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RESUMO

Caparbo VF. Avaliacdo do papel da osteoclastogénese e ativacdo dos
osteoclastos em pacientes com espondilite anquilosante [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2018.

Objetivo: investigar a capacidade osteoclastogénica de células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) de pacientes do sexo masculino com espondilite
anquilosante (EA), comparando com individuos saudaveis e determinar a
relacdo da osteoclastogénese com parametros clinicos e laboratoriais.
Métodos: células mononucleares do sangue periférico de 85 pacientes com
espondilite anquilosante e 59 controles saudaveis (CT) foram marcadas para
avaliar a presenca de células CD16 positivas (precursores de osteoclastos). As
PBMCs foram mantidas, in vitro, por 21 dias para inducao da diferenciacdo em
osteoclastos e avaliagdo da apoptose destas células. Os niveis séricos do
ligante do receptor ativador de fator nuclear kB (RANKL), osteoprotegerina
(OPG), telopeptideo C-terminal do colageno tipo | (CTX) e propeptideo N-
terminal do procolageno tipo | (PANP) foram também avaliados. Resultados:
PBMCs de pacientes com EA apresentaram menor porcentagem de células
CD16 positivas (25,06 = 8,59 vs. 28,59 + 10,20%; p = 0,026) e originaram
menor nimero de osteoclastos comparados aos controles saudaveis (647,7 +
669,4 vs. 764,4 + 561,9 OC/poco; p = 0,014). A porcentagem de osteoclastos
em apoptose foi menos frequente nos pacientes com EA versus CT (31,8 £
32,5vs. 44,5 £+ 34,3%; p = 0,007). Menores relacdes RANKL/OPG e CTX/P1NP
foram observadas nos pacientes com EA em relagéo aos CT (0,05 = 0,03 vs.
0,07 + 0,07; p = 0,046 e 0,008 + 0,003 vs. 0,010 + 0,003; p < 0,001,
respectivamente). Pacientes com EA em uso de terapia de anti-inflamatorio
ndo-hormonal (AINH) ndo apresentaram diferenca associada ao numero de
osteoclastos gerados e a porcentagem de células CD16 positivas comparados
aos CT (p > 0,05). Entretanto, pacientes com EA em uso de terapia com inibidor
de TNFa (iTNFa) demonstraram menor numero de osteoclastos gerados
comparados aos individuos saudaveis (582,51 + 717,56 vs. 764,43 + 561,9
OCl/poco; p = 0,047). Observou-se uma correlacdo negativa entre nimero de
osteoclastos gerados a partir de PBMC de pacientes com EA e duracdo de
doenca (R = -0,220, p = 0,043). Conclustes: os presentes resultados
demonstraram que mondcitos de pacientes com EA apresentam uma menor
capacidade em gerar osteoclastos comparados a individuos saudaveis, e que a
osteoclastogénese esteve correlacionada negativamente a duracao de doenca.
Estes dados sugerem que o0s osteoclastos possuem um papel importante na
fisiopatologia da doenca 6ssea nos pacientes com EA.

Descritores: espondilite anquilosante; osteoclastos; apoptose;
osteoprotegerina; ligante RANK; marcadores bioldgicos; colageno tipo |



ABSTRACT

Caparbo VC. Evaluation of the role of osteoclastogenesis and activation of
osteoclasts in patients with ankylosing spondylitis [thesis]: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2018.

