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RESUMO

A artrite reumatdide ¢ uma doenca imunomediada que afeta as articulagbes periféricas e €é
caracterizada por inflamacao sistémica cronica com perda sisttmica da densidade mineral
Ossea. A suscetibilidade a osteoporose ocorre devido a inflamacéo sistémica, bem como ao uso
crénico de corticosteroides. Os medicamentos antirreumaticos modificadores da doenca
(MMCDs) bioldgicos e especificos de alvo agem efetivamente bloqueando a inflamacgéo
sisttmica. Nossa hipGtese é que os pacientes que recebem MMCDs bioldgicos e alvo-
especificos tém maior densidade mineral dssea, exibem niveis séricos de citocinas pro-
inflamatdrias mais baixos e requerem doses mais baixas de corticosteroides do que aqueles que
recebem terapia convencional. Para testar essa hipotese, realizamos um ensaio clinico
quantitativo, descritivo, observacional, transversal e prospectivo, coletando dados de pacientes
elegiveis. Os participantes foram divididos em trés grupos de acordo com a classe de MMCDs
(MMCDs sintéticos convencionais, biolégicos e alvo-especificos). Os principais mediadores
inflamatorios da osteoporose secundaria a artrite reumatoide (fator de necrose tumoral-a,
interleucina-6), escore de atividade da doenca em 28 articulagdes, calculado usando proteina
C-reativa, densidade mineral dssea, biomarcador de remodelacédo dssea telopeptideo C-terminal
e glicocorticoide dose foram avaliadas nos trés grupos. A analise de variancia e o coeficiente
de correlagédo produto-momento de Pearson foram utilizados para comparar os resultados entre
os grupos. Nimero de Registro do Ensaio - Certificado de Apresentacio para Apreciacio Etica
(CAAE): 46069821.4.0000.8667, 15/07/2021. Os niveis de TNF-a e IL-6 ndo apresentaram
correlacdo significativa com nenhuma variavel, como DAS28-CRP, CTX e densidade mineral
6ssea da coluna lombar, fémur total e colo femoral. A dose de prednisona foi significativamente
correlacionada positivamente com CTX e DAS28-CRP. Entre os pacientes com artrite
reumatdide, o tratamento com qualquer medicamento antirreumatico modificador da doenca,
atingindo baixa atividade da doenca ou remissdo, diminui os niveis de citocinas circulantes e

baixa reabsorcao 6ssea.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. Osteoporose. Citocinas. Antirreumaticos. Inibidores do

Fator de Necrose Tumoral.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is an immune-mediated disease that affects the peripheral joints and is
characterized by chronic systemic inflammation with systemic bone mineral density loss.
Susceptibility to osteoporosis occurs due to systemic inflammation, as well as chronic
corticosteroid use. The biologic and target-specific disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARDs) act effectively blocking systemic inflammation. We hypothesized that patients
receiving biologic and target-specific DMARDs have higher bone mineral density, exhibit
lower serum pro-inflammatory cytokine levels, and require lower corticosteroid doses than
those receiving conventional therapy. To test this hypothesis, we conducted a quantitative,
descriptive, observational, cross-sectional and prospective clinical trial by collecting data from
eligible patients. The participants were divided into three groups according to DMARD class
(conventional synthetic, biologic, and target-specific DMARDs). The main inflammatory
mediators of osteoporosis secondary to rheumatoid arthritis (tumor necrosis factor-a,
interleukin-6), Disease Activity Score in 28 Joints, calculated using C-reactive protein, bone
mineral density, bone turnover biomarker C-terminal telopeptide, and glucocorticoid dose were
assessed in the three groups. Analysis of variance and Pearson product-moment correlation
coefficient were used to compare the results among groups. Trial Registration Number -
Certificate of Presentation for Ethical Consideration (CAAE): 46069821.4.0000.8667,
07/15/2021. TNF-a and IL-6 levels did not show significant correlation with any variable, such
as DAS28-CRP, CTX, and bone mineral density of the lumbar spine, total femur, and femoral
neck. The prednisone dose was significantly positively correlated with CTX and DAS28-CRP.
Among patients with Rheumatoid arthritis treatment with any disease-modifying antirheumatic
drugs achieving low disease activity or remission decrease circulating cytokine levels and low

bone resorption.

Keywords Rheumatoid arthritis, Osteoporosis, Cytokines, Antirheumatic agents, Tumor

necrosis factor inhibitors
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1 INTRODUCAO

Osteoporose é uma doenca caracterizada pela reducdo na densidade mineral 6ssea, com
afilamento e descontinuacdo das trabéculas Osseas e a trabecularizacdo do osso cortical
(mudanca na microarquitetura) (RADOMINSKI et al., 2017a) predispondo a fragilidade 0ssea
e risco de fraturas (PINHEIRO et al., 2010; ARAUJO; OLIVEIRA; BRACCO, 2005;
GEUSENS; LEMS, 2011; BULTINK et al., 2012). Nas ultimas décadas foi estabelecida a
relacdo entre as células do tecido dsseo e as doencas inflamatérias (BULTINK et al., 2012),
sendo denominada osteoimunologia o campo de estudo que identifica essa relacdo
(TAKAYANAGI, 2009; LEE et al., 2008; GEUSENS; LEMS, 2011; BULTINK et al., 2012;
SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018). As descrices das relacbes entre o sistema
imunolégico e tecido 6sseo tém sido aos poucos revelada por meio de pesquisas in vitro e in
vivo, revelando forte interacdo desde a origem celular, regulacdo do remodelamento ésseo por
células do sistema hematopoiético e imunoldgico (citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento) e até mesmo a fungdo imunolégica das células 6sseas (p.ex. producdo de citocinas
pré-inflamatérias pelo osteoclasto em resposta a estimulos pelos receptores toll-like)
(SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018; LEE et al., 2008).

A artrite reumatoide (AR), doenca imunomediada que afeta primariamente as
articulacdes periféricas, é caracterizada pela infiltracdo de células inflamatdrias na sindvia
como macrofagos sinovais, linfocitos Th17 e sinovidcitos semelhante a fibroblastos que ativam
a osteoclastogénese por meio da via do ativador ligante do receptor do fator nuclear kappa-B
(RANK-RANKL- osteoprotegerina) (TAKAYANAGI, 2009; TAKAYANAGI, 2021; LEE et
al., 2008), além da inflamag&o sistémica cronica com altos niveis de citocinas pré-inflamatorias
circulantes como Fator de Necrose Tumoral e Interleucina 6. Todos esses fatores estimulam a
osteoclastogénese e como resultado da ativacdo osteoclastica ocorre a destruicdo do 0sso
periarticular, clinicamente vistos as radiografias como os cistos e erosfes 0sseas, além de
reduzir a densidade mineral Ossea justa-articular e sistémica (TAKAYANAGI, 2009;
TAKAYANAGI, 2021; LEE et al., 2008; GEUSENS; LEMS, 2011; BULTINK et al., 2012;
SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018).

O perfil populacional brasileiro apresenta notavel envelhecimento nas udltimas
décadas com uma projecdo de que em 2050 37% da populacéo terd mais de 50 anos (JOSE

ZANCHETTA, 2012), sendo a osteoporose a principal causa de fraturas nessa mesma faixa
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etaria (RADOMINSKI et al.,, 2017a). O impacto das fraturas por fragilidade &ssea,
secundarias a osteoporose, pode ser demonstrado em numeros: em torno de 50% das
mulheres e 20% dos homens sofrerdo algum tipo de fratura por fragilidade 6ssea apds os 50
anos (BRASIL. Ministério da Saude, 2014), e o custo do tratamento cirargico para correcao
de fratura femoral gira em torno de R$ 24.000,00 (ARAUJO; OLIVEIRA; BRACCO, 2005).
Os autores citados relatam ainda que entre os pacientes com fratura femoral, somente 1/4
recebem tratamento para osteoporose no pos-operatério. As fraturas ainda causam dor,
deformidades, incapacidades fisicas com consequente reducdo da qualidade de vida e
aumento na morbi-mortalidade (PINHEIRO et al., 2010; ARAUJO; OLIVEIRA; BRACCO,
2005; BRASIL. Ministério da Salude, 2014; RADOMINSKI et al., 2017a). Estima-se que
mais da metade daqueles que fraturam o fémur se tornam incapazes de retomar uma vida
independente, necessitando até mesmo institucionalizacdo (RADOMINSKI et al., 2017a). A
mortalidade apo6s fratura de fémur foi estimada em 23,6% nos 3 meses subsequentes a fratura
(BRASIL. Ministério da Saude, 2014).

A fratura por fragilidade 6ssea, ou de baixo impacto, tem como principais sitios as
vértebras, o radio distal e o fémur proximal (BRASIL. Ministério da Saude, 2014;
RADOMINSKI et al., 2017a), sendo possivel a prevengdo priméaria por meio do rastreio via
densitometria 6ssea e identificacdo precoce dos fatores clinicos de risco associados a baixa
massa 6ssea (PINHEIRO et al., 2010; BRASIL. Ministério da Saude, 2014; RADOMINSKI
etal., 2017a). Os fatores de risco séo diversos e para uma avaliagdo ponderada individual foi
desenvolvida a ferramenta FRAX (Fracture Risk Assessement Tool) (SOUSA et al., 2018)
com a corre¢do via NOGG (UK National Osteoporosis Guideline Group) (RADOMINSKI
et al., 2017a). O uso das calculadoras permite a avaliacdo do risco de fratura osteoporoética
maior (fémur, vértebra, Gmero ou réadio distal) ou de quadril (fémur) nos préximos 10 anos,
guiando a propedéutica ou quanto a necessidade de intervencéo farmacoldgica (BUKSMAN
etal., 2014; RADOMINSKI et al., 2017a).

Pacientes com artrite reumatoide apresentam maior risco de evoluir com fraturas por
fragilidade Ossea em relagdo a populacdo geral (BELLAN; PIRISI; SAINAGHI, 2015;
ZERBINI et al., 2015), sendo, assim, um importante desfecho clinico para a doenga. Com a
instituicdo da estratégia terapéutica treat-to-target para a otimizacao do tratamento da artrite
reumatoide (SMOLEN, 2016) de forma global por reumatologistas objetivando a baixa
atividade de doenca e, caso possivel a remisséo clinica da artrite reumatdide, percebeu-se a

progressiva estabilizagdo ou até mesmo ganho de massa 6ssea nesses pacientes (BELLAN;
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PIRISI; SAINAGHI, 2015; ZERBINI et al., 2015). Supde-se que aqueles em uso de
DMARD biologico apresentem densidade mineral dssea superior aqueles em terapia
sintética convencional, além de apresentarem menores niveis séricos de citocinas pro
inflamatdrias e menores doses cumulativas de corticoides. Nesse ensejo o presente estudo
prop6s a avaliacdo do tecido 6sseo (por meio de um marcador de reabsorcdo déssea e da
densidade mineral dssea) nos pacientes com diagnoéstico de artrite reumatoide, com intuito
de determinar se efetivamente existem diferencas entre o perfil 6sseo dadas as diferentes

terapéuticas atuais da doenca.

Figura 1 — Representacdo esquematica do ciclo vicioso — Inflamacdo e perda dssea

Inflamagao
ativa da
Artrite

Reumatéide

Uso cronico
de
Corticdoides

Baixa
densidade
mineral
dssea

Fraturas por
fragilidade
dssea

Fonte: da autora.

1.1 Osteoporose - conceitos basicos

Osteoporose € uma doenca caracterizada pela redugdo na densidade mineral 6ssea,
com afilamento e descontinuacdo das trabéculas ésseas e a trabeculariza¢do do 0sso cortical
(mudanga na microarquitetura) (RADOMINSKI et al., 2017a) predispondo a fragilidade
Ossea e risco de fraturas (PINHEIRO et al., 2010; GEUSENS; LEMS, 2011). A
densitometria 6ssea, exame que avalia a densidade mineral 6ssea (DMO), mas ndo sua
microarquitetura, classifica a densidade conforme o desvio padrdo do Z (comparagao com

pessoas da mesma idade) ou T (comparagcdo com pessoas jovens no pico de massa 0ssea)



15

escore, conforme a faixa etaria do paciente a ser avaliado (RADOMINSKI et al., 2017a).
Osteoporose é definida quando o T-escore for menor ou igual a -2,5 desvios-padrdo na
coluna lombar, fémur total, colo femoral ou radio 33% (RADOMINSKI et al., 2017a;
GEUSENS; LEMS, 2011). Osteopenia é definida como T-escore -1,0 a -2,5 desvios-padrao.
Existe, entdo um intervalo entre DMO caracterizada como normal e a patolégica, sendo o
ponto de corte 0 T-escore -2,5 desvios-padrdo. Sabe-se que nesse intervalo (DMO normal e
osteopenia) existe a possibilidade de ocorrerem fraturas por fragilidade &ssea
(RADOMINSKI et al., 2017a), assim é orientado a realizacdo de avaliacdo clinica global do
paciente, para investigacdo de fatores de risco ou mesmo de causas secundarias de
osteoporose.

O estudo BRAZOS (PINHEIRO et al., 2010) caracterizou os principais fatores de
risco para fratura na populacédo brasileira como idade avancada, sedentarismo, tabagismo
atual, piora de qualidade de vida, menopausa precoce, alto consumo de fésforo, diabete
melito, quedas, uso crénico de benzodiazepinicos e histéria familiar de fraturas de fémur em
parentes de primeiro grau. Outros fatores classicos sdo: artrite reumatoide, uso de corticoides
cronicamente (dose equivalente prednisona 7,5mg/dia por mais de 3 meses) e etilismo
(RADOMINSKI et al., 2017a; BRASIL. Ministério da Saude, 2014; BULTINK et al., 2012).
A osteoporose pode ainda ser causada por outras morbidades como doengas gastrointestinais
(doenca inflamatdria intestinal, doenga celiaca, sindromes de ma absorc¢éo), endocrinopatias
(hiperparatireoidismo primario, tireotoxicose, sindrome de Cushing, hipogonadismo e
diabete melito), doencas pulmonares crénicas, etc (COMPSTON et al., 2017; BRASIL.
Ministério da Saude, 2014; RADOMINSKI et al., 2017b).

Entdo criou-se a calculadora FRAX com sua consequente correcdo NOGG
(COMPSTON et al., 2017) na tentativa de organizar e quantificar o risco de fraturas em
pacientes sem tratamento com mais de 50 anos, além de classificar em quais pacientes
devemos solicitar a densitometria 6ssea ou ja iniciar o tratamento. A calculadora disponivel
para a populac&o brasileira na pagina da Associacéo Brasileira de Avaliacio da Saude Ossea
e Osteo metabolismo (ZERBINI et al., 2015).

