PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE
AREA DE CONCENTRACAO: CLINICA MEDICA

PROTEINA OLIGOMERICA DA MATRIZ
CARTILAGINOSA/TROMBOSPONDINA 5 (COMP/TSP-5)
COMO BIOMARCADOR EM DIFERENTES ESTAGIOS
FUNCIONAIS DA ARTRITE REUMATOIDE.

Fernanda Duarte de Andrade

Porto Alegre
2008



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE
AREA DE CONCENTRACAO: CLINICA MEDICA

PROTEINA OLIGOMERICA DA MATRIZ
CARTILAGINOSA/TROMBOSPONDINA 5 (COMP/TSP-5)
COMO BIOMARCADOR EM DIFERENTES ESTAGIOS
FUNCIONAIS DA ARTRITE REUMATOIDE.

Fernanda Duarte de Andrade

Orientador: Dr. Henrique Luiz Staub

Dissertagcdo de Mestrado apresentada ao
Curso de Pos-Graduacdo em Clinica Médica e
Ciéncias da Salde, Area de Concentracdo em
Clinica Medica, da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul

Porto Alegre
2008



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICACAO (CIP)

A553p  Andrade, Fernanda Duarte de
Proteina Oligomérica da matriz cartilaginosa/trombospondina 5
(COMP/TSP-5) como biomarcador em diferentes estagios funcionais da
artrite reumatoide / Fernanda Duarte de Andrade; orient. Henrique Luiz
Staub. Porto Alegre: PUCRS; 2008.

48f.: gréf. il. tab.

Dissertacé@o ( Mestrado ) — Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul. Faculdade de Medicina.  Programa de P6s-Graduagao
em Medicina. Mestrado em Clinica Médica.

1. ARTRITE REUMATOIDE/Sangue. 2. LIGAGAO PROTEICA. 3. PROTEINAS
ASSOCIADAS A MATRIZ CELULAR. 4. PROTEINA OLIGOMERICA. 5.
TROMBOSPONDINAS. 6. MARCADORES BIOLOGICOS. 7. TECNICA DE
IMUNOENSAIO ENZIMATICO DE MULTIPLICACAO. 8. ANALISE DE VARIANCIA. 9.

ESTUDOS TRANSVERSAIS. |. Staub, Henrique Luiz. Il. Titulo.
C.D.D. 616.72
C.D.U. 616.72-002:612.12(043.3)
N.L.M. WE 346

Rosaria Maria Licia Prenna Geremia
Bibliotecaria CRB10/196




Dedico este trabalho ao meu amor, Flavio, pelo
carinho e companheirismo e por estar sempre

junto a mim, estimulando toda esta caminhada.



AGRADECIMENTOS

Ao final deste trabalho, desejo agradecer a todas as pessoas que, de alguma maneira,

contribuiram para sua realizacéo.

Em primeiro lugar ao meu orientador, Henrique Luiz Staub, médico reumatologista e

apaixonado pela profisséo, pela dedicagéo.

A0s meus pais, pois sem eles ndo teria chegado até aqui. Ao meu namorado pelo carinho e
compreensdo. Em especial ao meu irmdo, pelo constante auxilio e apoio mesmo que

distante.

Um agradecimento especial a Dra. Ana Ligia Bender, pelo estimulo e auxilio na realizacéo
deste trabalho. A Dra. Inés Guimaraes da Silveira, médica reumatologista apaixonada pelo

trabalho e pelos pacientes.
A toda a equipe da Reumatologia pelo auxilio.

Ao professor Mario Wagner, pela colaboragdo na andlise estatistica e pertinentes

sugestoes.
Ao0s pacientes, 0 motivo deste trabalho.

Aos colegas e amigos, que estiveram presentes durante este processo. Em especial a amiga

Denise Souza, pela dedicacdo e carinho.

Aos funcionarios do Curso de Pos-Graduacdo, pela competéncia e disponibilidade. Aos
funcionarios da Biblioteca, em especial a bibliotecaria Rosaria Maria Lucia Prenna

Geremia.



INDICE

LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt et viii
LISTADE TABELAS ...ttt ne e IX
LISTA DE FIGURAS E ILUSTRA(;@ES ............................................................................ X
RESUMO ..ttt ekttt ekttt e e s be e et e e sbe e e beesreeanneeas Xi
ABSTRACT Lttt ettt b et e ae e bttt et e nre e aeearee s Xii
L INTRODUGAO . .....c.oeeeeeeeeteeeeee e tese sttt ss sttt s st s anen s 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 3
2.1 ARTRITE REUMATOIDE ........oooiiieieeeieeeeeeeeeseesee s snes st 3
2.1 1 CONCEITO. ...ttt bbb 3
2.1.2 EPIAEMIOIOQIA ... 3
2.1.3 EIOPALOGEINIA. ....eveiteeiieiieie ettt bbbttt bbbt 4
2.1.4 Apresentacdo clinica da dOBNGA. .........ccueuerieierieie e 5
2.1.5 DIAgNOSTICO.....cviiieitiicie ettt ettt sre e nae e 7
2.1.5.1 EXAME FSICO ...ttt 8
2.1.5.2 RAAI0IOGIA. ....ccvveiieieie st 9
2.1.5.3 LADOTALOIIO ...ttt 10
2.1.5.3.1 FatOr reUmAatOIde. .......ccvvuiieeiieieie et 10
2.1.5.3.2 Anticorpos anti-CCP ..o 11
2.1.6 PrOQgNOSLICO .....cvieiiieiecteeie ettt ettt ettt s be e re s e be e e sreeneenes 12
2.1.7 TTAtAMENTO . .....cvieiiiieitee ettt 12

2.2 PROTEINA OLIGOMERICA DA MATRIZ CARTILAGINOSA
TROMBOSPONDINA 5 (COMP/TSP-5) ..ceiiiiiiiiiieie e 15
2.2. 1 CONCEITO. ...ttt b bbb 15
3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO ...ttt 17
B HIPOTESES -..oovivtseeseesetsesse st 18
4.1 HIPOTESE OPERACIONAL ..ottt et sestes s nes s 18

4.2 HIPOTESE CONCEITUAL ......ooiiieeieiete ettt 18



S OBUIETIVO ... 19

6 PACIENTES E METODOS........coiiiiiiiieiieieiese et 20
6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO .....ccocciiiiiieiiiise et 20
8.2 POPULAGOES ..ottt 20

6.2.1 Critérios de incluséo para pacientes COM AR .........cooviiriiienen e 20
6.2.2 Critérios de exclusdo para pacientes COM AR ........cccccvvvieiieieiie e 21
6.2.3 Critérios de inclusdo para doadores de SANQUE..........cceevvevieerieeieieeie e 21
6.2.4 Critérios de excluséo para doadores de SANQUE .........ccveverierierereniesieseeeeeees 21
B.3 LOCAL ...ttt ettt e e a e re e reeae et et nens 21
6.4 PERIODO ........oooouiiiciiisicie e 22
6.5 METODOLOGIA. ... .o e e aae e s era e e s nrae e e nee e 22
6.5.1 Dosagem da COMP/TSP-5, fator reumatdide e anticorpos anti-CCP................ 22
6.5.2 Classificagéo funcional de pacientes cOm AR ..o 23
6.6 CONTROLE DO ERRO SISTEMATICO ......cooviieveiieeiceeeeeeee e, 24
6.7 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 25
B8 ETICA ..ottt 25

T RESULTADOS ...ttt ettt e et e e st e e sat e e e snt e e e sbae e e neaeanaeeaneeeas 26

B DISCUSSAD .......ovuiiiiiiieieeieie st 30
8.1 GRAU FUNCIONAL E COMP/TSP-5.....oooiieie ettt 30
8.2 GRAU FUNCIONAL E FATOR REUMATOIDE ........cccocoveieieeieereseeeserenn s 34
8.3 GRAU FUNCIONAL E ANTI-CCP ..ottt 35

9 CONCLUSODES ...ttt 38

10 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccoiieieieieieieieeseiesiese s 39

ANEXOS



LISTA DE ABREVIATURAS

ACR “American College of Rheumatology” (Colégio Americano de
Reumatologia)

Anti-CCP Anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico
AR Artrite reumatoide

CEP Comité de Etica em Pesquisa

CMP Proteina extra-articular da matriz do colageno

COMP/TSP-5 Proteina oligomérica da matriz cartilaginosa/trombospondina-5

HAQ “Health assessment questionnaire”

IC 95% Intervalo de confianca de 95%

IgG Imunoglobulina de classe G

IgM Imunoglobulina de classe M

IgA Imunoglobulina de classe A

IL Interleucina

TNF “Tumoral necrosis factor”, fator de necrose tumoral
TSP Trombospondina

VSG Velocidade de sedimentacdo globular



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Critérios de classificagéo ggra artrite reumatoide (AR) segundo o Colégio

Americano de Reumatologia de 1987. % ... ... 8
Tabela 2.  Estratificacdo de grau funcional para pacientes com artrite reumatéide de

acordo com 0s critérios de HOChDEIG.® ...t 24
Tabela 3.  Caracteristicas das amostras estudadas. ............cccevereereriienineie e, 26
Tabela 4. Estratificacdo de grau funcional nos pacientes com artrite reumatoide. ......... 27

Tabela5.  Frequéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 (acima de 12 U/L) e
distribuicdo dos niveis médios de COMP/TSP-5 nos diversos graus funcionais de pacientes
com artrite reumatoide (AR) comparativamente a controles sadios. .........ccccceveveviervernenne 27

Tabela 6.  Distribuicdo dos 28 pacientes reumatdides com COMP/TSP-5 elevada (acima
de 12 U/L) nos diversos graus fUNCIONAIS. ..........cceverierienierenisieseeee e 28

Tabela 7.  Distribuicdo dos 35 pacientes com AR fator reumatoide-positivos (niveis
acima de 15 Ul/ml) nos diversos graus fUNCIONGIS. ..........ccoerirererieiienieniesie e, 29

Tabela 8.  Distribuicdo dos 36 pacientes reumatdides anti-CCP-positivos (niveis acima
de 20 U/ml) nos diversos graus fUNCIONAIS. ..........ccveierierierieriesiisieeie e 29



LISTA DE FIGURAS E ILUSTRACOES

Figura 1. Alteragdes inflamatorias da articulagdo reumatdide. ...........ccooevvvvieniiieciicienn, 4
Figura 2.Deformidades articulares classicas da AR em estagio avangado...........c...cc.coc..... 6
Figura 3. Estrutura tridimensional da COMP/TSP-5 .......ccociiiiiiiiiecee e, 15

Figura 4. Valores médios de COMP/TSP-5 apresentados em grafico para comparacao de 5
GrupoS de INAIVIAUOS........couviiieeiecc sttt te e re e sre e reesbeenaenae s 28



Xi

RESUMO

Introducéo: A artrite reumatdide (AR) é o exemplo cléssico de artropatia crénica erosiva.
E uma doenca potencialmente severa e incapacitante. Seu curso e sua progressio Sao
bastante variaveis. A proteina oligomérica da matriz cartilaginosa/trombospondina-5
(COMP/TSP-5) é considerada um potencial biomarcador de prognéstico na AR. Nao ha,
entretanto, estudos detalhados acerca da associacdo entre grau funcional da AR e niveis
séricos de COMP/TSP-5.

Objetivo: Avaliar os niveis séricos de COMP/TSP-5 em pacientes com AR estratificados
para grau funcional e em controles sadios.

Pacientes e métodos: O estudo foi transversal controlado. Cinquenta e oito pacientes com
AR, em acompanhamento no Ambulatério de Reumatologia do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS compuseram a populagédo-alvo. A classificacdo de Hochberg foi utilizada para
estimar grau funcional destes pacientes. O grupo-controle consistiu de 100 doadores de
sangue consecutivamente selecionados. Os niveis de COMP/TSP-5 foram avaliados
através imunoensaio enzimatico (AnaMar Medical ™, Lund, Suécia). Niveis acima de 12
U/l foram considerados positivos. A testagem para fator reumatdide foi efetuada por
nefelometria. Anticorpos anti-CCP foram detectados por imunoensaio enzimatico. A
comparacgdo entre os grupos foi obtida por analise de variancia. Um nivel de significancia
de 5% foi considerado para valores P.

Resultados: A média de idade foi de 48+6 anos para o0 grupo-controle e de 54+14 anos
para pacientes com AR (P>0,05). O sexo feminino predominou no grupo de pacientes com
AR (P<0,05). Apo6s ajuste para sexo e idade, os niveis médios de COMP/TSP-5 foram de
7,0 U/L (1C95% 6,1-7,9) para o grupo-controle e de 12,6 U/L (IC95% 11,1-14,1) para o
grupo de AR (P<0,01). Entre os pacientes com AR, 25 apresentaram grau funcional |
(43,1%), 14 grau funcional 1l (24,13%), 10 grau funcional 111 (17,2%) e 9 grau funcional
IV (15,5%). Com excecdo de individuos de classe funcional 111, pacientes de outras classes
funcionais tiveram maior freqiiéncia de niveis superiores de COMP/TSP-5 superiores a 12
U/L do que controles (P<0,001). Em cada uma das classes funcionais, os niveis médios de
COMP/TSP-5 foram significantemente maiores do que os do grupo-controle (P<0,05). Os
28 pacientes reumatoides com COMP/TSP-5 elevada distribuiram-se uniformemente entre
as 4 classes funcionais (P=0,365). De forma similar, pacientes com AR positivos para fator
reumatoide (P=0,360) e para anticorpos anti-CCP (P=0,450) se distribuiram
homogeneamente em todas as classes funcionais.

Conclus@es: Os niveis de COMP/TSP-5 foram significativamente maiores em pacientes
com AR do que em controles. Os niveis médios de COMP/TSP-5 se mantiveram acima dos
controles para todas as classes funcionais da doenca. Com excegdo da classe Ill, a
positividade para COMP/TSP-5 foi mais freqiiente em todas as outras classes funcionais,
comparativamente a controles. A testagem positiva para COMP/TSP-5, fator reumatdide e
anticorpos anti-CCP, ocorreu uniformemente em todas as classes funcionais da doenga. A
presenca destes biomarcadores associou-se a variados graus de incapacidade funcional na
AR.
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ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) in a classic example of chronic erosive
arthropathy. RA is a potentially severe and incapacitanting disorder. Progression of disease
is mostly variable among affected individuals. The cartilage oligomeric matrix
protein/thrombospondin 5 (COMP/TSP-5) is considered as a potential prognostic
biomarker of RA. Studies on the association of functional class of RA with serum levels
of COMP/TSP-5 have not been available as yet.