Objective: the aim of this study was to investigate if the osteoclastogenic
capacity of PBMCs is different in AS patients compared to controls and the
relationship between osteoclastogenesis and clinical/laboratory parameters.
Methods: PBMCs from 85 male ankylosing spondylitis (AS) patients and 59
controls were tested for CD16+ cells and induced to differentiate into
osteoclasts over 3 weeks in vitro. Serum levels of RANKL, osteoprotegerin
(OPG), C-terminal telopeptide of type | collagen (CTX) and N-terminal
propeptide of type 1 collagen (P1NP) were also evaluated. Results: PBMCs
from AS patients had fewer CD16+ cells (25.06 + 8.59 vs. 28.59 + 10.20%; p
= 0.026) and produced fewer osteoclasts (647.7 £ 669.4 vs. 764.4 + 561.9
OC/well; p = 0.014) compared to controls. Apoptosis occurred less frequently
in osteoclasts obtained from AS patients than in osteoclasts from the controls
(31.8 £ 32,5 vs. 445 + 34.3%; p = 0.007). A lower RANKL/OPG and
CTX/P1NP were observed in AS patients compared to controls (0.05 + 0.03
vs. 0.07 + 0.07; p = 0.046 e 0.008 + 0.003 vs. 0.010 £ 0.003; p < 0.001,
respectively). AS patients taking NSAIDs presented no difference regarding
the number of OCs produced and the percentage of CD16+ cells compared
to controls (p > 0.05). However, patients taking TNFa inhibitors (TNFi)
presented lower OC numbers than controls (582.51 + 717.56 vs. 764.43 *
561.9 OC/well; p = 0.047). A negative correlation was demonstrated between
the number of osteoclasts generated from PBMCs of AS patients and
disease duration (R = -0.220, p = 0.043). Conclusion: monocytes from male
AS patients display a lower capacity to generate osteoclasts in vitro
compared to cells from controls. Osteoclastogenesis was negatively
correlated with disease duration. This finding supports the idea that
osteoclasts play a role in the physiopathology of bone disease in AS patients.

Descriptors: ankylosing spondylitis; osteoclasts; apoptosis; osteoprotegerin;

RANK ligand; biological markers; type | collagen



1 INTRODUCAO



INTRODUCAO - 2

O remodelamento 6sseo € um processo continuo e dinamico que
ocorre ao longo da vida e a homeostase do osso € dependente das
atividades coordenadas entre osteoclastos e osteoblastos, que séao,
respectivamente, as células responsaveis pela reabsorcdo e formacao
0ssea. Estudos no campo da osteoimunologia ressaltam o papel do sistema
imune na homeostase do osso em condi¢cGes fisioldégicas e patoldgicas
(Karsdal et al., 2007; Goldring, 2013). Algumas patologias inflamatérias
estdo associadas ao desacoplamento ou desequilibrio entre as atividades
das células do tecido 6sseo levando a um remodelamento 6sseo anormal,
gue pode causar uma diminuicdo da massa 6ssea, como na osteoporose
pos-menopausa e artrite reumatoide ou por outro lado, favorecer a formacao
0ssea, como ha osteopetrose e na espondilite anquilosante (EA) (Karsdal et
al., 2007). Os mecanismos envolvidos no remodelamento 6sseo nessas
doencas ainda sédo pouco compreendidos.

De um modo geral, o processo de perda da massa 6ssea esta
comumente associado ao aumento da reabsor¢gdo 6ssea promovido por um
aumento da atividade dos osteoclastos, que sao células derivadas da fusao
de células precursoras mononucleares circulantes do sangue periférico,
multinucleadas e especificamente células positivas para fosfatase acida

tartarato resistente. O processo de diferenciacdo de células mononucleares
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em osteoclastos, denominado osteoclastogénese, ocorre a partir da fusdo de
mondcitos na presenca do fator estimulador de colénia de macrofagos (M-
CSF) e ligante do receptor ativador de fator nuclear kB (RANKL) (Figura 1).
M-CSF estimula a expressdo de receptor ativador de fator nuclear kB
(RANK) em precursores de osteoclastos (mondcitos), promovendo a
diferenciacdo e prolongando a sobrevida de osteoclastos (OCs) in vivo
(Fuller et al., 1993; Zhao et al., 2016). O ligante do receptor ativador do fator
nuclear-xB € considerado uma potente citocina estimuladora dos
osteoclastos, enquanto que a osteoprotegerina (OPG), é uma proteina que
atua como antagonista competitivo do RANKL, inibindo que este se ligue ao
RANK e, consequentemente, inibe a osteoclastogénese (Rauner et al.,
2007). Desta maneira, a interagdo RANKL-RANK contribui para a
diferenciacdo e ativacao de osteoclastos e, portanto, pode ser considerada
como a via de sinalizagéo para a osteoclastogénese, com importante papel
na manutengcdo do remodelamento 0sseo fisiol6gico, assim como na
degradacdo do osso em patologias inflamatorias crénicas (Theill et al.,
2002). Adicionalmente, produtos da formacédo e degradacdo Gssea também
podem ser avaliados por meio da dosagem de niveis séricos de propeptideo
N-terminal do procolageno tipo | [(P1INP) N-terminal propetide of type |
collagen], uma marcador de formacdo Ossea; e do telopeptideo C-terminal
do colageno tipo | [(CTX) C-terminal telopeptide of type | collagen], um
marcador de reabsorcdo Ossea, que podem ser considerados ferramenta

adicional na avaliacdo do remodelamento 6sseo (Wheater et al., 2013).
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Figura 1 - Osteoclastogénese mediada por M-CSF e por RANKL [Fonte: Adaptada de
Kajiya et al. (2010)]