A compreensdo da fisiopatogenia da osteoporose é de suma importancia para sua devida
avaliacdo e correta instituicdo de medidas terapéuticas para prevencdo primaria ou secundaria.
De forma resumida podemos descrever o remodelamento 6sseo como equilibrio dinamico que
é vital ao bom funcionamento do tecido 6sseo, sendo orquestrado pelo ostedcito que apds
receber estimulos fisicos ou quimicos induz a a¢do acoplada do osteoclasto (absor¢éo) e do

osteoblasto (producdo) permitindo assim, uma manutencdo constante do 0SSO
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(SRIVASTAVA,; DAR; MISHRA, 2018). Diversos sao os sinais para o remodelamento ¢sseo,
como por exemplo, microfraturas, niveis hormonais (estrogénio, paratormoénio - PTH)
(SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018) ou até mesmo a for¢a de tracdo muscular sobre o
0ss0 (GEUSENS; LEMS, 2011). Osteoporose ocorre, entdo, quando ha um desacoplamento
funcional entre osteoclasto e osteoblasto, favorecendo a atuagéo do osteoclasto (reabsorcéo
0ssea).

O primeiro passo no remodelamento 0sseo € a fase de ativacdo do ostedcito, o que
induz a apoptose com redugdo de niveis de fator de crescimento transformador B (TGF-p)
permitindo o aumento exponencial da osteoclastogénese (SRIVASTAVA; DAR; MISHRA,
2018). A osteoclastogénese é mediada por diversos fatores, mas principalmente pela
estimulacdo via ativador de receptores do fator nuclear kappa-B ligante (RANKL)
pertencente a familia do TNF (GINALDI et al.,, 2015), o qual é responsavel pela
diferenciacéo e proliferacdo em células multinucleadas que possuem a funcao de reabsorcéao
6ssea (SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018; GEUSENS; LEMS, 2011; TAKAYANAGI,
2009), além da sobrevivéncia dos osteoclastos multinucleados com manutencdo de sua
ativacdo (LEE et al., 2008). O RANKL € produzido fisiologicamente por osteocitos,
osteoblastos e células estromais, podendo também ser liberado patologicamente por células
sinoviais e linfécitos T ativados no contexto de artrite reumatdide (TAKAYANAGI, 2009);
relevante também € a capacidade das citocinas pré-inflamatérias (como IL-6, IL-1, IL-17 e
TNFa) induzirem a expressio de RANKL de fibroblastos sinoviais e osteoblastos
(TAKAYANAGI, 2009; GEUSENS; LEMS, 2011). Na presenca do fator estimulador de
coldnia de macrofagos (M-CSF) ocorre a ligacdo do RANK-RANKL (GINALDI etal., 2015)
com ativacdo de fatores de transcricdo como PU.1, NF-xB, c-Fos, NFATc1 e sinalizagdo
molecular (MAPK, c-Src, PI3K, AKT) (LEE et al., 2008). Para o controle local o osteoblasto
também produz outra proteina ligante “isca” (decoy) a osteoprotegerina (OPG), permitindo a
regulagdo da atividade osteoclastica (TAKAYANAGTI, 2009). O TNFa também pode induzir
ao ostedcito a produzir esclerostina e Dkk-1, inibidores da via Wnt/p catenina, fundamentais
para a osteoblastogénese (BELLAN; PIRISI; SAINAGHI, 2015; SRIVASTAVA,; DAR;
MISHRA, 2018).

Osteoblastos produzem a matriz 6ssea e com a calcificacdo (deposicdo de
hidroxiapatita no ostedide) e sob influéncia da fosfatase alcalina se transformam em ostedcito
(SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018). Assim, a intrincada rela¢éo entre 0 0sso e 0 sistema

imunoldgico vem sendo elucidada, qualificando os papéis de células e mediadores quimicos
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pré e antirreabsorcdo Ossea, denominando-se “imunoporose” (SRIVASTAVA; DAR;

MISHRA, 2018).

Figura 2 — Esquema da fisiopatogenia da osteopenia na Artrite Reumatoide
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Fonte: adaptado de SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018.

Legenda: TNFa: fator de necrose tumoral o; IL — interleucina; IL-6: interleucina 6; IL-23: interleucina 23; IL-
17: interleucina 17; Células Th17: Linfdcitos T CD4* helper 17; Células Treg: Linfécitos T CD4* regulatorios.

1.2 Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide € uma doenca autoimune inflamatéria que afeta primariamente

as articulacGes periféricas, caracterizada pela infiltracdo de células inflamatorias na sindvia

(LIU et al., 2017), inflamacdo sistémica crénica com destruicdo da cartilagem articular e do

0sso periarticular, além de afetar a densidade mineral Ossea local (articular) e sistémica
(GEUSENS; LEMS, 2011; TAKAYANAGI, 2009; BULTINK et al., 2012). Sua prevaléncia

total é de 0,5 -1% da populacéo, preferencialmente acometendo individuos acima dos 30



18

anos e no sexo feminino (MOTA; KAKEHASI; GOMIDES, 2018). Como mecanismo
patogénico inicial ocorre a hiperreatividade das células apresentadoras de antigeno, com
liberacdo precoce e exacerbada de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
17, 1L-23, entre outros (LEE et al., 2008; TAKAYANAGI, 2009; GEUSENS; LEMS, 2011;
BULTINK et al., 2012; SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018; LIU et al., 2017).

Nas Ultimas décadas o conhecimento mais aprimorado dos mecanismos moleculares
de comunicacdo celular e suas desregulacbes na artrite reumatoide, permitiram o
desenvolvimento de diversas novas classes farmacoldgicas (ZERBINI et al., 2017) que
atuam blogqueando citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6) e/ou seus receptores (membrana ou
soluveis), inibindo a coestimulacdo do linfocito T (andlogo CTLAA4), inibindo o CD20 de
Linfocitos B e inibicdo de alvos especificos como a via de sinalizacdo JAK-STAT (MOTA,
KAKEHASI; GOMIDES, 2018). Tradicionalmente as medica¢fes que atuam nas doencas
reumaticas e que impedem sua progressdo (p.ex.: na artrite reumatdide inibem o
aparecimento de novos cistos/erosdes 6sseas subcondral, rarefacdo de osso justarticulares,
deformidades, etc) sdo denominados de drogas modificadoras de doencas reumaticas
(DMARD), sendo os convencionais compostos por metotrexate, leflunomida, sulfassalazina
e hidroxicloroguina (MOTA; KAKEHASI; GOMIDES, 2018; TAKAYANAGI, 2009). O
arsenal terapéutico farmacoldgico é vasto e, na pratica diaria, € implementado de forma mais
individual, porém respeitando as orientacdes das sociedades da referida especialidade
(MOTA; KAKEHASI; GOMIDES, 2018) e as normas do governo brasileiro O objetivo da
terapéutica € remissdo da dor e da inflamagdo articular (MEDEIROS; OLIVEIRA;
CERQUEIRA, 2015).

Na avaliacdo clinica do paciente com AR deve-se evitar a subjetividade optando por
realizar os indices compostos de avaliacdo, como, por exemplo, Disease activity score
(DAS-28) e Clinical Disease Activity Index (CDAI) (MEDEIROS; OLIVEIRA;
CERQUEIRA, 2015) que utilizam o exame fisico (numero de articulacGes dolorosas e
edemaciadas), a avaliacdo global do paciente sobre a doenca/dor e um marcador sérico
inflamatorio (proteina C reativa ou velocidade de hemossedimentacdo). Esses indices
organizam a reavaliacdo e a condugdo do paciente, conforme fluoxograma terapéutico
proposto pela Sociedade Brasileira de Reumatologia e amplamente usados na prética clinica
diaria nos sistemas de salde publica e privadas (BRASIL, 2020; MOTA; KAKEHASI;
GOMIDES, 2018). O alvo terapéutico a ser atingido como meta ¢é a remissao clinica (treat-
to-target) devendo ser obtido com a otimizacdo das drogas modificadoras de doencas
reumaticas e ndo as custas de corticoterapia (MOTA; KAKEHASI; GOMIDES, 2018). O
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objetivo final a ser atingido é evitar o dano articular precoce como osteopenia justarticular,

cistos e erosfes Osseas (ZERBINI et al., 2017), manutencdo do pannus sinovial

principalmente visualizado a ultrassonografia e inferido pelo exame fisico articular e o dano

tardio (dor crénica, deformidades, anquilose articular, incapacidades, reducdo de massa

Gssea sistémica, risco cardiovascular, etc.).

Figura 3 - Algoritmo de decisdo terapéutica da artrite reumatoide
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Legenda: MTX: metotrexate; MMCD: droga ou medicacdo modificadora do curso da doenga;

MMCDbio: medicacdo modificadora do curso da doenga bioldgica; Anti-TNF: bloqueia receptor ou

a citocina Fator de Necrose Tumoral; MMCDsae: droga ou medicacdo modificadora do curso da

doenca alvo-especifico; Nao TNF: anticorpos contra interleucina 6, antigeno de linfécito B CD20,

inibidores da coestimulagdo linfécito T; AINE: antiinflamatério ndo hormonal.

O impacto da atividade inflamatoria crénica com hiperativacdo do osteoclasto e a

decorrente reabsor¢do Ossea pode ser avaliada em trés sitios distintos: rarefacdo dssea

justarticular e aparecimento de cistos e erosdes 0sseas nas articulagdes sinoviais acometidas,
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além da perda de massa 6ssea global osteoporose (ZERBINI et al., 2015; BELLAN; PIRISI;
SAINAGHI, 2015; TAKAYANAGI, 2009; GEUSENS; LEMS, 2011; LEE et al., 2008).
Assim, a AR é um fator de risco isolado para osteoporose (BELLAN; PIRISI; SAINAGHI,
2015; TAKAYANAGI, 2009; GEUSENS; LEMS, 2011; LEE et al., 2008) tanto pela
ativacdo de células imunes com a produgdo de citocinas e quimiocinas proinflamatorias,
quanto pelo uso crénico de corticoterapia, favorecendo a osteoporose induzida pelo
glucocorticoide (BELLAN; PIRISI; SAINAGHI, 2015).

1.3 Drogas modificadoras de doencas reumaticas biologicas e metabolismo 0sseo

Com a instituicdo da estratégia treat-to-target (SMOLEN, 2016) no tratamento da
AR objetivando-se a remissdo clinica, percebeu-se a progressiva estabilizacdo ou até mesmo
ganho de massa Gssea nesses pacientes (TAKAYANAGI, 2009; BULTINK et al., 2012;
GULYAS et al., 2020; VIS et al., 2006; CHEN et al., 2020). Estudos demonstram que a
otimizacdo terapéutica reduz tanto a inflamacéo sistémica quanto a necessidade de uso de
corticoterapia de resgate (TAKAYANAGI, 2009; GEUSENS; LEMS, 2011). Uma recente
andlise realizada por Chen e colaboradores (2020) ap6s avaliar 388 participantes por 3 anos,
utilizando-se a correspondéncia de propensdo entre os grupos com MMCD sintéticos
convencionais a MMCD biolégicos evidenciou que aqueles em uso de terapia bioldgica
obtiveram a manutencdo de massa Ossea global enquanto os de terapia convencional
evoluiram com reducdo. Sugeriu-se, assim, a possibilidade de efeitos protetores sobre 0 0sso
das terapias bioldgicas, em especial os anti-TNFa (ZERBINI et al., 2017; GULYAS et al.,
2020; VIS et al., 2006).

Assim, a proposta deste estudo foi a avaliacdo dssea global (via densidade mineral
Ossea) em pacientes com diagnostico de artrite reumatoide, com intuito de determinar se
efetivamente existem diferencas entre o perfil 6sseo dadas as diferentes terapéuticas atuais
da doenca. Estudos prévios sugerem que usuarios de MMCD bioldgico apresentam
densidade mineral dssea superior aqueles em terapia sintética convencional, além de
apresentarem menores niveis seéricos de citocinas proinflamatorias e menores doses

cumulativas de corticoides.
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2 JUSTIFICATIVA

A prevencdo priméria da fratura por fragilidade dssea torna-se essencial no contexto de
envelhecimento populacional, ndo somente pelo impacto econdmico na saude pablico-privada
mas também para evitar seus desfechos negativos e devendo ser considerado um problema de
salde publica. A reducao na inflamacdo sistémica obtida pelo tratamento da AR, permitiria a
reducédo na ativagao direta e indireta do osteoclasto, ocorrendo principalmente ao se atingir o
alvo terapéutico (remisséo clinica). A melhor compreensdo do impacto da terapia modificadora
da doenca reumatica no remodelamento Osseo permitiria uma expansao do critério “alvo
terapéutico”, 0 que poderia englobar ndo s6 as métricas habituais (DAS-28, CDAI) mas também
a avaliacdo do remodelamento 6sseo objetivando a redugdo na incidéncia da osteoporose e sua

principal complicagéo, a fratura.
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3 HIPOTESE

Supde-se que pacientes em uso de drogas modificadoras de doengas reumaticas tipo
bioldgico apresentem densidade mineral Ossea superior aqueles em terapia sintética
convencional, além de apresentarem menores niveis séricos de citocinas proinflamatorias e

menores doses cumulativas de corticoides.
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Avaliar o perfil ésseo global (ativacdo osteoclastica e a densidade
mineral 6ssea) e os niveis de TNF e IL-6 séricas em pessoas com artrite

reumatoide que usam MMCD bioldgico, sintético e alvo especifico.

Verificar o efeito da dose cumulativa de corticides nos grupos

estudados e sua possivel interferéncia na osteoporose;

Descrever as caracteristicas sociodemograficas e epidemioldgicas dos

participantes.



24

5 METODOS

Participaram da pesquisa pessoas com diagndstico de artrite reumatdide segundo 0s
critérios do American College of Rheumatology (ACR) de 1987 e/ou ACR/EULAR 2010
(ALETAHA et al., 2010), provenientes do Setor do Reumatologia do Ambulatério Maria da
Gloria UFTM, no periodo de Outubro 2021 a Maio 2022, sendo recrutados um total de 35
individuos. Os participantes foram divididos em grupos conforme a terapéutica de base
(DMARDs convencionais, bioldgicos ou alvo-especificos) (vide figura 4). Todos o0s
pacientes assinaram o o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A). Foram
recrutados, ainda, pessoas que nao apresentavam doencas inflamatérias auto-imunes, na
proporcao de um individuo para cada quatro participentes portadores de artrite reumatoide,
objetivando a avaliacdo basal das citocinas pro-inflamatérias.

N&o foi realizado o pareamento durante a fase de coleta de amostras devido a
dificuldades técnicas: reducdo no numero de atendimentos ambulatoriais devido a novo
fluxo de pacientes no Ambulatério durante a pandemia de Covid-19, reducdo no aporte de
pacientes de outras cidades do triangulo sul do estado de Minas Gerais devido as restri¢cbes
municipais decorrentes da pandemia de Covid-19, aumento substancial no nimero de
infecgBes (principalmentev de vias aéreas) inviabilizando coletas de amostras biolégicas,
dificuldade no acesso a realizacdo do exame de densitometria dssea (autorizacdo demorada
do municipio de origem, tempo prolongado na marcacdo e realizacdo do exame
complementar). O pareamento posterior, durante a fase da estatistica, também foi
invibilizado devido ao pequeno nimero de pacientes incluidos para avaliagdo em cada grupo.