Objective: To evaluate the serum levels COMP/TSP-5 in RA patients stratified for
functional class and in healthy controls.

Patients and methods: The study was cross-sectional. Fifty-eight patients with RA
followed in the Outpatient Rheumatology Clinic of S&o Lucas Hospital of PUCRS
comprised the target population. The Hochberg classification was utilized to estimate the
functional status of RA patients. The control group included 100 blood donors
consecutively selected. Levels of COMP/TSP-5 were evaluated by immunoenzimatic assay
(AnaMar Medical ™, Lund, Suécia). Levels above 12 U/l were considered positive.
Testing for rheumatoid factor was carried out by nephelometry. Anti-CCP antibodies were
detected by immunoenzymatic assay. Comparison of groups was obtained by analysis of
variation. A 5% significance levels was considered for P values.

Results: The medium age was 486 years for the control group and of 54+14 years for RA
patients (P>0.05). The female gender predominated in patients with RA (P<0.05). After
adjustment for sex and age, the average levels of COMP/TSP-5 were 7.0 U/L (95%Cl 6.1-
7.9) for the control group and of 12.6 U/L (95%CI 11.1-14.1) for patients with RA
(P<0.01). Among RA patients, 25 showed functional class | (43.1%), 14 functional class Il
(24.13%), 10 functional class Il (17.2%), and 9 class functional IV (15.5%). With the
exception of individuals with class functional 111, patients from the other functional status
presented higher frequency of positive test for COMP/TSP-5 as compared to controls
(P<0.001). In each of the functional classes, the average levels of COMP/TSP-5 were
significangly higher that those of the control group (P<0.05). The 28 RA patients with
elevated COMP/TSP-5 were distributed uniformly in all 4 functional classes (P=0.65).
Similarly, RA patients with a positive test for rheumatoid factor (P=0.36) and anti-CCP
antibodies (P=0.45) distributed homogeneously among all functional classes.

Conclusion: The levels of COMP/TSP-5 were significantly higher in RA patients than in
controls. The average serum levels of the protein remained elevated as compared to
controls in all 4 functional classes of RA patients. With the exception of class Ill, positivity
for COMP/TSP-5 was more frequent in all other functional classes as compared to
controls. Positive testing for COMP/TSP-5, rheumatoid factor, and anti-CCP antibodies
occurred uniformly in all functional classes of disease. The presence of these biomarkers
associated to variable levels of functional incapacity in RA patients.



1 INTRODUCAO

A artrite reumatdide (AR) é uma doenca cronica de etiologia desconhecida. E uma
afeccdo inflamatdria potencialmente severa e incapacitante. Seu curso e progressao tém

uma variacéo interindividual pronunciada ®.

Recentes avancos na composi¢do tecidual das articulagbes e na fisiopatologia
definiram uma série de biomarcadores que tem possibilitado uma melhor compreensao do
prognostico da AR. Alguns marcadores, como o fator reumatoide, séo caracteristicos da
AR. Anticorpos anti-peptideos citrulinados citricos (anti-CCP) séo, a luz dos dados atuais,
mais especificos para AR do que o fator reumatdide. Ainda outros grupos de marcadores
podem ser citados, como o0s propeptideos do colageno tipo Ill, as hialuronidases, a
neopterina e o hialuronato. Os metabolitos da cartilagem tecido-especificos incluem os
fragmentos de colageno tipo Il, a proteina extra-articular da matriz do coldgeno (CMP) e a
proteina oligomérica da matriz cartilaginosa/trombospondina-5 (COMP/TSP-5), foco de

interesse de nosso estudo @,

Muitos estudos recentes sugerem a COMP/TSP-5 como biomarcador de dano
articular em doencas reumatoldgicas, incluindo a AR (3458)- Entretanto, poucos entre estes
avaliam a relacdo entre niveis séricos de COMP/TSP-5 e capacidade funcional de pacientes
com AR.

Em 1949, Otto Steinbrocker (") reportou originalmente as recomendacgdes para
estratificacdo funcional de pacientes com AR. Em 1991, Marc Hochberg e colaboradores
revisaram as recomendaces prévias de Steinbrocker. Esta tltima classificacdo, atualmente
aceita pelo ACR (Colégio Americano de Reumatologia), adiciona critérios como sexo e

idade e determina com mais exatiddo as incapacidades profissionais. ©

O uso desta atualizada classificagdo funcional permitiu que inumeros estudos
sobre gqualidade de vida em pacientes com AR se tornassem mais confidveis do ponto de
vista cientifico. Além disso, a classificagdo permite conclusdes mais acuradas acerca do
impacto sécio-econdmico perpetrado pela doenca. © N&o menos importantemente, a
estratificacdo funcional da AR em subgrupos proporciona uma analise mais precisa do

papel dos biomarcadores nos variados estagios de incapacidade da doenca. Nosso estudo



visa avaliar a relacdo de alguns destes biomarcadores, particularmente a COMP/TSP-5,
com grau funcional da AR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ARTRITE REUMATOIDE

2.1.1 Conceito

A AR é uma doenga auto-imune multissistémica de etiologia desconhecida. A
caracteristica principal da doenca é uma sinoviopatia inflamatéria, em geral persistente.
Achados sistémicos (nddulos subcutaneos, fibrose pulmonar, sindrome seca, neuropatia
periférica) podem ocorrer. Preferencialmente articulagdes sinoviais periféricas sao
acometidas de forma simétrica. A artrite € potencialmente erosiva, de natureza cronica e
por vezes incapacitante. Sabe-se, atualmente, que até 50% dos individuos com AR cessam

atividades profissionais nos primeiros 10 anos de doenca. ‘%

2.1.2 Epidemiologia

A AR afeta em torno de 0,5 a 1% da popula¢do mundial. No Brasil, a prevaléncia
estimada é de 0,2% a 1% @Y. Assim, a AR pode ser considerada como um sério problema
de saude publica em nosso pais, com graves conseqliéncias clinicas, psiquicas, sociais e
econémicas. Ao longo de décadas, varias medidas terapéuticas foram adotadas visando
minimizar sintomas e incapacidades funcionais. Embora controlavel com medidas

medicamentosas, fisioterapicas e ortopédicas, a doenca permanece sem cura definitiva.
(12,13)

A doenca ocorre em todas as racas e paises ““. A maior incidéncia da AR se da
entre os 35-65 anos de idade. *® As mulheres sdo até trés vezes mais afetadas do que 0s
homens. A prevaléncia aumenta com a idade, e nos grupos mais senis as diferencas de sexo
ndo sdo tdo marcantes. Embora a AR possa iniciar em qualquer idade, classicamente a
doenca se deflagra em mulheres na faixa etaria de 40 a 50 anos. Quando diagnosticada

antes dos 16 anos de idade, o quadro é denominado artrite idiopética da infancia. ¢



2.1.3 Etiopatogenia

A causa da doenca ainda é desconhecida. Fatores genéticos, ambientais e
hormonais estdo envolvidos no surgimento e progressdo da doenga. Alguns dos fatores
etiopatogénicos de importancia na doenca incluem: resposta imuno-inflamatoria pos-
infeccdo, polimorfismos genéticos nos antigenos de histocompatibilidade, hiperatividade
humoral e celular e hiperfuncédo de citocinas pro-inflamatdrias. O resultado histopatologico

é uma sindvia altamente celular (pannus) ®".

Sabidamente, a AR estd associada a uma producdo aumentada de uma série de
citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e a interleucina 1 (IL-1),
reconhecidas moléculas pré-inflamatorias. O TNF-alfa parece prover a maior participacao
no processo pro-inflamatorio, enquanto a IL-1 é mediador-chave na lise Osteo-
cartilaginosa. O bloqueio direto e in vivo destas moléculas inflamatorias se da através da
acdo de citocinas como a IL-4 e a IL-10. A IL-10, a produzida por linfécitos T de linhagem
2 e dotada de efeito supressor sobre linfocitos T de linhagem 1, atua na diferenciagdo de
celulas B. Potencialmente atua, em conjuncdo com a IL-4, na perpetuacdo da resposta

humoral vista em pacientes com AR. ¥

Vénulas de
endotélio

Membrana

Sinovial .'

| Espacgo

Sinovial
Céapsula ¥

) 0ss0 N
Figura 1. AlteracGes inflamatorias da articulagdo reumatoide.
A entrada de leucdcitos no espaco sinovial se da através de vénulas de endotélio alto.
A figura enfatiza o papel das citocinas pro-inflamatorias (principalmente TNF-alfa e
IL-1) na formacédo do pannus intra-articular.



A perda de fungé&o articular decorre do dano irreversivel da membrana sinovial, da
cartilagem articular e do osso subcondral, mas também da inflamacdo de tecidos adjacentes
como cépsula, tenddes e ligamentos. Os principais fatores envolvidos na destruicdo da
cartilagem sdo a incapacidade de os condrdcitos manterem a homeostase do tecido e a agdo
de fatores secretados por células sinoviais inflamadas. Enzimas proteoliticas presentes no
liquido sinovial agem diretamente na matriz cartilaginosa, 0 que contribui para a
degradacéo articular. Os proteoglicanos da matriz sdo altamente suscetiveis a degradagdo
por varias enzimas proteoliticas (catepsinas, elastases e metaloproteinases). As alteraces
iniciais da membrana sinovial se caracterizam pelo aumento da permeabilidade capilar,
infiltracdo celular, neo-angiogénese. Posteriormente, ocorre formagdo do tecido de
granulacdo, em que a membrana se torna hiperplasiada e hipertrofiada @n,

Anatomicamente, a sindvia, as por¢des periféricas da cartilagem articular e os
espacos medulares subcondrais sdo acometidos de forma precoce na inflamacao
reumatdide. Progressivamente, o pannus formado passa a erodir a cartilagem articular.
Aderéncias fibrdticas sinovio-cartilaginosas podem se formar, o que acarreta clinicamente
restricdo articular. Com a progressdo da doenca, a por¢do esponjosa do 0sso se torna
exposta. O resultado andtomo-patologico final pode ser a anquilose fibrética da

articulacéo, o que gera deformidades e graves incapacitagfes funcionais. (19)

2.1.4 Apresentacéo clinica da doenca

A AR cursa com manifestacdes articulares e extra-articulares. As ultimas se
associam & doenca articular mais severa e a presenca de fatores reumatoides ou anticorpos
anti-CCP. A doenca articular tipica consiste de uma poliartrite de padrdo simétrico e
aditivo. O envolvimento articular é ciclico, caracterizado por frequientes exacerbacoes e
remissdes, podendo se tornar crénico e destrutivo. Embora todas as articulagcdes possam
estar potencialmente envolvidas (principalmente as do esqueleto periférico), é incomum o
acometimento das articulagdes interfalangeanas distais de méos e da coluna dorso-lombar.

Luxacdes de vértebras cervicais altas ndo sio raras, entretanto. ¥

Os sintomas articulares, caracteristicamente, predominam no periodo matinal. A
rigidez matinal costuma ser de longa duracdo em pacientes ndo-tratados. As méos sdo

particularmente rigidas em fases iniciais da doenga. A rigidez matinal provavelmente



decorre do acimulo de liquidos na articulagdo durante o periodo de repouso. Uma baixa
secrecdo de cortisol enddgeno e uma hipersecrecdo de prolactina (horménio de acdo pro-
inflamatdria) a noite possivelmente contribuam, em paralelo, para a rigidez matutina vista

nos pacientes com AR, #+??

O acometimento de maos é freqlentissimo em pacientes reumatoides. Na fase
inicial, é caracteristico o edema de interfalangeanas proximais e de metacarpofalangeanas.
Com o evoluir da doenca, dedos “em botoeira” (hiperflexdo da interfalangeana proximal e
hiperextensdo da interfalangeana distal) e dedos “em pescoco de cisne” (comprometimento

reverso do anterior) constituem deformidades tipicas.

A mdo funciona, por vezes, como instrumento de alta forca de preensao, e outras
vezes como um delicado instrumento de precisdo. Anatomicamente, a por¢édo radial da méo
desempenha as fungdes mais delicadas. A porgdo ulnar, por sua vez, é a mais envolvida em
situacbes em que se exige forca. Estes achados explicam, pelo menos parcialmente, o

predominio do desvio ulnar na méo reumatoide. *?

Artrite reumatoéide
(estagio avancgado)

Deformidade
em “botoeira”
do polegar

Desvio ulnar de
articulacéao
metacarpofalangeana

Deformidade em
“pescoco-de-cisne”
de dedos

Figura 2.Deformidades articulares classicas da AR em estagio avancado.

A figura ilustra o desvio ulnar e os dedos “em botoeira” e em “pescogo de cisne”, este
altimo caracterizado por hiperextensdo da interfalangeana proximal e hiperflexado da
interfalangeana distal.



ManifestacOes extra-articulares ocorrem em cerca de 10% dos pacientes com AR.
Nodulos subcutaneos, oftalmopatias, pleuro-pericardite, neuropatias periféricas, vasculite
cuténea, sindrome sicca e alteracGes hematoldgicas estdo entre as manifestagdes sistémicas
atribuiveis ao processo reumatoide. Sintomas como febre, fadiga, perda de peso e dores
musculares difusas podem acompanhar, ou mesmo preceder, o quadro articular. Atrofia de
musculatura peri-articular pode ocorrer precocemente, contribuindo para a incapacidade

funcional nas atividades diarias.??

O inicio dos sintomas da doenca pode ser insidioso ou agudo. Na forma insidiosa,
0s sintomas constitucionais predominam por semanas ou meses, até o aparecimento do
quadro articular. Cerca de 50 a 70% dos pacientes cursam com esta forma de apresentagado
da doenca. Na doenca de inicio agudo, menos freqliente, o individuo é por vezes capaz de
definir com precisdo a data de inicio dos sintomas *V. Cerca de 70% dos pacientes com
doenca ativa desenvolvem limitacdes articulares dentro dos dois primeiros anos da doenca.
Um percentual consideravel de pacientes evolui com doenga radiologicamente erosiva nos

primeiros 24 meses se ndo corretamente tratados. ¢®

2.1.5 Diagnostico

O diagnostico da AR é clinico, laboratorial e radioldgico. Os critérios do ACR de
1987 @ que devem sofrer modificacdes em breve, séo ainda considerados padréo-ouro
para classificacdo da doenca. E possivel que a presenca de anticorpos anti-CCP seja
considerada criterio diagnostico em uma préxima revisdo do consenso de 1987. Os
critérios de classificacdo de 1987, que foram utilizados neste estudo, podem ser vistos na
tabela 1. Reitera-se que os critérios de 1 a 4 devem ter duracdo minima de seis semanas.
Diz-se que o paciente apresenta definidamente AR quando preenche pelo menos 4 dos 7

critérios. 3



Tabelal. Critérios de classificacdo para artrite reumatoide (AR) segundo o Colégio
Americano de Reumatologia de 1987.%%

Critério Definigdo
1. Artrite de 3 ou mais articulagdes Edema ou derrame articular envolvendo pelo menos 3
grupos articulares, vista pelo médico e com

envolvimento simultaneo.