Os mondcitos séo células fenotipica e funcionalmente heterogéneas e
possuem um papel regulatério importante na inflamacéo e resposta imune
inata (Auffray et al., 2007; Wong et al., 2012; Sprangers et al., 2016a). No
sangue periférico humano, foram identificados trés subconjuntos de
mondcitos, funcionalmente diferentes, caracterizados com base na
expressdo dos marcadores de superficie CD14 e CD16 (Sprangers et al.,
2016b). Estas subpopulacbes sdo classificadas como: classica
(CD147"CD16), intermediaria (CD14"'CD16") e ndo classica (CD14'CD16™)
(Figura 2), sendo a subpopulacédo classica, a mais comumente considerada
como célula precursora de osteoclastos. Entretanto, dados na literatura tém
demonstrado uma maior porcentagem da subpopulacdo intermediaria de
mondcitos em doencas inflamatérias como artrite reumatoide e artrite

psoriasica (Chiu et al., 2010; Rossol et al., 2012).
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CD14++CD16-
(Classica)

CD14+CD16+
(Intermediaria)

CD14+CD16++
(Né&o classica)

Figura2 - Origem das populacbes de monbcitos a partir de células-tronco
hematopoiéticas [Fonte: Adaptada de Sprangers et al. (2016a)]

A osteoclastogénese em pacientes com espondilite anquilosante é
pouco abordada e os poucos estudos descritos na literatura apresentam
dados controversos (Im et al.,, 2009; Colina et al., 2013; Perpétuo et al.,
2015; Perpétuo et al.,, 2017). A espondilite anquilosante é uma doenca
inflamatoria crbnica caracterizada pela excessiva formacdo Ossea levando
ao desenvolvimento de sindesmofitos e anquilose vertebral (Dougados e
Baeten, 2011; Carter e Lories 2011; Lories e Schett, 2012). Entretanto,
concomitantemente a neoformacdo 6ssea, 0s pacientes com esta patologia
frequentemente apresentam baixa densidade mineral Gssea, que pode
aumentar o risco de fraturas. Esta comorbidade estd4 relacionada a
inflamacgéo sistémica e, também, em decorréncia da imobilidade fisica
associada a doencga (Dougados e Baeten, 2011; Carter e Lories, 2011,

Lories e Schett, 2012; Singh et al., 2013; Briot e Roux, 2015).
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O processo inflamatério agudo em pacientes com EA sao
caracterizados anatomopatologicamente por uma predominancia de
infiltrados de células mononucleares, incluindo macréfagos e células T,
assim como pelo aumento do niumero de osteoclastos (Appel et al., 2006),
corroborando com as alteracbes erosivas observadas inicialmente na
avaliacao radiografica na EA, que sao seguidas de uma resposta esquelética
anabdlica distinta, resultando em excessiva formacdo O6ssea (Diarra et al.,

2007; Lories et al., 2009).
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O objetivo primario deste estudo foi avaliar o papel dos osteoclastos
na fisiopatologia da doenca 6ssea em pacientes com EA do sexo masculino,
comparando com individuos saudaveis por meio da andlise de:

a) precursores de osteoclastos, osteoclastogénese, apoptose de
osteoclastos.

b) marcadores séricos de reabsorcédo e formacao 0ssea.