Os pacientes que participaram do estudo foram atendidos no ambulatério de
Reumatologia do HC-UFTM, com a avaliacdo clinica e a obtencdo de amostra de sangue
(5mL) para a andlise laboratorial de citocinas e solicitacdo de exames de imagem
(densitometria Gssea) para serem avaliados no retorno ambulatorial. N&o houve qualquer
intervencdo na terapéutica da doenga de base pelo estudo.

Todos o0s pacientes que participaram deste registro assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa
(CAAE: 46069821.4.0000.8667).
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Figura 4- Grupos de pacientes com Artrite Reumatoide e sua separacdo conforme

terapéutica para doenca de base

-
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Legenda: MMCD: droga modificadora de doneca reumatica; TNF: Fator de Necrose Tumoral; IL-
6:interleucina 6; CD20: antigeno de linfécito B CD20

Critérios de Inclusao

A populacéo estudada compreendeu pacientes com Artrite Reumatoide estabelacida
pelos critérios ACR 1987 e/ou ACR/EULAR 2010 (ALETAHA et al., 2010) em uso de

terapia de forma continua por mais de 6 meses, com idade superior a 20 anos até 60 anos.

Critérios de Exclusao

Foram excluidos pacientes com suspeita ou confirmacdo de malignidade nos altimos
5 anos, infec¢do viral ou bacteriana em atividade no momento da consulta, mulheres em
menopausa sem terapia de reposi¢do hormonal atual e regular ou pela recusa do paciente. A
recusa ndo interferiu na avaliagdo clinica habitual e seguimento clinico ambulatorial do

mesmo.

Procedimento de coleta de dados

Foram coletados os seguintes dados em anamnese e revisdo de prontario: idade, sexo, cor de
pele (autodeclarado), tempo de diagndstico da artrite reumatdide, medicagdes em uso (tipos
de MMCD, corticoéide e dose atual), DAS-28 (VHS e PCR), comorbidades, fraturas prévias,
habitos de vida (atividade fisica, tabagismo, etilismo), quantificacdo da ingesta de calcio
(calculadora virtual online da National Osteoporosis Foundation retratada pelo anexo B e
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disponivel pelo site: < https://www.osteoporosis.foundation/educational-hub/topic/calcium-
calculator>), peso e altura (realizacdo do indice de massa corporal), estratificagdo de risco de
fratura pelo FRAX/NOGG e historia familiar de fratura de bacia. O instrumento de coleta dos
dados e revisao de prontuarioencontra-se no anexo C.

Exames laboratoriais regulares a serem avaliados (coletados previamente a pesquisa)

e coletados no laboratorio assistencial do Hospital de Clinicas da UFTM: fator reumatoide e
autoanticorpos contra peptideo citrulinado ciclico (anti-CCP), proteina C reativa, uréia e
creatinina, telopeptideo C-terminal (CTX), 25-OH- vitamina D e paratormonio.

Para a avaliacdo dos marcadores inflamatorio (TNFa e 1L-6) foram coletados 5 mL de
sangue periférico em tubo de coleta com heparina de s6dio no momento da inclus&o do estudo,
em sala de pesquisa adequada (Ambulatério Maria da Gloria, 3° andar, sala 11). As amostras
foram centrifugadas e o soro coletado armazenado a -80°C até a realizacdo dos testes no

laboratério do IPON, simultaneamente.

A densidade mineral 6ssea (DMO — “bone mineral density ”) foi avaliada por meio
de densitometria 6ssea, em aparelho de densitometria dssea (GE Prodigy) localizado na
Unidade de Diagnostico por Imagem e Diagndsticos Especializados do Hospital de Clinicas
da UFTM, sendo realizada nos sitios convencionais (quadril e coluna lombar).

Determinagéo das concentragdes das citocinas

A determinacdo das concentracdes de TNFa e IL-6, por meio da técnica de ELISA, no
soro obtido do sangue periférico dos pacientes, utilizando-se pares de anticorpos monoclonais
comerciais disponiveis da BD OptEIA™. O procedimento foi executado conforme protocolo
fornecido pelo fabricante, seguindo seis procedimentos consecutivos. Inicialmente as placas
com pocos para cada paciente e controle analisado foram sensibilizadas com 100 ul de
anticorpos monoclonais especificos para a captura da citocina desejada diluida em “coating
buffer”. Repouso de 12 horas em geladeira e entdo foram realizadas 3 lavagens com “wash
buffer” previamente preparado conforme instru¢des do fabricante. Em cada pogo foi adicionado
100pl de proteina padrdo seguindo diluicBes seriadas 1:1 do “assay diluent” a partir das
concentracgdes iniciais indicadas. As placas repousaram a temperatura ambiente por uma hora e
foram lavadas por trés vezes com “wash buffer”. O terceiro passo foi a adigdo de 100 pl do soro
a ser analisado em cada poco, organizando as amostras em placa conforme a numeracgao por
codigo para cada amostra de paciente coletado. Novamente repousaram a temperatura ambiente
por duas horas e foram lavadas por cinco vezes com “wash buffer”. A seguir, foram adicionados
100 pl/poco do anticorpo detector da citocina a ser dosada. As placas foram incubadas por 1

hora a temperatura ambiente e novamente lavadas por cinco vezes em “wash buffer”. Entdo,
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adicionou-se 100 pl/poco de TMB Substrate Reagent Set (BD OptEIA™) e ap6s 30 minutos
mais 50 pl/poco de &cido fosférico como solucdo de parada. Apds adi¢do do acido foi realizada
a leitura da placa de ELISA através do leitor automatico Spectra™ 384 Plus, sendo o0s
resultados obtidos pela diferenca entre as absorbancias 450 e 570nm.

A concentracao de cada citocina do soro dos referidos grupos foram expressas em pg/mi
através da comparacdo com as absorbancias obtidas da curva padrdo da respectiva citocina,

sendo realizada simultaneamente.

Procedimentos de analise dos dados

Os dados clinicos e demogréficos foram coletados e armazenados em planilha Excel
especifica. Posteriormente os dados foram transportados para o software Jamovi (The jamovi

project (2020). jamovi (Version 1.2) [Computer Software]. (https://www.jamovi.org) para a

andlise estatistica. Os participantes foram alocados em grupos conforme sua terapéutica para
AR. Nas anélises comparativas entre os diferentes grupos utilizou-se o teste Anova one way.
Pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias foram checados antes da aplicacéo
das técnicas. Foi realizada ainda a Matriz de correlacdo com o Coeficiente de Pearson (r) para
aferir a intensidade e direcdo das relagfes lineares. A significancia estatistica foi considerada
para um teste bilateral, p <0,05.


https://www.jamovi.org/
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6 RESULTADOS

6.1 Analise dos dados estatisticos

O estudo incluiu 35 pacientes com artrite reumatoide, dos quais 18 estavam em uso de MMCD
sintético convencional, 12 em uso de MMCD biolégicos e 5 em uso de MMCD alvo especificos.
Além disso, foram coletadas amostras de sangue de oito controles (dois homens e seis mulheres)
que ndo apresentavam doencas crénicas imunomediadas, amostra representativa pareada em
idade e sexo com os individuos em estudo, somente para avaliacdo basal das citocinas pro-
inflamatorias.

Em relacdo aos dados demograficos coletados, a distribuicdo de idade encontra-se disponivel
na figura 5. A amostra apresentou predominéncia feminina (85,7%). Sobre a auto declaracéo
da cor de pele obtivemos 34,3% de negros, 28,6% de pardos, 37,1% de brancos e nenhum

amarelo ou indio.

Figura 5- Distribuicdo por idade entre os individuos estudados

Idade
18- 24 anos
A4 - 84 anos a7%
171% 25-34 anos
9%
35 - 44 anos
171%
Al- 54 anos
28.6%
44 - 449 anos
28.6%

Fonte: da autora.

O indice de massa corporal foi calculado em todos os individuos, sendo que 42,9% sao

eutroficos, 28,6% estdo com sobrepeso e 25,7% encontram-se em diferentes graus de obesidade.
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As comorbidades foram variadas, com equivalente predominancia entre hipertensdo arterial e
dislipidemia (40%, n=12, para cada condi¢do nosoldgica separadamente avaliada), transtornos
de humor (ansiedade, depressao) e distarbios gastrointestinais também ocupando o segundo
lugar (n=10, 33%), 6 pacientes com hipotireoidismo (20%). Ainda avaliando demais dados
demograficos, 79,4% dos pacientes sdo sedentarios, 26,5% sao tabagistas com carga tabagica
média de 18,8 magos/ano e 14,7% sdo etilistas (3 ou mais unidades ao dia). A tabela 1 relne

outras caracteristicas demogréaficas e clinicas gerais dos participantes do estudo.

Tabela 1- Caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos participantes com AR

N Média Min  Max Desvio Padréo
Idade (anos) 35 47.2 21.0 59.0 9.05
IMC (Kg/m?) 35 27.5 18.6 429 6.27
Tempo de Doenga (anos) 35 8.4 1.0 30.0 6.67
DAS-28 (VHS) 35 31 0.4 7.1 1.42
DAS-28 (PCR) 35 2.6 1.0 6.6 1.30
CTX (ng/mL) 35 0.4 0.0 0.9 0.23
DMO Coluna (g/cm?) 35 1.0 0.7 1.4 0.18
DMO Colo femoral (g/cm?) 34 0.9 0.6 1.4 0.15
DMO Fémur total (g/cm?) 33 0.91 0.5 1.2 0.14
Dose Prednisona (mg/dia) 35 5.6 0.0 20.0 5.36
PCR (mg/dL) 35 0.9 <0.2 45 1.10

Contagem  Acumulativa

Tipo de Medicamento

MMCD sc 18 18
MMCD ae 5 23
~ MMCD bio 12 35

Fonte: da autora.

Legenda: IMC: indice de massa corporal; DAS-28: indice de atividade de doenca; VHS: velocidade de
hemossedimentacdo; PCR: proteina C reativa; CTX: C telopeptideo; BMD: densidade mineral dssea;
MMCD: droga modificadora de doenca reumatica; MMCD sc: sintético convencional; MMCD ae: alvo-

especifico; MMCD bio: biol6gicos.

Sobre o tempo de diagnostico da artrite reumatdide, 45,8% haviam sido diagnosticados
h& menos de cinco anos e 54,3% com mais de seis anos. Pacientes com artrite reumatoide
soropositiva, isto €, com presenca de auto anticorpos em 77,1%, sobretudo do fator reumatdide
em altos titulos (45,7%). A presenca de fator reumatdide e anti-CCP sdo independentes e podem
coexistir. Outras informagdes sobre os auto-anticorpos estdo descritas na figura 6.

Os niveis de proteina C reativa sérica estavam dentro dos limites da normalidade (< 0,5mg/dL)
em 65,7% dos individuos; os outros 34,3% apresentavam niveis séricos entre 0,6mg/dL a 5,0
mg/dL. O célculo do DAS-28 (PCR), que verificou o nivel de atividade de doenca, evidenciou

gue quase 66% dos pacientes encontravam-se no alvo terapéutico para artrite reumatdide
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(remissdo ou baixa atividade de doenca), 25,7% estavam em moderada atividade de doenca e

8,6% estavam em alta atividade de doenca.

Figura 6- Presenca de Auto Anticorpos para Artrite Reumatdide

Fator reurnatdide haixos titulos
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Anti-CCP baixos titulos (= 3x
LMY

16 (45,7%)

Anti-CCP altos titulos (= 3x LSM)

Ausentes
20

Fonte: da autora.
Legenda: nimero de pacientes (porcentagem relativa), Anti-CCP: antipeptideo citrulinado ciclico, LSN: limite

superior da normalidade

O uso de corticoide foi avaliado e esta ilustrado na figura 7, evidenciando que 37,2% dos
pacientes estdo em uso continuo de prednisona acima de 5mg/dia. Doses cumulativas de
corticoterapia ndo foram possiveis de serem avaliadas devido a recorrente supressdo de
informagdes nos prontuarios e ndo confiabilidade dos demais dados e relatos. Assim, ndo foi

possivel a realizacdo da dose cumulativa de corticoides.

Figura 7 — Relagéo do uso de Prednisona na amostra
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Fonte: da autora.
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Em relacdo a terapia de base para artrite reumatoide 80% dos pacientes estavam em uso de
metotrexate, que poderia ser em monoterapia ou associados a outros MMCD biol6gicos e/ou
alvo-especificos. Além disso, 5 pacientes (14,3%) faziam uso de leflunomida e 11 (31,4%)
encontravam-se em uso de hidroxicloroquina associada a outro MMCD. De todos os pacientes
34,3% (n=12) estavam em uso de MMCD biologico. A amostra para as medicacdes
Infliximabe, Adalimumabe, Golimumabe e Abatacepte contabilizou com um paciente em cada
(2,9% do total da amostra, cada). Etanercepte e Certolizumabe foram avaliados em dois
pacientes em cada respectivamente (5,7%). A amostra contou ainda com 5 individuos em uso

de inibidores de Janus Quinase, sendo que 3 estavam em uso de tofacitinibe e 2 em baricitinibe.

A salde 6ssea também foi avaliada por meio de fatores de risco adicionais para baixa massa
0ssea, evidenciando 75% (n=24) dos pacientes com dieta pobre em célcio (ingestdo diaria
inferior a 800mg/dia), 21,9% (n=7) estavam em uso continuo de medicacdes (p.ex.:
anticonvulsivantes), porém somente um paciente apresentou quedas recorrentes. O
hiperparatireoidismo estava presente em sua forma secundaria em 34,3% dos doentes (n=12) e

um paciente estava em pré-operatorio para hiperparatireoidismo primario.

Figura 8 — Porcentagem de pacientes com hiperparatireoidismo secundario

Hiperparatirecidismao secundariao?

35 respostas

® Sim
® Mio

Fonte: da autora.

Legenda: vermelho: auséncia de hiperparatireoidismo; azul: presenca de hiperparatireoidismo

secundario.

O instrumento de célculo para risco de fraturas (FRAX / NOGG), sem insercdo do dado
densidade mineral Gssea, foi realizado em 32 pacientes, todos maiores de 40 anos (figura

9). Nestes, 63% apresentaram-se na zona amarela, quando ha indicacdo formal para solicitacdo
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de densitometria 0ssea, 23% ja se encontravam na zona vermelha indicando formalmente a

terapéutica para osteoporose e somente dois pacientes (5,7%) estavam na zona verde.

Figura 9 — Resultado do calculo do risco clinico para fraturas por fragilidade - FRAX

@ Lona vermelha (5)

@ Zona amarela(2Z)
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Fonte: da autora.

Legenda: entre parénteses esti o nimero absoluto de pacientes em cada zona do FRAX.