2. Artrite de articulacbes de maos Artrite de punhos, interfalangianas proximais e/ou
metacarpofalangeanas.

3. Artrite simétrica Envolvimento bilateral simultaneo.

4. Rigidez matinal Rigidez matinal de articulacBes de pelo menos 1 hora de
duracéo.

5. Presenca de fator reumatoide Fator reumatdide positivo.

6. Nodulos reumatdides No6dulos subcutaneos sobre proeminéncias 0sseas,

superficies extensoras, ou regides periarticulares.

7. Alteragdes radioldgicas Erosdes ou osteoporose peri-articular, observadas em
exame radiol6gico de maos e punhos.

Para preencher critérios para AR, 0 paciente precisa aPresentar pelo menos 4 dos 7 critérios. Os critérios de 1
a 4 devem estar presentes por pelo menos 6 semanas. %

Como visto, os critérios classicos de 1987 para a AR priorizam a cronicidade do
quadro articular. A simetria do envolvimento poliartritico, 0 acometimento de méos, a
rigidez matinal e a presenca de fator reumatdide sdo também dados cardinais para o
diagnostico. Nodulos reumatdides, vistos em até 25% dos pacientes, compreendem a
manifestacdo extra-articular mais freqliente da doenca, e sdo considerados como um
critério isolado para AR. Por fim, as alteracGes radiologicas (osteoporose peri-articular e,

na sequéncia, erosdes) sdo também de importancia na classificacdo destes pacientes.

O diagndstico precoce da AR de acordo com os critérios de 1987, embora nem
sempre possivel, é crucial para uma boa evolugdo clinica. A luz dos dados atuais, 0
emprego imediato de terapias modificadoras da doenca é capaz de prevenir erosdes

articulares, incapacidades funcionais e a sistematizagdo da doenca. *

2.1.5.1 Exame Fisico

Dor, edema e hiperemia s&o sinais importantes para quase todas as articulacoes

acometidas no processo reumatoide. Em articulagGes profundas como ombros e quadris, a



dor de carater inflamatorio (noturna, que piora com o repouso, acompanhada de rigidez
matinal) é o sintoma predominante. Aumento de volume e hiperemia em articulagfes
interfalangeanas proximais, metacarpofalangeanas, punhos, joelhos, tornozelos e
metatarsofalangeanas sdo caracteristicos. O acometimento de pequenas articulagdes de
méos pode conferir cardter de “dedo em fuso”. Deve-se enfatizar que alteracGes

inflamatérias de articulagdes pequenas de pés podem ser bastante precoces na doenca. ??

Na doenca mais avangada, hipotrofias ou atrofias da musculatura peri-articular
podem aparecer. Em casos mais graves, deformidades severas e anquilose articular podem
ser notadas ®”. Os nédulos subcutaneos classicos da AR em geral se localizam na face
extensora de cotovelos ou joelhos, mas por vezes sdo detectados no couro cabeludo ou em

visceras como pulmdes ou coragéo.

O exame fisico geral e cuidadoso pode revelar sinais de hiperemia conjuntival
atribuiveis a ceratoconjuntivite seca; o exame neurologico pode revelar disestesias
compativeis com neuropatia periférica reumatdide. Sinais de derrame pleural ou de fibrose
intersticial pulmonar podem ser notados na ausculta pulmonar, e a presenca de atrito
pericardico sugere o diagndéstico de pericardite reumatoide. O exame de pele pode ainda
revelar puarpuras ou lesbes urticariformes. Esplenomegalia e ulceracBes cuténeas,

associados a leucopenia, sugerem a presenca de sindrome de Felty. (25)

2.1.5.2 Radiologia

Nas fases iniciais do processo reumatodide, as alteragdes radiologicas sdo minimas
ou inexistentes. Aumento de partes moles e osteoporose periarticular compreendem 0s
achados mais precoces. Com a evolucdo da doenca, sobrevém diminuicdo do espaco
articular, erosbes do osso subcondral e, por fim, anquilose articular. Osteoartrose
secundaria, manifesta radiologicamente por osteofitose, pode ser notada em algumas

articulacdes

O envolvimento de tenddes, ligamentos e capsulas pode resultar em subluxacdes
ou luxagdes articulares, especialmente em maos, pés e coluna cervical. Considerando-se o
risco de subluxacdo ou luxacdo das vértebras C1-C2 (quadro potencialmente grave dada a
eventual compressdo de medula ou raizes cervicais), advoga-se 0 exame radiologico

funcional da coluna cervical a cada ano, mesmo em pacientes sem queixas axiais. ®®
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2.1.5.3 Laboratério

A avaliacéo laboratorial de pacientes com AR pode ser estratificada de acordo
com a especificidade dos testes em questdo. Como ocorre em varias doencgas cronicas,
anemia normocrémica e normocitica € bastante freqlente. Leucocitose e trombocitose
podem ser vistas em fases mais ativas da doenca. Proteinas de fase aguda como a
velocidade de sedimentacdo globular (VSG), proteina-C reativa, alfa-1 glicoproteina acida
e haptoglobina sdo testes inespecificos quase que invariavelmente alterados nas fases de
agudizacdo da doenca. A monitoracdo seriada destas proteinas de fase aguda pode ser util
no acompanhamento terapéutico dos pacientes com AR. "

N&o ha testes de definido valor prognéstico na AR. O grau de especificidade e o
potencial valor progndstico de testes como fator reumatoide e anticorpos anti-CCP ¢” s&o
discutidos adiante.

Embora alguns autores reportem que o0 aumento dos niveis séricos de
COMP/TSP-5 se associe a uma maior probabilidade de dano articular na AR ©829 os
dados sé@o ainda insipientes. Niveis persistentemente elevados de proteinas de fase aguda,
de fator reumatdide e de anticorpos anti-CCP podem indicar doengca mais grave. O
acompanhamento através de exames de imagem articular (radiologia, ecografia,
ressonancia magnética) pode fornecer dados de interesse prognostico e subsidios para

modificagdes na terapéutica. ")

2.1.5.3.1 Fator reumatdide

O diagndstico sorologico da AR é fundamentado, até o presente momento e de
acordo com os critérios de 1987 do ACR ®, na presenca do fator reumatéide. A testagem
para fator reumatdide, seja pelo tradicional teste do latex, seja por ensaio imuno-
enzimético ou nefelometria, tem suas limitacGes metodoldgicas. A sensibilidade do teste é
sabidamente baixa nos primeiros anos de doenca. A especificidade do teste, como um todo,
ndo pode ser considerada alta. O valor progndéstico do teste em termos de incapacidade
funcional e qualidade de vida é também controverso. % A relacéo entre classe funcional
da AR e presenca de fator reumatoide, um dos focos do corrente estudo, é pouco explorada

na literatura.
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Conceitualmente, o fator reumatoide classico é uma imunoglobulina de classe IgM
dirigida contra uma IgG andmala (estruturalmente modificada no contetido de sacarideos).
Este imunocomplexo IgM anti-1gG esta presente em cerca de 70% dos pacientes com AR.
Pacientes que testam negativo para o fator reumatodide classico podem eventualmente
apresentar fatores reumatdides atipicos (IgA anti-IgG, IgG anti-IgG); estes sdo

primordialmente detectados em ensaios imuno-enzimaticos. ¢

Embora titulos elevados de fator reumatdide sejam vistos caracteristicamente na
AR, 0 teste pode ser positivo em muitas outras entidades clinicas. Sindrome de Sjogren,
lupus eritematoso sistémico e crioglobulinemia sdo exemplos de doencas do tecido
conjuntivo onde o fator reumatoide pode ser detectado. A tireoidite auto-imune, entidade
orgdo-especifica, eventualmente cursa com positividade para fator reumatdide.
Tuberculose, hanseniase, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e hepatite C
compreendem doencas infecciosas potencialmente fator reumatoide-positivas. A baixa
especificidade do teste é corroborada pela presenca de teste positivo em cerca de 5% de
adultos e em até 10% de pacientes da terceira idade. Desta forma, a solicitacdo do teste
deve ser efetuada a luz de dados clinicos sugestivos de AR, o que vem a facilitar a
interpretacéo do resultado. "

2.1.5.3.2 Anticorpos anti-CCP

A citrulina, unidade da filagrina, € um aminoacido ndo-essencial que somente pode
ser incorporado a proteinas apos clivagem da arginina por deaminases. A modificagdo
estrutural da arginina gera citrulinizagdo; esta ocorre em uma grande variedade de
processos bioldgicos, incluindo a inflamagéo. O papel fisiopatoldgico dos mecanismos de
citrulinizagdo em doencas inflamatorias cronicas como a AR é de grande debate e interesse
nos dias atuais.®>*® Na AR, a descricdo de auto-anticorpos especificos contra proteinas
citrulinadas como a vimentina e, principalmente, contra peptideos citrulinados citricos
(anticorpos anti-CCP) trouxe notdrios acréscimos na investigagdo diagndstica da doenca. O

teste para anticorpos anti-CCP pode ser de valor prognostico na doenca, adicionalmente.
(32,33)

Anticorpos anti-CCP (dirigidos contra peptideos citrulinados sintéticos em placas

de fase sdlida) séo detectaveis em cerca de 80% dos pacientes com AR, e sdo altamente
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especificos. A especificidade do teste para AR pode chegar a 90%, superior a do fator
reumatdide. ¥ O teste é considerado pelo menos similar ao fator reumatéide em termos de
sensibilidade; um resultado negativo, entretanto, ndo exclui AR. Nos ultimos 4 anos, um
namero crescente de publicacdes indicam que o teste imuno-enzimatico de segunda
geracdo para anticorpos anti-CCP pode se tornar o marcador de escolha para diagnostico
de AR inicial. ¥

2.1.6 Prognostico

Alguns fatores, quando presentes, se associam a uma evolucdo tempestuosa da
AR. Inicio precoce da doenca, fator reumatoide elevado e presenga de anticorpos anti-
CCP, provas de atividade inflamatoria persistentemente altas, acometimento de mais de 20
articulacGes, erosGes Osseas nos primeiros 2 anos da doenca e manifestacbes extra-
articulares sio preditores de mau prognéstico global. ¢

A presenca de anticorpos anti-CCP é usualmente precoce na doenca, e pode
predizer uma evolugdo mais agressiva. A susceptibilidade genética, exemplificada
notoriamente pela presenga do HLA DR4 e epitopos compartilhados, se associa a
positividadade para fator reumatoide e doenca erosiva. A pesquisa de HLA DR4
entretanto, ndo é de custo-beneficio definido em termos de diagndstico e progndstico da
AR. Ao alto custo do teste, alia-se a ocorréncia deste alelo em cerca de 20% da populacéo

caucasiana sadia. ¢

A longo prazo, o prognostico da AR pode ser considerado como reservado. Cerca
de 80% dos pacientes podem estar funcionalmente incapacitados apds 20 anos de doenca, e
sua expectativa de vida é reduzida em uma proporcéo de 3 a 18 anos. ®® Com a progresséo
da doenca, os pacientes reumatoides desenvolvem limitagOes tanto em suas atividades de
vida diaria como no ambito profissional, o que gera consideravel impacto sdcio-econémico

para a sociedade. ©¢”

2.1.7 Tratamento

O tratamento da doenca reumatdide &, indubitavelmente, multidisciplinar.

Profissionais como reumatologistas, ortopedistas, fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais e
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psiquiatras ou psicologos estdo todos envolvidos neste complexo. Ha décadas o tratamento
global da AR deixou de ser paliativo para se tornar controlador da doenca. Além do
objetivo fundamental de minimizar a dor e a rigidez, a moderna abordagem terapéutica da
doenca visa deter os diversos tipos de incapacidade funcional. 839

A compreensdo, por parte do paciente, acerca da potencial cronicidade da doenga
é ponto de enorme importancia no inicio do tratamento. Um vinculo adequado entre
paciente e profissionais da saude, incluindo-se aqui visitas regulares, coopera¢do com
exames e uso adequado das medicacdes, certamente se traduz em melhor prognoéstico a
longo prazo. Em paralelo, devem ser objetivos primordiais dos profissionais da saude a
prevencéo de incapacidades, a adaptacdo do paciente ao ambiente domiciliar e profissional
e a melhora funcional dos pacientes. 3%

Em termos farmacoldgicos, € papel do reumatologista orientar o uso de drogas
antiinflamatdrias mas também de agentes modificadores da doenga t&o logo o diagndstico
de AR seja afirmado. N&o h& marcadores soroldgicos especificos para a doenga precoce.
Achados clinicos, proteinas de fase aguda, anticorpos anti-CCP e avaliacdo radiologica

compdem o manancial disponivel para avaliacio de doenca inicial.)