O objetivo secundario foi associar os parametros descritos acima com

variaveis clinicas.
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3.1 Pacientes e Controles
Foram recrutados 85 pacientes do sexo masculino com idade de = 18
a < 55 anos, seguidos regularmente no ambulatério de espondiloartrite do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (HC-FMUSP), no periodo de fevereiro de 2013 a janeiro de 2015.
Todos os pacientes preenchiam os critérios de Nova lorque modificados
para espondilite anquilosante (van der Linden et al., 1984). Cinquenta e nove
homens saudaveis, pareados pela idade e indice de massa corporal (IMC),
que trabalhavam na Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
ou seus familiares foram incluidos como grupo controle.
Critérios de inclusao utilizados:
- Para o grupo de pacientes com EA e para o grupo controle:
- Sexo masculino.
- Idade maxima de 55 anos.
- Para o grupo controle:
- Auséncia de doencas osteometabdlicas.
- Diagnéstico de osteoporose.
Critérios de exclusao utilizado:

- Para pacientes e controles:
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- uso de drogas que poderiam ter efeito no metabolismo Gsseo:
bisfosfonatos, teriparatida, anticonvulsivantes, anticoagulantes,
exceto drogas para tratamento da EA.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Local em Pesquisa
Humana da Universidade de Sao Paulo (CAPPesq) sob o nimero 0061/11
(Anexo A). Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido de acordo com a Declaracdo de Helsinque (Anexos B e C).

Caracteristicas individuais como idade, etnia, peso, altura foram
coletados no dia dos exames e o indice de massa corporal foi calculado para
todos os participantes. Foi aplicado um questionario para fatores de risco
para osteoporose (histéria pessoal de fratura, hora/semana de exercicio

fisico, tabagismo atual, consumo de alcool) nos dois grupos.

3.2 Parametros Clinicos

Dados clinicos como duracdo de doenca, indices de atividade de
doenca [Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI)],
atividade functional [Bath Ankylosing Spondylitis Function Index (BASFI)],
metrologia [Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index (BASMI)], qualidade
de vida [Ankylosing Spondylitis quality of life questionnaire (ASQoL)] foram
registrados (Sieper et al., 2009). Além dos parametros clinicos, foram
avaliados no momento da consulta ambulatorial, as medicacdes utilizadas na
época dos ensaios in vitro (anti-inflamatério ndo-hormonal, inibidor de TNFa
(iITNFa), DMARDS [sulfassalazina, metotrexate] e glicocorticoide). Foi
avaliado, também, escore de atividade de doenca ASDAS-PCR, conforme

recomendado previamente (Machado et al., 2011).
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A pesquisa da presenca do antigeno HLA-B27 foi realizada pelo
método da citometria de fluxo, utilizando os anticorpos monoclonais anti-
HLA-B27 ligado a fluoresceina e a analise foi feita no citbmetro de fluxo

FACScan (Becton-Dickinson).

3.3 Avaliacdo Radioldgica

Todos os pacientes realizaram radiografias laterais da coluna cervical
e lombar e a analise radiografica foi feita por um reumatologista experiente
com a aplicacdo do escore modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine
Score (MSASSS). O sistema de pontuacao, desenvolvido por Creemers et
al. (2005), foi aplicado da borda inferior da 122 vértebra toracica, em todas
as cinco vértebras lombares até a borda superior da 12 vértebra sacral; e da
borda inferior da 22 vértebra cervical até a borda superior da 12 vértebra
toracica. Utilizou-se o0 seguinte sistema de pontuacdo: 0 = sem
anormalidade; 1 = erosao, esclerose ou quadratura; 2 = sindesmofito; e 3 =

ponte éssea total em cada local.

3.4 Densidade Mineral Ossea

A densidade mineral 6ssea (DMO) da coluna lombar, colo femoral e
quadril total foram medidas usando absorciometria por dupla emissao de
raios-X (DXA) (Hologic Inc., Bedford, MA, USA). O erro de precisao para

medi¢cdes da DMO foi determinado por protocolos ISCD padréo.
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3.5 Cultura de Células

Amostras de sangue (100 mL) foram coletadas e as células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas por densidade
de Ficoll e sedimentacéo de dextrano. As PBMCs foram plaqueadas a 1,5 x
10° células/cm? em placas de 48 pocos. As células foram mantidas em meio
de cultivo (a-MEM) da Sigma-Aldrich, Inc. (St Louis, MO, EUA)
suplementado com 10% de SFB da HyClone Laboratories, Inc. (Logan, Utah,
EUA), 1% de penicilina-estreptomicina de Sigma-Aldrich, Inc. (St Louis, MO,
EUA), 50 ng/mL de RANKL [proteina recombinante produzida como descrito
(Manolson et al., 2003)] e 10 ng/mL de M-CSF da Peprotech, Inc. (Rocky
Hill, NJ, EUA). As células foram mantidas em incubadora de CO;, a 37 °C
durante 21 dias com trocas regulares do meio em intervalos de 3-4 dias

(Durand et al., 2011; Durand et al., 2013).

