (MTX) ou leflunomida
(LEF). Todos assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. O
acompanhamento clinico dos pacientes incluidos permaneceu na disciplina de

reumatologia da PPC.
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3.1.2 Critérios de exclusao para ambos 0S grupos

Sindrome coronariana aguda nos ultimos trés meses, hipertensédo arterial
descontrolada (PAS 2160 mmHg ou PAD 2110 mmHg), gestacdo, amamentacao,
recusa na realizacdo de qualquer avaliagdo do protocolo de pesquisa, perda de
seguimento nas 16 semanas, mudanca das dosagens dos medicamentos ou novas
intervencdes clinicas e/ou cirdrgicas no intervalo entre as avaliacdes. Contra-
indicacdes ao uso do MTX, LEF ou TCZ.

3.2 Desenho do estudo

3.2.1 Tipo de estudo

Estudo de coorte observacional, paralelo, com avaliador cego e coleta

prospectiva dos dados.

3.2.2 Etapas do estudo

Os pacientes foram submetidos a avaliacéo e preenchimento da ficha clinica
com dados de identificagcdo: nome, registro, telefone e data de nascimento; dados
gerais e antropométricos: género, idade, peso, altura, IMC, circunferéncia
abdominal; informacbes clinicas sobre a AR: tempo de doenga (em meses),
presenca ou ndo de FR IgM, presenca ou nao do anti CCP e doenca erosiva,
DAS28 — disease activity index,(141) HAQ-DI — health assessment questionnaire —
disability index, (142) medicamentos em uso, medicamentos utilizados
previamente; fatores de risco tradicionais para DAC: tabagismo, diabetes mellitus,
uso de estatinas, sindrome coronariana, tabagismo, histéria familiar de DAC.

Foram realizados os seguintes exames laboratoriais: VHS, PCR ultrassensivel,
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colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos. Os pacientes foram submetidos a
avaliacdo ultrassonografica com a pesquisa da disfungcdo endotelial através da
dilatacdo mediada por fluxo da artéria braquial. Todas as etapas ocorreram no dia
do inicio da medicacéo escolhida pela equipe assistente, e foram repetidas na 162

semana apos a inclusdo no estudo.

3.2.2.1 Avaliacéao Clinica

Cada paciente foi submetido a afericdo da atividade de doenca através do
DAS28 e a avaliacdo do dano funcional através do preenchimento do HAQ-DI,
ferramentas estas aplicadas por um mesmo avaliador reumatologista cego em
relagdo aos dados do estudo. O DAS28 é um indice utilizado para classificar o
paciente de acordo com a sua atividade de doenca e resposta ao tratamento. Sao
avaliadas 28 articulagbes (ombros, cotovelos, punhos, metacarpofalangeanas e
interfalangeanas proximais das maos e joelhos, bilateralmente). Avalia-se o nimero
das articulagbes dolorosas sem ponderar a intensidade da dor. Considera-se que
seja dolorosa uma articulacdo que apresente algum grau de desconforto quando
avaliada pelo digito-pressdo de sua interlinha ou por sua mobilizacdo passiva.
Conta-se o numero de articulagbes edemaciadas. Também se utiliza a AGS
(avaliacéo global da saude) que é obtida por uma EVA (escala visual analégica de
0 a 100). Como parametro laboratorial, pode-se utilizar a VHS ou PCR. Para o
célculo do DAS28, emprega-se a seguinte formula: 0,56 x VNAD28 + 0,28 x YNAE
+ 0,70x INPCR + 0,014 x AGS. E considerada remiss&o clinica quando <2.6, baixa
atividade 22.6 a < 3.2, moderada atividade = 3.2 a < 5.1 e alta atividade >5.1.
Utilizou-se o critério EULAR (143) para resposta clinica ao tratamento instituido
cuja avaliacdo é realizada mediante a variagdo do indice de atividade de doenca
(DAS28). E considerada resposta boa, a queda maior que 1,2 ponto do DAS28 e o
paciente atingindo DAS28 com baixa atividade (< 3,2). Resposta moderada é a
gueda igual ou superior a 1,2 ponto ou entre 0,6 e 1,2 ponto no DAS28 com o
paciente atingindo um DAS28 com atividade moderada ou alta de doenca. O HAQ-
DI é um instrumento especifico de dano funcional desenvolvido para avaliar a

capacidade funcional dos pacientes com AR. Nos ensaios clinicos com medicacdes
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antirreumaticas, a variacdo de -0,22 no HAQ-DI é considerada uma diferenca
minimamente significativa. As carateristicas clinicas e antropométricas dos
pacientes foram coletadas neste mesmo momento.

Os pacientes foram considerados com histéria familiar positiva para DAC de
acordo com o consenso brasileiro de doenca coronariana estavel (144), os
pacientes cujos pais ou irmaos tiveram infarto do miocardio < 55 anos e/ou mée ou
irmas < 65 anos. Foram classificados como tabagistas aqueles pacientes que
informaram ter mantido o habito de fumar por, pelo menos, 06 (seis) meses
continuos em algum momento da vida. O paciente deveria preencher o critério
diagnéstico da associacdo americana de diabetes (145) ou fazer uso de
medicamentos hipoglicemiantes para o tratamento do diabetes, para ser

classificado como portador de diabetes mellitus.

3.2.2.2 Avaliacdo Antropométrica

A afericdo do peso (Kg) foi realizada utilizando-se balanga de precisdo da
marca “Micheletti’, com o paciente no centro da plataforma, em posicao ortostatica,
portando roupas leves e descalco. Com o paciente em pé e com o0s calcanhares
unidos, a altura (m) foi determinada pelo estadiometro.

A determinacédo do IMC foi estabelecida pela relagéo entre o peso (Kg) e a
altura (m) ao quadrado. Foram utilizados os critérios da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (146) para a classificacdo dos individuos em: baixo peso (IMC
<18,5); normal (218,5 e <25); sobrepeso (225 e <30) e obeso (230). Os resultados
foram expressos em Kg/m2.

A circunferéncia abdominal foi medida em centimetros (cm), utilizando-se
uma fita métrica ndo extensivel, posicionada no ponto médio entre a ultima costela
e a crista iliaca no paciente em pé, com abdome relaxado e bracos ao lado do

tronco.
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3.2.2.3 Determinagéo da fungéo endotelial

A funcdo endotelial foi avaliada por um teste ndo invasivo utilizando
ultrassom (dilatacdo mediada por fluxo - FMD). O método empregado é indolor e de
baixo risco, validado (147, 148) e baseia-se nas imagens e medidas
ultrassonograficas da artéria braquial. (149, 150) O protocolo de aquisicdo das
imagens foi baseado no Guideline do American College of Cardiology (ACC),
publicado em 2002, (147) e as imagens foram obtidas e gravadas através de
transdutor linear de 10MHz (MyLab 60 — Esaote, Italia) por ecocardiografista. Um
segundo ecocardiografista cego analisou as imagens e realizou as medidas

utilizadas no estudo.

3.2.2.4 Protocolo de aquisi¢ao das imagens — FMD

a) Paciente em jejum de 12 horas e sem tabaco por, no minimo, seis horas,
deitado em posicado supina por 30 minutos em ambiente silencioso e com
temperatura controlada a 24 °C.

b) Utilizando transdutor linear de 10 MHz, a artéria braquial € observada em
corte longitudinal, a 5 cm da fossa cubital esquerda. Apds confirmacao do
fluxo arterial com Doppler pulsado (PW), é feito o ajuste do foco na parede
anterior do vaso.

c) Medicdo do didmetro basal do limen da artéria utilizando-se os calipers
manuais durante 3 ciclos cardiacos seguidos, na diastole final (inicio da
onda R do ECG) dos quais valera a media aritmética dos valores
(Da+Db+Dc)/3, a qual chamaremos de D1.

d) Insuflacdo do manguito pneumatico posicionado no antebraco esquerdo,
distalmente ao transdutor, com pressdo da insuflacdo mantida em 250
mmHg durante 5 minutos.

e) Em até 15 segundos apos a desinsuflacdo, é aferida a velocidade de pico
hiperémica usando o PW.

f) Ap6s 60 segundos da desinsuflagdo, € feita nova medida do diametro

arterial em 3 ciclos cardiacos seguidos, também na diastole final, dos quais
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valera a media aritmética dos valores (Dx+Dy+Dz)/3, a qual chamaremos de
D2.

g) O calculo da dilatagdo sera em valores absolutos em cm AFMD=D2-D1 e
percentuais AFMD%: [(D2-D1)x100]/D1

3.2.2.5 Avaliacéao laboratorial

Os exames laboratoriais utilizados para a determinagdo dos marcadores
inflamatorios (PCR e VHS) e do perfil lipidico (colesterol total, HDL colesterol e
triglicerideos) foram realizados no laboratério de analises clinicas Sérgio Franco. A
pesquisa do fator reumatoide (FR) foi realizada no laboratorio de andlises clinicas
do HUPE e a do anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) no laborat6rio
HLA (laborat6rio de histocompatibilidade e criopreservacdo — UERJ).

A PCR foi realizada pela técnica de turbidimetria, em aparelho Al5 da
BioSystems. Os resultados obtidos foram expressos em mg/dL. A VHS foi realizada
pela técnica de Westergren e os resultados observados expressos em mm/na
primeira hora (mm/1h).