Diversos grupos de antiinflamatorios (ndo-hormonais, corticdides) se encontram
disponiveis no mercado farmacologico. Os efeitos colaterais globais dos antiinflamatdrios
ndo-hormonais (doenga péptica, nefropatia) devem ser estritamente monitorizados. Por sua
vez, a corticoterapia traz consigo a necessidade de se respeitar alguns preceitos: dose
minima diaria possivel, controle do peso e da glicemia, controle de massa dssea e controle
oftalmoldgico dados os riscos de catarata e glaucoma. O uso intrassinovial de corticoides
de depdsito (metilprednisolona, triamcinolonas) é de grande beneficio em exacerbagdes
mono-articulares, mas deve ser efetuado em intervalos longos. %%

A introducdo imediata de drogas modificadoras da doenca deve ser praxe na
abordagem medicamentosa do paciente reumatoide. Diversas drogas imunomoduladoras
(cloroquina, sulfasalazina) ou imunossupressoras (metotrexate, azatioprina, ciclosporina,
leflunomide) podem ser utilizadas de forma isolada ou combinada. Mais modernamente, o
advento de agentes bioldgicos (drogas anti-TNF, anti-receptor de IL-1, anti-IL-6, drogas
anti-linfocito B) trouxe beneficios definidos para uma série de pacientes com doenca

refrataria. Sdo farmacos cujo uso deve ser discutido em toda a sua complexidade (custo
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elevado, alta eficacia, efeitos colaterais consideraveis). O uso de agentes biologicos em
fases mais precoces da doenca tem sido altamente debatido nos ultimos anos, mas ndo ha

consenso a respeito. 829

Como um todo, os agentes modificadores da doenca promovem, em maior ou
menor grau, 0 blogueio dos mecanismos celulares e humorais que geram 0 processo
inflamatorio reumatoide. Deve-se reiterar que a terapia modificadora da doenca é
usualmente eficaz também nas manifestagdes extra-articulares da AR. ©%%*% Embora
respeitando-se os aforismas gerais de terapia medicamentosa, a escolha do tratamento
antiinflamatdrio, imunomodulador ou imunossupressor deve ser adaptada as necessidades e

limitagdes individuais. ‘%

No tratamento do paciente reumatoide como um todo, deve-se enfatizar o apoio
ortopédico quando da necessidade de osteotomias, artrotomias, sinovectomias ou
artroplastias, por exemplo. Ndo menos importante é o papel do terapeuta ocupacional em
adequar o paciente ao seu meio domiciliar e profissional. A presenca de uma doenca
virtualmente incapacitante em individuos jovens traz consigo, em muitas ocasides, a

necessidade de apoio psicolégico ou psiquiatrico. “%

A fisioterapia é fundamental em todas as fases da doenga. O tratamento
fisioterapéutico de pacientes com AR visa: a) alivio da dor, obtengéo de relaxamento e de
protecdo muscular; b) minimizar a rigidez e manter a mobilidade articular atraves de
exercicios ativos e/ou passivos, respeitando-se os limites de dor e as amplitudes de
movimento; ¢) minimizar a atrofia muscular e melhorar o trofismo atraves de exercicios
isomeétricos ou isoténicos; d) prevenir deformidades e proteger a articulacdo, orientando-se
0 paciente para 0 adequado posicionamento nas horas de descanso; e) orientar o paciente
para 0 uso de drteses quando necessario. O uso adequado de drteses poderad auxiliar na

preservacdo de energia e na prevencdo de deformidades articulares adicionais. (24.17)
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22 PROTEINA OLIGOMERICA DA MATRIZ CARTILAGINOSA
TROMBOSPONDINA 5 (COMP/TSP-5)

2.2.1 Conceito

A COMP/TSP-5 ¢ um membro da familia das trombospondinas, conceitualmente
proteinas da matriz extracelular. As trombospondinas foram originalmente descritas em
1971 como componentes de plaguetas. Sdo uma familia de glicoproteinas homologas de
distribuicdo variavel, e com capacidade de ligacdo ao calcio. “Y Entre as funcdes das
trombospondinas, inclui-se primordialmente a modulacdo do fendtipo celular durante o

remodelamento tecidual.

As trombospondinas sdo divididas em 2 subgrupos, de acordo com a estrutura e
propriedades. As trombospondinas do grupo A (laminas, tenascinas e matrilinas) contém
sequéncias similares ao prd-colageno, enquanto as proteinas do subgrupo B
(trombospondinas 3,4 e COMP/TSP-5) ndo contém esta regido de homologia molecular

com o pré-colageno. “+)

A COMP/TSP-5 é uma proteina ndo-colagena encontrada na matriz cartilaginosa
das articulagdes. Foi originalmente descrita em 1992, a principio como um marcador
prognéstico da AR “°*®) e da osteoartrose “74849 A molécula é um pentdmero com peso
molecular de 434 quilodaltons.®® As cinco subunidades, idénticas, sdo ligadas por pontes
dissulfeto.®® A COMP/TSP-5 se liga as moléculas de colageno | e Il de forma zinco-

dependente.®®*Y. A figura 1 mostra a estrutura espacial da COMP/TSP-5.

Ty

-

Figura 3. Estrutura tridimensional da COMP/TSP-5.%% %

Além de primariamente presente na matriz cartilaginosa articular, a COMP/TSP-5 é

também expressa na membrana sinovial, nos tenddes e no humor vitreo. As elevagdes
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séricas da COMP/TSP-5 séo indicativas de dano cartilaginoso, inflamag&o sinovial e

alteragdes Osseas.*>°%>"

De interesse, a COMP/TSP-5 é expressa em células musculares lisas de artérias
normais e aterosclerdticas. ®® A proteina foi também isolada em tecido cardiaco de
murinos adultos ®®. A avaliacdo dos niveis séricos de COMP/TSP-5 em doencas
vasculares é ainda embrionaria na literatura. Recentemente, nosso grupo de pesquisa
detectou niveis diminuidos de COMP/TSP-5 em pacientes com infarto agudo do miocardio
comparativamente a controles sadios. O significado deste achado é ainda enigmatico

(dados a serem publicados).

De acordo com Recklies et al, a COMP/TSP-5 é secretada ndo somente por
condrécitos, mas também por fibroblastos articulares. A expressdo da COMP/TSP-5 no
tecido sinovial sugere que sinovites incrementam a sintese desta trombospondina a nivel
articular, com consequente aumento do nivel sérico. Niveis elevados de COMP/TSP-5 no
liquido sinovial sugerem processo inflamatério cartilaginoso e sinovial, e podem estar
associados a erosdes osseas ®Y. A forma de eliminacdo da COMP/TSP-5 a partir da
circulagdo é desconhecida. "

O dano a cartilagem em doencas degradativas ou inflamatdrias resulta, em parte, da
diminuicdo de sintese de proteoglicanos e colageno tipo Il pelo condrécito. De forma
paralela, citocinas pré-inflamatérias (IL-1, TNF, IL-17) estimulam os condrécitos a

produzir proteases que aumentam o dano & matriz cartilaginosa ©”.

Quando rota em processos patoldgicos, a cartilagem libera fragmentos de proteinas
matriciais (incluindo-se aqui a COMP/TSP-5) no liquido sinovial ®®*% e sangue periférico.
O processo de inflamagéo cartilaginoso e sinovial é, assim, uma fonte em potencial de
geragdo de COMP/TSP-5. Como decorréncia, a monitoragdo dos niveis séricos de
COMP/TSP-5 ou de outras proteinas matriciais pode ser de utilidade no acompanhamento

de doencas como AR %% e osteoartrose.®?
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3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A similaridade estrutural da COMP/TSP-5 com outros membros da familia das
trombospondinas suscita o interesse na investigacdo do seu nivel sérico em diversas
situagdes clinicas. A literatura recente tem sugerido a COMP/TSP-5 como marcador

progndstico de algumas afeccBes reumatoldgicas, entre elas a AR.

A avaliagdo dos niveis séricos de COMP/TSP-5 na AR poderéd fornecer dados
relevantes na compreensdo do comportamento biologico desta proteina. Além disso, esta
avaliacdo pode trazer novos dados para a compreensdo da complexa etiopatogenia da
inflamacdo reumatdide. Tendo em vista os varios estudos do grupo de Tore Saxne (Suécia)
em que avaliaram o comportamento de varios biomarcadores de degradacéo de cartilagem

(entre eles a COMP) em relacdo a diferentes indicadores de destruicédo articular.
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4 HIPOTESES

4.1 HIPOTESE OPERACIONAL

Os niveis séricos de COMP/TSP-5 de pacientes com AR estratificados para classe

funcional ndo diferem daqueles de controles sadios.

4.2 HIPOTESE CONCEITUAL

Os niveis séricos de COMP/TSP-5 de pacientes com AR estratificados para classe

funcional diferem daqueles de controles sadios.
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5 OBJETIVO

Avaliar os niveis séricos de COMP/TSP-5 em pacientes com AR estratificados

para classe funcional, comparativamente a controles sadios.
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6 PACIENTES E METODOS

6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Delineamento: estudo transversal, controlado;
Fator de exposi¢cdo: COMP/TSP-5;
Desfecho: individuos com AR estratificados para classe funcional,

Variaveis secundarias: sexo, idade, tempo de doenca, fator reumatdide, anticorpos
anti-CCP.

6.2 POPULACOES

Pacientes com AR, previamente selecionados de outros projetos de pesquisa do
Servigo de Reumatologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS (ver abaixo), compuseram a
populacdo-alvo deste estudo. O diagnostico de AR obedeceu aos critérios classicos do
ACR de 1987.% A populagdo reumatéide foi estratificada para classe funcional, de acordo
com metodologia descrita adiante. O protocolo utilizado na coleta de dados da populagao

com AR consta em Anexos (A).

A populagéo-controle consistiu de doadores de banco de sangue do Hospital Sdo
Lucas da PUCRS (idade minima de 18 anos e maxima de 65 anos de idade. O protocolo

para coleta de sangue de doadores consta em Anexos (B).

6.2.1 Critérios de inclusdo para pacientes com AR

1. Idade acima de 18 anos;
2. Diagnéstico de AR de acordo com os critérios do ACR de 1987;*

3. Diagnostico de AR confirmado, no minimo, 6 meses antes da entrada no estudo;
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4. Exceto pela presenca de AR, o paciente se encontrar em bom estado de salde,

baseado na histéria médica, no exame fisico e em testes laboratoriais de rotina.

6.2.2 Critérios de exclusdo para pacientes com AR

1. Doengas tireoideanas auto-imunes;

2. Historia de acidente vascular cerebral ou de ataque isquémico transitorio nos

ultimos dois anos;
3. Doenca renal (insuficiéncia renal, glomerulopatia);
4. Diatese hemorréagica;
5. Infeccdo viral, bacteriana ou fingica ativa;
6. Negativa do paciente em participar do estudo;
7. Pacientes com oateoartrose;

8. Pacientes com histdria de cardiopatia isquémica.

6.2.3 Critérios de inclusdo para doadores de sangue

1. Idade entre 18 e 65 anos;

6.2.4 Critérios de exclusdo para doadores de sangue

1. Doencas reumatologicas;
2. Cardiopatia isquémica ou historico de acidente vascular cerebral.

6.3 LOCAL

A coleta de dados clinicos foi realizada na Ambulatério de Reumatologia do
Hospital Sdo Lucas PUCRS, através de andlise de prontuarios e do banco de dados das

seguintes pesquisadoras:
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= Profa. Dra. Inés Guimaraes da Silveira (Projeto: “Probabilidade de artrite
reumatéide a partir da testagem para fator reumatdide e anticorpos
antipeptideo citrulinado ciclico”);

= Profa. Dra. Ana Ligia Bender (Projeto: “Proteina oligomérica da matriz
cartilaginosa/trombospondina 5 em doencas reumaticas prevalentes e

infarto agudo do miocardio”).

Todos os prontuarios foram transcritos em protocolos previamente padronizados,
contendo: idade, sexo, raca, peso corporeo, tempo de doenga, classificacdo funcional, fator
reumatoide, anti-CCP, COMP/TSP-5 e tratamento medicamentoso.

6.4 PERIODO

O periodo de incluséo dos pacientes com AR nos referidos protocolos ocorreu de
abril a outubro de 2003. O periodo de coleta de amostras de sangue de doadores (grupo-
controle) se deu entre outubro e dezembro de 2005. O material bioldgico foi mantido em
biobanco a -20°C (sem ciclos de congelamentos e descongelamentos). A coleta de dados de

prontudrios foi realizada de marco a agosto de 2007.

6.5 METODOLOGIA

6.5.1 Dosagem da COMP/TSP-5, fator reumatoide e anticorpos anti-CCP

A avaliacdo dos niveis séricos de COMP/TSP-5 foi efetuada através do sistema
imunoenzimatico COMP/TSP-5 AnaMar™ (Lund, Suécia), utilizando-se agitador IKA-
Schittler MTS (Alemanha), lavadora ELX50 (Biotec Instruments Inc., EUA) e leitora de
microplacas ELX800 (BIOTEC Instruments Inc., EUA).

O ensaio COMP/TSP-5 AnaMar™ & um teste imunoenzimético de fase sélida
baseado na técnica de *sanduiche” direto em que dois anticorpos monoclonais sdo
dirigidos contra determinantes antigénicos separados na molécula da COMP/TSP-5.

Durante a incubagdo, a COMP/TSP-5 da amostra reage com anticorpos anti-COMP/TSP-5
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marcados com peroxidase e anticorpos anti-COMP/TSP-5 ligados a placa de
microaglutinagdo. Um Unico passo de lavagem remove 0s anticorpos marcados com
enzima ndo-ligados. O conjugado ligado é detectado por uma reacdo com
tetrametilbenzidina. Esta reacdo é bloqueada pela adigdo de acido, gerando um ponto final
colorimétrico lido espectrofotometricamente a 450nm. O limite de detecgdo do sistema
utilizado € <0,1 U/L e o coeficiente de variacdo interensaio <5%. A andlise foi realizada
conforme instru¢es do fabricante com curva de calibracdo (padroes de COMP/TSP-5
humana) e dois soros-controle incluidos em cada microplaca. Efeito “gancho” para altas
doses (High Hook Effect) ndo foi descrito até 200 U/L. Niveis de COMP/TSP-5 acima de
12 U/L foram considerados positivos. ¢

A distribuicdo de pacientes reumatoides com teste positivo para fator reumatdide e
para anticorpos anti-CCP nos diversos graus funcionais foi paralelamente avaliada, assim
como o nivel médio destes 2 auto-anticorpos em cada classe funcional. A testagem para
fator reumatdide IgM foi efetuada através de analisador nefelométrico comercial BNII
(Dade Behring, Marburg, Alemanha). Particulas de poliestireno recobertas com complexo
antigeno-anticorpo de globulina humana/anti-globulina humana de ovelha sdo aglutinadas
quando misturadas com amostras contendo fator reumatoide. A intensidade de luz dispersa
é dependente do contetdo de auto-anticorpo. O ponto de corte neste ensaio nefelométrico
foi de 15 Ul/ml. (0%

O teste imunoenzimatico semiquantitativo para anti-CCP 1gG de segunda geracao
foi efetuado como previamente descrito em estudo oriundo de nosso Hospital, e
recentemente publicado. Niveis de anti-CCP acima de 20 U/ml foram considerados

positivos. ¢

6.5.2 Classificacdo funcional de pacientes com AR

A classificacdo funcional de Hochberg ®, modificada de Steinbrocker ), foi
utilizada para avaliar a capacidade funcional dos pacientes reumatdides e para estratificar 4
subgrupos. Os dados acerca do grau funcional foram obtidos de dados de prontuario ou por

telefone. A referida classificacdo funcional pode ser vista na tabela 2.
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Tabela 2. Estratificacdo de grau funcional para pacientes com artrite reumatoide
de acordo com os critérios de Hochberg.®

Grau funcional Capacidade

Classe | Capaz de realizar atividades usuais de vida diéria (auto-cuidado*,
vocacionais** e ndo- vocacionais***).