3.6 Quantificacdo de precursores de osteoclastos (CD16 e CD14)

As células mononucleares foram marcadas com anticorpos
monoclonais para CD16 e CD14, e analisadas por citometria de fluxo
(FACScan, Becton Dickinson, Mississauga, Canada).

As células mononucleares (1x10° células) foram incubadas a
temperatura ambiente durante 30 minutos com dois anticorpos: 10 pL de
anticorpo monoclonal anti-CD14 conjugado com FITC e 5 uL de anticorpo
monoclonal anti-CD16 humano conjugado com PE (BD Biosciences,
Mississauga, Canada). Apos lavagem com solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS), as células foram analisadas por citometria de fluxo. Os dados
foram analisados utilizando o programa CellQuest (Becton Dickinson,

Mississauga, Canada) (Durand et al., 2011; Durand et al., 2013).
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3.7 Ensaio de Diferenciacao

Apos 21 dias mantidas em placas de 48 pocos (2 pocos/paciente
ou controle), as células foram lavadas com PBS e coradas para atividade
de fosfatase &acida tartarato resistente (TRAP) (Sigma-Aldrich, Inc., St
Louis, EUA). As células multinucleadas (= 3 nucleos) TRAP-positivas
foram consideradas como osteoclastos maduros. Os resultados estédo
expressos como numero de osteoclastos por po¢o (Durand et al., 2011;

Durand et al., 2013).

3.8 Apoptose dos Osteoclastos

A apoptose dos osteoclastos foi determinada como descrito
anteriormente (Durand et al., 2011; Durand et al., 2013). Resumidamente,
apos 21 dias de diferenciacéo, as células foram mantidas durante 24 horas
sem M-CSF e RANKL em a-MEM com SFB a 5%. As células foram entédo
fixadas, permeabilizadas e marcadas utilizando um kit de deteccdo de
apoptose TACS TdT Blue Label in situ (R&D Systems, Minneapolis, EUA) e
contra coradas com “fast red”. Os osteoclastos foram identificados com base
na multinuclearidade. Os critérios para a apoptose incluiram a presenca de
trés ou mais nucleos marcados em azul demonstrando fragmentagéo

nuclear. Um total de 100 osteoclastos foi examinado em cada amostra.
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3.9 Avaliacéo Laboratorial de Marcadores Bioquimicos do Metabolismo

Osseo

3.9.1 Niveis séricos de OPG e sRANKL

Amostras de sangue de todos os individuos participantes foram
coletadas em jejum no mesmo dia da consulta e inicio dos ensaios in vitro e
armazenadas a -80 °C e somente descongeladas no momento dos ensaios.

Os niveis séricos de OPG, que utiliza um anticorpo monoclonal anti-
OPG para capturar OPG a partir do soro e os niveis séricos de SRANKL nao
complexado (livre), que utiliza um anticorpo policlonal anti-RANKL, foram
quantificados por kit de ELISA (Biomedica, Viena, Austria) de acordo com as
instrucdes do fabricante (Spelling et al., 2008). Os coeficientes de variacéo
(CVs) interensaio e intraensaio foram de 6,5% e 2,6% para OPG; 6,9% e
4,8% para sRANKL, respectivamente. Todos os testes foram realizados em
duplicata. O limite de deteccdo estabelecido pelo fabricante foi de 0,14
pmol/L para OPG e 0,02 pmol/L para SRANKL. A medida da absorbancia foi
realizada em equipamento Awareness Technology Inc, modelo Stat Fax

3200, a 450 nm (FL, USA).

3.9.2 Niveis séricos de CTX e PINP

Amostras de sangue de todos os individuos participantes foram
coletadas em jejum no dia da realizagdo da consulta/ensaios in vitro e
armazenados a -80 °C e somente descongeladas ho momento dos ensaios.
As concentracbes séricas do marcador de formacdo Ossea, P1NP e do

marcador de reabsorcdo O0ssea, CTX foram determinadas por um sistema
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automatizado de eletroquimioluminescéncia da Roche (E411, Roche
Diagnostics®, Mannheim, Germany). O coeficiente de variacdo para P1NP foi

2,2% e para CTX foi 2,5% (Seguro et al., 2015).