Sobre a profilaxia para osteoporose secundaria (inclusive por corticéides) 77,1% (n=27) da
amostra ja estava em uso de colecalciferol em doses variadas, a suplementacao de calcio oral
(carbonato de calcio, citrato malato) em 28,6% e 7 pacientes (20,1%) estavam em uso de terapia
antirreabsortiva (bisfosfonato ou denosumab). Nesse momento um paciente apresentava

osteoporose estabelecida com fratura por fragilidade 6ssea.

Figura 10 — Tipos de tratamento profilatico para osteoporose secundaria

Dieta rica em calcio
Suplementagdo calcio {carbon. ..
Suplementagdo vitamina O (C. ..

Alendronato
Risedronato
Acido Zoledrénico
Teriparatida
Denosumab

RET:D

Fonte: da autora
Legenda: Suplementacdo de calcio (carbonato de célcio ou citrato malato); Suplementacdo de vitamina D

(colecalciferol dose semanal superior a 7.000UI).
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6.2 Comparacdo entre o perfil ésseo global e inflamacéo

A avaliacdo da salde d6ssea, denominada como perfil 6sseo global, abordou dois aspectos
importantes: o C-telopeptideo por ser um biomarcador da ativacéo osteoclastica e a densidade
mineral dssea, para demonstrar o suposto deficit de massa 0ssea.

A figura 11 demonstra a comparacdo nos niveis do C-telopeptideo (CTX) entre os diferentes

grupos terapéuticos, ndo evidenciando diferencas significativas (p=0.603).

Figura 11 - Comparacdo da variavel C-telopeptideo entre os grupos terapéuticos

Fi2, 32=0.514 p=0.503

CTX

DMARD S DMARD ae DMARD bio
Medicamento

Fonte: da autora.
Legenda: CTX: C telopeptideo (ng/mL); DMARD/ MMCD: droga modificadora de doenca reumatica;
DMARDsc: sintético convencional; DMARDae: alvo-especifico; DMARDbio: bioldgicos.

Ao avaliar as medidas obtidas na densitometria 6ssea a densidade mineral 6ssea, nos trés sitios
habituais, coluna lombar (figura 12), colo femoral (figura 13) e fémur total (figura 14), ndo

foram encontradas diferencas entre os grupos, como descrito na tabela 2.
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Tabela 2 - Descrigdo da variavel densidade mineral dssea entre 0s grupos terapéuticos

Média Desvio-padrao Minimo Maximo
DMO coluna lombar -95.00% +95.00%
(g/cm?)
MMCDsc 1.095 0.042 1.007 1.184
MMCDae 1.197 0.091 0.944 1.451
MMCDbio 1.051 0.050 0.940 1.162
DMO colo femoral
(g/cm?)
MMCDsc 0.933 0.047 0.835 1.032
MMCDae 0.867 0.064 0.688 1.046
MMCDbio 0.887 0.032 0.816 0.958
DMO femur total
(g/cm?)
MMCDsc 0.917 0.041 0.829 1.005
MMCDae 0.898 0.070 0.703 1.093
MMCDbio 0.909 0.034 0.835 0.983

Legenda: DMO: densidade mineral 6ssea; MMCD: droga modificadora de doenca reumética; MMCD sc: sintético

convencional; MMCD ae: alvo-especifico; MMCD bio: bioldgicos.

Figura 12 - Comparacdo entre os grupos analisados para a variavel densidade mineral 6ssea da

coluna lombar

Fi2 32=1.157, p=00327
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Fonte: da autora.
Legenda: BMD CL: densidade mineral dssea da coluna lombar; DMARD: droga modificadora de
doenga reumatica; DMARDSsc: sintético convencional; DMARDae: alvo-especifico; DMARDbio:
biologicos. O nimero F é a estatistica F de Fisher; os nimeros entre parénteses sdo 0s graus de

liberdade da andlise; Valor p: probabilidade de significancia.



35

Figura 13 - Comparag&o entre os grupos analisados para a variavel densidade mineral 6ssea

do colo femoral
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Fonte: da autora.

Legenda: BMD CF: densidade mineral 6ssea do colo femoral; DMARD: droga modificadora de doenca reumatica;
DMARDsc: sintético convencional; DMARDae: alvo-especifico, DMARDbio: biolégicos. O nimero F é a
estatistica F de Fisher; os nimeros entre parénteses sao os graus de liberdade da analise; Valor p: probabilidade de

significancia.

Figura 14 - Comparag&o entre os grupos analisados para a variavel densidade mineral 6ssea
do fémur total
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Fonte: da autora.
Legenda: BMD FT: densidade mineral 6ssea do fémur total; DMARD: droga modificadora de doenca reumatica;
DMARDSsc: sintético convencional; DMARDae: alvo-especifico; DMARDbio: biolégicos. O nimero F é a
estatistica F de Fisher; os nimeros entre parénteses sao os graus de liberdade da andlise; Valor p: probabilidade

de significancia.
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Foram analisadas as duas principais citocinas pro-inflamatorias na artrite reumatoide, o Fator
de Necrose Tumoral (TNF) e a Interleucina 6 (IL-6), vide figura 15. A dosagem de TNF esteve
presente em todos os individuos do estudo, em uma dosagem média de 92,67 pg/ml (desvio
padrdo + 32,62); inclusive nos controles saudaveis houve a captacdo dessa citocina, com a
média de 99,43 pg/ml (desvio padrao + 36,93). A comparagdo nos niveis de TNF entre 0s grupos

encontra-se na figura 16, ndo sendo observadas diferencas relevantes entre os grupos (p=0.626).

Figura 15 — Dosagem das citocinas séricas em cada paciente analisado
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Fonte: da autora.
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Figura 16— Comparac&o dos niveis de TNF entre os diferentes grupos terapéuticos
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Fonte: da autora
Legenda: TNF: Fator de Necrose Tumoral; DMARD: droga modificadora de doenca reumatica; DMARDSsC:
sintético convencional; DMARDae: alvo-especifico; DMARDDbio: bioldgicos.

A Interleucina 6 foi evidenciada em alguns pacientes, com a dosagem média de 34,07 pg/ml
(maximo 931.56 pg/ml e minimo 0.0 pg/ml) no grupo com artrite reumatdide e 3,12 pg/ml
(desvio padréo + 7,44) nos controles saudaveis. Entre os grupos com artrite reumatoéide aqueles
em uso de MMCD bioldgico apresentou a maior média de 92,98 pg/ml e média de 4,26pg/ml
naqueles em uso de MMCD sintético convencional. A analise das dosagens da citocina 1L-6

encontram-se na figura 17, também néo evidenciando discrepancia entre grupos (p=0.286).

Figura 17 - Comparag&o dos niveis de IL-6 entre os diferentes grupos terapéuticos
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Fonte: da autora
Legenda: IL-6: interleucina 6; DMARD: droga modificadora de doenca reumatica; DMARDsc: sintético

convencional; DMARDae: alvo-especifico; DMARDDbio: bioldgicos.
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Para avaliar a correlacdo especialmente no grupo de DMARD biolégico com as varidveis
aferidas, realizou-se o Coeficiente de correlagcdo de Pearson, descrito na tabela 2, ressaltando
com asterisco aqueles com P<0,01. As dosagens das citocinas nao se correlacionaram com
nenhuma das outras variaveis analisadas. A dose da prednisona, no entanto, correlacionou-se

positivamente com o indice de atividade de doenca DAS-28 PCR.

Tabela 3 — Correlacdo entre as variaveis de interesse no grupo MMCD bioldgico

CTX DMO DMO DMO TNF IL-6 DAS-28 DAS-28 Dose
CL CF FT (PCR) (VHS) Prednisona
(mg/dia)

CTX 1.00 -0.34 -043 -0.46 -0.23 0.18 0.33 0.18 0.47

DMO CL -0.34  1.00 0.89 087 004 -041 -0.29 0.01 0.04

DMO CF -043 0.89 1.00 093 004 -0.29 -0.49 -0.22 0.00

DMO FT -0.46  0.87 0.93 1.00 012 -0.29 -0.24 0.04 0.15

TNF -0.23  0.03 0.04 0.12 100 -0.21 0.01 -0.00 -0.32

IL-6 0.18 -041 -029 -029 -0.21 1.00 -0.12 -0.18 0.02

DAS-28 (PCR) 033 -0.29 -049 -024 001 -0.12 1.00 0.89 0.61

DAS-28 (VHS) 018 0.01 -0.22 0.04 -0.00 -0.18 0.89 1.00 0.54

Dose 047 0.04 0.01 0.15 -0.31 0.02 0.61 0.54 1.00
Prednisona

~ (mg/dia)

Fonte: da autora.
Legenda: Os valores acima sdo o coeficiente de Pearson (r); os valores em negrito apresentam p<0,01. CTX:
C telopeptideo; DMOCL.: densidade mineral éssea da coluna lombar; DMO CF: densidade mineral 6ssea do
colo femoral; DMO FT: densidade mineral éssea do fémur total; TNF: fator de necrose tumoral; IL-6:
interleucina 6; DAS-28: indice de atividade de doenca; VHS: velocidade de hemossedimentagdo; PCR:

proteina C reativa.

6.3 Avaliacdo global dos pacientes com Artrite Reumatdide

A avaliacdo de todo o grupo amostral, sem a diferenciacdo entre grupos terapéuticos,
evidenciou pontos importantes. A avaliagéo foi realizada por meio do Coeficiente de correlagdo

de Pearson para aferir o grau de correlacéo entre duas variaveis dentre as diversas avaliadas.

As concentragdes das citocinas TNF e IL-6 ndo se correlacionam de modo significativo com
nenhuma das variaveis analisadas. Entretanto a dose de prednisona obteve correlagédo positiva
e significativamente com CTX (r=0.371; p < 0,01), assim como 0 DAS-28(PCR) (r=0.422; p <
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0,01). As demais correlages ndo foram significativas ou ja apresentam correlagdo previamente
conhecida (p.ex.: DAS-28 PCR e DAS-28 VHS).

Tabela 4 — Correlacdo entre as variaveis de interesse

CTX DMO DMO DMO TNF IL-6 DAS-28 DAS-28 Dose Prednisona
CL CF FT (PCR) (VHS) (mg/dia)

CTX 1.00 -034 -0.23 -0.31 0.27 0.17 0.22 0.18 0.37
DMO CL -0.34 1.00 0.69 0.75 -0.15  -0.28 -0.15 -0.16 -0.05
DMO CF -0.23  0.69 1.00 0.92 -0.13  -0.14 -0.27 -0.23 -0.03
DMO FT -0.31 0.75 0.92 1.00 -0.16 -0.14 -0.24 -0.20 0.07
TNE 0.27 -0.15 -0.13 -0.16 1.00 -0.11 -0.25 -0.27 -0.05
IL-6 0.17 -028 -0.14 -0.14 -0.12 1.00 -0.09 -0.05 0.05
0.22 -0.15 -0.27 -0.24 -0.25 -0.09 1.00 0.81 0.42

DAS-28 (PCR)
DAS-28 (VHS) 0.18 -0.16 -0.23 -0.20 -0.27 -0.05 0.81 1.00 0.26
Dose 0.37 -0.05 -0.03 0.08 -0.05 0.05 0.42 0.26 1.00

Prednisona
(mg/dia)

Fonte: da autora

Legenda: Os valores acima séo o coeficiente de Pearson (r); os valores em negrito apresentam p<0,01. DMARD

bio: droga modificadora de doenca reumética bioldgica; CTX: C telopeptideo; DMO CL.: densidade mineral 6ssea

da coluna lombar; DMO CF: densidade mineral 6ssea do colo femoral; DMO FT: densidade mineral éssea do

fémur total; TNF: fator de necrose tumoral; IL-6: interleucina 6; DAS-28: indice de atividade de doenca; VHS:

velocidade de hemossedimentacéo; PCR: proteina C reativa.



40

7 DISCUSSAO

A artrite reumatoide € uma doenca imunomediada, crénica e sem cura que acomete
preferencialmente mulheres entre a terceira e quinta década de vida (BRASIL, 2020). A
ativacdo cronica e descontrolada de células da imunidade inata produzindo citocinas pré
inflamatdrias que ndo atuam apenas nas articulagdes sinoviais, como também de forma
sistémica (WALSH et al., 2018; ORSOLINI et al., 2019; TAKAYANAGI, 2021), promovendo
0 desarranjo funcional na homeostase dssea global, com a tendéncia a hiperativacdo da
reabsorcdo dssea (WALSH et al, 2018; WYSHAM; BAKER; SHOBACK, 2021;
TAKAYANAGI, 2021). Nesse contexto, a terapéutica adequada e otimizada para a doenca de
base em estudo, promoveria uma redugdo nos niveis de citocinas pré inflamatorias circulantes
com menor tendéncia a perda de massa 6ssea conforme descrito por Yoshii et al (YOSHII;
CHIJIWA; SAWADA, 2020).

A pesquisa foi delineada no sentido de possibilitar a avaliagdo momentanea da dinamica 0ssea,
comparando as diferentes terapéuticas da AR, pois existem relatos de superioridade em termos
de evitar perda de massa 0ssea, por parte das medica¢des bioldgicas (ZERBINI et al., 2015;
TAKAYANAGI, 2009; BULTINK et al., 2012; GULYAS et al., 2020; VIS et al., 2006; CHEN
et al., 2020; AL-BOGAMI et al., 2021). Assim, a hipétese de que pacientes com artrite
reumatoide em terapéutica biolégica poderiam ter densidade mineral dssea superior e menores

niveis de CTX e citocinas pré inflamatdrias foi avaliada.

Os resultados ndo conseguiram corroborar a hipOtese aventada, sugerindo auséncia de
correlacdo entre as terapéuticas medicamentosas para artrite reumatdide, niveis de citocinas pré
inflamatorias (TNF e IL-6) séricas e medidas de avaliacdo dssea (densidade mineral dssea e
biomarcador para reabsorcao 6ssea). Uma explicacdo possivel se deveria ao nimero pequeno
da amostra, que pode ter impactado negativamente no tamanho do efeito. Outros estudos
sugerem que independente da terapéutica realizada, obter a remissdo ou a baixa atividade de
doenca conforme orientado no “treat-to-target” ja resultaria em menor atividade osteoclastica
(ORSOLINI et al., 2019; YOSHII; CHIJIWA; SAWADA, 2020). Na presente amostra 66%
dos pacientes estavam no alvo terapéutico para artrite reumatéide (remissao ou baixa atividade
de doenca), podendo também ser um fator que sugere menores niveis circulantes de citocinas e

baixa reabsorcao 0ssea.



41

A citocina IL-6 é peca central na inflamacéo da artrite reumatoide, sendo produzida por diversas
células, incluindo mondcitos, linfocitos e fibroblastos (MELO et al, 2021), tendo como
principais acGes hemoatopoiese, metabolismo 0sseo, desenvolvimentlo embriogénico, entre
outros, além da inflamacdo (HIRANO, 2021). O nivel da IL-6 é maior no liquido sinovial que
no sague dos pacientes com artrite reumatdide (MELO et al, 2021) podendo ser considerado

inclusive um biomarcador para a atividade da doenga. Nossa avaliacdo ndo evidenciou tal fato.