Classe Il Capaz de realizar atividades usuais de auto-cuidado* e vocacionais**,
mas limitado em atividades ndo-vocacionais ***.

Classe 111 Capaz de realizar atividades usuais de auto-cuidado*, mas limitado em
atividades vocacionais** e ndo-vocacionais***,

Classe IV Limitado em realizar atividades usuais de auto-cuidado*, atividades
vocacionais** e ndo-vocacionais***,

Atividades de auto-cuidado* incluem vestir-se, comer, banhar-se, usar o banheiro e os cuidados para com a
aparéncia. Atividades vocacionais** incluem trabalho, estudo e afazeres domésticos. As atividades ndo-
vocacionais*** incluem lazer e/ou atividades recreacionais.®

6.6 CONTROLE DO ERRO SISTEMATICO

O controle dos viéses de selecdo estiveram fundamentados na definicdo das
populacdes alvo (AR) e controle (doadores de banco de sange). O diagndstico de AR
obedeceu a critérios tradicionais e definidos®®. O grupo de doadores de banco de sangue
foi entrevistado pela equipe de hemoterapeutas do banco de sangue do Hospital Sdo Lucas
da PUCRS, atenta aos critérios de exclusdo do estudo. As populagdes alvo e controle

provieram de centro terciario.

Em relacdo aos viéses de aferi¢cdo, foram inicialmente minimizados a partir da
definicdo do desfecho (pacientes com AR estratificados para grau funcional) e adequado
armazenamento das amostras. Os controles foram selecionados de forma consecutiva e de
forma padronizada pela equipe do banco de sangue. Os cuidados com armazenamento de
amostras (auséncia de hemolise, lipemia, contaminacdo bacteriana ou ictericia)
contribuiram para tornar fidedignos os resultados das dosagens de COMP/TSP-5, fator
reumatoide e anticorpos anti-CCP. As testagens foram efetuadas de acordo com instrucfes
dos fabricantes, com curvas de calibracdo em duplicata a cada bateria realizada. Soros-
controles com niveis baixos e altos foram testados a cada bateria para validar coeficientes
de variacao dos niveis de COMP/TSP-5.
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Os vieses de confusdo foram evitados pelo adequada definicdo das hipdteses, dos
objetivos, do delineamento (no caso, transversal controlado) e de uma andlise estatistica

pertinente a este delineamento.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram descritos por média + desvio padrdo. Variaveis
categoricas foram apresentadas como contagens e percentuais. A comparacdo de médias
entre grupos foi realizada por ANOVA seguida de teste de post-hoc de Duncan. A
comparacdo de dados categoricos foi realizada com o teste de qui-quadrado. O ajuste para
idade e sexo foi realizado em modelo de analise e co-variancia (ANCOVA). O nivel de
significancia adotado foi de a =0,05. Os dados foram analisados com o programa SPSS

versao 12.0.

6.8 ETICA

O estudo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital S&o
Lucas da PUCRS (Anexo C), utilizou amostras cadastradas em biobancos. Os dados foram
captados das bases de projetos de pesquisa (j& citados) aprovados previamente pelo CEP
do Hospital S&o Lucas da PUCRS (protocolo no CEP — oficio 112/03 em 7 de margo de 2003 e

protocolo no CEP — oficio 05/02740 em 28 de setembro de 2005), e/ou revisdo de prontuarios.

Até o corrente momento, ndo ha dados de literatura que sugiram alteracGes na
conduta clinica em face dos niveis séricos de COMP/TSP-5. Portanto, foi solicitada a
dispensa de apresentacédo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os resultados
das dosagens de COMP/TSP-5 foram fornecidos aos pesquisadores responsaveis pelas

bases.
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7 RESULTADOS

Cinquenta e oito pacientes com AR, em acompanhamento no Servi¢co de
Reumatologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, compuseram a amostra final de nossa
populagéo alvo. Cem doadores sadios de biobanco de sangue foram utilizados como

controles.

No grupo de 58 pacientes com AR, mulheres (84,5%) foram 5,4 vezes mais
afetadas pela doenca do que o sexo masculino (15,5%). O sexo feminino predominou
fortemente em pacientes reumatoides comparativamente ao grupo-controle. A media de

idade néo diferiu de forma significante entre os grupos.

Dos 58 pacientes com AR, 42 (73%) apresentavam doenca hd mais de 2 anos. A
duracdo média de doenca na populacdo reumatdide foi de 9,2 anos, e um quarto dos
pacientes apresentavam doenca com mais de 10 anos de duracdo. A freqiiéncia de niveis de
COMP/TSP-5 superiores a 12 U/L (niveis iguais ou acima de 12 U/L) foi
significativamente maior em pacientes reumatdides (48,2%) do que em controles (4%).
Apés ajuste para sexo e idade, os niveis médios de COMP/TSP-5 foram significantemente
maiores em pacientes com AR do que em controles. Estes dados estdo sumarizados na
tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas das amostras estudadas.

Controles Artrite reumatoéide p*
(n=100) (n=58)

Sexo feminino 45 (45%) 49 (84,5%) <0,05
Idade (anos)** 48 +6 54+14 >0,05
Tempo médio de doenca - 9,2 anos -
Tempo de doenga > 2anos - 42 (73%) -
Tempo de doenga > 10 anos - 15 (25.8%) -
Teste positivo para 4 (4%) 28 (48.2%) <0,01
COMP/TSP-5***
Niveis médios 7,0£3,0 12,6 £0,8 <0,01
COMP/TSP-5 (U/L)**** (1IC95% 6,1 a7,9) (1IC95% 11,1 a14,1)

n: nimero de individuos

1C95%: intervalo de confianga de 95%

*Teste do qui-quadrado.

**Dados de contagem absoluta (média) + desvio padrdo
***Nivel sérico acima de 12 U/L

****Njiveis obtidos apds ajuste para sexo e idade
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Em termos de grau funcional, a maioria dos pacientes com AR apresentou classe
funcional 1. O sexo feminino predominou fortemente em todos os graus funcionais. O
tempo médio de doenca foi maior na classe funcional Il1. Estes dados estdo sumarizados na

tabela 4.

Tabela 4. Estratificacdo de grau funcional nos pacientes com artrite reumatoide.

Grau Frequéncia de Sexo Tempo médio
funcional pacientes feminino de doenca
Classe | 25 (43,1%) 22 (88%) 6 anos (2 a 30 anos)
Classe Il 14 (24,1%) 11 (78,6%) 6,5 anos (2 a 21 anos)
Classe Il 10 (17,2%) 9 (90%) 14,5 anos (7 a 60 anos)
Classe IV 9 (15,5%) 7 (77,7%) 10 anos (4 a 20 anos)

A freqliéncia de teste positivo para COMP/TSP-5, assim como a distribuicdo dos
niveis médios de COMP/TSP-5 nas diversas classes funcionais de pacientes reumatoides,
sdo mostrados na tabela 5. A freqliéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 foi maior nas
classes funcionais I, Il e IV em relacdo aos controles, mas ndo em individuos com classe
funcional I1l. Em cada uma das classes funcionais, os niveis médios de COMP/TSP-5 de

pacientes com AR foram, significantemente, elevados em comparagéo aos controles.

Tabela5. Frequéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 (acima de 12 U/L) e
distribuicdo dos niveis médios de COMP/TSP-5 nos diversos graus
funcionais de pacientes com artrite reumatdide (AR) comparativamente
a controles sadios.

Grupo COMP/TSP-5 px* Niveis médios de px*
elevada* COMP/TSP-5
Controles 4 (4%) - 7,0 U/L (IC95% 6,1 a7,9) -
AR Classe | 11 (44%) <0,001 13,8 U/L (1C95%: 11,2 a 16,3) <0,001
AR Classe Il 8 (57%) <0,001 11,8 U/L (IC95%: 8,9 a 14,6) <0,001
AR Classe Il 3 (30%) >0,05 10,3 U/L(1C95%: 7,0 a 13,7) 0,004
AR Classe IV 6 (66,6%) <0,001 13,8 U/L (IC 95%: 10,5 a 17,2) <0,001

*Niveis séricos acima de 12 U/L
**\/alores obtidos apds comparagdo de cada classe funcional da AR com o grupo-controle
1C95%: intervalo de confianca de 95%.
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O grafico abaixo ilustra a distribuicdo dos valores médios de COMP/TSP-5 nos
grupos analisados. As médias de COMP/TSP-5 de cada classe funcional de pacientes
reumatoides foram, significativamente, mais altas do que a média do grupo-controle
(P<0,05).
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Figura 4. Valores médios de COMP/TSP-5 apresentados em gréafico para comparagéo
de 5 grupos de individuos: controles, artrite reumatdide (AR) classe funcional I, AR
classe Il, AR classe 111 e AR classe 1V.

Dos 58 pacientes com AR incluidos no estudo, 28 (48,2%) apresentaram niveis de
COMP/TSP-5 acima de 12 U/L. A distribuicdo dos pacientes com AR e niveis elevados de
COMP-TSP-5 nas diversas classes funcionais da doenca é mostrada na tabela 6. Niveis
altos de COMP/TSP-5 estiveram presentes de forma homogénea nas diversas classes
funcionais de pacientes com AR. Os niveis médios de COMP/TSP-5 nos pacientes com
teste alterado ndo diferiram, significantemente, entre os diversos graus funcionais da

doenca.

Tabela 6. Distribuicdo dos 28 pacientes reumatdides com COMP/TSP-5 elevada
(acima de 12 U/L) nos diversos graus funcionais.

Grau funcional Pacientes com Niveis médios
COMP/TSP-5 elevada de COMP/TSP-5
Classe | (25 pacientes) 11 (44%) 14,1 U/L (£1,9)
Classe 1l (14 pacientes) 8 (57,1%) 12,1 U/L (£2,0)
Classe Il (10 pacientes) 3 (30%) 10,7 U/L (£2,4)
Classe IV (9 pacientes) 6 (66,6%) 14,2 U/L (£2,4)
Valor P médio entre grupos* 0,365 0,65

* Teste do qui-quadrado
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Em paralelo, e para efeitos comparativos com os dados acerca do comportamento
sorologico da COMP/TSP-5, analisou-se a distribuicdo da populacdo reumatdide positiva

para fator reumatdide e anti-CCP nas diversas classes funcionais.

Entre os 58 pacientes com AR, 35 (60,3%) foram positivos para fator reumatdide
(ponto de corte 15 Ul/ml). Os 35 pacientes fator reumatoide-positivos se distribuiram
homogeneamente nas 4 classes funcionais. Os niveis médios de fator reumatodide nao

diferiram significantemente entre as 4 classes funcionais (tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo dos 35 pacientes com AR fator reumatoide-positivos (niveis
acima de 15 Ul/ml) nos diversos graus funcionais.

Grau funcional Pacientes com FR elevado FR (média)
(>15UL/mL)

Classe | (25 pacientes) 15(60%) 260,3£89,1 UL/mL
Classe Il (14 pacientes 9 (64,2%) 381,5+165,16 UL/mL
Classe 111 (10 pacientes) 6 (60%) 60,7£23,74 UL/mL
Classe 1V (9 pacientes) 5 (55,5%) 146,0+71,62 UL/mL
Total 35 (60,3%) 240,2+58,15 UL/mL
Valor P médio entre grupos* 0,360 0,330

FR: fator reumatdide
*Teste do qui-quadrado

Entre os 58 pacientes com AR, 36 (62%) foram positivos para anti-CCP (ponto de
corte 20 U/ml). Os 36 pacientes anti-CCP-positivos se distribuiram homogeneamente nas 4
classes funcionais. Os niveis médios de anti-CCP né&o diferiram significantemente entre as

4 classes funcionais (tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo dos 36 pacientes reumatoides anti-CCP-positivos (niveis
acima de 20 U/ml) nos diversos graus funcionais.

Grau funcional Pacientes com anti-CCP Anti-CCP (media)
elevado (>20 U/mL)

Classe | (25 pacientes) 18 (72%) 87,8114, 14 U/mL
Classe 11 (14 pacientes) 8(57,1%) 68, 8+19,12 U/mL
Classe 111 (10 pacientes) 5(50%) 72,0£27,98 U/mL
Classe 1V (9 pacientes) 5(55,5%) 59,1+22,56 U/mL
Total 36 (62,0%) 70, 0£9,53 U/mL
Valor P médio entre grupos* 0,450 0,736

Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo ciclico citrulinado
*Teste do qui-quadrado
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8 DISCUSSAO

8.1 GRAU FUNCIONAL E COMP/TSP-5

A AR é uma doenca habitualmente progressiva, caracterizada por poliartrite
cronica erosiva e achados sistémicos. O grau de incapacitagdo funcional de pacientes com
AR é bastante variavel. ®® Sao raros os estudos que estratificam a AR em graus funcionais
quando avaliam marcadores de atividade ou de prognostico da doenca. Foi nosso objetivo
primordial avaliar o comportamento sorolégico de um marcador de dano articular
(COMP/TSP-5) em pacientes reumatdides ja estratificados para classe funcional. Em
paralelo, avaliamos a distribui¢do de pacientes positivos para fator reumatoide e anticorpos

anti-CCP nos diversos graus funcionais de Hochberg ©®"

A relagdo da COMP/TSP-5 (fator de exposicdo) com o desfecho (pacientes
estratificados para grau funcional) foi analisada transversalmente em nosso estudo. Doenca
isquémica cardiaca ou cerebral constituiram fatores de exclusdo para os dois grupos de
individuos testados, dada a eventual ocorréncia de fendmenos imunoldgicos ou de
alteracdes dos niveis de COMP/TSP-5 nestas circunstancias. ®® A tireopatia auto-imune
compreendeu critério de exclusdo para a populagdo reumatdide, com base em protocolos

prévios que utilizaram a mesma casuistica.

Em nosso estudo, as mulheres foram 5,4 vezes mais afetadas pela AR do que o0s
homens, dados préximos aos da literatura.®® Houve diferenca significativa quando se
comparou freqliéncia de sexo feminino em AR com controles (P<0,05). A média de idade

nédo diferiu de forma significante entre os grupos.