O perfil lipidico foi realizado por método colorimétrico, em aparelho BioClin.
Os resultados encontrados foram expressos em mg/dL. O valor do LDL foi
calculado utilizando a férmula de Friedewald: LDL = colesterol total — [HDL +
(triglicerideos/5)]. (151) O limite de 400mg/dL de triglicerideos para a aplicacdo da
férmula foi respeitado. A relacdo colesterol total / HDL também foi calculada.

A titulacdo do fator reumatoide sérico foi realizada por técnicas de
aglutinacao (latex ou Waaler-Rose). Valores de diluicdo maiores que 1/20 no
primeiro método ou 1/16 no segundo foram considerados positivos.

Amostras de soro foram armazenadas a -20°C para analise posterior.
Nessas amostras foram realizadas a dosagem da insulina (uU/mL) e glicose
(mg/dL) para o calculo do HOMA-IR (homeostasis model assessment of insulin
resistance), (152) bem como o estudo das adipocinas (adiponectina, leptina e
resistina) e a pesquisa do anti-CCP pela técnica de ensaio imunofluoroenzimético,
com o equipamento IMMUNOCAP 250 - THERMO FISHER SCIENTIFIC, valor

referéncia: < 7 negativo e = 7 positivo, expressos em uU/mL.
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3.2.2.6 Avaliagdo das adipocinas

Realizada a avaliagdo das concentracdes sanguineas da adiponectina,
resistina e leptina através da andlise simultdnea de multiplos analitos (formato
magneético). Primeiramente, a solucdo contendo as microesferas (beads)
magneéticas imobilizadas por anticorpos de cada analito foi homogeneizada e
transferida para o mixing bottle onde foram diluidas no reagente apropriado e,
entdo, novamente homogeneizadas para posterior aplicacdo no ensaio. Em
seguida, o padréo de calibracdo do ensaio foi reconstituido apropriadamente. Apos
total dissolucédo do padrédo de calibracdo foram realizadas diluicbes em série para
construcdo da curva-padrdao. Em seguida, os padrbes de calibracdo, a solucéo
contendo as microesferas e as amostras de plasma com diluicdo (1:400) ou sem
diluicdo para andlises de adiponectina e resistina e de leptina, respectivamente,
foram aplicados na placa de 96 cavidades.

Ao fim dessa etapa, a placa foi incubada sob agitacao (500 rpm) a 4°C, por
16-18h, no agitador orbital de microplacas (Orbit P4, Labnet International, Inc.,
Woodbridge, NJ, EUA). Ao término dessa etapa, realizou-se um ciclo de lavagem
para remocdo das ligacfes inespecificas. Em seguida, foi adicionado o anticorpo
de deteccao e foi realizado uma incubacédo por uma hora a temperatura ambiente,
sob agitacdo. Ao término dessa incubacdo, foi aplicado a solucdo de
estreptavidina-ficoeritrina, e realizada uma incubacédo por 30 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo. Em seguida, foi realizado um novo ciclo de lavagem e
posterior adicdo do fluido isotdnico sheath fluid para leitura no equipamento
Luminex 200 (Luminex Corporation, Austin, TX, EUA).

A concentracdo dos analitos foi determinada fazendo a correlagdo do valor
de fluorescéncia das amostras com os valores de fluorescéncia das curvas-padrao
geradas através do ajuste logistico de 5 parametros (5-PL) com auxilio de um
programa de analise de dados adequado (Milliplex Analyst Software, Vigene Tech,
EMD Millipore, Billerica, MA, EUA).

Os niveis circulantes da leptina foram avaliados utilizando o Human
Adipokine Magnetic Bead Panel 2 (EMD Millipore Corporation, MA, USA), o
coeficiente de variacdo intra ensaio abaixo de 10% e inter ensaio inferior a 4%,

sensibilidade do ensaio de 2.27 pg/mL. Os niveis séricos da adiponectina e
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resistina foram avaliados pelo Human Adipokine Magnetic Bead Panel 1 (EMD
Millipore Corporation, MA, USA), o coeficiente de variagdo intra ensaio foi inferior a
10%, inter ensaio inferior a 6% e os valores da sensilidade para adiponectina e

resistina foram 3.41 pg/mL e 1.49 pg/mL, respectivamente.

3.2.2.7 Administracdo do Tocilizumabe

O protocolo de administracdo do medicamento baseou-se nos estudos
clinicos (22, 53,56) e nas recomendacdes do fabricante. Foram utilizadas doses de
8mg/kg, em infusdes endovenosas, com duracdo de 1 hora, repetidas a cada
guatro semanas. As infusdes do TCZ foram realizadas no HUPE, seguindo os

protocolos de seguranca estabelecidos pela instituicao.

3.2.2.8 Administragdo da medicac&o do grupo controle

O metotrexato é um medicamento imunossupressor habitualmente utilizado
no tratamento da AR conforme as recomendacbes do “Consenso 2012 da
Sociedade Brasileira de Reumatologia para o tratamento da artrite reumatoide”
(153), doses variando entre 15-25 mg/semana, por via subcutanea ou oral,
dependendo da idade e comorbidades dos pacientes. A leflunomida é um
medicamento imunossupressor administrado por via oral, com dose habitual de
20mg/dia. (153)

3.3 Célculo amostral

Baseado nos resultados da variagdo da FMD de Hurlimann(154), que
observou incremento nas medianas da funcdo endotelial, com um valor

populacional pré-tratamento de FMD=3,2% DP 0,4 e final de 4,1% DP 0,5, seriam



38

necessarios 28 pacientes para reproduzir tal achado com uma significancia p<0,05
e poder de 80%. Assumindo uma possivel perda amostral de 20%, o objetivo seria
a inclusédo de, pelo menos, 32 pacientes em cada grupo para viabilizar a analise
estatistica. Este resultado foi obtido através do uso do programa estatistico STATA

Statistics/Data Analysis (Texas - USA) versao 11.1.

3.4 Testes estatisticos aplicados

Com o intuito de comparar os valores das medianas basais da idade, das
medidas antropométricas, lipidograma, marcadores inflamatérios e atividade de
doenca, foi utilizado o teste ndo paramétrico para amostras ndo pareadas Wilcoxon
sign rank. Para os dados binarios foi aplicado o teste Fisher Exact. Ja para a
avaliacdo dos efeitos dos tratamentos sobre as medidas antropométricas, o0s
parametros de atividade de doenca, lipidograma, adipocinas, metabolismo glicidico
e funcdo endotelial dos individuos de cada grupo, foram aplicados testes nao
paramétricos de amostras pareadas, o Mann-Whitney. Na andlise das correlacdes
entre variaveis foi empregado o teste de Spearman rank correlations. O programa
estatistico STATA Statistics/Data Analysis (Texas - USA) versado 11.1 foi utilizado
para todos os calculos, tendo sido estipulado o nivel de confianca de p<0,05 para

todos os testes aplicados.
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4 RESULTADOS

Foram selecionados 42 pacientes com AR moderada ou grave para
participarem do estudo. No grupo do TCZ foram incluidos 18 pacientes. Houve uma
perda por interrup¢éo da medicagdo em decorréncia de um procedimento cirurgico
ortopédico. Portanto, a perda amostral foi de 5,88%. Para a formacdo do grupo
controle com MMCD foram incluidos 24 pacientes, porém apenas 14 completaram
0 seguimento de 16 semanas, totalizando 41,66% de perdas. Motivos das perdas:
06 abandonaram tratamento, 01 gestacdo diagnosticada entre as avaliacdes, 01
paciente necessitou iniciar imunobiolégico, 01 paciente iniciou isoniazida como
monoterapia para tuberculose latente e 01 paciente foi incluido, mas se encontrava
em remissdo clinica no momento inicial, sendo excluido. Dentre os quatorze
pacientes restantes, 06 iniciaram metotrexato (42,85%%) e 08 leflunomida
(63,15%).

Considerando os pacientes incluidos, o grupo TCZ foi formado por 02
homens (11,76%%) e 15 mulheres (88,24%), com mediana das idades de 52 anos.
Destes, 01 paciente (5,88%) era usuario de estatinas, 01 paciente (5,88%) era
diabético, 01 paciente (5,88%) apresentava historia familiar de DAC, 01 paciente
(5,88%) era tabagista em atividade e 07 pacientes (41,17%) tinham passado de
tabagismo, totalizando 08 (47,05%) tabagistas em algum periodo. Todos
apresentavam erosdo radiografica e 16 pacientes (94,12%) apresentavam FR
positivo, enquanto 15 (88,24%) tinham anti-CCP positivo. Este grupo de pacientes
tinha longa histéria de AR, contabilizando mediana de 11 (IQR 9,00) anos de
doenca diagnosticada.

No grupo MMCD foram incluidos 03 pacientes (21,43%) homens e 11
pacientes (78,57%) mulheres, sendo 01 paciente (7,14%) usuario de estatina e
outro paciente (7,14%) tabagista. Havia 03 pacientes (21,43%) ex-tabagistas, num
total de 04 (28,57%) pacientes com habito de fumar em algum momento da vida. A
erosdo radiografica estava presente em 12 (85,71%) pacientes, sendo este
também o numero de pacientes FR positivo. Ja a positividade do anti-CCP era
presente em 13 (92,86%) individuos. Em mediana, o tempo de doenca
diagnosticada no grupo controle era de 7 (IQR 16,00) anos.