Uma das hipoteses para ndo ter encontrado diferencas entre os grupos foi o fato de que o
presente estudo é um estudo transversal, ndo capturando, assim a progressiva mudan¢a na
densidade mineral 6ssea. O remodelamento 6sseo é processo lento (ZERBINI et al., 2017,
RADOMINSKI et al., 2017a) e a modificacdo na tendéncia de reducdo da reabsorcdo 0ssea
pode ndo ter sido avaliada de forma adequada em um estudo transversal, como sugere Chen e
colaboradores (CHEN et al., 2020). Eles concluiram que a densidade mineral 6ssea em todos
os sitios medidos (coluna lombar, fémur total e colo femoral) aumentou ao longo de trés anos
em pacientes com AR em uso de MMCD bioldgico e alvo especifico (CHEN et al., 2020). O
acompanhamento a longo prazo também foi ressaltado como essencial para avaliacdo de
biomarcadores 6sseos, por Tomizawa e colaboradores (TOMIZAWA et al., 2019). A avaliacdo
foi realizada comparando densitometrias realizadas em intervalo de dois anos, conseguindo
correlacionar a modificacdo da densidade 6ssea em diferentes sitios analisados com
biomarcadores especificos (TOMIZAWA et al., 2019).

A verificacdo da dose cumulativa de corticéides entre os grupos ndo foi concretizada conforme
o planejamento inicial. Tal fato se sucedeu por fatores inesperados como a ndo descricao correta
das doses de medicacBes ao longo das consultas e baixa aderéncia dos pacientes as doses
previamente prescritas, frequentemente aumentando as doses por conta propria inclusive com
doses “extraoficiais” intramusculares (automedica¢do), impossibilitando uma coleta de dados
correta e verificavel.

Comprovamos o0 uso diario de prednisona em 74,3% dos pacientes, a maioria (62,8%) com
doses inferiores a 10 mg/dia. Essa pratica vai de encontro as orientacfes atuais de terapéutica
para AR, que preconizam a menor dose necessaria de prednisona no menor tempo possivel
(MOTA; KAKEHASI; GOMIDES, 2018; BRASIL, 2020). A orientacdo de evitar a0 maximo
0 uso de corticoides dé-se na tentativa de evitar e minimizar os eventos adversos, como aumento
no risco de hipertensao arterial, diabetes mellitus tipo 2, obesidade, glaucoma, catarata precoce
e a osteoporose induzida pelos glucocorticoides (COMPSTON et al.,, 2017; BRASIL.
Ministério da Saude, 2014; RADOMINSKI et al., 2017b; WYSHAM; BAKER; SHOBACK,
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2021). Ao final dos resultados foi evidenciada a correlagdo entre dose de prednisona e CTX
(r=0.371, p< 0,01) na avaliacdo global dos pacientes, o que pode ser justificado pelo efeito
catabolico do corticoide no tecido 6sseo (WANG et al., 2020).

Em contraste Yoshii et al (YOSHII; CHIJIWA; SAWADA, 2020) comentam sobre os
resultados conflitantes de diversos estudos, pondo em discusséao se baixas doses de corticoides
(isto é, prednisona inferior a 7,5 mg/dia) efetivamente seria fator de risco para osteoporose. Eles
citam ainda que as doses cumulativas e tempo prolongado de uso de corticdides sdo os fatores

de risco mais relevantes.

Os fatores que aumentam a reabsorcdo 6ssea em pacientes com artrite reumatoide nao se
limitam a prépria atividade de doenca, devendo ser considerados efeitos tradicionais como
indice de massa corporal, historia familiar para fraturas de quadril por fragilidade, uso de
corticoides, tabagismo, etilismo e causas conhecidas para osteoporose secundaria; todos esses
fatores de risco clinico séo considerados pela calculadora de risco clinico FRAX (BUKSMAN
etal., 2014; RADOMINSKI et al., 20172, SOUSA et al, 2018). Os resultados demonstram que
86% dos avaliados estavam nas zonas amarela e vermelha do calculo de risco para fraturas nos
préximos 10 anos. Esse numero reforca a necessidade de avaliagdo continua e profilaxia para
osteoporose secundaria nesses pacientes, como indica a organizacdo mundial de salde nos
protocolos para solicitacdo de densitometria 6ssea (BUKSMAN et al., 2014; FARDELLONE
etal., 2020; LOURES et al., 2017; RADOMINSKI et al., 2017; ZANCHETTA, 2012).

A profilaxia para osteoporose € realizada por meio de dieta rica em célcio, aproximadamente
1.000mg/dia (RADOMINSKI et al., 2017; ZANCHETTA, 2012), ajuste na dose de 25-OH-
vitamina D sérica para niveis acima de 30 ng/mL, evitar hiperparatireoidismo ou
hipotireoidismo e estimulo a atividade fisica (BUKSMAN et al., 2014; FARDELLONE et al.,
2020; LOURES et al., 2017; RADOMINSKI et al., 2017; ZANCHETTA, 2012). Os resultados
da avaliacdo nesse quesito demonstraram fato descrito pelo estudo BRAZOS (PINHEIRO et
al., 2010), ou seja, a baixa ingesta de célcio na dieta da populacdo, estimada em torno de
400mg/dia nesse estudo. Esse grande déficit entre ingesta de calcio real e necessidade diaria se
reflete nos altos indices de hiperparatireoidismo secundario, incidente em pouco mais de 34%
da amostra avaliada. A suplementacdo de colecalciferol foi a profilaxia mais comumente
utilizada (77,1%) se comparada com a suplementacéo de célcio (28,6%). Necessario recordar,
porém, que a principal funcdo da vitamina D é a absorcdo intestinal ativa de calcio
(RADOMINSKI et al., 2017; ZANCHETTA, 2012). Nesse ensejo é crucial a avaliagdo e

reposicdo combinada desses fatores para a otimizacdo dos resultados. Na pratica clinica diaria
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percebe-se que por vezes a falta de educacdo ao paciente nesses diversos fatores fazem com

que ocorra baixa ades&o a profilaxia.

Por fim, o estilo de vida também interfere no remodelamento 6sseo (BORTOLON; DE
ANDRADE; DE ANDRADE, 2011; FARDELLONE et al., 2020; LOURES et al., 2017,
PINHEIRO et al., 2010b; RADOMINSKI et al., 2017), reduzindo o estimulo a formacéo 6ssea
e aumentando a reabsorcdo 6ssea. O sedentarismo foi relatado por quase 80% dos avaliados,
indice alarmante, tendo em vista que a atividade fisica tem fator anti-inflamatdrio sobre a artrite
reumatdide (LORENZO; HOROWITZ; CHOI, 2008; SRIVASTAVA; DAR; MISHRA, 2018;
TAKAYANAGI, 2009) sendo extremamente Util, com outros beneficios como ganho na
amplitude de movimento e estabilidade, ganho de massa déssea, reducdo no risco de quedas
(logo, de fraturas), melhora na qualidade de vida global dos pacientes (PINHEIRO et al., 2010b;
RADOMINSKI et al., 2017). Tabagismo foi relatado por mais de um quarto dos pacientes e
etilismo em quase 15%, também tém impacto negativo grave na inflamacdo sistémica
dificultando o tratamento para artrite reumatdide e osteoporose (ADAMI; SAAG, 2019;
BRASIL, 2020).
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8 CONCLUSAO

A presente pesquisa objetivou a avaliacdo da correlacdo entre tecido 0sseo e a inflamacéo
sistémica decorrente da artrite reumatdide, verificando o impacto da terapéutica para AR nessa
relacdo. Nossa hipotese de que a terapéutica bioldgica teria um efeito protetor ao 0sso,
reduzindo a reabsorcéo Ossea sistémica com maiores indices de densidade mineral 6ssea, nao
foi comprovada. Possiveis fatores que interferiram no resultado apontam principalmente para o
ndmero pequeno de pacientes avaliados ndo apresentavam tamanho adequado de efeito
desejado. Importante ressaltar que o estudo foi realizado em vigéncia da pandemia de Covid-
19, interferindo na captacdo de pacientes (limitado acesso ao ambulatorio, realizacdo dos
exames de imagem represados) e ao aumento expressivo de casos de infec¢Oes agudas virais
(Covid-19 e outras como herpes zoster por exemplo) e bacterianas que inviabilizaram
temporariamente a coleta de amostras para dosagem de citocinas e, por vezes, resultando em

perda de potenciais individuos para o estudo.

O desenho transversal do estudo também interferiu nos resultados, tendo em vista que os efeitos
protetivos dos bioldgicos sobre o remodelamento 6sseo, em especial os inibidores da TNF, séo
progressivos e cumulativos, principalmente na analise da densidade mineral 6ssea. O fato do
estudo ser transversal limita o poder de analise desse quesito. A avaliacdo do CTX, biomarcador
da funcdo osteoclastica, evidencia a tendéncia a reabsorcdo 6ssea. Os dados ndo demonstraram
a correlacdo entre as citocinas avaliadas e as concentracGes de CTX, no entanto evidenciaram
sua relacdo com a dose diaria de prednisona. Esse ponto em especial ressalta a importancia da

profilaxia e tratamento da osteoporose induzida por glucocorticéides.

O estudo conseguiu abordar os diversos topicos desse intrincado relacionamento entre o
dindmico remodelamento ésseo e artrite reumatoide. Ndo foram esgotadas as possibilidades de
avaliacdo desses outros fatores e correlagdes (p.ex.: tabagismo e CTX, anti-CCP e IL-6),
avaliacdo das outras citocinas que foram previamente descritas como influenciadoras da
reabsorcdo dGssea, com énfase na IL-17. Assim, mesmo que a andlise atual seja um foco em

parte dos dados ja coletados, esses dados sdo extremamente ricos para futuras avaliagdes.

Ponto positivo dessa linha de estudo foi o alerta para pontos especificos a serem otimizados na
consulta clinica de rotina do paciente com artrite reumatdide, principalmente no estimulo a
mudancas no estilo de vida, com cessagdo ao tabagismo, estimulo a préatica de exercicios fisicos

de rotina, exposic¢do solar naqueles sem contraindicagéo e dieta balanceada e rica em célcio.
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Enfocou ainda a necessidade de avaliacdo da salde 6ssea mesmo naqueles pacientes jovens,
pois os riscos para futura osteoporose e fraturas € demasiado alto. Pontos negativos foram a
avaliacdo transversal e 0 pequeno nimero de pacientes avaliados com todos os desdobramentos

ja citados.

Apesar da hipdtese inicial ndo ter sido confirmada nesse estudo, o resultado reforga que a
estratégia terapéutica treat-to-target para artrite reumatoide apresenta beneficios ao paciente
que superam o objetivo primario evitando a progressédo radiografica da doenca e deformidades
articulares. Além disso, o topico abordado (osteoimunologia) é atual e corrobora com a melhor
triagem clinico-laboratorial e radioldgica dos pacientes, certamente favorecendo a profilaxia da

perda de massa 6ssea ao longo dos anos.
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biolagicos.
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Area Tematica:

Versao: 2
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Instituigao Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Minsiro

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numere do Parecer: 4.856.250

Apresentagio do Projeto:

Segundo os pesquisadores: "A Arrite Reumatoide (AR) & uma doenga autoimune que afeta as articulagies
periféricas, caracterizada pela infiltragdo de células inflamatorias na sindvia, inflamagdo sistémica cronica
com destruicie do osso periaticular, reduzindo a densidade mineral dssea articular e sistémica. Assim, &
fator de risco para osteoporose tanto pela inflamagdo, quante pelo uso de coricoterapia. Estudos
descrevem impacios positives com o uso de terapias biclogicas, no remodelamento Gsseo, permitindo um
estabilidade ou até mesmo o ganho de massa dssea a longo prazo. Objetiva-se avaliar diferengas entre os
pringipais mediadores inflamatorios de esteoporose secundaria a artrite reumatdide, a densidade mineral
ossea e a dose cumulativa de glucocorticoides entre as diferentes linhas de terapéutica (DMARD sintetico

convencional e DMARD biolégico). Supde-se que pacientes em uso de DMARD biclogico apresentem

densidade mineral 0ssea superior agueles em terapia sintefica convencional, além de apresentarem
menores niveis séricos de citocinas proinflamatdrias e menores doses cumulativas de corticdides.”

Objetive da Pesquisa:

Objetive Geral: Comparar se existem diferengas no perfl dsseo global por meio da densitometria dssea
{coluna lombar L1-L4, fémur total, colo femoral & nas maosd punhosje nos niveis de citocinas sericas nos
diferentes grupos pesquisados (DMARD sintético convencional @ DMARD
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bioldgico).

Objetivos Especificos: Avaliar se existem diferencas entre o perfil dos principais mediadores inflamatarios
(THF, IL-8, IL-1, IL-17, IL-22 & TGF-) de osteoporose secundaria a arfrite reurmatdide entre as diferentes
linhas de terapéutica da artrite reumnatdide (DMARD sintético convencional @ DMARD biclogico):
Verificar se a dose cumulativa de corticdides & diferente entre os grupes{DMARD sintético convencional e
DMARD biclogico), para verificar a possivel interferéneia de osteoporose induzida por glucocorticdides;
Realizar avaliagde das caracteristicas clinico-epidemicldgicas entre os participantes para permitir
comparagao e relagio entre os grupes de diferentes terapéuticas.

Awvaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os participantes do estudo terdo a avaliagio clinica habitual, sem intervengdo do estude em qualguer
terap&utica. Os exames laboratoriais a serem colhidos 530 os de rotina com uma aliguota de 5 mL
separados para a dosagem das citocinas. O exame de imagem solicitado, a densitometria dssea, € obtido
com baixo grau de iradiacdo de raios X, sendo segure para a realizacdoe em fodos os pacientes e sem
apresentar riscos a sadde. Para evitar o risco de quebra de sigile de dados dos participantes, sera atibuido
um nimero para cada participante. Serdo beneficiados com uma avaliacio minuciosa da sadde dssea todos
o5 participantes, permitindo um diagnostico mais acurado do sew metabolisme sseo. Ademais a consulta
sera a mesma, de rotina, com a avaliagdo otima da Artrite Reumataide.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa a ser realizada tera abordagem guantitativa, tratando-se de natureza aplicada, com objetivo
descritivo. Sera realizado ensaio clinico observacional, transversal, prospectivo com coleta de dados dos
pacientes elegiveis para o estudo (pesguisa de campo). Os participantes serdo divididos em dois grupos
conforme a terapéutica de base (DMARDS convencionais ou biolagicos) e pareados conforme sexo, idade &
indices de atividade de doenga (DAS-28 PCR). Os pacientes que aceitarem participar do estude confinuarao
a ser atendidos no ambulatoric de Reumatologia do HC-UFTM, serdo avaliados clinicamente, obtengdo de
amostra de sangue para a analise laboratorial e sclicitacio de exames de imagem (densitometria dssea)
para serem avaliados no retorno ambulatorial. Mao havera quaisguer modificagdes nas terapéuticas da
doenga de base pelo estudo (ndo intervencionista). Todos os pacientes gue participarem deste registro
assinardo o termo de consentimento livre & esclarecido, previamente aprovado pelo comité de afica em
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pesquisa. Critérios de Inclusdo: A populacdo a ser estudada abrange pacientes com Artrite Reumatoide
estabelacida pelos critérios ACR 1987 efou ACR/EULAR 2010, em uso de terapia de forma continua por
mais de B meses, com idade superior a 20 anos até 60 ancs. Os grupos serao divididos em DMARD
convencional (metotrexate, leflunomida, sulfassalazina efou hidrexicloroquina) e DMARD biologics (anti-
THF: etanercepte, infliximab, adaimumabe, goimumabe e certolizumabe; anti-ILE: tocilizumabe; analogo
CTLA4: abatacepte; anti-CD20: Rituximab). Critérios de Exclusde: Serdo excluidos pacientes

menores de 20 anos & maiores de 80 anos, agueles que mudaram a terapis de base nos dltimos & meses,
suspeita ou confirmagde de malignidade nos dltimos 5 anos, mulheres em menopausa sem terapia de
reposigao hormonal atual e regular ou pela recusa do pacients. A

recusa nao interferira na avaliagdo clinica habitual e seguiments clinico ambulatorial do mesmo. Serdo
coletados os seguintes dados em anamnese & revisao de prontario: idade, sexo, raga (autodeclaradol,
tempo de diagndstico da artrite reumatgide, medicagies em uso (tipos de DMARD, corticdide & sua dose
cumulativa), DAS-28 (VHS e PCR), comorbidades, gquedas e fraturas prévias, histaria ginecologoca e
obstéfrica, habitos de vida (atividade fisica, tabagismo, etilismo), guantficagéo da ingesta de calcio, peso e
altura, estratificagio de risco de fratura pelo FRAXMOGE e histéria familiar de fratura de bacia.

Exames laboratoriais regulares a serem avaliados e coletados no laboratario assistencial do HC-UFTM: fator
reumatdide e awtoanticorpos contra peptides citrulinado ciclice (anti-CCP), proteina © reativa, uréia e
creatinina, fosfatase alcalina - dssea, telopeptiden C-terminal (CTX), 25-0H- vitamina [ e paratormonio.
Para a avaliagdo dos marcadores inflamatdio{TNF, IL-8, IL-1, IL-17, IL-23 & TGF-): serdo coletados 5 mL de
sangue periférico em tubo de coleta com heparinag de sédio no momento da indusao do estude, em sala de
pesquisa adequada. As amostras serao centrifugadas & o soro coletado sera armazenado 3 -80°C ate a
realizagdo dos testes que serdo realizados no laboratorio do IPOM. A densidade mineral dssea sera avaliada
por meio de densitometria dssea a ser realizada nos sitios habituais (guadril & coluna lembar) & avaliagéo da
densidade das maos, sera solictada no momento da inclusao do participante no estuds e realizada apos
prévio agendaments em aparelho especifico para densitomatria ossea do HC-UFTM. Os dados clinicos &

demograficos serdo coletados e armazenados em planiha Excel especifica. Posteriormente os dados serao
tfransportados para o software Jamovi. Os pariicipantes serdo alocados em grupos conforme sua terapéutica
para AR. mas sera realizada a técnica de corespondéncia de propensao (propensity score-matched
analysis) para cada participanie por

Endarsgo: R Benjamin Constarg, 16
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meio de regressac kegistica. Os participantes serdo comparados em

uma propensao de 1:2 (DMARD bio: DMARDsc). As variaveis continuas serdo analisadas com teste T para
amosiras independentes ou Mann-Whitney. As variaveis categoricas serdo avaliadas pelo teste gui-
guadrado de Pearsonou teste exato de Fisher. A significancia estatistica foi considerada para um teste
bilateral com p =0,05. O Termo de Consentiments Livre e Esclarecide sera impresso e explicado ao paciente
elegivel ao estudo. As explicacdes serdo adequadas ao nivel de compreensao de cada um, oferecendo
tempo para posteror leitura & novos esclarecimentos caso seja requisitado pelo mesmeo. Apos a assinatura
pelo participants & pelo pesguisador, sera entregue uma copia do TCLE ao participante & cutra copia sera
arquivada pelo pericdo de 5 anos. Critérios para suspender ou encerrar a pesquisa: nao se aplicam pois nao
havera intervengio. O estude requer pacientes que ja estdo em acompanhamento regular no ambulatério de
Reumatolegia, sendo habitualmente avaliados pela pesguisadora responsavel e toda a equipe. O laboratarnio
assistencial do HC-UFTM e o setor de Radiclogia e Diagnostico per Imagem realizam de forma rotineira
todos o5 exames elencados no projeto. O laboratario do

IPOM disponibiliza o local para acondicionamento correto das amosiras de sangue € seus derivados
{freezer) bem como materiais de insumo e reagentes para a devida avaliagio proposta. Apds a conclusio
do estudo o mesmo sera publicade em revista cientifica revisada pelos pares & em congresso da
especialidade a nivel nacienal. O Biorepossitdrio sera mantido nas instalagdes do Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPOMWUFTM, sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia A. Michelin. Todos o5 materiais
biologicos humanos, serdao armazenados a -B80C e as informagdes correspondentes terao garantia de
privacidade, sigilo, seguranga e integridade dos dados.Os questionarios e imagens serdo coletados e
mantidos para analise, & apos a realizagdo da mesma, serdo mantidas por periodo de 5 anos em sigilo, com

posterior descarte adequado dos registros fisicos (fragmentadoras de papel) e digital (delecio dos arquivos
em dispositivos fisicos & armazenaments em nuvem). Os exames laboratoriais de rotina clinicalproteina C
reativa, uréia e creatinina, fosfatase alcalina - dssea, elkpeptides C-terminal (CTX), 25-0H- vitamina D e
paratormanio) serao executados no laboratodio progric do HC-UFTM, exames realizados de forma rotineira
para avaliagdo da salde dssea em pacientes portadores de doengas reurnatoldgicas imuno-mediada, fazem
parte da rotina de atendimento. O fator reumnatoide e auto anticorpos contra peptideo citrulinade ciclico (anti-
CCP) ja foram coletados ao diagnéstico, assim ndo serdo novaments coletados. A analise dos marcadores
inflamatorios (TMF, IL-8, IL-1, IL-17, IL-23 & TGF-) serao realizados no laboratdrio do IPON com reagentes
previamente disponiveis, ndo havendo, assim, custo adicional. A densitometria 0ssea sera executada no

aparelho de

Emnderspo: R Benjamin Constars, 16

Balrro: HNossa Sr@ da Abadla CEP: 32.025~470
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densitometria de HC-UFTM conforme solicitagdo e awtorizagdo do setor responsavel pela Divisao de
Diagndstico & Terapia (DADT), ndo alterande a rotina habitual do referido setor. A avaliagido por
densitometria 0ssea faz parte da avaliagdo rotineira dos pacientes com aririte reumatoide, tendo em vista o
risco para ostecporose secundaria e osteoporose induzida por glucocorticdides. Demais custos serao
arcades pelo pesgquisador responsavel.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

s termos de apresentacdo obrigatdria foram apresentados adequadamente.

Recomendagbes:

Mao ze aplica.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 486/12 e norma operacional 00172013, o
colegiado do CEP-HC/UFTM manifesta-se pela aprovagae do protocolo de pesquisa proposto, situagao
definida em reunide do dia 15/07/2021.

O CEP-HC/MFTM n3o se responsabiliza pela qualidade metodologica dos projetos analisados, mas apenas
pelos pontos gue influenciam ouw interferem no bem-estar dos participantes da pesguisa conforme preconiza
as normas da Comiss3o Mackenal de Etica em Pesguisa — COMEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A aprovagdo do protocolo de pesquisa pele CEPIUFTM da-se em decomréncia do atendiments a Resolugao
CHS 488/12 & norma operacional 00172013, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmao.

Conforme prevé a legislagao, sao responsabilidades, indelegaveis e indeclinaveis, do pesguisador
responsavel, dentre outras: comunicar o inicio da pesguisa ao CEP; elaborar & apresentar os relatdrios
parciais (semesiralmente),assim como também & ocbrigatdria, a apresentagio do relatorie final, quande do
t&rmino do estudo. Para isso devera ser utilizada a opgdo ‘nofificagdo’ disponivel na Plataforma Brasil.

Obs:

« O acompanhaments dos projetos na Plataforma Brasil € de inteira responsabilidade dos pesquisadores,
nao podendo ser alegado desconhecimento de pendéncias como justificativa para nao cumprimento de
prazos.

+ & secretaria do CEP-HC/UFTM estd & disposigdo para guaisquer esclarecimentos sobre tramites e

Endersgo: R.Senfamin Consiang, 16

Balrro: Hosza Sr3 da Abadla CEP: 32025-470
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funcicnalidades da Plataforma Brasil, durante os dias de segunda a sexta-feira, das 07:00 as 16:00 hrs.
Telefone: 34 3318-5318. e-mail: cep.hctmi@ebserh.gov.br.

INFORMAGAO POR OCASIAO DO COVID-18

IMPORTANTE: Considerando a DeclaracBo de Emergéncia em Salde Piblica de Importancia Internacional
pela Organizagde Mundial da Sadde em 30 de janeiro de 2020, em decorréncia da Infecgio Humana pelo
novo coronavirus (COVID-19); a Portaria n® 188/GM/MS, de 4 de fevereiro de 2020, gque Declara
Emergéncia em Salde Publica de Importdncia Nacional (ESPIN), em decomréncia da Infecgio Humana pelo
nowvo coronavirus (2018-nCoV), as estratégias divulgadas pelo governo federal para a contengio da doenca
em dmbito nacional, incluinde as medidas de carater temporario visando reduzir 8 exposi¢io pessoal e
interagdes presenciais entre as pesscas. o CEP/HC/UFTM recomenda que os projetos de pesguisa
relacionados ou ndo ao COVID-18, iniciem efou continuem suas atividades de coleta de dados primarios
efou intervengdes SOMENTE apds seguirem as recomendacdes que preservem o isolamento social,
especialmente dos grupes de risco, & contencéo da doenga. Orientamos aos pesguisadores frente acs
prazos previstos no projeto que o cromograma seja readequado e enviado ao CEP quando do inicio do
projeto.

0B5: Considerande o Oficio - SEI n®* 11/2021/GEPIHC-UFTM-EBSERH de 08 de Fevereiro de 2021, que
trata do processo de autorizagio de projetos de pesquisa a serem desenvolvidos no &mbito do HC-UFTM, o
pesquisador responsével deve atentar & seguir as seguintes crientagdes:

» Devido & situacho de retomada gradual e as caracteristicas dos diversos locais de atendimento, as
atividades de pesquisa no complexo HC-UFTM preferencialmente nao deverio ser realizadas por
pesquisadores externos ao campo de trabalho, sendo gue:

o Quando da necessidade de autorizag8o para participago de pesquisadores externos ao campo de
frabalho, & mesma devera ser concedida pela Chefia do Setor ou Unidade assistencial que eonstitui campo

de oratica na oesouisa.

o O nimero de pesguisadores em atividades no HC-UFTM devera ser o minimeo requerido para a condugso
do estude.

o s pesguisadores deverdo fazer uso dos Equipamentos de Protegdo Individual (EPIs) requeridos pelo
campo de pratica, sendo recomendado o uso da mascara cirlrgica e da "protetor facial / face shield” na
condugéo de entrevistas.

o Os EPls n&o serao disponibilizados pelo HC-UFTR

Cutras informagdes efou orientagies podem ser obtidas na Geréncia de Ensine & Pesquisa (GEP-HC-
UFTM} no telefone {034) 3318-5527 Das Bh &s 17h, segunda a sexta-feira ou pelo e-mail:

Endsrego: . Benjamin Corstart, 16

Balrro: Mossa 51 da Abadla CEP: 38025470
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P 11/06/2021 Aceibo
do Projeto ROJETD 1704513, pdf 12:57:09
QOutros respostas cep.docx 1170652021 | GABRIELLA Aceito
12:56:42 | STEFEMNONI

TCLE ! Termos de | TCLE.doox 11/06/2021 |GABRIELLA Aceito

Assentimento f 12:50:12 | STEFEMONI

Justificativa de KRUGER

Auséncia

Orgamento orcamento.docx 117062021 |GABRIELLA Aceito
12:50:03 |STEFENONI

Cromogramsa Cronograma.docx 1170652021 | GABRIELLA Aceito
12:49:51 | STEFENONI

Projeto Detalhado /| Modelo_Projeto Pesquisa.doox 11062021 |GABRIELLA Aceito

Brochura 12:49:28 |STEFENONI

Investigador KRUGER

Folha de Rosto folha_rosto_assinada.docx 23042021 | GABRIELLA Aceito
16:5747 |STEFENONI

Clutros NEP.pdf 2000312021 | GABRIELLA Acaito
17:08:06 |STEFEMONI

Qutros termo_de_giencia pdf 20032021 |GABRIELLA Aceits
17:06:48 |STEFENONI

Clutros CHECE_LIST_Projete_Pesquisa. pdf 200312021 | GABRIELLA Aceibo
17:05:41 | STEFENONI

Clutros CHECE_LIST_Documental pdf 2000312021 | GABRIELLA Aceibo
17:04:00 | STEFEMOMI

Declarscio de Decl_|nfraEstrutura_|Instituicao. pdf 01032021 |GABRIELLA Aceits

Instituigan e 15:12:21 | STEFENONI

Infraestrutura KRUGER

Declaragio de TERMO_COMPROMISSO_PESQUISA | 01/03/2021 |GABRIELLA Aceito

Pesguisadores DOR.pdf 15:08:23 |STEFENOMI

Situagio do Parecer:

Aprovado

Hecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Enderego:  R. Benjamin Conslant, 16

Balrro: Mossa Sr° da Abadla CEP: 33025-470

UF: MG Municiplo: UBERASA

Telefoma:  [34)3318-5319 E-mall: cephctmi@ebsert govbr
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UBERABA, 19 de Julho de 2021

Assinado por:
GILBERTO DE ARAUJO PEREIRA
(Coordenador{a))

57



ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DE CLINICAS UMIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO

Endereco:
Fone: (34) 3700-5592 E-m ail: reum atologia heuftm (@ gm ail com

TERMO DE CONSENTIMENTOLIVRE E ESCLARECIDO-TCLE

Wock estd sendo convidado para participar dapesquisa “ Osteoimunclogic na Aririte Reuwmainide: comparacdn

? coordenado por mim, Gabriella Stefenont Eriger, médica e

enlre ferapias convencionais e biolégicos.
professora da disciplina de Eeumatologia, mestranda no programa de Pés-Graduacio de Cigncias da Satde.
0 obietivo dessa pesquisa & “avaliar se existem diferencgas entre as proteinas inflamatdnias no sangue e a

qualidade do osso dos pacientes com artrite reumatdtde, conforme seu tratamento medicamentoso. ™

Gostaria de contar com sua participacfio, por ter diagndstico de Arnte Eeumatdide e estar em
acompanhamento regular darefenda deenca. O tratamento da artrite reumatéide vem mudando ao longe dos
anos, com melhora dos sintomas de forma expressiva. Mo entanto, sabemos que pacientes com artrite
reumatdide tém densidade dssea infertor aqueles sem a doenga Assim, correlacionar o tipo de tratamento, o

nivel deinflamagio (citocinas no sangue) e a densidade do osso (pela densitometnia dssea), pode penmitir a

redugio na incidéncia da osteoporose e sua principal complicagio, a fratura dssea.