A meédia de idade de nossas pacientes com AR (54 anos) esteve de acordo com
dados previamente publicados por Symmons, em que a maior incidéncia da doenca se deu
entre 35 a 65 anos de idade ©®® A duracdo média da doenca (9,2 anos) foi relativamente
alta, e um quarto de nossas pacientes apresentavam a doenca hd mais de uma década. De
interesse, Krot et al relataram que sexo feminino e idade do inicio da doenca foram

preditores de desfecho funcional. ©®
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Notoriamente, a freqliéncia de teste positivo, para COMP/TSP-5 (nivel acima de
12 U/L), foi mais significativa em nossa populagdo reumatoide (48,2%) do que em
controles (4%). O ponto de corte de 12 U/L foi utilizado com base em dados do fabricante
(AnaMar Medical™, Suécia®), achado corroborado em estudo recente em nosso
Hospital. De acordo com estes dados, niveis acima de 12 U/L (obtidos por calculo de razéao
de verossimilhanca) se associaram fortemente a presenca de AR e a osteoartrose (razdes de

chances 17,3 e 11,4, respectivamente - dados a serem publicados).

Em 256 doadores suecos (idade 19-73 anos), os niveis médios de COMP/TSP-5
foram de 10,6 U/L. ® Diferentemente, nossos dados em doadores de sangue (idade
maxima 65 anos) apontam para um nivel médio de 7,0 U/L. E possivel que a idade maxima
para doadores esteja envolvida nesta discrepancia. Em termos gerais, os valores médios de
COMP/TSP-5 de nossa populacdo reumatdide se mostraram significativamente elevados
em relacdo a controles sadios (P<0,01). Reitera-se que estes valores medios foram obtidos

de uma populagéo reumatoide com duracdo média de doenca de 9,2 anos.

Niveis elevados de COMP/TSP-5 séo indicativos de alteracfes da cartilagem, de
sinovite e de alteracdes do metabolismo 6sseo. ®® Um estudo associa a elevacdo sérica da
proteina ao dano articular visto particularmente na AR.?® Niveis elevados de COMP/TSP-
5 foram detectados na AR precoce, e teriam valor prognéstico na doenca.”® Apenas um
quarto de nossos pacientes com AR apresentavam doenca precoce (<2 anos), ndo sendo

nosso proposito a avaliacao isolada deste grupo.

Para efeito de avaliacdo de grau funcional, utilizou-se a classificacdo de
Hochberg,® na realidade uma estratificacdo atualizada do trabalho classico de
Steinbrocker (). Atividades como auto-cuidado, domésticas, profissionais e de lazer sdo
consideradas na referida classificacdo. Em nossa populagdo reumatdide, a semelhanca de
dados obtidos de uma casuistica de Sao Paulo®, houve predominio inconteste das classes
funcionais | e Il. Em todos os graus funcionais, o sexo feminino predominou fortemente.
Enquanto pacientes com classes funcionais I e Il tiveram duragdo de doenga ao redor de 6
anos, pacientes com classe funcional 11l e IV claramente apresentavam duracdo media de
doenca acima de 10 anos. Por este prisma, tempo de doenga se comportou como parametro

de doenga mais incapacitante.
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De interesse, Skoumal et al avaliaram niveis de COMP/TSP-5 em pacientes com
AR, artrite psoriatica, l0pus eritematoso sistémico, esclerodermia, sindrome de Sjogren,
vasculites e fendbmeno de Raynaud. Somente na AR e na artrite psoriatica, doengcas com

notoério envolvimento articular, os niveis séricos se mostraram elevados. (70)

Nas diversas classes funcionais da AR (excecdo da classe I11), um teste positivo
para COMP/TSP-5 foi mais freqliente em nossos pacientes com AR do que em controles.
De interesse, os pacientes de classe funcional 11l apresentavam o maior tempo de duragéo
de doenca (14,5 anos). Quando da avaliagdo dos niveis médios de COMP/TSP-5,
entretanto, documentou-se que em cada uma das classes funcionais os niveis foram
significantemente mais altos do que os controles. Depreende-se, a partir destes dados, que
as elevagdes da proteina, potencialmente associadas a dano sinovial e cartilaginoso,

ocorrem nos variados estagios da doenga.

Wislowska et al estudaram os niveis de COMP/TSP-5 em 30 pacientes com AR e
em 30 pacientes com osteoartrose. Os niveis médios (ao redor de 10,4U/L) foram
semelhantes nos dois grupos. Na populagdo reumatéide (tempo médio de doenca de 14
anos), houve correlacdo entre niveis de COMP/TSP-5, escores de atividade da doenca e
idade dos pacientes. Os niveis da proteina foram elevados no liquido sinovial de pacientes

com AR inicial, mas ndo naqueles com doenca avancada "

Digno de nota, niveis elevados de COMP/TSP-5 foram descritos em 97% de
pacientes com AR e osteoartrose, mas ndo houve relagdo deste achado com duragédo da
doenca e classe funcional. De acordo com 0 mesmo grupo de autores, pacientes com AR e
nodulos reumatdides tiveram niveis de COMP/TSP-5 significativamente mais elevados do

que pacientes reumatéides sem nédulos subcutaneos. ©

Em estudo que acompanhou 140 pacientes reumatoides por 12 anos, 0s niveis de
COMP/TSP-5 foram significantemente mais elevados na AR do que em controles. Niveis
mais altos de COMP/TSP-5 se associaram com a doenca de longa duracéo e também com

escores de atividade da doenca.

Em estudo datado de 2003, Skoumal et al relataram correlacdo positiva entre os
niveis de COMP/TSP-5 e a deterioracdo da cartilagem, avaliada pelo escala de Larssen em

62 pacientes reumatoides acompanhados por 5 anos. Os autores sugerem que a dosagem de
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COMP/TSP-5 pode ser usada como marcador de degradacdo da cartilagem nestes
pacientes. “” Os mesmos autores relataram, em 2006, que a corticoterapia venosa leva a
uma significativa reducdo dos niveis COMP/TSP-5 na AR, dado que sugere a utilizacdo do

nivel sérico desta proteina na monitorago terapéutica destes pacientes ©?

Harberhauer et al examinaram a influéncia da corticoterapia nos niveis de
COMP/TSP-5 em pacientes com AR. No grupo com longa duracdo da doenga, a terapia
prolongada com esterdides levou a normalizacdo dos niveis de COMP/TSP-5. Doses
intravenosas de esteroides levaram a quedas bruscas do nivel da proteina, podendo ser
consideradas condroprotetoras nesta circunstancia.

De acordo com relato japonés, pacientes com AR e dano articular discreto tiveram
niveis mais baixos de COMP/TSP-5 do que aqueles com dano severo ou mutilagdo
articular. O estudo sugere que os niveis de COMP/TSP-5 refletem destruicdo cartilaginosa
na AR. Lindquist et al reportaram que niveis elevados de COMP/TSP-5 vistos em
estagios iniciais da AR se associam a risco de alteracfes destrutivas de méos e pés ("
Concentracbes de COMP/TSP-5 foram particularmente altas em pacientes com AR
agressiva e com dano severo de articulagdo do quadril 3%

No entanto, outros autores reportaram niveis diminuidos da proteina em estagios
mais avancados da doenca, provavelmente devido & degradacdo cronica da cartilagem.™
Em termos hipotéticos, este achado pode estar de acordo com a baixa positividade para
COMP/TSP-5 em nossos pacientes com classe funcional Ill, notadamente aqueles com

doenca de maior duracdo em nosso estudo.

Nenhum destes estudos®?32%°"

5273) " diferentemente do nosso, considerou grau
funcional da AR na analise dos dados. Por outro lado, ndo foi nosso propdsito avaliar a

relacdo de niveis de COMP/TSP-5 com marcadores de atividade da doenca.

Quando analisamos estatisticamente os 28 pacientes com AR e teste positivo para
COMP/TSP-5, verificamos que eles se distribuiram de forma homogénea nas 4 classes
funcionais. Os niveis médios da proteina ndo diferiram de forma significante entre os
grupos. Niveis elevados de COMP/TSP-5 ocorreram mesmo em estagios funcionais
iniciais da doenca. Infere-se, a partir destes dados, que classe funcional ndo modifica o

padréo de positividade para COMP/TSP-5 em pacientes com AR.
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Em termos globais, os niveis medios de COMP/TSP-5 foram significativamente
maiores em pacientes com AR do que em controles. Os niveis medios de COMP/TSP-5 de
pacientes reumatoides se mantiveram acima dos niveis médios dos controles em todos 0s
graus funcionais da doenca. Individuos de todas as classes funcionais (com excecdo da
classe funcional I11) apresentaram positividade significativa para COMP/TSP-5 em relagéo
aos doadores de banco de sangue. Um teste positivo para COMP/TSP-5 ocorreu
homogeneamente em todas as classes funcionais. Grau funcional ndo parece discriminar
pacientes reumatdides com COMP/TSP-5 elevada. O papel da COMP/TSP-5 como
marcador progndstico de dano articular na AR deve ser mais detalhado em estudos futuros.

8.2 GRAU FUNCIONAL E FATOR REUMATOIDE

Um dos primeiros auto-anticorpos a serem descritos na literatura médica, o fator
reumatdide é certamente o mais estudado até hoje. ® Diversos estudos advogam ser o
fator reumatoide, um auto-antocorpo anti-porcdo Fc de 1gG, um teste de valor diagndstico
e prognéstico na AR. ""® Niveis séricos de fator reumatéide acima de 200 UL/mL foram
associados a uma alta probabilidade de AR, de acordo com dados recentes oriundos do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS. ("

Em nossa populagdo de pacientes com AR, a frequéncia de teste positivo (niveis
acima de 15 Ul/mL em ensaio nefelométrico) foi de 60% dos casos, proxima da reportada
na literatura. ""® A média global de valores para fator reumatéide (240 UI/mL) em nossos
pacientes com AR esteve acima dos valores encontrados por Morozzi (49,3 Ul/mL pré-
tratamento com adalimubab e 39,7 Ul/mL ap6s 12 meses de tratamento). ®® Em nossa
casuistica, os niveis médios de fator reumatoide ndo diferiram de forma significante entre

as 4 classes funcionais.

A semelhanca dos dados obtidos por Santos et al ¥, ndo obtivemos correlagdo
entre positividade para o teste e predominio de alguma das classes funcionais. Pacientes
com teste positivo para fator reumatdide se distribuiram de forma homogénea em todos 0s
graus de incapacidade funcional. Assim, conclui-se que positividade para fator reumatdide

ocorreu independentemente do estagio funcional da doenga.
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8.3 GRAU FUNCIONAL E ANTI-CCP

O advento do anticorpo anti-CCP a pratica reumatolédgica nos ultimos anos trouxe
consideraveis acréscimos para o diagnostico e prognéstico da AR. Varios estudos
evidenciam sua ocorréncia em estagios precoces da AR. Além disso, os anticorpos anti-
CCP parecem estar associados & doenca mais erosiva e progressiva. ¢23*%2) Estes estudos
nos levaram a averiguar a distribuicdo de classes funcionais em pacientes reumatoides

positivos para anti-CCP.

Embora muitos relatos associem a presencga de anticorpos anti-CCP com doenca

reumatoide inicial %%

, um outro estudo reporta estabilidade do anticorpo durante a
evolucdo da doenca. @9 Nossos dados evidenciam freqiiéncia de teste positivo para anti-
CCP em 62% dos casos de AR. O maior percentual de positividade para anti-CCP ocorreu
em pacientes com classe funcional 1 (72%); entretanto, o dado careceu de relevancia

estatistica quando comparado com outros graus funcionais.

Em estudo com 69 pacientes com AR inicial (menos de 3 meses de duracdo), a
especificidade do anticorpo anti-CCP foi de 96% e a sensibilidade de 44%. O estudo
confirma a alta especificidade do anticorpo para fases iniciais da doenca. ©

De acordo com estudo realizado em Porto Alegre e recentemente publicado, a
probabilidade de um paciente com teste positivo para anti-CCP apresentar AR ¢ alta.
Niveis séricos, acima de 50 U/mL aumentam fortemente a probabilidade de AR. Niveis
séricos de anti-CCP abaixo de 10 U/mL, por sua vez, diminuiram sobremaneira a
probabilidade de doenca. () Digno de nota, positividade para anti-CCP parece se associar
a AR futura tanto em pacientes com artrite indiferenciada quanto em assintomaticos.

Niveis elevados iniciais do anticorpo se associam com progressao para doenca erosiva.

Um outro estudo brasileiro demonstrou sensibilidade de 80% para anticorpos anti-
CCP na AR (tempo de doenca de 12 anos, em média). Houve associacdo entre a presenca
do anticorpo na doenca mais ativa e severa. ®® Ainda outro estudo sediado no Brasil,
avalizou, apos analise de 4 grupos (AR, outras doencas reumaticas, doencas infecciosas e

controles), a especificidade do anticorpo anti-CCP para o diagnéstico de AR. ©”
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Nossos dados de delineamento transversal atestam um nivel médio de anticorpos
anti-CCP de 70 U/mL na populacdo reumatoide. Diferentemente, o estudo de Morozzi et al
reporta niveis médios do anticorpo ao redor de 360 U/mL, tanto antes quanto apds o
tratamento com adalimumab ®% Em nossa casuistica, os niveis médios de anticorpos anti-

CCP ndo diferiram de forma relevante entre as 4 funcionais.

Os dados da literatura ndo definem, inequivocamente, da associagdo entre a
presenca de anticorpos anti-CCP e a incapacidade funcional, medida pelo HAQ (health

assessment questionnaire) €899

De fato, ha poucos estudos enderecando o binémio
anticorpos anti-CCP-grau funcional da AR. De acordo com um relato japonés de 2004, o
grau de positividade para anticorpos anti-CCP se tornava maior quanto maior o estagio de

incapacidade funcional medida pela escala de Steinbrocker.®"

Nossos dados demonstram que grau funcional ndo é pardmetro discriminativo para
pacientes reumatoides anti-CCP-positivos. A distribui¢do dos casos anti-CCP-positivos foi
uniforme em todas as classes funcionais. Assim, admite-se que o anticorpo possa funcionar

como marcador da doenca em quaisquer estagios de funcionalidade articular.

8.4 LIMITACOES DO ESTUDO
Gostariamos de reconhecer algumas limita¢des do corrente estudo:

A) A amostra de pacientes com AR poderia ser maior, o que geraria dados mais fidedignos
nas analises estatisticas (tanto as que envolvem a amostra global quanto aquelas que
envolvem a casuistica estratificada para grau funcional). Da amostra inicial de 68 casos
de AR disponiveis no banco de dados, houve uma perda de 10 pacientes devido a

auséncia de dados acerca do estagio funcional de Hochberg;

B) Embora a autora tenha colocado em pratica o protocolo de Hochberg em outros
pacientes com AR do Ambulatério de Reumatologia da PUCRS, os dados acerca do

grau funcional para o corrente estudo foram obtidos através de prontuarios ou telefone.