3.9.3 Citocinas e marcadores inflamatérios

As concentragdes séricas de IL6, IL1B, TNFa foram quantificadas
utilizando painel de esferas magnéticas humanas do Milliplex® Map Kit (N°
de catadlogo HBNMAG-51K, Billerica, MA), de acordo com as instru¢ées do
fabricante. As placas foram executadas em equipamento Luminex® 200TM-
XMAP® Technology e os dados capturados utilizando o software Luminex
XPONENT®. A andlise da intensidade fluorescente mediana da
citocina/quimiocina (IMF) foi realizada utilizando o programa Milliplex®
Analyst (v.5.1). O coeficiente de variacdo interensaio para todas as citocinas
testadas foi de 11,93%. Os niveis séricos de IL17 foram determinados
utilizando kit de ELISA de alta sensibilidade [eBioscience (Viena, Austria)] e
o coeficiente de variagéo foi de 3,6% (He et al., 2017).

A atividade inflamatéria laboratorial foi determinada pela dosagem de
proteina C reativa (PCR). Este exame foi realizado no laboratério central do
HC-FMUSP na semana anterior ao inicio dos ensaios in vitro, seguindo a

rotina de agendamento dos pacientes.
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3.10 Anaélise Estatistica

Os resultados sé@o expressos como a meédia = desvio padrdao (DP)
para as variaveis continuas ou porcentagens para as variaveis categoricas.
Os dados de pacientes com EA foram comparados com dados de controles
saudaveis (CT) usando teste t-student (distribuicdo normal) ou teste de
Mann Whitney (distribuicdo ndo normal) para variaveis continuas e teste de
qui-qguadrado ou Fisher para variaveis categoricas. O numero de
osteoclastos foi correlacionado (coeficiente de Spearman) com parametros
clinicos e laboratoriais. Um modelo linear generalizado (MLG) com
distribuicdo gama e funcao de ligacdo longa foi construido para identificar os
fatores associados ao numero de OCs no grupo EA. A analise incluiu
tratamento [anti-inflamatorios ndo-hormonal (AINH) e inibidor do fator de
necrose tumoral [iTNFa]) e parametros clinicos. A significancia estatistica foi
aceita em p < 0,05. As andlises foram realizadas com o software SPSS

versao 20.0 para Windows (MCeculluch e Searle, 2001).



4 RESULTADOS
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4.1 Pacientes e Controles

N&o foram encontradas diferencas demograficas significativas entre o
grupo de pacientes com EA e o grupo controle. Ambos 0s grupos
apresentaram valores similares em relacao a frequéncia de historia pessoal
de fratura, tabagismo ou consumo de alcool (p > 0,05). A frequéncia de
exercicio fisico foi menor nos pacientes com EA em relacdo aos controles

saudaveis (40,0% vs. 57,6%, p = 0,037) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas demogréaficas, antropométricas e fatores de
risco relacionados a massa 6ssea de pacientes com EA e CT

Pacientes com EA Controles saudaveis

n =285 n =59

Ida'de, anos 42,6 £9,0 40,7 £ 10,0 0.23
(min-méx) (19-55) (19-55) '

Etnia branca, % 85,9 72,9 0,053
IMC, kg/m? 27,3+ 4,4 27,127 0,72
Historia de fratura, % 23,5 27,1 0,70
Exercicio fisico, h/semana 4,03+2,12 5,11 +1,87 0,042
Fumante atual, % 14,1 8,5 0,30
Etilismo, > 3 U/dia 0 0 1,00

Valores expressos em média + desvio padrdo e porcentagem (%); IMC: indice de massa
corporal.