Caso aceite participar dessa pesquisa serd necessario realizar a coleta de una amostra de sangue (5 ml), em
local adequado no ambulatério MMaria da Glorla para esses fins, por membro da equipe da pesgquisa

devidamente capacitado, com tempo estimado de 10 muntos, na data da sua consulia habitual Alem disso

gerd solicitado o emame de iragemn “densitomnetria gssea” a ser realizado no setor de do HC-UFTW em data

agendada pelos pesquisadores, conforme dispombilidade.

O risco previsto de sua participagio nessa pesquisa € a quebra de sigilo de dados dos participantes. Como
medidas para minimizar estes rizcos serdo toradas as seguintes providéncias serd atnbuido vm nimero para

cada participante e o uso de siglas quando for necessario.

Como beneficio direto de sua participagdo na pesquisa espera-se wma avaliagdo minuciosa da sadde dssea,
permitindo wm diagndstico mais acurado e precoce do sen metabolismo dsseo permitindo, se necessitio,
intervencio clinica.

Sua participacio éwoluntaria, e em decorréncia dela vocé nfo receberd qualquer walor em dinheiro. Vocé ndo
tera nenhum gasto por participar nesse estudo, pols qualquer gasto que wocg tenha por causa dessa pesgquisa

lhe serd ressarcido.

DATA RUBRICS DO PARTICIPANTERUBRICA DO PESQUISADOR
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HOSPITAL DE CLINICAS UNIVER SIDADE FEDERAL DO TRIANGULOMINEIR O
Endereqo:
Fome: (34) 3700-550% E-mail: remrnatologia heoftoi@giail com

Voo pode recusar a participar do estudo, ou se retirar a qualquer momento, setn que haja qualquer prejuizo
gquanto ao atendimento clinico habitual em atmbulatdrio de revmatologia, para 1sso basta dizer ao pesquisador
que lhe entregou este documento. Em qualquer mormento, wocé pode obter quaisquer informacdes sobre a sua

participacdo nesta pesquiza, diretamente com os pesquizadores ou por contato comn o CER/HC-UF TV

mua identidade nfo sera revelada para ninguém, ela serd de conhecimento somente dos pesquizadores da
pesgquiza, seus dados serfio publicados em conjunto sem o risco de vocé seridentificado, mantendo o seu sigilo
e privacidade. Vocé tem direito a requerer indenizacio diante de eventuais danos que wocé sofra em

decorréncia dessa pesguisa.

Dz dados obtidos de wocé dados do prontudrio e exame de imagem (densitometria dssea) serfo utilizados
somente para oz objetivos dessa pesquiza eserfo destrufdos ou descartado deacordo com as nortmas vigentes
apds cinco anos do fim da pesquisa. A amostra de sangue (material bioldgico) serd destinada somente ao
presente estudo, nfo sendo armazenado apds a avaliagdo, com descarte apropriado. Caso haja interesse, por
parte dos pesquisadores, em utilizar seus dados em outro projeto de pesquiza, wocé serd novamente contatado

para decidir se participa ou nfo dessa nova pesquiza e se concordar deve assinar nowo TCLE.

Contato

Mome Dr* Gabriella Stefenond Kriger

E-tnail: gabriella krager@uftom. edu by

Telefone: 34 3700-5508

Endereco: R Frei Paulino, &/n - Mossa 5ra. da Abadia, Uberaba - IG, 38025-450

*Dijvidas ou demincia em relacdo a esta pesquisa, entrar em contato com o Cormité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clindcas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (CERPHC-UFTWD, pelo e-mail:
cep. hoetmd@@ehserh gow by, pelo telefone (34 3318-5319, ou diretamente no endereco Fua Benjamim Constant,
14, Bairro Mossa Senhora da Abadia — Wheraba — MG — de segunda a sexta-feira, das 07h ds 12h e das 13has
léh.

DATA RUBRICA DO PARTICIPAMNT ERUBRICS DO PESQUISADOR
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HOSPITAL DE CLINICAS UNIVER SIDADE FEDERAL DO TRIANGULOMIMNEIR O
Endereqo:
Fone: (34 3700-5598 E-mail: renrmatologia henfira@zmail com

Eu , i efou ouwl o

£l

esclarecimento acima referente a pesquisa “Ostecirmunologic ne Arrite Rewmatdide: comparacdo entre
terapias comwencionais e bioldgicos. ™, ", coordenado por mim, Gabriella Stefenoni Kriger, médica e
professora da disciplina de Reumatologia, mestranda no programa de Pds-Graduagio de Cigncas da Sadde
Compreendi para que serve a pesquiz e quais procedimentos serel submetido. & explicacio que recebi
esclarece o riscos e beneficios da pesquiza. Entendi que sou livre para interromper minha participacio a
gqualgquer momento, sem justificar minha decisfo e que isso nfo afetard o atendimento clinico Reumatoldgico
habitual que estou recebendo. 3ei que mew nome ndo serd divulgado, que ndo terel despesas e ndo receberel

dinheiro para participar da pesquiza. Concordo em patticipar da pesquisa e receberel Wma wia assnada deste

docurnento.
Uheraba, ! !
!
MOWES ASSINATURA DO VOLUNTARIO efou RESPONSAVEL LECGAL
Gabriella Stefenoni Kriger — (34% 3700-5508
FESQUISADOR RESPONSAVEL
DT RUBRICE OO PARTICIPAMT ERUBRICA DO PESCUISADOR
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ANEXO C - Calculo da ingestio de calcio diario da “International Osteoporosis

Fonte:

<

Foundation”

61

https://www.osteoporosis.foundation/educational -hub/topic/calcium-
calculator?utm_source=Enigma&utm_medium=cpc&gclid=Cj0KCQjwqoibBhDUARISAH20pWisyof4RLsh50
aMpSnl07xV-0wX4DyO04Fk5AI5B-88y9H7yTyrnwcaAnWoEALw_wcB>

e lo F Home/ Educational Hub / CALCIUM - Calchum Calculator

Qual é o seu consumo habitual de calcio durante uma semana?

fwinG & QD <

Por favor margue na lista abaixo os tipos e quantidade de alimentos que vocé ingere durante uma semana
normal para calcular o seu consuma didrio aproximada de caldo

ALIMENTC TAMANHG
Do PORCAD
SUPLEMENTOS
Calcin 500 mg
LEITE
Leite 200 ml
Milkshake 300 mL
Leite de Cabra 200 ml
Leite de Coca 200 ml
Leite de Soja [enriquecida) 200 mL
Leite de Soja 200 mL
Leite de Arroz 200 ml
Leite de Buweia 200 mlL
Leite de Améndoa 200 ml
IOGURTE
logurte com sabor 20 ¢
logurte com pedscos de frutas 150 ¢
logurte natural 150
QUELO
Cuaeijo firme (o Minas, Prato, Parmes§o) g
Curijo macio fox. Camembert, Brie) g
Cueijo Fety g
Mussarels 0a
Cuaeljo freson (ex cottage, ricota, frescal] 200g
Cueijo cremoso [ requeijio, cream cheese) g
CREME, SOBREMESA
Creme de leite batido 0ml
Creme de leite integral 30 ml
Pawé de Leite, Baunilha 20
Sorvebe de Baunilha 100 g

Pudim

Pudim de Arraz
Pangueca
Cheese cake

Waffle

QUANTIADE DE

CALCIO POR
PORCAG
500 mg
290 g
3a0 mg
380 mg
54 mg
240 mg
26mg
22mg
16 mg
20 g
197 ma
169 mg
207 mg
240 mg
240 mg
210 ma
242 ma
138 mg
180 mg
&1 mg
1 mg
1 mg
124 mg
20 ma
10 mg
62 mg
30mg
47 mg
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CARNE, PEIXE E OVO5

Owo S0 g 27T mg
Carne Wermelha 120 g Tmg

Frango 12049 17 mg

Peixze [ex Bacalhau, Truta, Arenque, Pescada,

Tainha) 120 g 20mg

Atum [enlatada) 120 g 34 mg

sardinhas em aleo [enlatadas) gdg 240 mg

Salmdo Defumado a0g amg

Camardo 180 g 48 myg

FEIJOES E LENTILHAS

Lentilhas S0 g cru, 2009 cozida A0 mg
Grao de Bico S0 g cru, 2009 cozidao 99 mg
Feijdo Branco S0 g cru, 2009 cozidao 132 mg
Feijies [ex, Preto & Carioguinha) 80 g cru, 2009 cozido 93 mg

ALIMENTOS COM AMIDO

Massa [cozida) 180 g 2amg
Arroz [cozida) 180 g 4 g
Batatas [cozidas) 240 g 14 mg
Pdo Branco (1 fatia) 40 g &g
Pdo Integral 1 fatia) 4049 12 mg -
Cereais t0g 21mg hd
FRUTAS
Laranja 150 g &0 mg
Magd 12049 &mg
Banana 150 g 12 mg
Damasco [3 unidades] 120 g 19mg
Groselha [fruta) 12009 Tdmg
Figo desidratada &0 g 96 mg

Pazsas 409 31 mg

VEGETAIS

Alface S0 g 19mg
Couwe 50 g cru 32mg
Couwe flor S50 g cru 20mg
Brocalis 1209 cru 112 mg
Cuiabio 1209 cru TTmg
Agrido 12049 138 mg
Ruibarbo 120 g cru 103 mg
Cenoura 120 g cru 36 mg

Tomate 120 g cru 11 mg




SEMENTES E AMENDOAS
Améndoa

Mozes

Buelds

Castanha-do-Para

Gergelim

Pasta de Grio de Bico

i0g
i0g
i0g
i0g
15 g

i0g

ALIMENTOS PROCESSADOS

Ouiche [queijo, owa)
Omelete com queijo
hazsa com queijo
Pizza

Lasanha

Cheeseburger

OUTROS
Tofu
Algas Marinhas

Wakame

209
120g
330 g
30049
30049

2003

12049
1003

1003

75mg
28 mg
Semg
53 mg
fmg

42 mg

212 mg
235 mg
445 mg
375 mg
225 mg

183 mg

126 mg
Tamg

153 mg

CALCULAR INGESTAO DE CALCIO

I I

II
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ANEXO D - Instrumento de coleta de dados

TITULO DO PROJETO: “Osteoimunologia na Artrite Reumatdide: comparac&o entre terapias convencionais

Ne:

e bioldgicos.
PESQUISADOR RESPONSAVEL : Gabriella Stefenoni Kriiger

REVISAO DE PRONTUARIO
DATA DE NASCIMENTO:

SEXO:
PESO:

COR PELE (AUTODECLARADO):
ALTURA: CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL:

e COMORBIDADES:

e DADOS ARTRITE REUMATOIDE

O
O

(@]

O O O O

O

DATA DIAGNOSTICO:
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Abstract

Background Rheumatoid arthritis is an immune-mediated disease that affects the peripheral joints and is
characterized by chronic systemic inflammation with systemic bone mineral density loss. Susceptibility to
osteoporosis occurs due to systemic inflammation, as well as chronic corticosteroid use. The biologic and target-
specific disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) act effectively blocking systemic inflammation. We
hypothesized that patients receiving biologic and target-specific DMARDs have higher bone mineral density,
exhibit lower serum pro-inflammatory cytokine levels, and require lower corticosteroid doses than those receiving
conventional therapy.

Methods To test this hypothesis, we conducted a quantitative, descriptive, observational, cross-sectional and
prospective clinical trial by collecting data from eligible patients. The participants were divided into three groups
according to DMARD class (conventional synthetic, biologic, and target-specific DMARDS). The main
inflammatory mediators of osteoporosis secondary to rheumatoid arthritis (tumor necrosis factor-a, interleukin-6),
Disease Activity Score in 28 Joints, calculated using C-reactive protein, bone mineral density, bone turnover
biomarker C-terminal telopeptide, and glucocorticoid dose were assessed in the three groups. Analysis of variance

and Pearson product-moment correlation coefficient were used to compare the results among groups. Trial


mailto:gabriella.kruger@uftm.edu.br
mailto:marcia.michelin@uftm.edu.br

69

Registration Number - Certificate of Presentation for Ethical Consideration (CAAE): 46069821.4.0000.8667,
07/15/2021.

Results TNF-o and IL-6 levels did not show significant correlation with any variable, such as DAS28-CRP, CTX,
and bone mineral density of the lumbar spine, total femur, and femoral neck. The prednisone dose was significantly
positively correlated with CTX and DAS28-CRP.

Conclusion Among patients with Rheumatoid arthritis treatment with any disease-modifying antirheumatic drugs

achieving low disease activity or remission decrease circulating cytokine levels and low bone resorption.

Keywords Rheumatoid arthritis, Osteoporosis, Cytokines, Antirheumatic agents, Tumor necrosis factor inhibitors

Background

Osteoporosis is a disease characterized by a reduction in bone mineral density (BMD) with thinning and
discontinuation of the bone trabeculae and cortical bone trabeculation (i.e., changes in the microarchitecture) [1],
which increase bone fragility and fracture risk [2, 3]. Research over recent decades has shown the complex
interaction between bone tissues and inflammatory diseases [4]; osteoimmunology refers to the field of study that
identifies this interaction [3-8]. Rheumatoid arthritis (RA) is an immune disease that primarily affects the
peripheral joints. Patients with RA present with infiltration of inflammatory cells (e.g., macrophages, neutrophils,
T-helper 17 cells) into the synovium, hyperactivation of synovial fibroblasts [5, 9, 10], and chronic systemic
inflammation marked by elevated levels of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-o (TNF-a)
and interleukin-6 (IL-6). These factors stimulate osteoclastogenesis via the receptor activator of nuclear factor-«B
(RANK)-RANK ligand—osteoprotegerin pathway or via a direct action on osteoclasts [5]. Osteoclastic activation
results in periarticular bone destruction, which is clinically observed as cysts and bone erosions on radiographs, in
addition to a reduction in juxta-articular and systemic BMD [3, 4, 6, 11].