C) Diferentemente dos dados acerca de COMP/TSP-5, ndo dispusemos, no banco de

dados, das dosagens de fator reumatdide e anticorpos anti-CCP em doadores de sangue.



37

Assim ficamos impossibilidados de comparar positividade e niveis médios destes 2

auto-anticorpos nas duas populacdes.

D) Tendo sido um estudo transversal e, portanto, n&do-prospectivo, nossos dados
concernentes a relagdo biomarcadores-classe funcional estiveram restritos a um corte
de tempo. Em pacientes reumatoides estratificados para grau de incapacidade, a
dindmica soroldgica destes biomarcadores deveria ser idealmente avaliada através de

uma coorte.
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9 CONCLUSOES

1. A testagem positiva para COMP/TSP-5 foi notoriamente mais freqtiente na populagdo
reumatoide do que em doadores de sangue. Os niveis médios de COMP/TSP-5, tanto
globais como os de cada classe funcional, foram significativamente maiores em

pacientes com AR do que em controles sadios;

2. Com excecdo de individuos de classe funcional 111, pacientes com AR de outros graus
funcionais apresentaram maior freqiiéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 do que

controles;

3. Um teste positivo para COMP/TSP-5, assim como para fator reumatoide e anticorpos
anti-CCP, ocorreu uniformemente nas 4 classes funcionais de pacientes com AR. A
presenca destes biomarcadores ocorreu independentemente do estagio de incapacidade

funcional medida pela escala de Hochberg.
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ANEXO A - Protocolo Artrite reumatdide / COMP/TSP-5

Protocolo de artrite reumatéide / COMP/TSP-5

Registro do paciente:

Sexo: ( )Feminino () Masculino

Idade: anos
Raca:
Peso corporeo: Kg

Tempo de doenca:

Classificacgdo funcional: ( )Graul ( )Grau ll

Fator reumatoide:

Anti-CCP:

COMP/TSP-5:

Tratamento medicamentoso:

Data:

/ /

( )Grau lll

( )GraulV




ANEXO B - Questionario de Pré-Triagem Clinica para doac¢do de Sangue
no Servico de Hemoterapia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS
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14
15
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21

22
23

24
25

26
27
28

29

Questdes

Vocé ja doou sangue? Quando foi a ultima vez?

Quantas vezes doou nos ultimos 12 meses? (0) (1) (2) (3) (4) (5)

Foi impedido de doar sangue alguma vez ou sentiu-se mal ap6s alguma
doacédo?

Dormiu na noite passada?

Ha quanto tempo foi sua ultima refeicdo?

Bebeu alguma bebia alcodlica nas ultimas 24 horas?

Costuma beber bebidas alcodlicas todos os dias?

Tomou algum medicamento para dor de cabeca, nos ultimos 7 dias?

Teve diarréia na ultima semana?

Teve algum problema de salde nos ultimos 30 dias, incluindo-se gripe,
resfriado amigdalite, sinusite, labirintite?

Tem asma, bronquite ou outro tipo de alergia?

Fez alguma vacina nos Gltimos 12 meses? Qual?

Perdeu peso nos ultimos 3 meses? Quanto?

Tem apresentado feridas ou manchas brancas na boca e lingua?

Notou aparecimento de manchas na pele ou inguas (ganglios)?

Nos ultimos 15 dias, teve algum ferimento, abcesso ou furinculo na
pele?

Vocé fez alguma tatuagem, acupuntura, colocou brinco ou piercing nos
ultimos 12 meses?

Vocé teve gonorréia, sifilis ou outra doenca sexualmente transmissivel?
Vocé teve contato sexual com parceiro(a) ocasional ou desconhecido nos
altimos 12 meses, sem preservativo?

Vocé teve contato sexual com prostitutas, garotas ou garotos de
programa nos Gltimos 12 meses?

Vocé deu ou recebeu dinheiro ou drogas em troca de relagdes sexuais nos
ultimos 12 meses?

Vocé usou drogas (tdxicos) injetaveis alguma vez?

S6 para doadores do sexo masculino: vocé teve contato sexual com outro
homem nos uUltimos 12 meses?

Vocé tem virus da AIDS, de hepatite B, da hepatite C ou HTLV-I?

Vocé fez tratamento com hemodialise ou recebeu transfusdo de sangue
nos ultimos 12 meses?

Teve contato sexual, nos Gltimos 12 meses, com pessoa enquadrada em
alguma das situagdes incluidas nas questdes 19 a 25?

Vocé esteve preso/detido nos ultimos 12 meses?

Vocé teve algum acidente (com agulhas ou contato com mucosas — boca,
olhos) com sangue ou outro material biolégico que possa transmitir
AIDS ou hepatite nos Gltimos 12 meses?

Tem ou teve alguma dessas doencas: pressao alta, diabetes, malaria,
doenca de Chagas, convulsdes (ataque epiléptico), doenca do coragéo,
tuberculose, enfisema pulmonar, hanseniase, herpes zoster (cobreiro),
dengue, toxoplasmose, cancer, derrame cerebral?

Sim

Nao

Hs




30
31

32
33

34

35
36
37

38
39
40
41

42

Teve hepatite? Com que idade?

Foi picado alguma vez pelo inseto transmissor da doenca de Chagas
(triatomineo) popularmente chamado de “barbeiro”, “chupéo”, “fincéo”?
Recebeu tranplante de cdrnea ou implante de dura-mater (neurocirurgia)?
E portador ou tem familiar portador de doenca de Creutzfeldt-Jackob
(encefalopatia espongiforme humana)?

Ja fez tratamento, alguma vez, com algum destes medicamentos:
testosterona (horménio masculino), isotretinoina (Roacutan® - para
acne), finasterida (Proscar®, Nasterol® - para prostata ou Propécia® -
para queda de cabelo), acitretina (Neotigason® - para psoriase) ou
etretionato (Tigason® - para psoriase)?

Ja sofreu alguma cirurgia ou endoscopia? Ha quanto tempo?

Fez algum tratamento dentario nos altimos 7 dias?

Esteve em regido de malaria nos ultimos 6 meses? (regido norte ou
centro-oeste)?

Morou, nos ultimos 3 anos, em regido em que haja maléria (regido norte
Ou centro-oeste)?

Estéa gravida? Esta amamentando bebé com menos de um ano de idade?
Teve parto ou abortamento nos Ultimos 4 meses?

Esteve no Reino Unido por periodo(s) que soma(m) mais de 6 meses, de
1980 a 19967

Esteve na Franca, Portugal ou Irlanda por periodo(s) que soma(m) mais
de 10 anos desde 19807




ANEXO C - Protocolo de aprovacédo do comité de ética

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMTITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio 0601/07-CEP Porto Alegre, 31 de maio de 2007.

Senher(a) Pesquisador(a):

0O Comité de Etica em Pesguisa da PUCRS
apreciou e aprovou seu protocolo registro CEP 07/03697, intitulado: “Proteina

oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP) como biomarcador em diferentes
estagios da artrite reumatdide”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da
presente data.

Relatérios parciais e final da pesquisa devem ser
encaminhados a este CEP.

Fgcio pnente,

Prof. Dr. JOS%]ROb [J o Goldim
COORDENADOR/DO CEP-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Dr(a) Henrique Luiz Staub
N/Universidade

Campus Central i
HJCRS Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000

Fone/Fax: (51) 3320-3345

E-mail: ce uers.br

www.pucrs.br/prppg/cep



ANEXO D - Artigo submetido para publicacao.

NIVEIS SERICOS DA PROTEINA OLIGOMERICA DA MATRIZ
CARTILAGINOSA/TROMBOSPONDINA 5 (COMP/TSP-5) EM
PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE ESTRATIFICADOS
PARA CLASSE FUNCIONAL.

SERUM LEVELS OF CARTILAGE OLIGOMERIC MATRIX
PROTEIN/THROMBOSPONDIN-5 (COMP/TSP-5) IN PATIENTS WITH
RHEUMATOID ARTHRITIS STRATIFIED FOR FUNCTIONAL CLASS.

FERNANDA DUARTE DE ANDRADE! 'ANA LiGIA BENDER > INES GUIMARAES
DA SILVEIRA *'HELGA STEIN *, HENRIQUE LUIZ STAUB®

'Fisioterapeuta, Hospital S&o Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul (PUCRYS).

Doutora, Professora do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia.
Coordenadora do Curso de Farmécia PUCRS.

*Doutora em Medicina e Mestre em Clinica Médica. Professora Assistente do
Departamento de Medicina Interna/Reumatologia da Faculdade de Medicina PUCRS.
*Académica de Fisioterapia da PUCRS.

*Doutor em Reumatologia e Mestre em Imunologia Clinica. Professor Adjunto de Clinica
Médica/Reumatologia da Faculdade de Medicina PUCRS.

Endereco para correspondéncia:
Henrique Luiz Staub

Servigo de Reumatologia

Hospital S&o Lucas da PUCRS

Av. Ipiranga 6690, sala 220.

Porto Alegre, RS, Brasil. CEP: 90610-000
e-mail: henriquestaub@terra.com.br



Resumo

Objetivo:  Avaliar o0s niveis séricos da proteina oligomérica da matriz
cartilaginosa/trombospondina 5 (COMP/TSP-5), potencial marcador de dano articular, em
pacientes com artrite reumatdide (AR) em diferentes graus funcionais e controles sadios.
Pacientes e métodos: O estudo foi transversal controlado. Cinquenta e oito pacientes com
AR em acompanhamento no Ambulatério de Reumatologia do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS compuseram a populagédo-alvo. A classificacdo de Hochberg foi utilizada para
estimar grau funcional destes pacientes. O grupo-controle consistiu de 100 doadores de
sangue consecutivamente selecionados. Os niveis de COMP/TSP-5 foram avaliados
através imuno-ensaio enzimatico (AnaMar Medical ™, Lund, Suécia). Niveis acima de 12
U/1 foram considerados positivos. A comparagé@o entre os grupos foi obtida por analise de
variancia. Um nivel de significancia de 5% foi considerado para valores P. Resultados: A
média de idade foi de 48+6 anos para o grupo-controle e de 54+14 anos para pacientes com
AR (P>0,05). O sexo feminino predominou no grupo de pacientes com AR (P<0,05). Apés
ajuste para sexo e idade, os niveis medios de COMP/TSP-5 foram de 7,0 U/L (IC95% 6,1-
7,9) para o grupo-controle e de 12,6 U/L (IC95% 11,1-14,1) para o grupo de AR (P<0,01).
Entre os pacientes com AR, 25 apresentaram grau funcional 1 (43,1%), 14 grau funcional 11
(24,13%), 10 grau funcional 111 (17,2%) e 9 grau funcional IV (15,5%). Com excecdo de
individuos de classe funcional Ill, pacientes de outras classes funcionais tiveram maior
frequéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 do que controles (P<0,001). Em cada uma
das classes funcionais, os niveis médios de COMP/TSP-5 foram significantemente maiores
do que os do grupo-controle (P<0,05). Os 28 pacientes reumatdides com COMP/TSP-5
elevada se distribuiram uniformemente entre as 4 classes funcionais (P=0,365).
Concluséo: Os niveis de COMP/TSP-5 foram significativamente maiores em pacientes
com AR do que em controles. Os niveis médios da proteina se mantiveram acima dos
controles em todos as classes funcionais da doenca. Grau funcional ndo parece funcionar
como parametro discriminativo em pacientes reumatoides com COMP/TSP-5 elevada.

Palavras chaves: artrite reumatdide, grau funcional, proteina oligomérica da matriz
cartilaginosa/trombospondina 5 (COMP/TSP-5)



Abstract

Objective: To evaluate the serum levels of cartilage oligomeric matrix
protein/thrombospondin-5 (COMP/TSP-5), a potential marker for articular damage, in
patients with rheumatoid arthritis (RA) in different functional status and in healthy
controls. Patients and methods: The study was cross-sectional. Fifty-eight patients with
RA followed in the Outpatient Rheumatology Clinic of Sdo Lucas Hospital of PUCRS
comprised the target population. The Hochberg classification was utilized to estimate the
functional status of RA patients. The control group included 100 blood donors
consecutively selected. Levels of COMP/TSP-5 were evaluated by immunoenzimatic assay
(AnaMar Medical ™, Lund, Suecia). Levels above 12 U/I were considered positive.
Comparison of groups was obtained by analysis of variation. A 5% significance levels was
considered for P values. Results: The medium age was 486 years for the control group
and of 54+14 years for RA patients (P>0.05). The female gender predominated in patients
with RA (P<0.05). After adjustment for sex and age, the average levels of COMP/TSP-5
were 7.0 U/L (95%CI 6.1-7.9) for the control group and of 12.6 U/L (95%CI 11.1-14.1) for
patients with RA (P<0.01). Among RA patients, 25 showed functional class I (43.1%), 14
functional class Il (24.13%), 10 functional class Il (17.2%), and 9 class functional IV
(15.5%). With the exception of individuals with class functional 11, patients from the other
functional status presented higher frequency of positive test for COMP/TSP-5 as compared
to controls (P<0.001). In each of the functional classes, the average levels of COMP/TSP-5
were significangly higher that those of the control group (P<0.05). The 28 RA patients
with elevated COMP/TSP-5 were distributed uniformly in all 4 functional classes
(P=0.365). Conclusion: The levels of COMP/TSP-5 were significantly higher in RA
patients than in controls. The average serum levels of the protein remained elevated as
compared to controls in all 4 functional classes of RA patients. Functional status does not
seem to behave as a discriminative parameter for RA patients with elevated COMP/TSP-5
levels.

Key words: rheumatoid arthritis, functional status, cartilage oligomeric matrix
protein/thrombospondin-5 (COMP/TSP-5)



Introducéo

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca auto-imune multissistémica de etiologia
desconhecida. A caracteristica principal da doenca é uma sinovite simétrica persistente,
que acomete de forma preferencial as articulagdes periféricas. A artrite é potencialmente
erosiva, e pode associar-se as manifestacGes extra-articulares. Sabe-se, atualmente, que até
50% dos pacientes cessam atividades profissionais nos primeiros 10 anos da doenca. @

Com a progressao da doenca, os pacientes com AR desenvolvem incapacidade para a
realizacdo de suas atividades da vida diaria e profissional. O impacto econémico pode se
tornar significativo para o paciente e para a sociedade. ® Entretanto, o curso clinico da AR
tem uma variacéo interindividual pronunciada .