As caracteristicas gerais dos grupos estao descritas na tabela 01.
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Tabela 1 -Valores basais das variaveis analisadas. Dados em mediana (IQR) ou
percentual quando indicado

Variavel Tocilizumabe MMDC p
Idade , anos 52 (5,00) 59 (15,00) 0,31
Género (M/F) 2/15 3/11 0,64
Eroséo 17 (100%) 12 (85,71%) 0,43
Fator Reumatoide 16 (94,12%) 12 (85,71%) 0,69
Tempo de doencga (anos) 11 (9,00) 7 (16,00) 0,28
Usuarios de estatina (%) 5,88 7,69 0,71
Diabéticos (%) 5,88 0,00 0,55
Historia familiar de DAC (%) 5,88 0,00 0,71
Tabagistas (%) 5,88 7,69 0,62
Ex-tabagistas (%) 41,17 23,07 0,62
peso, Kg 70 (15,40) 70,5 (20,00) 0,75
altura, m 1,61 (0,10) 1,64 (0,13) 0,92
IMC, kg/m2 25,27 (4,38) 27,54 (6,34) 0,63
CA, cm 90 (14,00) 92 (11,00) 0,69
Colesterol total, mg/dL 191 (56,00) 184,5 (35,00) 0,40
HDL colesterol, mg/dL 61 (22,00) 52 (18,00) 0,14
LDL colesterol, mg/dL 111 (46,80) 110,2 (26,40) 0,69
Colesterol Total/HDL 3,29 (1,18) 3,32 (1,01) 0,37
Triglicerideos, mg/dL 80 (39,00) 92,5 (62,00) 0,29
Glicemia jejum, md/dL 88 (16,00) 82 (9,00) 0,89
Insulina jejum,pUl/ml 9,56 (6,06) 11,87 (5,80) 0,32
HOMA-IR 1,94 (1,38) 2,57 (0,86) 0,23
Adiponectina 15,58 (12,22) 15,99 (20,06) 0,75
Resistina 48,80 (29,06) 38,22 (30,56) 0,18
Leptina 17,38 (16,90) 20,00 (22,96) 0,63
Proteina C reativa, mg/dL 2,56 (3,54) 1,45 (2,20) 0,16
VHS, mm/h 62 (55,50) 26 (15,00) 0,08
DAS28 VHS 6,75 (1,26) 5,53 (1,69) 0,02*
DAS28 PCR 5,88 (1,30) 5,13 (1,90) 0,11
HAQ 2,00 (0,75) 1,25 (0,63) 0,005*
FMD% 3,12 (4,61) 2,54 (3,88) 0,94

Legenda: TCZ - tocilizumabe; DAC — Doenca Arterial Coronariana; MMCD — medicamentos
modificadores do curso da doenga; Anti-CCP — anticorpo peptideo citrico citrulinado (sigla em
inglés); MTX — Metotrexato; Lef — Leflunomida; IMC — indice de Massa Corporea; Hx Fam DAC —
Historia familiar de DAC; CA — Circunferéncia abdominal; CT — Colesterol total; HDL — High density
Lipoprotein; LDL — Low density lipoprotein; CT/HDL — relagdo colesterol total/HDL; HOMA-IR —
Homeostatic model assessment — Insuline Resistance; PCR — Proteina C reativa; VHS — Velocidade
de hemossedimentacdo; DAS28 VHS - Disease Activity Score 28 Velocidade de
Hemossedimentacao; DAS 28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa; HAQ-DI —
Health Assessment Questionnaire disability index; FMD% - Variacdo percentual do Flow mediated
dilation; * - significancia estatistica (p<0.05)

Nota: Dados em mediana (IQR) ou percentual quando indicado

Fonte: A autora, 2015.
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4.1 Medidas antropométricas

Comparando-se as medidas aferidas no dia em que foram iniciados os
medicamentos em estudo com os dados na 162 semana apds o inicio dos
tratamentos, foi observado que as medidas antropométricas permaneceram
estaveis e sem diferenca estatistica, 0 que pode ser apreciado na tabela 2 para o
grupo TCZ e na tabela 3 para o grupo MMCD.

Tabela 2 - Caracteristicas antropométricas - Grupo Tocilizumabe.

Variavel Antes ApOs p

peso, Kg 70 (15,40) 70 (15,10) 0,62
altura, m 1,61 (0,10) 1,61 (0,90) 0,61
IMC, kg/m2 25,27 (4,38) 25,24 (4,75) 0,38
CA, cm 90 (14,00) 90 (14,00) 0,30

Legenda: IMC — indice de massa corporal; CA — Circunferéncia abdominal; Depois — equivale a 162
semana apos o inicio do tratamento.

Nota: Dados em mediana (IQR)

Fonte: A autora, 2015.

Tabela 3 - Caracteristicas antropométricas - Grupo MMDC.

Variavel Antes Apés p

peso, Kg 70,50 (20,00) 70,00 (20,50) 0,66
altura, m 1,64 (0,13) 1,63 (0,13) 0,87
IMC, kg/m2 27,54 (6,34) 27,89 (6,85) 0,29
CA, cm 92,00 (11,00) 96 (13,00) 0,87

Legenda: IMC — indice de massa corporal; CA — Circunferéncia Abdominal; Depois — equivale a 162
semana apos o inicio do tratamento; MMCD — medicamentos modificadores do curso da doencga.
Nota: Dados em mediana (IQR)

Fonte: A autora, 2015.

Ao explorarmos os resultados do IMC no grupo tratado com TCZ
encontramos 01 paciente (8%) com baixo peso, 06 pacientes (34%) classificados
como normais, 06 pacientes (34%) com sobrepeso e 04 pacientes (24%)
considerados obesos. A mesma avaliagao feita no grupo controle demonstrou 05
(36%) pacientes normais, 04 (28%) sobrepeso e 05 (36%) obesos. Dados estes

reproduzidos nos graficos 1 e.2.



Grafico 1 — Divisao percentual do IMC — grupo tocilizumabe.
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Legenda: IMC — indice de massa corporal.
Nota: Dados em percentual.
Fonte: A autora, 2015.

Gréfico 2 — Divisdo percentual do IMC — grupo MMCD.
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Legenda: IMC — indice de massa corporal;

MMCD — medicamentos modificadores do curso da doenca.
Nota: Dados em percentual.

Fonte: A autora, 2015.
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4.2 Medicamentos em uso concomitante

Os pacientes incluidos no estudo utilizavam outros medicamentos de forma
continua, cujas posologias permaneceram inalteradas durante as 16 semanas
entre as avaliacdes. Medicamentos relevantes para a analise da funcdo endotelial
no grupo TCZ: 16 pacientes (94,11%) eram usuarios de corticoide; 15 pacientes
(88,23%) utilizavam metotrexato em associacdo com o medicamento estudado; 8
pacientes (47,05%) controlavam a pressao arterial com inibidor da enzima
conversora de angiotensina (IECA) ou blogueadores do receptor da angiotensina -1
(BRA); 2 pacientes (11,70%) faziam uso de beta bloqueadores. Quando analisado
0 grupo MMCD, observamos: 9 pacientes (64,28%) usando corticoide; 5 pacientes
(35,71%) estava em uso de metotrexato em associagdo com a leflunomida;
controle pressérico com IECA ou BRA em 5 pacientes (35,71%) da amostra e 2

pacientes (14,29%) faziam uso de beta bloqueadores.

4.3 Lipidograma e marcadores inflamatérios

Os resultados obtidos com andlises seriadas do lipidograma, da PCR e da
VHS estédo expressos em medianas na tabela 4 para o grupo TCZ e tabela 5 para o
grupo controle. Houve coagulacdo da amostra da VHS do paciente numero 5 do
grupo TCZ e também do paciente de numero 10 do grupo MMCD. No grupo da
droga em estudo, observamos aumento com significancia estatistica do colesterol
total, lipoproteina de baixa densidade (LDL), triglicerideos e da relacdo colesterol
total/HDL, além de queda da PCR e da VHS. Apenas a lipoproteina de alta
densidade (HDL) ndo sofreu elevacéo significativa. Para o grupo controle, os niveis
do lipidograma e dos parametros inflamatérios laboratoriais ndo variaram com
relevancia estatistica.

O comportamento descrito acima fica ainda mais nitido quando demonstrado
sob a forma de grafico em colunas, representados nos graficos 3 (lipidogramas), 4
(PCR), 5 (VHS).
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Tabela 4 - Lipidograma e marcadores inflamatoérios. Grupo tocilizumabe

Variaveis Antes Apos p
Colesterol total, mg/dL 191 (56,00) 240 (106,00) 0,006*
HDL colesterol, mg/dL 61 (22,00) 57 (38,00) 0,62
LDL colesterol, mg/dL 111 (46,80) 148,8 (56,60) 0,05
Triglicerideos, mg/dL 80 (39,00) 142 (61,00) 0,001*
Colesterol Total/HDL 3,29 (1,18) 3,56 (1,13) 0,04*
Proteina C reativa, mg/dL 2,56 (3,54) 0,07 (0,05) <0,001*
VHS, mm/h 62 (55,50) 3 (4,00) <0,001*

Legenda: HDL — High Density Lipoprotein; LDL — Low Density Lipoprotein; VHS — Velocidade de
Hemossedimentacéo; Depois — equivale a 162 semana apés o inicio do tratamento. * -
estatisticamente significativo (p<0,05).