A média de duracéo de doenca dos pacientes com EA foi 17,4 + 9,72
anos. Setenta e sete por cento deles apresentava HLA-B27 positivo. Os

parametros de avaliacdo clinica avaliados nos pacientes com EA foram:
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BASDAI (2,73 + 1,87), BASFI (3,68 + 2,52), BASMI (3,47 + 2,40), ASQol
(5,92 £ 4,97), ASDAS-PCR (2,14 + 0,95). Quanto ao dano radiografico
avaliado pelo mMSASSS, os pacientes apresentaram escore de 27,0 £ 17,8.
No momento do estudo, os pacientes faziam uso de AINH (76,5%),
prednisona (11,8%), DMARDS [metotrexate (4,7%), sulfassalazina (45,9%)]

e inibidores de TNFa (43,5%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas, parametros inflamatorios
laboratoriais, mSASSS e tratamento em pacientes com EA

Parametros

Duracao de doencga, anos 17,4 +9,72
Artrite periférica, % 51,8
Dor articular, n 0,63 + 1,55
Edema articular, n 0,22 £ 0,92
BASDAI 2,73 +1,87
BASFI 3,68 +252
BASMI 3,47 £ 2,40
ASQol 5,92 + 4,97
HLA-B27 positivo, % 76,9
PCR, mg/L 8,8+11,17
ASDAS-PCR 2,14 £ 0,95
MSASSS 27,0+ 17,8
Uso de AINH, % 76,5
Uso de glicocorticoide, % 11,8
Uso de metotrexate, % 4,7
Uso de sulfassalazina, % 45,9
Uso iTNFa, % 435

Dados expressos em meédia + desvio padrdo e porcentagem (%); BASDAI: bath
ankylosing spondylitis disease activity index; BASFI: bath ankylosing spondylitis function
index. BASMI: bath ankylosing spondylitis metrology index; ASQoL: ankylosing
spondylitis quality of life questionnaire; HLA: antigeno de leucécito humano; PCR:
proteina C reativa; VHS: velocidade de hemossedimentagcdo; ASDAS: ankylosing
spondylitis disease activity score; mSASSS: modified stoke ankylosing spondylitis spine
score; AINH: anti-inflamatério ndo-hormonal iTNFa: inibidor de fator de necrose tumoral
alfa.



RESULTADOS - 21

4.2 Dados associados a osteoclastogénesis in vitro - pareamento entre

pacientes com EA e controles saudaveis

4.2.1 Osteoclastogénese in vitro

A capacidade para gerar osteoclastos in vitro a partir de PBMC foi
significativamente menor nos pacientes com EA comparado ao grupo controle
(647,7 £ 669,4 vs. 764,4 + 561,9 OC/poco; p = 0,014) (Gréfico 1 e Figura 3). Os
monadcitos de pacientes com duracdo de doenca igual ou superior a 15 anos
apresentaram menor capacidade em gerar osteoclastos comparados aqueles
pacientes com menor tempo de doenca (< 15 anos) (517,9 + 636,2 vs. 800,7 +
801,6 OC/poco; p = 0,036). Nao houve diferenca significativa no nimero de
osteoclastos gerados associado a parametros inflamatoérios e aos indices de
atividade da doenca avaliados nos pacientes com EA: ASDAS-PCR = 2,1 e
ASDAS-PCR < 2,1 (622,2 + 723,0 vs. 677,5 + 624,5 OC/poco; p = 0,65);

BASDAI = 4 e BASDAI < 4 (752,0 + 943,4 vs. 606,6 + 529,2 OC/poco; p = 0,85).

Gréfico 1 - Niumero de osteoclastos gerados a partir de células
mononucleares do sangue periférico (1x10° células) de
pacientes com EA e CT, ap06s 21 dias em cultura
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*p<0,05
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Figura 3 - Fotomicrografia de células TRAP positivas (osteoclastos) de pacientes com
EA e CT ap6s 21 dias em cultura

Os dados ndo mostraram qualquer diferenca no numero de
osteoclastos gerados a partir de PBMC de pacientes tratados com AINH
(sem terapia de iTNFa) no momento do estudo (723,35 + 792,3 OC/poc¢o, n
= 40) comparado com o numero de osteoclastos gerados pelos controles
saudaveis (764,43 + 561,9 OC/poco) (p = 0,10). No entanto, a
osteoclastogénese demonstrou-se menor nos pacientes com EA que faziam
uso de iTNFa (sem terapia de AINH) no momento do estudo (582,51 +
717,56 OC/poco, n = 12) comparados aos controles (764,43 + 561,9
OC/poco) (p = 0,047). (Tabela 3). Somente 12% dos pacientes fazia uso de
glicocorticoide (= 5 mg). Excluindo estes pacientes em uma analise posterior,
observou-se que a porcentagem de CD16 (p = 0,028) e o numero de
osteoclastos gerados permanecia menor no grupo de pacientes comparado

ao grupo controle (p = 0,022).
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4.2.2 Precursores de osteoclastos circulantes

Foi observada uma menor porcentagem de células mononucleares
CD16+ no grupo de pacientes com EA do que aquelas do grupo controle (25,06
+ 8,59 vs. 28,59 + 10,20, p = 0,026) (Grafico 2). Nao foi observada diferenca
guanto a porcentagem de células CD14 positivas nas preparacdes de PBMCs

entre pacientes com EA e controles saudaveis (p > 0,05) (Tabela 4).