A proteina oligomérica da matriz cartilaginosa/trombospondina 5 (COMP/TSP-5) é
uma proteina ndo-colagena relevante para a homeostase da matriz extracelular. Foi
inicialmente descrita como marcador progndstico da AR e da osteoartrose em 1992.%) E
encontrada na cartilagem, sindvia, tenddo e vasos®. Niveis séricos elevados de
COMP/TSP-5 potencialmente indicam alteracfes na cartilagem, no metabolismo Gsseo
e/ou inflamag@es sinoviais. ©

A similaridade estrutural da COMP/TSP-5 com outros membros da familia das
trombospondinas suscita o interesse na investigacdo do seu nivel sérico em diversas
entidades clinicas. A avaliacdo dos niveis sericos da COMP/TSP-5 na AR podera fornecer
dados relevantes na compreensdo do comportamento bioldgico desta proteina. Por fim, a
relacdo dos niveis de COMP/TSP-5 com o estagio funcional da AR, objeto deste estudo, é

ainda desconhecida.



Pacientes e métodos:

Em termos globais, 158 individuos foram incluidos no estudo. Cem individuos
doadores de sangue sem historico de doencga reumatica compuseram 0 grupo-controle.
Cinglienta e oito pacientes oriundos do Ambulatério de Reumatologia do Hospital Séo
Lucas da PUCRS constituiram a populagdo-alvo. Todos os pacientes com AR preencheram
os critérios de classificagdo do Colégio Americano de Reumatologia de 1987 para a
doenca. ") A classificacéo funcional de Hochberg ® (tabela 1) foi utilizada para avaliar a
capacidade funcional dos pacientes reumatoides e estratificar subgrupos. Os dados acerca
do grau funcional foram obtidos quando da coleta de sangue para dosagem de COMP/TSP-
5.

Tabela 1. Estratificacdo de grau funcional para pacientes com artrite reumatoide de
acordo com os critérios de Hochberg.®

Grau funcional Capacidade

Classe | Capaz de realizar atividades usuais de vida diéria (auto-cuidado*,
vocacionais** e ndo- vocacionais***).

Classe Il Capaz de realizar atividades usuais de auto-cuidado* e vocacionais**,
mas limitado em atividades ndo-vocacionais ***.

Classe 111 Capaz de realizar atividades usuais de auto-cuidado*, mas limitado em
atividades vocacionais** e ndo-vocacionais***.

Classe IV Limitado em realizar habilidades usuais de auto-cuidado*, atividades
vocacionais** e ndo-vocacionais***,

Atividades de auto-cuidado* incluem vestir-se, comer, banhar-se, usar o banheiro e os cuidados para com a
aparéncia. Atividades vocacionais** incluem trabalho, estudo e afazeres domésticos. As atividades ndo-
vocacionais*** incluem lazer e/ou atividades recreacionais.®

As dosagens de COMP/TSP-5 foram efetuadas através de ensaio imunoenzimatico
(ELISA), de acordo com descricdo previa (AnaMar Medical™, Lund, Suécia). Niveis
acima de 12 U/L foram considerados positivos © A comparagéo entre os grupos foi obtida

por analise de variancia. Um nivel de significancia de 5% foi considerado para valores P.



Resultados
Caracteristicas das populagdes estudadas

No grupo de 58 pacientes com AR, mulheres (84,5%) foram 5,4 vezes mais
afetadas pela doenca do que homens (15,5%). O sexo feminino predominou fortemente em
pacientes reumatdides comparativamente ao grupo-controle. A média de idade néo diferiu
de forma significante entre os grupos. A duracdo media de doenca na populagdo
reumatoide foi de 9,2 anos; um quarto dos pacientes apresentavam doenca de mais de 10
anos de duracdo. A freqliéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 (niveis iguais ou acima
de 12 UJ/L) foi significativamente maior em pacientes reumatoides (48,2%) do que em
controles (4%). ApGs ajuste para sexo e idade, os niveis médios de COMP/TSP-5 foram
significantemente maiores em pacientes com AR do que em controles. Estes dados estdo
sumarizados na tabela 2.

Tabela: 2 Caracteristicas das amostras estudadas.

Controles Artrite reumatdide p*
(n=100) (n=58)
Sexo feminino 45 (45%) 49 (84,5%) <0,05
Idade (anos)** 48 +6 54+14 >0,05
Tempo médio de doenca - 9,2 anos -
Tempo de doenga > 2anos - 42 (73%) -
Tempo de doenga > 10 anos - 15 (25.8%) -
Teste positivo para COMP/TSP-5*** 4 (4%) 28 (48.2%) <0,01
Niveis médios COMP/TSP-5 (U/L)****  7,0+30(IC95%6,1a7,9) 12,6 +0,8 (1IC95% 11,1 a 14,1) <0,01

n: nimero de individuos

1C95%: intervalo de confianca de 95%

*Teste do qui-quadrado.

**Dados de contagem absoluta (média) + desvio padrao
***Nivel sérico acima de 12 U/L

****Niveis obtidos apds ajuste para sexo e idade

Em termos de grau funcional, a maioria dos pacientes com AR apresentou classe

funcional 1. O sexo feminino predominou fortemente em todos os graus funcionais. O



tempo médio de doencga foi maior nas classes funcionais Il e IV. Estes dados estdo
sumarizados na tabela 3.

Tabela: 3 Estratificacdo de grau funcional nos pacientes com artrite reumatoide.

Grau Fregléncia de Sexo Tempo médio
funcional pacientes feminino de doenca
Classe | 25 (43,1%) 22 (88%) 6 anos (2 a 30 anos)
Classe 1l 14 (24,1%) 11 (78,6%) 6,5 anos (2 a 21 anos)
Classe Il 10 (17,2%) 9 (90%) 14,5 anos (7 a 60
anos)
Classe IV 9 (15,5%) 7 (77,7%) 10 anos (4 a 20 anos)

A frequéncia de teste positivo para COMP/TSP-5, assim como a distribuicdo dos
niveis médios de COMP/TSP-5 nas diversas classes funcionais de pacientes reumatoides,
sdo mostrados na tabela 4. A freqliéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 foi maior nas
classes funcionais I, 1l e IV em relagcdo aos controles, mas ndo em individuos com classe
funcional I1l. Em cada uma das classes funcionais, os niveis médios de COMP/TSP-5 de

pacientes com AR foram significantemente elevados em comparagéo aos controles.



Tabela: 4 Frequéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 (acima de 12 U/L) e
distribui¢do dos niveis médios de COMP/TSP-5 nos diversos graus funcionais de
pacientes com artrite reumatoide (AR) comparativamente a controles sadios.

Grupo COMP/TSP-5 p** Niveis médios de p**
elevada* COMP/TSP-5
Controles 4(4%) - 7,0 U/L (1C95% 6,1a7,9) -
AR Classe | 11(44%) <0,001 13,8 U/L (IC95%: 11,2 a 16,3) <0,001
AR Classe 11 8(57%) <0,001 11,8 U/L (IC95%: 8,9 a 14,6) <0,001
AR Classe Il 3(30%) >0,05 10,3 U/L(IC95%: 7,0 a 13,7) 0,004
AR Classe IV 6(66,6%) <0,001 13,8 U/L (IC95%: 10,5a17,2) <0,001

*Niveis séricos acima de 12 U/L

**Valores obtidos apds comparagdo de cada classe funcional da AR com o grupo-controle

1C95%: intervalo de confianca de 95%.

O grafico abaixo ilustra a distribuicdo dos valores médios de COMP/TSP-5 nos

grupos analisados. As médias de COMP/TSP-5 de cada classe funcional de pacientes

reumatdides foram significativamente mais altas do que a média do grupo-controle

(P<0,05).
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Figura 1. Valores médios de COMP/TSP-5 apresentados em gréafico para comparacdo de 5 grupos de
individuos: controles, artrite reumatoide (AR) classe funcional I, AR classe I, AR classe Ill e AR classe

V.



Discusséo

A AR é uma doenca habitualmente progressiva, caracterizada por poliartrite crénica
erosiva e achados sistémicos. O grau de incapacitagdo funcional de pacientes com AR €
bastante variavel. *© Sdo raros os estudos que estratificam a AR em graus funcionais
quando da avaliagdo de marcadores progndsticos da doenca. Assim, foi nosso objetivo
primordial avaliar o comportamento sorolégico de um marcador de dano articular
(COMP/TSP-5) em pacientes reumatdides estratificados para classe funcional. Por outro
lado, ndo esteve entre as metas deste estudo a comparacao de niveis de COMP/TSP-5 com
escores classicos de atividade da AR.

Em nosso estudo, as mulheres foram 5,4 vezes mais afetadas pela AR do que o0s
homens, dados préximos daqueles da literatura."® Houve diferenca significativa quanto se
comparou freqiiéncia de sexo feminino em AR e controles (P<0,05). As médias de idades
ndo diferiram de forma significante entre os grupos. A duracdo média da doenca (9,2 anos)
foi relativamente alta, e um quarto dos pacientes apresentavam doenca h& mais de uma
década. De interesse, Krot et al relataram que sexo feminino e idade do inicio da doenca
foram preditores de desfecho funcional. ‘%

Notoriamente, a freqliéncia de teste positivo para COMP/TSP-5 (nivel acima de 12
U/L) foi mais significativa em nossa populagdo reumatdide (48,2%) do que em controles
(4%). O ponto de corte de 12 U/L foi utilizado com base em dados do fabricante (AnaMar
Medical ™, Suécia®), achado corroborado em estudo recente em nosso Hospital. De
acordo com estes Gltimos dados, niveis acima de 12 U/L (obtidos por célculo de razéo de
verossimilhanga) se associaram fortemente a presenca de AR e osteoartrose (razdes de
chances 17,3 e 11,4, respectivamente - dados a serem publicados).

Em 256 doadores suecos (idades entre 19 e 73 anos), 0os niveis médios de

COMP/TSP-5 foram de 10,6 U/L. ©® Diferentemente, nossos dados em doadores de sangue



(idade maxima 65 anos) apontam para um nivel médio de 7,0 U/L. E possivel que a idade
méaxima para doadores esteja envolvida nesta discrepancia. Em termos gerais, os valores
médios de COMP/TSP-5 em nossa populagdo reumatoide mostraram-se significativamente
elevados em relacéo aos doadores de sangue (P<0,01).

Niveis elevados de COMP/TSP-5 sdo indicativos de alteragdes da cartilagem, da
sindvia e do metabolismo 6sseo “? Um estudo associa a elevacéo sérica da proteina ao
dano articular visto particularmente na AR.*¥ Niveis elevados de COMP/TSP-5 foram
detectados na AR precoce, e teriam valor prognostico na doenga.(“) Apenas um quarto de
nossos pacientes com AR apresentavam doenga precoce (<2 anos), ndo sendo Nnosso
proposito a avaliacdo isolada deste grupo.

Para efeito de avaliagdo de grau funcional, utilizou-se a classificagédo de Hochberg
® na realidade uma estratificacdo atualizada do trabalho classico de Steinbrocker. ™
Atividades de auto-cuidado, domésticas, profissionais e de lazer sdo consideradas na
referida classificacdo. Em nossa popula¢do reumatoide, houve predominio inconteste das
classes funcionais | e 1l. Enquanto pacientes com classes funcionais | e 1l tiveram duragdo
de doenga ao redor de 6 anos, pacientes com classe funcional Il e IV claramente
apresentavam duracdo média de doenga acima de 10 anos. Por este prisma, tempo de
doenca se comportou como parametro de incapacidade funcional.

Nas diversas classes funcionais da AR (excecdo da classe Ill), um teste positivo
para COMP/TSP-5 foi mais freqliente do que em controles. De interesse, 0s pacientes de
classe funcional 111, onde esta relacdo ndo foi observada, apresentavam o maior tempo de
duracdo de doenca (14,5 anos). Entretanto, quando se avaliou niveis médios de
COMP/TSP-5 documentou-se que em cada uma das classes funcionais os niveis foram

significantemente mais altos do que os dos controles. Depreende-se, a partir destes dados,



que as elevacdes da proteina, potencialmente associadas a dano sinovial e cartilaginoso,
ocorrem nos variados estagios da doenca.

Wislowska et al avaliaram os niveis de COMP/TSP-5 em 30 pacientes com AR
(tempo médio de doenca de 14 anos). Houve associagdo entre niveis de COMP/TSP-5,
escores de atividade da doenca e idade dos pacientes. Interessantemente, os niveis da
proteina foram elevados no liquido sinovial de pacientes com doenca inicial, mas nao
daqueles com quadro avangado. ¢

Em estudo datado de 2003, Skoumal et al relataram correlagdo positiva entre niveis
de COMP/TSP-5 e deterioracdo da cartilagem, avaliada pela escala de Lanssen em 62
pacientes reumatdides acompanhados por 5 anos. Os autores sugerem que a dosagem de
COMP/TSP-5 pode ser usada como marcador de degradagdo da cartilagem nestes
pacientes. "

De acordo com relato japonés, pacientes com AR e dano articular severo tiveram
niveis mais altos de COMP/TSP-5 do que aqueles com doenga mais leve. O estudo sugere
que os niveis de COMP/TSP-5 refletem destruicdo cartilaginosa na AR.®® No entanto,
outros autores reportaram niveis diminuidos da proteina em estadgios mais avangados da
doenca, provavelmente devido a degradacdo cronica da cartilagem.®® Em termos
hipotéticos, este achado pode estar de acordo com a fregiéncia insignificante de teste
positivo para COMP/TSP-5 em nossos pacientes com classe funcional 111, notadamente
aqueles com doenca de maior duracio em nosso estudo. Nenhum dos estudos citados **
1619 diferentemente do nosso, considerou grau funcional da AR na andlise dos dados.

Quando analisamos estatisticamente os 28 pacientes com AR e teste positivo para
COMP/TSP-5, verificamos que eles se distribuem de forma homogénea nas 4 classes

funcionais. Os niveis médios da proteina ndo diferiram de forma significante entre os

grupos. Niveis elevados de COMP/TSP-5 ocorreram mesmo em estagios funcionais



iniciais da doenca. Infere-se, a partir destes dados, que classe funcional ndo modifica o
padréo de positividade para COMP/TSP-5 em pacientes com AR.

Em suma, os niveis de COMP/TSP-5 foram significativamente maiores em
pacientes com AR do que em controles. Os niveis médios se mantiveram elevados em
todos os graus funcionais da doenca. Grau funcional ndo parece servir como parametro
discriminativo na positividade para COMP/TSP-5 em pacientes com AR. O papel da
COMP/TSP-5 como marcador progndéstico de dano articular na AR deve ser esclarecido

em estudos futuros.
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