Nota: Dados em medianas (IQR)

Fonte: A autora, 2015.

Tabela 5 - Lipidograma e marcadores inflamatérios. Controle

Variaveis Antes Apbs p

Colesterol total, mg/dL 184,5 (35,00) 194 (58,00) 0,06
HDL colesterol, mg/dL 52 (18,00) 57 (21,00) 0,17
LDL colesterol, mg/dL 110,2 (26,40) 114,60 (48,00) 0,15
Triglicerideos, mg/dL 92,5 (62,00) 3,42 (75,00) 0,31
Colesterol total / HDL 3,32 (1,01) 96 (1,74) 0,59
Proteina C reativa, mg/dL 1,45 (2,20) 0,83 (0,79) 0,06
VHS, mm/h 26 (15,00) 23 (17,00) 0,86

Legenda: HDL - High Density Lipoprotein; LDL — Low Density Lipoprotein; VHS — Velocidade de
Hemossedimentacdo; Depois — equivale a 162 semana ap6s o inicio do tratamento.
MMCD — medicamentos modificadores do curso da doenca.

Nota: Dados em medianas (IQR)

Fonte: A autora, 2015.

Gréfico 3 — Comportamento do lipidograma
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Legenda: HDL — High Density Lipoprotein; LDL — Low Density Lipoprotein; MMCD — medicamentos
modificadores do curso da doencga; * - Estatisticamente significativo (p<0,05).

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015.



Grafico 4 — Niveis da Proteina C Reativa
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Legenda: PCR — Proteina C Reativa; MMCD — medicamentos modificadores do curso da doenga. * -
Estatisticamente significativo (p<0,05).
Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015.

Grafico 5 — Afericdes da VHS
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Legenda: VHS — Velocidade de Hemossedimentacdo; MMCD — medicamentos modificadores do
Estatisticamente significativo (p<0,05).
Nota: Dados em medianas
Fonte: A autora, 2015.

curso da doenca.* -

4.4 Atividade de doenca e avaliacdo do dano funcional

Os pacientes incluidos no grupo TCZ apresentavam-se na admissao com
alta atividade de doenca com medianas do DAS28 de 6,75 (IQR 1,26) e de 5,88
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(IQR 1,30) utilizando VHS e PCR, respectivamente. Apresentavam também
limitacdo da capacidade funcional com mediana de HAQ-DI de 2,00 (IQR 0,75). O
valor das medianas ap6s 16 semanas do inicio do tratamento com TCZ foi de 3,59
(IQR 1,08), 3,88 (IQR 1,12) e 1,25 (IQR 1,00) para DAS28 VHS, DAS28 PCR e
HAQ-DI, respectivamente, atingindo significAncia estatistica nos trés indices (p
valor de <0,001; <0,001; 0,004 para cada comparacao).

No grupo controle, as medianas iniciais foram DAS 28 VHS de 5,53 (IQR
1,69); DAS28 PCR de 5,13 (IQR 1,90) e HAQ-DI de 1,25 (IQR 0,63), enquanto 0s
valores na 16% semana de tratamento foram DAS28 VHS de 4,36 (IQR 2,03);
DAS28 PCR de 3,49 (IQR 1,97) e HAQ-DI de 0,50 (IQR 1,38), atingindo diferenca
estatistica para todas estas variaveis (p valor respectivos 0,003; 0,002), com
excecdo do HAQ — p 0,06. A representacédo grafica dos resultados da atividade de
doenca e sua resposta na 16* semana encontram-se no grafico 6 (TCZ) e grafico 7
(MMCD).

Grafico 6 — Avaliacaito do DAS28 e HAQ-DI - grupo Tocilizumabe
Tocilizumabe
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Legenda:HAQ-DI — Health Assessment Questionnaire-Disability index; DAS28 VHS — Disease
Activity Score 28 Velocidade de Hemossedimentagcdo; DAS 28 PCR — Disease Activity Score 28
Proteina C Reativa; Depois — equivale a 162 semana apos o inicio do tratamento; * -
Estatisticamente significativo (p<0,05).

Nota:Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015.
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Grafico 7 — Avaliacdo do DAS28 e HAQ-DI - grupo MMCD
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Legenda: HAQ-DI — Health Assessment Questionnaire-Disability index; DAS28 VHS — Disease
Activity Score 28 Velocidade de Hemossedimentagdo; DAS 28 PCR — Disease Activity Score 28
Proteina C Reativa; Depois — equivale a 162 semana apés o inicio do tratamento; MMCD —
medicamentos modificadores do curso da doenga; * - Estatisticamente significativo (p<0,05).

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015.

A resposta clinica de cada participante também foi avaliada individualmente,
seguindo os critérios da resposta EULAR estabelecidos para as variacbes do
DAS28 (67) e critério de resposta para HAQ-DI (66). No braco TCZ, 03 individuos
obtiveram resposta “boa” (18,75%), 12 apresentaram resposta “moderada” (75%) e
01 “sem resposta” (6,25%) pelo DAS28 VHS. Quando utilizado o DAS28 PCR, as
respostas foram: 02 pacientes (11,76%) “boa”; 11 pacientes (64,71%) “moderada” e
04 pacientes (23,53%) “sem resposta”.

A mesma afericdo da resposta clinica foi realizada no grupo controle, com os
seguintes resultados: de acordo com o DAS28 VHS, 04 (31%) pacientes
apresentaram resposta “boa”, sendo o mesmo percentual encontrado para 0s
pacientes “sem resposta”. A resposta “moderada” ocorreu em 05 (38%) pacientes.
Pelo DAS28 PCR, 05 pacientes (36%) apresentaram resposta “boa”, 06 pacientes
(43%) “moderada” e 03 pacientes (21%) foram “sem resposta”.

O percentual de respondedores para o HAQ-DI foi de 76,47% no grupo da
droga em estudo e de 71,43% para o grupo MMCD.

O resumo gréafico percentual dos resultados individuais esta apresentado
para o grupo TCZ nos gréficos 8 e 9 para DAS28 VHS e DAS 28 PCR,

respectivamente. No grupo MMCD, nos graficos 10 e 11 para os mesmos indices.
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Grafico 8 — Percentuais de resposta clinica EULAR DAS28 VHS. Grupo
Tocilizumabe

Resposta EULAR DAS28 VHS - Tocilizumabe

Moderada Boa m Sem resposta

19%

75%

Legenda: EULAR — European League Against Rheumatism; DAS28 VHS — Disease Activity Score
28 Velocidade de Hemossedimentacéo.
Fonte: A autora, 2015.

Gréfico 9 — Percentuais de resposta clinica EULAR DAS28 PCR. Grupo
Tocilizumabe

Resposta EULAR DAS28 PCR - Tocilizumabe

Moderada Boa ® Sem resposta

12%

65%

Legenda: EULAR — European League Against Rheumatism; DAS 28PCR — Disease Activity Score
28 Proteina C Reativa.
Fonte: A autora, 2015.
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Grafico 10— Percentuais de resposta clinica EULAR DAS28 VHS. Grupo MMCD
Resposta EULAR DAS28 VHS - MMDC

Moderada mBoa m Sem resposta

38%

Legenda: EULAR — European League Against Rheumatism; DAS28 VHS — Disease Activity Score
28 Velocidade de Hemossedimentagdo; MMCD — medicamentos modificadores do curso da doenca.
Fonte: A autora, 2015.

Grafico 11 — Percentuais de resposta clinica EULAR DAS28 PCR. Grupo MMCD
Resposta EULAR DAS28 PCR - MMCD
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Legenda: EULAR — European League Against Rheumatism; DAS 28PCR — Disease Activity Score
28 Proteina C Reativa; MMCD — medicamentos modificadores do curso da doenga.
Fonte: A autora, 2015.
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O nivel da atividade da artrite avaliado pelo DAS28 no inicio do estudo e ao
final das 16 semanas de terapia também foram registrados. No grupo TCZ, 4
(23,53%) pacientes estavam em atividade moderada e 13 pacientes estavam
(76,47%) em alta atividade da doenca na admisséo, de acordo com o DAS28 VHS.
Apéds 16 semanas de tratamento com TCZ, apenas 01 paciente (6,25%) entrou em
remissdo clinica, 02 pacientes (12,50%) atingiram atividade baixa, 10 pacientes
(62,50%) estavam em atividade moderada e 03 (18,75%) permaneciam em
atividade alta de doenca pelo DAS28 VHS. Quando realizamos a mesma analise
utilizando o DAS28 PCR encontramos, no comec¢o da pesquisa, 02 (11,76%) em
atividade moderada e 15 (88,24%) em atividade alta. Na 162 semana, 01 (5,88%)
apresentou remissdo, 02 (11,76%) atingindo atividade baixa, 12 (70,60%) em
atividade moderada e 02 (11,76%) mantendo atividade alta de doenca. A
representacao gréafica destes achados € vista no gréfico 12.