In patients with RA, the treat-to-target strategy [12] employed by rheumatologists to lower the disease activity
and, if possible, achieve clinical remission leads to progressive stabilization or even bone mass gain, with good
overall outcomes [4, 6, 13—15]. The biologic disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDS) act by inhibiting
proinflammatory cytokines or inhibiting innate immune cells, thus effectively blocking systemic inflammation.
Besides target-specific DMARDS inhibit intracellular Janus-kinase communication pathways, reducing the
release of proinflammatory cytokines. We hypothesized that patients taking biologic or target-specific disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARDSs) exhibit higher BMD, show lower serum pro-inflammatory cytokine
levels, and require lower corticosteroid doses than those taking conventional synthetic DMARDS. In this context,
we conducted a bone evaluation study on patients diagnosed with RA who were followed up at the rheumatology
outpatient clinic to identify differences in bone profiles between different current treatments for this disease based

on the overall outcome.

Methods
For this observational, cross-sectional study, we collected data from eligible patients recruited between October

2021 and May 2022, totaling to 35 individuals. The participants were divided into groups according to background
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therapy (conventional synthetic, biologic, or target-specific DMARDS). The study population comprised patients
with RA diagnosed based on the 1987 American College of Rheumatology and/or 2010 American College of
Rheumatology/European League against Rheumatism criteria for RA classification [16] who were receiving
continuous treatment for more than 6 months and who were 20-60 years of age. Patients with suspected or
confirmed cancer within the last 5 years, patients with active viral or bacterial infection at the time of consultation,
menopausal women who were not currently and regularly receiving hormone replacement therapy, and patients
who refused to participate were excluded from analysis.

The following data was collected by anamnesis and review of medical records: age, sex, skin color (self-reported),
time of RA diagnosis, medications in use (DMARD class, corticoids, and current dose), Disease Activity Score in
28 Joints (DAS28) calculated using the erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP),
comorbidities, prior fractures, lifestyle habits (physical activity, tobacco smoking, alcohol consumption), calcium
intake quantification, weight and height (body mass index), and fracture risk stratification using the Fracture Risk
Assessment (FRAX)/National Osteoporosis Guideline Group (NOGG) tool [17, 18]. Blood work was requested
prior to the study and performed at the clinical pathology laboratory of HC-UFTM for the assessment of
rheumatoid factor, anti-cyclic citrullinated peptide autoantibodies, CRP, urea, creatinine, C-terminal telopeptide
(CTX), calcifediol (25-hydroxyvitamin D), and parathyroid hormone. For the detection of the cytokines TNF-a
and IL-6, a blood sample was collected after the patients consented to participate in the study. TNF-a and 1L-6
levels in the serum collected from the patients’ peripheral blood were assessed using the enzyme-linked
immunosorbent assay and pairs of monoclonal antibodies purchased from BD OptEIA™ (San Diego, CA, United
States). BMD was measured by bone densitometry on a bone densitometer (GE Prodigy 2022; Boston,
Massachusetts, United States). All patients who participated in this trial signed an informed consent statement

form previously approved by the research ethics committee of the Clinic Hospital Federal University of Tridngulo
Mineiro (Trial Registration Number - Certificate of Presentation for Ethical Consideration [Certificado de

Apresentago de Apreciacdo Etica — CAAE]: 46069821.4.0000.8667), 07/15/2021.

Clinical and demographic data were collected, subsequently stored in a spreadsheet, and later transferred

to jamovi software version 1.2 (The jamovi Project [2020]; https://www.jamovi.org) for statistical analysis.

The participants were allocated into groups according to their RA treatment (conventional synthetic,
biologic, or target-specific DMARDS). The groups were compared using one-way analysis of variance after testing
the assumptions of normality and homogeneity of variance. Additionally, the Pearson product-moment correlation
coefficient (r) was calculated to assess the intensity and direction of linear relationships. Differences with a
probability level of p<0.05 were considered to be statistically significant.

Results
A total of 35 patients with RA were included in this study. Of these patients, 18 were on conventional synthetic
DMARDs, 12 were receiving biologic DMARDs, and 5 were taking target-specific DMARDs. Table 1 summarizes

the general demographic and clinical characteristics of the participants.
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of the participants

N Mean/standard deviation

Age (years) 35 47.2 (£9.05)
BMI (kg/m?) 35 275 (+6.27)

Female 30 (85.7%) -
Disease duration (years) 35 8.4 (6.67)
DAS28-ESR 35 3.1(+1.42)
DAS28-CRP 35 2.6 (£1.30)
CTX (ng/mL) 35 0.424 (+0.231)
LS BMD 35 1.095 (+0.181)
FN BMD 34 0.907 (+0.159)
TF BMD 33 0.911 (+0.143)
Prednisone dose (mg/day) 35 5.643 (+5.366)
CRP (mg/dL) 35 0.95 (+1.1)

DMARD class Count Cumulative sum
csDMARD 18 18
tsDMARD 5 23
bDMARD 12 35

BMI body mass index, DAS28 Disease Activity Score in 28 Joints, ESR erythrocyte sedimentation rate, CRP C-reactive
protein, CTX C-terminal telopeptide, LS BMD lumbar spine bone mineral density, FN BMD femoral neck BMD, TF BMD
total femur BMD, DMARD disease-modifying antirheumatic drug, csDMARD conventional synthetic DMARD, tsDMARD
target-specific DMARD, bDMARD biologic DMARD

Overall, 77.1% of patients were seropositive for RA, predominantly with high rheumatoid factor titers
(45.7%). Serum CRP levels were within the normal range (<0.5 mg/dL) in 65.7% of patients, whereas the
remaining 34.3% of patients had serum CRP levels ranging from 0.6 to 5.0 mg/dL. Disease activity was assessed
by calculating DAS28-CRP, which indicated that nearly 66% of patients achieved the RA therapeutic target (i.e.,
remission or low disease activity), 25.7% had moderate disease activity, and 8.6% exhibited high disease activity.

The analysis of corticosteroids showed that 37.2% of patients continuously used a prednisone dose of >5
mg/day. In the evaluation of background therapy for RA, 80% of participants were on methotrexate, which was
administered either as monotherapy or in combination with other biologic and/or target-specific DMARDs.
Additionally, 5 patients (14.3%) were taking leflunomide. Of all patients, 34.3% (n=12) were on biologic
DMARDs. The sample also included 5 patients using Janus kinase inhibitors (3 patients on tofacitinib and 2
patients on baricitinib).

Bone health was assessed using additional risk factors for low bone mass. The results indicated that 75%
(n=24) of patients were consuming a calcium-poor diet (daily intake of <800 mg/day). Without entering the BMD
data, we used the FRAX/NOGG tool for 32 patients, all of whom being older than 40 years. Of these patients, 63%
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were in the yellow zone, with formal indication for bone densitometry; 23% were already in the red zone, with
formal indication for osteoporosis treatment; and only 5.7% (n=2) were in the green zone.
As shown in Fig. 1, the comparison of CTX levels between different treatment groups revealed no

significant difference (p=0.603).
F(2, 32)=0 514 p=0 603
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04

CIX . 4
03

0.1

0.0

csDMARD tsDMARD bDMARD

Fig. 1 Comparison of median CTX levels between the treatment groups. CTX C-terminal telopeptide, DMARD disease-
modifying antirheumatic drug, csDMARD conventional synthetic DMARD, tsSDMARD target-specific DMARD, bDMARD
biologic DMARD

No significant between-group differences were found when assessing BMD by densitometry at three usual
sites (Table 2).
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Table 2 Comparison of BMD values between the treatment groups

Mean Standard deviation Minimum Maximum

Lumbar spine BMD -95.00% +95.00%
csDMARD 1.095 0.042 1.007 1.184
tsDMARD 1.197 0.091 0.944 1.451
bDMARD 1.051 0.050 0.940 1.162

Femoral neck BMD

csDMARD 0.933 0.047 0.835 1.032

tsDMARD 0.867 0.064 0.688 1.046

bDMARD 0.887 0.032 0.816 0.958
Total femur BMD

csDMARD 0.917 0.041 0.829 1.005

tsDMARD 0.898 0.070 0.703 1.093

bDMARD 0.909 0.034 0.835 0.983

BMD bone mineral density, DMARD disease-modifying antirheumatic drug, csDMARD conventional synthetic DMARD,
tsDMARD target-specific DMARD, bDMARD biologic DMARD

The two main pro-inflammatory cytokines in RA—namely, TNF-o and IL-6—were analyzed in this study,
as shown in Fig. 2. TNF-o was detected in all participants, at an average level of 92.67 pg/mL (standard deviation:
+32.62); this cytokine was found even in healthy controls, at an average level of 99.43 pg/mL (standard deviation:
+36.93).

1200,00
1000,00
800,00
600,00

400,00

Cytokine dosage (pg/mL)

200,00

0,00 ||.I|||||||I||II.|||I|I||I|I|III.|I

1 3 5 7 9 1113151719 2123252729 313335

Number of patients

ETNF mIL-6

Fig. 2 Cytokine levels

IL-6 was detected in some patients, at an average level of 34.07 pg/mL (range: 0.0-931.56 pg/mL) in the
RA group and 3.12 pg/mL (standard deviation: +7.44) in healthy controls. In the RA group, patients on biologic
DMARDs had the highest mean IL-6 level at 92.98 pg/mL, whereas those on conventional synthetic DMARDs
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had a mean level of 4.26 pg/mL. Analysis of IL-6 levels did not show any significant difference between the groups
(p=0.286).

We calculated the Pearson product-moment correlation coefficient (Table 3) to assess the correlation with
the study variables, particularly in the biologic DMARD group. The cytokine level did not show a correlation with

any other study variable; however, the prednisone dose was positively correlated with DAS28-CRP.

Table 3 Correlation between the variables of interest in the biologic DMARD group

CT LS FN TF TN IL DAS28 DAS28 Prednisone dose
X BM BM BM F- 6 -CRP -ESR (mg/day)
D D D o

1.00 -034  -043 -046 -023 0.18 0.33 0.18 0.47
CTX

-0.34 1.00 0.89 0.87 0.04  -0.41 -0.29 0.01 0.04
LS BMD

-0.43 0.89 1.00 0.93 0.04 -0.29 -0.49 -0.22 0.00
FN BMD

-0.46 0.87 0.93 1.00 012  -0.29 -0.24 0.04 0.15
TF BMD

-0.23 0.03 0.04 0.12 1.00 -0.21 0.01 -0.00 -0.32
TNF-a.

0.18 -041 = -029 -029 -0.21 1.00 -0.12 -0.18 0.02
IL-6

0.33 -029  -049 -024 001 -0.12 1.00 0.89 0.61
DAS28-CRP

0.18 0.01 -0.22 0.04 | -0.00 -0.18 0.89 1.00 0.54
DAS28-ESR

0.47 0.04 0.01 015 | -0.31 0.02 0.61 0.54 1.00
Prednisone
dose (mg/day)

The values presented above are the Pearson product-moment correlation coefficient (r), whereas the values marked in bold
indicated p<0.01

bDMARD biologic disease-modifying antirheumatic drug, CTX C-terminal telopeptide, LS BMD lumbar spine bone
mineral density, FN BMD femoral neck bone mineral density, TF BMD total femur bone mineral density, TNF-o tumor
necrosis factor-a, IL-6 interleukin-6, DAS28 Disease Activity Score in 28 Joints, ESR erythrocyte sedimentation rate, CRP

C-reactive protein

Discussion

The present study was designed to assess bone tissues and compare different treatments for RA because
several studies have reported that biologic DMARDs outperform other DMARD classes with respect to the
prevention of bone mass loss [4, 6, 13-15, 19, 20]. Thus, this study tested the hypothesis that patients with RA
who were receiving biologic DMARDs could have higher BMD and lower levels of CTX and pro-inflammatory
cytokines. The results did not support this hypothesis, suggesting an absence of correlation between drug therapy

for RA, serum levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-6), and bone health measurements (BMD and
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bone resorption biomarker) in the study population. The small sample size might have had a negative impact on
the effect size. Nonetheless, some studies suggest that if remission or low disease activity is achieved, it will induce
a decrease in osteoclastic activity, irrespective of RA treatment [9, 21]. In our sample, 66% of patients achieved
the RA therapeutic target (i.e., remission or low disease activity), suggesting decreased circulating cytokine levels
and low bone resorption.

Another key issue is time. The present study was a cross-sectional analysis, precluding measurements of
gradual changes in BMD. Bone remodeling is a slow process [1, 19], and changes in the trend towards reduced
bone resorption might not have been adequately evaluated in this cross-sectional study. Chen et al. reported that
the BMD at all analyzed sites (lumbar spine, total femur, and femoral neck) increased over three years in patients
with AR who were on biologic and target-specific DMARDs [15]. Long-term follow-up has also been highlighted
as essential for the evaluation of bone biomarkers, as pointed out by Tomizawa et al. [22]. Their data were
evaluated by comparing densitometry values in a two-year interval, correlating changes in bone density at different
sites with specific biomarkers [22].

In our study, 74.3% of patients used prednisone daily; the majority (62.8%) of these patients used
prednisone at doses lower than 10 mg/day, which is in line with current treatment guidelines for RA that advocate
the lowest necessary prednisone dose within the shortest possible time [19, 23-25]. The recommendation to avoid
the use of corticosteroids as much as possible seeks to prevent and minimize adverse events, such as an increased
risk of arterial hypertension, type Il diabetes mellitus, obesity, glaucoma, early cataracts, and osteoporosis, which
can be induced by glucocorticoids [1, 10, 25, 26]. Ultimately, the results of the overall patient evaluation
highlighted the correlation between prednisone dose and CTX (r=0.371). This correlation may be explained by the
catabolic effect of corticosteroids on bone [27].

Factors that could increase bone resorption in patients with RA are not limited to disease activity itself.
Traditional factors such as body mass index, family history of hip fractures due to fragility, corticoid use, tobacco
smoking, alcohol consumption, and known causes of secondary osteoporosis should also be considered. All of
these clinical risk factors are factored into the FRAX risk calculator [17, 18, 25]. The results indicated that 86%
of patients evaluated in this study were in the yellow or red zone of the 10-year probability of a major fracture.
This finding underscores the need for continuous evaluation and prophylaxis for osteoporosis in these patients, as

recommended by the World Health Organization in protocols for bone densitometry indications [1, 24, 28-30].

Conclusion
This study addressed several topics concerning the intricate relationship between dynamic bone remodeling
and RA. A positive point of this study was the alert for specific points to optimize during routine clinical
consultations with patients with RA, particularly encouraging lifestyle changes such as smoking cessation, routine
physical activities and exercise, sun exposure for those without contraindications, and a balanced, calcium-rich
diet. It also focused on the need for assessing bone health even in young patients, as the risk of future osteoporosis
and fractures is too high.
In conclusion, even if our hypothesis was not confirmed, rheumatoid arthritis treatment strategy treat-
to-target with any disease-modifying antirheumatic drugs achieving low disease activity or remission decrease
circulating cytokine levels and induces low bone resorption. The reinforces that the therapeutic strategy of treat-

to-target presents benefits to the patient that go beyond avoiding the radiographic progression of the disease
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and joint deformities. Further research is needed, mainly prospective, real-life long-term follow-up studies, to

assess the impact of each type of therapy for rheumatoid arthritis on bone tissue dynamics.
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