Quando passamos para a definicdo dos niveis de atividade de doenca do
grupo MMCD por DAS28 VHS, encontramos 06 (42,85%) individuos em atividade
moderada e 08 (57,15%) em atividade alta. Ao final do estudo, 02 (14,28%)
pacientes estavam em remisséo, o mesmo percentual (14,28%) em atividade baixa,
06 (42,85%) individuos em atividade moderada e 04 (28,59%) ainda em atividade
alta. Por DAS28 PCR, os dados iniciais sdo: 07 (50%) pacientes em atividade
moderada e 07 (50%) em atividade alta. Transcorridas as 16 semanas da terapia,
04 pacientes (29%) em remissédo, 02 (14%) em atividade baixa, 07 (50%) em
atividade moderada e 01 (7%) paciente em atividade alta da doenca. Resultados

estes representados no grafico 13.
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Grafico 12 — Niveis de atividade de doenca pelo DAS28 no inicio e ap6s 16
semanas. Grupo Tocilizumabe
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B Remissdo (<2,6) Baixa (2,6 - 3,2) Moderada (3,2-5,1) ®Alta (>5,1)

Legenda: DAS28 VHS — Disease Activity Score 28 Velocidade de Hemossedimentagcdo; DAS 28
PCR - Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa. Depois — equivale a 162 semana ap6s o inicio
do tratamento;

Nota: Valores percentuais de paciente em cada faixa

Fonte: A autora, 2015.

Gréfico 13 — Niveis da atividade de doenca pelo DAS28 no inicio e apos 16
semanas. Grupo MMCD
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B Remissdo (<2,6) Baixa (2,6 - 3,2) Moderada (3,2-5,1) ®Alta (>5,1)

Legenda: DAS28 VHS — Disease Activity Score 28 Velocidade de Hemossedimentagdo; DAS 28
PCR - Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa; MMCD — medicamentos modificadores do
curso da doenca. Depois — equivale a 162 semana ap0s o inicio do tratamento;

Nota: Valores percentuais de paciente em cada faixa.

Fonte: A autora, 2015.
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4.5 Funcao endotelial

Os resultados da FMD do grupo TCZ demonstraram um aumento percentual
com significAncia estatistica na 162 semana de tratamento. A mediana dos
resultados iniciais de FMD foi de 3,12% (IQR 4,61%) e, apés tratamento, foi de
6,42% (IQR 6,65%), com p valor 0,03. A mediana do diametro basal da artéria
braquial observada durante a primeira avaliacdo foi de 3,53 cm (IQR 0,63),
enquanto a mediana do diametro basal na segunda foi 3,60 cm (IQR 0,80).

A variagcao percentual positiva da mediana da FMD apresentada pelo grupo
controle ndo atingiu significancia estatistica. Inicialmente, seu valor era de 2,54%
(IQR 3,88%) atingindo 4,79% (IQR 3,45%) apoOs periodo de 16 semanas de
intervencgdo, com p valor 0,29. N&o houve mudanga importante no diametro basal
da artéria braquial entre as avaliagdes, ficando com mediana de 3,56 cm (IQR 0,77)
no inicio do estudo e com 3,83 cm (IQR 0,83) na segunda avaliacao.

O grafico 14 compara os resultados das medianas da FMD antes e apos a

terapia proposta para cada grupo.

Grafico 14 — Variacdo da mediana da funcéo endotelial

. FMD%
™
6,000%
5,000% Antes
4,000% H Depois
W Antes
3,000%
2,000% De pois
1,000%
,000%
Tocilizumabe DMARD

Legenda: FMD% - Variag&o percentual do Flow mediated dilation; Depois — equivale a 162 semana
apos o inicio do tratamento; MMCD - medicamentos modificadores do curso da doencga; * -
Estatisticamente significativo (p<0,05).

Nota: Dados em percentuais

Fonte: A autora, 2015.
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4.6 Resisténcia insulinica

Os resultados das dosagens séricas da glicose e da insulina em jejum
demonstraram equilibrio, ndo variando de forma significativa nos dois grupos
analisados. Com isso, os indices da avaliacdo da resisténcia insulinica também
permaneceram estaveis. Os valores em mediana estdo dispostos na tabela 6 para
0 grupo TCZ e na tabela 7 para o grupo MMCD.

Tabela 6 - Varidveis do metabolismo glicidico. Grupo TCZ - mediana (IQR)

Variaveis Antes Apos p

Glicemia jejum, md/dL 88 (16,00) 86 (10,00) 0,87
Insulina jejum,uul/mi 9,56 (6,06) 11,68 (12,.49) 0,04*
HOMA-IR 1,94 (1,38) 2,44 (3,33) 0,04*

Legenda: HOMA-IR — Homeostatic model assessment — Insuline Resistance; Depois — equivale a
162 semana apos o inicio do tratamento; * - Estatisticamente significativo (p<0,05).

Nota: Dados em medianas (IQR)

Fonte: A autora, 2015.

Tabela 7 - Varidveis do metabolismo glicidico. Grupo MMDC

Variaveis Antes Apos p

Glicemia jejum, md/dL 82 (9,00) 84,5 (12,00) 0,67
Insulina jejum,pUl/ml 11,87 (5,80) 8,625 (8,94) 0,25
HOMA-IR 2,57 (0,86) 1,87 (1,79) 0,40

Legenda: HOMA-IR — Homeostatic model assessment — Insuline Resistance; Depois — equivale a
162 semana apds o inicio do tratamento. MMCD — medicamentos modificadores do curso da
doenca.

Nota: Dados em medianas (IQR)
Fonte: A autora, 2015.

4.7 Adipocinas

Os dados relativos as variagdes das adipocinas apés o bloqueio do receptor

da IL-6 estdo descritos na tabela 8 e para o grupo MMCD na tabela 9.

Tabela 8 - Variagéo das adipocinas — grupo tocilizuabe

Adipocinas Antes Apos p
Adiponectina 15,58 (12,22) 20,60 (26,09) 0,006*
Resistina 48,80 (29,06) 38,28 (18,64) 0,27

Leptina 17,38 (16,90) 12,78 (25,70) 0,84
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Legenda: Depois — equivale a 162 semana apoés o inicio do tratamento; * - Estatisticamente
significativo (p<0,05).

Nota: Dados em medianas (IQR).

Fonte: A autora, 2015.

Tabela 9 - Variacdo das adipocinas — grupo MMDC

Adipocinas Antes Apos p
Adiponectina 15,99 (20,06) 20,74 (24,84) 0,08
Resistina 38,22 (30,56) 37,30 (20,12) 0,43
Leptina 20,00 (22,96) 24,08 (24,64) 0,20

Legenda: MMCD — medicamentos modificadores do curso da doenca; Depois — equivale a 162
semana apos o inicio do tratamento.

Nota: Dados em medianas (IQR).

Fonte: A autora, 2015.

4.7.1 Adiponectina

O grupo submetido a terapia com antagonista da IL-6 apresentou elevacéo
significativa das medianas basais da adiponectina quando comparadas aos niveis
medianos na 162 semana de tratamento. Tais niveis passaram de 15,58 (IQR
12,22) para 20,60 (IQR 26,09), com p 0,006. Ja o grupo MMDC nao se comportou
da mesma maneira, conforme o grafico 15. Suas medianas variaram de 15,99 (IQR
20,66) até 20,74 (IQR 24,84), com p 0,08 na 162 semana de tratamento.

Apesar de ter elevado significativamente sua concetracdo mediana sérica, a
adiponectina em ambos os grupos néao se correlacionou com a FMD, DAS28 PCR
e nem com os niveis séricos da PCR, conforme demonstrado no grafico 16. Mesmo
a analise individual de cada grupo comparando a adiponectina com as mesmas

variaveis nao apresentou correlacdo, conforme demonstrado nos graficos 17 e 18.
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Gréfico 15 — Variacao da adiponectina
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Legenda: DMARD - Drogas Modificadoras de Doenca Reumatica (sigla em inglés); * -
Estatisticamente significativo (p<0,05). Depois — equivale a 162 semana apos o inicio do
tratamento;

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015.

Gréafico 16 — Correlacdes entre Adiponectina e funcédo endotelial (a), atividade de
doenca (b) e inflamacéao (c) ao analisar todos os individuos

(@ i i B} (b)
Adiponectina X FMD% - Overall Adiponectina X DAS28 PCR - Overall

o
S S
o SpBarman rho: 0,13 ol [
B A p§49 g
° o . @ < °
o so—sdef et & . of o v Mlane, vee o
< .
2 i s 3 Spearman rho: -0,16
: . 3 ° p0,39 °
o S a
3 . v T T T T
g T T T T T -6 -4 -2 0
o1 0 1 2 3 Delta DAS28 PCR

Delta FMD%

| @® Delta Adiponectina Valores ajustados

® Delta Adiponectina Valores ajustados |

—~
(2
~

Adiponectina X PCR - Overall

100
1

50
1

-50

Spearman rho: 0,004
p 0,98 PY

Delta Adiponectina
0
1

-15 -10 -5
Delta PCR

® Delta Adiponectina Valores ajustados

Legenda: (a) Adiponectina versus FMD% - Variacdo percentual do Flow mediated dilation; Overall —
Dados de todos os pacientes analisados em conjunto. Spearman rho — Coeficiente de

correlacao;



(b) Adiponectina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Adiponectina versus PCR — Proteina C reativa;

Nota: Dados em medianas
Fonte: A autora, 2015
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Grafico 17 — Correlagbes entre Adiponectina e funcdo endotelial (a), atividade de
doenca (b) e inflamacao (c) no grupo TCZ.
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Legenda:(a) Adiponectina versus FMD% - Variacdo percentual do Flow mediated dilation;
TCZ — Dados do grupo tocilizumabe. Spearman rho — Coeficiente de correlacéo;
(b) Adiponectina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Adiponectina versus PCR — Proteina C reativa,;

Nota: Dados em medianas
Fonte: A autora, 2015
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Grafico 18 — Correlagbes entre Adiponectina e funcdo endotelial (a), atividade de
doenca (b) e inflamacéao (c) no grupo DMARD
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Legenda:(a) Adiponectina versus FMD% - Variacao percentual do Flow mediated dilation;
DMARD- Dados do grupo Drogas Modificadoras de Doenga Reumética (sigla em inglés).
Spearman rho — Coeficiente de correlacéo;
(b) Adiponectina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Adiponectina versus PCR — Proteina C reativa;
Nota: Dados em medianas
Fonte: A autora, 2015

4.7.2 Resistina

A resistina sérica ndo apresentou flutuacdo estatisticamente significativa
apos o periodo de 16 semanas em ambos 0s grupos testados, conforme dados
disponibilizados nas tabelas 8 e 9.

Por outro lado, a resistina foi a Unica adipocina avaliada que apresentou
correlagcdes lineares monotbnicas significativas. Quando utilizamos os dados
unificados de todos os pacientes incluidos, a resistina correlacionou-se com a
inflamacéo aferida pelos niveis séricos da PCR, sendo o coeficiente de Spearman

0,44 (p 0,01). Quando estratificamos as correlagdes pelos grupos analisados,
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encontramos no grupo TCZ correlagdes lineares monotdnicas significativas entre a
resistinra e FMD — Spearman rho -0,50 (p 0,04), resistina e DAS28 PCR -
Spearman rho 0,49 (p 0,048), além da resistina e PCR — Spearman rho 0,53 (p
0,03). Os resultados para o grupo MMDC evidenciaram tendéncias semelhantes,
porém sem significAncia estatistica.

Todos estes dados estéao representados nos graficos 19 (overall), grafico 20

(TCZ) e grafico 21 (MMDC).

Grafico 19 — Correlacbes entre Resistina e funcdo endotelial (a), atividade de
doenca (b) e inflamacao (c) ao analisar todos os individuos
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Legenda: (a) Resistina versus FMD% - Variagdo percentual do Flow mediated dilation; Overall —
Dados de todos os pacientes analisados em conjunto. Spearman rho — Coeficiente de
correlacao;
(b) Resistina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Resistina versus PCR — Proteina C reativa;

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015
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Grafico 20 — Correlacfes entre Resistina e funcdo endotelial (a), atividade de
doenca (b) e inflamacao (c) no grupo TCZ.

®)  Resistina X DAS28 PCR - TCZ

—~
)

Resistina X FMD% - TCZ

2
o
< [}
[ ) o °
& * g 5 N o ©®
[S) ° @ 'a% ® @3 ° [}
8, Spearman rho: -0,50 < e 8 9 e
= p0.04 ° g o Spearman rho: 0,49
] Q 4
= ° i ° p 0,048
<IIJ o
T T T T T © T ®
1 0 .05 1 T T T T T
Delta FMD% -4 -2 0
Delta DAS28 PCR
® Delta Resistina Valores ajustados L i
® Delta Resistina Valores ajustados
C . -
© Resistina X PCR - TCZ
o -
¥ [ ]
- s Spearman rho: 0,53 L
£ p0,03 ° e . %
2 o o
g D
o o i o0 ( ]
o] N [}
3 ° °
a 5 - °
8 A °
' T T T T
-15 -5 0
Delta PCR

| ® Delta Resistina Valores ajustados |

Legenda: (a) Resistina versus FMD% - Variagdo percentual do Flow mediated dilation; TCZ — Dados
do grupo tocilizumabe; Spearman rho — Coeficiente de correlacéo;
(b) Resistina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Resistina versus PCR — Proteina C reativa;

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015
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Grafico 21 — Correlagbes entre Resistina e funcdo endotelial (a), atividade de
doenca (b) e inflamacéo (c) no grupo MMDC
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Legenda:(a) Resistina versus FMD% - Variacdo percentual do Flow mediated dilation;
DMARD- Dados do grupo Drogas Modificadoras de Doenca Reumatica (sigla em inglés).
Spearman rho — Coeficiente de correlacao;
(b) Resistina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Resistina versus PCR — Proteina C reativa;
Nota: Dados em medianas
Fonte: A autora, 2015

4.7.3 Leptina

A mediana da leptinemia aferida antes e na 162 semana de terapia com
bloqueador do receptor da IL-6 ndo variou com significancia estatistica. O mesmo
padréo de flutuacdo foi observado no grupo submetido a terapia com MMDCs
sintéticos. Os valores das medianas e seus respectivos desvios-padrao estao
demonstrados na tabela 8 para o grupo TCZ e tabela 9 para o grupo MMDC.

Os padrdes da correlacdo entre a leptina sérica e as variaveis FMD, DAS28
PCR e PCR néo séo lineares quando analisados em um Unico grupo ou quando
analisados em seus grupos de estudo. Estes achados estdo representados nos

gréaficos 22 a 24.
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Grafico 22 — Correlacdes entre Leptina e funcéo endotelial (a), atividade de doenca
(b) e inflamacéo (c) ao analisar todos os individuos
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Legenda: (a) Leptina versus FMD% - Variacdo percentual do Flow mediated dilation; Overall —
Dados de todos os pacientes analisados em conjunto. Spearman rho — Coeficiente de
correlacao;
(b) Leptina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Leptina versus PCR — Proteina C reativa;

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015
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Grafico 23 — Correlacdes entre Leptina e funcéo endotelial (a), atividade de doenca
(b) e inflamacéao (c) no grupo TCZ
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Legenda: (a) Leptina versus FMD% - Variagdo percentual do Flow mediated dilation; TCZ — Dados
do grupo tocilizumabe; Spearman rho — Coeficiente de correlacéo;
(b) Leptina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Leptina versus PCR — Proteina C reativa;

Nota: Dados em medianas

Fonte: A autora, 2015
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Grafico 24 — Correlacdes entre Leptina e funcdo endotelial (a), atividade de doenca
(b) e inflamacéao (c) no grupo MMDC
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Legenda:(a) Leptina versus FMD% - Variagcdo percentual do Flow mediated dilation;
DMARD- Dados do grupo Drogas Modificadoras de Doenca Reumatica (sigla em inglés).
Spearman rho — Coeficiente de correlacao;
(b) Leptina versus DAS28 PCR — Disease Activity Score 28 Proteina C Reativa;
(c) Leptina versus PCR — Proteina C reativa;
Nota: Dados em medianas
Fonte: A autora, 2015
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5 DISCUSSAO

Embora o papel das adipocinas na interface inflamacéo e desfecho CV ainda
permaneca incerto, foi demonstrado o papel dessas citocinas sobre o endotélio. O
interesse neste estudo recai sobre a avaliacdo das adipocinas como possiveis
preditores da aterosclerose subclinica no grupo de pacientes de maior risco CV,
gue iniciarao tocilizumabe (antagonista do receptor da 1I-6), um medicamento com
potencial de reduzir a inflamacao e de gerar dislipidemia. A leptinemia permaneceu
inalterada durante o acompanhamento. A adiponectina apresentou aumento nos
niveis séricos com significancia estatistica no grupo tratado com TCZ, mas néo
houve correlagdo com os marcadores de disfuncdo endotelial, atividade de doenca
ou inflamag&o. Embora a resistina ndo tenha apresentado variacdo absoluta nos
seus niveis durante o estudo, houve correlagdo com FMD, DAS28 PCR e PCR no
grupo tratado com TCZ.

A leptinemia manteve-se estavel durante o periodo do estudo, o que foi
atribuido a permanéncia do IMC pré e pés tratamento. Os resultados sobre os
niveis circulantes da leptina nos pacientes com AR s&o conflitantes na literatura,
embora existam trabalhos que demonstrem a participacdo na inflamacao intra-
articular, conforme foi demonstrado anteriormente. Alguns estudos sugerem
correlacdo positiva entre os niveis da leptina e a atividade de doenca (94, 155-157),
enquanto outros autores ndo conseguiram demonstrar essa associacao. (158, 159)
Trinta e dois pacientes tratados com adalimumabe foram reavaliados apés 12
semanas de tratamento, sem mudanca nos niveis da leptina. (160) A leptina foi
dosada ap6s 2 semanas de tratamento com adalimumabe em um grupo com 31
pacientes. O resultado demonstrou relagdo inversa entre leptinemia e inflamacgéo.
(161)

Apesar de muitos trabalhos descreverem uma associagcdo positiva ou
negativa da leptina com a atividade inflamatéria, dados na literatura médica
reforcam que o IMC e, mais provavelmente o tecido gorduroso, permanecem como
o principal determinante da leptinemia, inclusive nos pacientes com AR. (159) Tais
achados estdo de acordo com 0s nossos resultados visto que os pacientes do
presente estudo mantiveram o IMC durante o acompanhamento e, dessa forma,

apresentaram niveis estaveis de leptina.
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No estudo de Popa et al, a leptinemia mostrou-se significantemente mais
alta nos pacientes com maior IMC (p<0,001) e correlacionou-se positivamente com
o IMC ao decorrer dos 6 meses de acompanhamento dos pacientes. Vale ressaltar
gue a concentracdo sérica da leptina nao foi diferente entre os pacientes com AR e
individuos do grupo controle. (162) De acordo com o estudo de Kopec-Medrek et
al, os niveis séricos da leptina dos 16 pacientes com AR tratados com infliximabe
por 12 meses aumentaram e foi sugerido uma associacdo com o ganho ponderal
gue ocorreu nesse intervalo de acompanhamento. (163)

No presente estudo, houve o aumento da adiponectinemia com significancia
estatistica apds 16 semanas de tratamento com o tocilizumabe. Embora existam
incertezas quanto ao metabolismo da adiponectina e, principalmente, sobre o seu
papel anti-inflamatorio sobre o endotélio e pro-inflamatoério na sinévia, os resultados
estdo de acordo com o Unico trabalho publicado sobre a variacdo dos niveis das
adipocinas (adiponectina e leptina) apoés a inibicao do receptor da II-6. (164)

O comportamento da adiponectinemia apds o tratamento com a terapia anti
TNF variou dependendo do estudo. Ja foi sugerida uma correlacdo positiva entre
0s niveis da adiponectina e da atividade de doenca. (155) Alguns estudos
demonstraram que a inibicdo do TNF nédo alterou os niveis da adiponectina, (160,
162, 165, 166) mesmo nos pacientes com doenca inflamatéria intestinal. (167)
Outros estudos sugeriram um aumento nos niveis de adiponectina apos a inibicao
do TNF. (45, 168-171)

O estudo de Ehling et al demonstrou a producédo da adiponectina pelos
fibroblastos da sindvia reumatoide, a producdo da I1I-6 e MMP-1 estimulada pela
adiponectina, assim como demonstrou o efeito inibitério da terapia anti TNF sobre
essa producdo, embora o0 mecanismo exato ndo tenha sido estabelecido. Tais
dados ratificam a participacdo dessa adipocina na destruicdo articular, mas néo
existem dados suficientes para concluir a respeito da influéncia da sintese
intraarticular da adiponectina sobre o0s seus niveis séricos. (45)

Por outro lado, foi descrita a acdo do TNFa sobre os adipdcitos inibindo a
producéo da adiponectina, assim como a inibicdo da adiponectina pela IL-6. Dessa
forma, o tratamento da inflamacéo e, especialmente, a terapia bioldgica poderiam
cursar com hiperadiponectinemia. (172) O estudo que avaliou o efeito do
metotrexate evidenciou aumento nos niveis da adiponectina apos 28 semanas de

tratamento. (173) Nishida et al descreveram aumento nos niveis séricos da
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adiponectina ap6s 12 meses de tratamento com infliximabe nos 97 pacientes com
AR, apesar de ndo demonstrar correlacdo com a atividade de doenca. (174) Nos
pacientes com AR grave tratados com terapia anti-TNF, a inflamacéo
correlacionou-se independentemente e negativamente com a

adiponectinemia.(175)

No estudo de Schultz et al (164), os 11 pacientes avaliados tambéem
apresentaram melhora no perfil de resisténcia insulinica visto pelo indice HOMA e
razdo leptina/adiponectina apds o controle da inflamacdo com o tocilizumabe.
(176) Os pacientes do presente estudo nao apresentaram mudanca do perfil de
resisténcia insulinica porque a glicemia e insulina apresentavam-se baixas no
baseline.

N&o foi encontrada correlacdo entre adiponectina e os marcadores de
disfuncdo endotelial, atividade de doenca ou inflamacdo no presente estudo.
Embora tenha sido sugerido o efeito cardioprotetor da adiponectina pelo estudo
gue correlacionou a melhora da funcdo endotelial com o aumento dos niveis da
adiponectina apos terapia anti TNF, o efeito da inibicdo da atividade inflamatéria
sobre a adiponectina, endotélio e desfecho CV é pouco compreendido. (177) A
hipoadiponectinemia foi apontada como um possivel biomarcador de risco CV nos
individuos obesos na populacdo geral, considerando o aumento nos niveis da
adiponectina apés a perda ponderal. Contudo, trés metanalises independentes
foram publicadas e concluiram que néo existe relacdo entre adiponectinemia e
doenca coronariana. (108-110) O estudo longitudinal que avaliou o papel da
adiponectina, leptina e da II-6 em relacdo ao desfecho CV numa populacéo
equivalente a 74.123 pessoas.ano, com sobrepeso/obesa, durante 11.4 anos,
também ndo encontrou relacdo entre as adipocinas e 0s eventos, apdés 0 ajuste
para outros fatores de risco para DAC.(111)

No entanto, tais estudos contemplaram pacientes sem doencga inflamatoria e
nao € bem estabelecido o papel da adiponectina na prevencao de evento CV nos
pacientes com AR. E preciso documentar se os niveis da adiponectina contribuem
para o sabido maior risco CV nesses pacientes e quais isoformas estariam
envolvidas no dano endotelial e no dano articular, considerando um possivel alvo
terapéutico.

No grupo de pacientes tratados com tocilizumabe, a resistina apresentou

correlacao linear diretamente proporcional com a atividade de doenca. O mesmo
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efeito foi observado entre os niveis da resistina sérica e da proteina C reativa. Na
literatura, houve queda dos niveis da resistina ap6és o tratamento com
adalimumabe, conforme queda da VHS, PCR, DAS28. (165) Em outras
publicacdes, a resistina também flutuou de acordo com os marcadores de
inflamac&o. (167, 178)

Os trabalhos que demonstraram a diminuicdo dos macrofagos na sindvia
reumatoide apos o controle inflamatério da doenca (179, 180) poderiam justificar a
correlacdo direta entre a atividade inflamatoria e resistinemia, visto que a resistina
€ sintetizada principalmente por macrofagos. (86, 181)

Vale ressaltar que no presente estudo, foi encontrada uma correlagéo linear
entre a resistinemia e a FMD no grupo dos pacientes tratados com tocilizumabe,
podendo estar de acordo com os dados da metanalise que sugeriu a associacao
entre niveis de resistina e mortalidade CV nos pacientes de alto risco. (112) Apesar
dos estudos que avaliam desfecho CV ndo contemplarem os pacientes com AR, é
preciso reforcar que a prépria doenca inflamatéria deve ser considerada como fator
de alto risco para doenca coronariana. (1)

A disfuncdo endotelial € uma etapa precoce da doenca aterosclerética. A
descricdo da participacdo da resistina na ativacdo das células endoteliais,
promovendo a liberacdo da endotelina-1 e aumentando a expressdo de moléculas
de adesao reforcam a possivel participacao da resistina na fisiopatologia da doenca
aterosclerdtica. (182, 183) Reilly et al demonstraram que niveis circulantes de
resistina correlacionam-se com marcadores de inflamacédo e sao preditores de
aterosclerose coronariana visto pelo score de calcio nas coronarias. (184)

Apesar de alguns estudos sugerirem que a resistina pode participar dos
mecanismos da aterosclerose, existe a necessidade de esclarecermos se, a
semelhanca da PCR, a resistina ndo € apenas um biomarcador de inflamacédo e
nao a causa do dano cardiovascular. (185)
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CONCLUSOES

Apoés 16 semanas de tratamento com o bloqueador do receptor da IL-6, 0s
pacientes com AR apresentaram niveis estaveis de leptinemia, o que parece estar
relacionado a manutencdo do IMC durante o acompanhamento. A adiponectinemia
aumentou com significancia estatistica apés esse intervalo de acompanhamento,
embora ndo tenha sido encontrada correlacdo com os marcadores de disfuncéo
endotelial, atividade de doenca ou inflamac&o. A resistina nao apresentou
variacbes com significAncia estatistica, mas correlacionou-se com FMD,
DAS28PCR e PCR, parecendo comportar-se como mais um marcador de atividade

inflamatoria.
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SERVICO DE REUMATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , estou sendo convidado(a)

como voluntério(a) a participar da pesquisa: Avaliagdo da Funcdo Endotelial através da Dilatacéo
Mediada por Fluxo pré e p6s Terapia com antagonista da IL-6 em Pacientes com Artrite
Reumatdide

A artrite reumatoide é uma doenca inflamatoria cronica que pode gerar limitagdo funcional e lesionar
as articulagOes. Esta inflamacdo pode estar relacionada a risco cardiovascular aumentado. VVocé é
portador desta doenca e recebe tratamento com metotrexato. O TOCILIZUMABE é um novo
medicamento para a artrite e jA demonstrou melhora da inflamacdo das juntas e pode estar
relacionado ao controle da doenca cardiovascular. Este estudo visa descobrir como a inflamacéo e o
colesterol se comportam apds o tratamento. Os procedimentos para este estudo serdo realizados da
seguinte forma: 1) consulta médica com entrevista, anotacdo de dados clinicos (como pressdo
arterial, peso, altura, idade) e avaliacdo do estagio atual da artrite, através de questionarios e exame
fisico. 2) coleta de sangue para dosagem do colesterol e de exames da inflamagdo. 3)
ultrassonografia de uma artéria do brago a ser realizada no HUPE em dia agendado previamente.

Apo6s 3 meses, todos os procedimentos anteriormente citados serdo repetidos da mesma forma.

Existe um desconforto e risco minimo para vocé quando se submeter a ultrassonografia do bracgo,
pois é preciso jejum de 12 horas e, durante 0 exame, realizamos compressao do braco com um
aparelho de medir pressdo por 5 minutos. Um dos beneficios da participacdo é conhecer um fator de
risco cardiovascular, permitindo que seus médicos do servico de Reumatologia do HUPE possam

melhorar seu tratamento conforme julgarem necessario.

Caso vocé apresente algum problema em seus exames clinicos ou laboratoriais durante ou em
decorréncia deste estudo, vocé serd acompanhado pela equipe de reumatologia do HUPE, que tomara

as atitudes necessarias para ajuda-lo.

Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento.
A sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer penalidade ou

perda de beneficios.



85

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados do
exame clinico, laboratorial e da ultrassonografia estardo disponiveis para vocé no seu prontuario do
HUPE e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participacdo nédo
sera liberado sem a sua permissao. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma publicac&o que possa
resultar deste estudo. Uma coOpia deste consentimento informado sera arquivada no servigo de

Reumatologia do HUPE e outra ser4 fornecida a vocé.

A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e ndo serd disponivel nenhuma

compensacdo financeira adicional.

Autorizo o armazenamento do meu sangue coletado neste estudo para possiveis outros projetos de
pesquisa a serem realizados na instituicdo, onde serdo observados todos os preceitos éticos e de
sigilo exigidos por lei e fiscalizados pelo Conselho de Etica em Pesquisa do HUPE e/ou Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Afirmo que fui informado(a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
motivar minha decisdo se assim o desejar. O professor orientador Dr. Geraldo Castelar certificou-me
de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Em caso de duvidas poderei chamar o pesquisador Bruno Cesar Bacchiega de Freitas ou o professor
orientador no telefone (21) 2868-8216 ou procurar 0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, sito a Av. 28 de Setembro, 77 térreo. Telefone (21) 2868-8253.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento

livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura de Testemunha Data

Nome Assinatura de Testemunha Data
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — grupo MMDC
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , estou sendo convidado(a)

como voluntério(a) a participar da pesquisa: Avaliagdo da Fun¢do Endotelial através da Dilatagédo
Mediada por Fluxo pré e pés Terapia com Tocilizumabe em Pacientes com Artrite Reumatoéide
A artrite reumatoide é uma doenca inflamatéria crénica que pode gerar limitagdo funcional e lesionar
as articulagOes. Esta inflamacdo pode estar relacionada a risco cardiovascular aumentado. Vocé é
portador desta doenga e necessita iniciar ou alterar seu tratamento, utilizando uma Droga Anti-
Reumatica Modificadora de Doengas (DMARD em inglés), que sera o metotrexato ou leflunomida.
A decisdo de qual medicamento usar foi estabelecida pelo seu reumatologista do HUPE em consulta
médica anterior. Estas drogas ja demonstraram melhora da inflamacéo das articulagfes e podem estar
relacionados ao controle da doenca cardiovascular. Este estudo visa descobrir como 0s vasos
sanguineos reagem aos medicamentos Tocilizumabe ou DMARD e como a inflamagéo e o colesterol
se comportam apés o tratamento. Os procedimentos para este estudo serdo realizados da seguinte
forma: 1) consulta médica com entrevista, anotacdo de dados clinicos (como pressao arterial, peso,
altura, idade) e avaliagdo do estagio atual da artrite, através de questionarios e exame fisico. 2) coleta
de sangue para dosagem do colesterol e de exames da inflamacéo. 3) ultrassonografia de uma artéria
do brago a ser realizada no HUPE em dia agendado previamente. Apds 4 meses, todos 0s
procedimentos anteriormente citados serdo repetidos da mesma forma.

Existe um desconforto e risco minimo para vocé quando se submeter a ultrassonografia do bracgo,
pois é preciso jejum de 12 horas e, durante 0o exame, realizamos compressao do braco com um
aparelho de medir pressao por 5 minutos. Um dos beneficios da participacdo é conhecer um fator de
risco cardiovascular, permitindo que seus médicos do servico de Reumatologia do HUPE possam
melhorar seu tratamento conforme julgarem necessario.

Caso vocé apresente algum problema em seus exames clinicos ou laboratoriais durante ou em
decorréncia deste estudo, vocé serd acompanhado pela equipe de reumatologia do HUPE, que tomara
as atitudes necessarias para ajuda-lo.

Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. VVocé € livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento.
A sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer penalidade ou

perda de beneficios.
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Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados do
exame clinico, laboratorial e da ultrassonografia estardo disponiveis para vocé no seu prontuario do
HUPE e permanecerdo confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo nao
sera liberado sem a sua permissao. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma publicac&o que possa
resultar deste estudo. Uma coOpia deste consentimento informado sera arquivada no servigo de
Reumatologia do HUPE e outra seré fornecida a vocé.

A participacdo no estudo ndo acarretard custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma
compensacdo financeira adicional.

Autorizo o armazenamento do meu sangue coletado neste estudo para possiveis outros projetos de
pesquisa a serem realizados na instituicdo, onde serdo observados todos os preceitos éticos e de
sigilo exigidos por lei e fiscalizados pelo Conselho de Etica em Pesquisa do HUPE e/ou Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Afirmo que fui informado(a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas davidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
motivar minha decisdo se assim o desejar. O professor orientador Dr. Geraldo Castelar certificou-me
de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Em caso de duvidas poderei chamar o pesquisador Bruno Cesar Bacchiega de Freitas ou o professor
orientador no telefone (21) 2587 6440 ou procurar 0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, sito a Av. 28 de Setembro, 77 térreo.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento

livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura de Testemunha Data

Nome Assinatura de Testemunha Data
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PROJETO TRACE - Tocilizumab for Rheumatoid Arthritis Cardiovascular Evaluation

DATA: __ /__/

NOME: REGISTRO:

Avaliagado: () 12 ()22 DN: / / TEL: ()

Medidas Clinicas:

Sexo: Idade: Peso: Kg Altura: m IMC: Kg/m2 Abd:

HAQ: DAS 28 VHS: DAS 28 PCR:
Estatina: (s) (n) DM: (s) (n) SCA <3 meses: (s) (n) TCLE: (s) (n)
Tabaco: (s) (n) (ex) HF DAC (s) (n)

Medicacdes em Uso:

88

Medidas Laboratoriais:

VHS: mm/h PCRt:
Colest Total: HDL: LDL: Triglicerideos:

Medidas Ultrassonograficas:

Braquial Basal Da:__ Db:_ Dc:_ D1:

Braquial Pés-oclusdo: Dx:_ Dy: Dz:_ D2:

FMD: FMD%:

Pico Hiperemia: cm/s

Cardétida E: IMTmax:_____ mm IMTmed:_ _ _mmPlaca: ()S ()N
CarétidaD: IMTmaxi__ mm IMTmed:_ _ _mmPlaca: ()S ()N

Soroteca: Caixa: Posicao:



APENDICE D - Ficha de avalia¢ao clinica (grupo MMDC)
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q’“ﬁm$ SERVICO DE REUMATOLOGIA
PROJETO ARI - Artrite Reumatdide Inicial

DATA: __ /__/

NOME: REGISTRO:

Avaliagado: () 12 ()22 DN: / / TEL: ()

Medidas Clinicas:

Sexo:_ Idade:_~  Peso:_ Kg Altura:___m IMC:___ Kg/m2 Abd:_
HAQ:____ DAS 28 VHS: DAS 28 PCR:_____

Estatina: (s) (n) DM: (s) (n) SCA <3 meses: (s) (n) TCLE: (s) (n)

Tabaco: (s) (n) (ex) HF DAC (s) (n)

Medicacdes em Uso:

Medidas Laboratoriais:

VHS: mm/h PCRt:
Colest Total: HDL: LDL: Triglicerideos:

Medidas Ultrassonograficas:

Braquial Basal Da:__ Db:_ Dc:_ D1:

Braquial Pés-oclusdo: Dx:_ Dy: Dz:_ D2:

FMD: FMD%:

Pico Hiperemia: cm/s

Cardétida E: IMTmax:_____ mm IMTmed:__ mmPlaca: ()S ()N
CarétidaD: IMTmaxi_  mm IMTmed:_ _ mmPlaca: ()S ()N

Soroteca: Caixa: Posicao:
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ANEXO - Parecer de autorizagéo C.E.P. - HUPE

7, :
Sy UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO s
: Ui‘:;;J -y HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO ' ﬂ:

2, ~ .
st COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 18 de Janeiro de 2011

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof.: Wille Oigman

Para: Aut. Bruno Cesar Bacchiega de Freitas
Orient. Prof. Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro

Registro CEP/HUPE: 2826/2010 (este nimero deverd ser citado nas correspondéncias referentes ao projeto)
CAAE: 0273.0.228.000-10

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds avaliacdo,
considerou o projeto, "AVALIACAO DA FUNCAO ENDOTELIAL E DO ESPESSAMENTO MEDIO
INTIMAL EM PACIENTES PORTADORES DE ARTRITE REUMATOIDE ANTES E APOS TERAPIA COM
TOCILIZUMABE"” APROVADO, encontrando-se este dentro dos padrGes éticos da pesquisa em
seres humanos, conforme Resolugao n.2196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de
outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salde, bem como o termo de consentimento livre e
esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. Sa., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao
um sumario dos resultados do projeto.

Prof. W?IIe Oigman
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

COMITE DE ETICAEM Pe%msa
HUPE/UERJ