Gréafico 2 - Porcentagem de monocitos expressando antigeno de
superficie CD16 em pacientes com EA e CT
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*p < 0,05

Quanto ao tratamento terapéutico no momento das avaliagbes, nao foi
observada significancia estatistica quanto a porcentagem de células
mononucleares CD16 positivas entre pacientes com EA que faziam uso de
AINH (sem a terapéutica de iTNFa) (24,63 + 8,01) e o grupo controle (28,6 +
10,20), p = 0,08. Similarmente, ndo foi encontrada diferenga estatistica quanto a
porcentagem de células mononucleares CD16+ entre pacientes com terapia de

iITNFa (sem uso de AINH) e controles saudaveis (p > 0,05) (Tabela 3).
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4.2.3 Niveis séricos de RANKL/OPG

A andlise dos niveis séricos de RANKL e OPG demonstrou uma
menor relacdo RANKL/OPG em pacientes com EA comparado ao grupo
controle (0,05 + 0,03 vs. 0,07 £ 0,07, p = 0,046) (Grafico 3), no entanto, 0s
niveis séricos de RANKL (0,19 £ 0,11 vs. 0,23 + 0,13 pmol/L; p = 0,07) e
OPG (5,20 = 3,18 vs. 434 = 1,52 pmol/L, p = 0,20) analisados

independentemente, foram semelhantes nos dois grupos (Tabela 4).

4.2.4 Niveis séricos de CTX e PINP

A analise dos niveis séricos de CTX e P1INP demonstrou uma menor
relacdo CTX/PINP em pacientes com EA comparados aos controles
saudaveis (0,008 + 0,003 vs. 0,010 £+ 0,003, p < 0,001) (Gréfico 4),
entretanto, nenhuma diferenca foi observada nos niveis séricos de CTX
analisados entre pacientes e controle (p > 0,05) (Tabela 4). Os valores de
P1NP foram maiores nos pacientes com EA comparados com 0s controles

saudaveis (62,77 + 34,71 vs. 48,39 + 16,92 ng/mL, p = 0,004).

Gréafico 3 - Razédo do RANKL e OPG em pacientes com EA e CT
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Gréfico 4 - Razdo do CTX e PINP em pacientes com EAe CT
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4.2.5 Apoptose

O Gréfico 5 e a Figura 4 ilustram significativamente a menor
porcentagem de osteoclastos em apoptose nos pacientes com EA
comparada ao grupo controle, respectivamente (31,8 £ 32,5 vs. 44,5 + 34,3,
p = 0,007) (Tabela 4). Nao foi encontrada qualquer associacdo na
porcentagem de osteoclastos em apoptose entre os pacientes com EA em
uso de AINH (sem terapia de iTNFa) e o grupo controle (35,65 + 31,28 vs.
44,53 + 34,3, p = 0,17). Os osteoclastos de pacientes com EA que recebiam
terapia com iTNFa (sem uso de AINH) sofreram menos apoptose
comparados aos osteoclastos do grupo controle (11 = 8,94 vs. 44,53 + 34,3,

p <0,001) (Tabela 3).
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Gréafico 5 - Porcentagem de osteoclastos em apoptose em pacientes
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Figura 4 - Fotomicrografia de osteoclasto em apoptose. Osteoclastos diferenciados a
partir de células mononucleares de sangue periférico de pacientes com EA

e CT. Setas indicam osteoclastos em apoptose

4.2.6 Niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias

A analise das citocinas pro-inflamatérias demonstrou que 0s niveis

séricos de IL-6 apresentaram maiores valores nos pacientes com EA

comparados com os controles (2,95 £ 4,3 vs. 1,25 £ 1,72 pg/mL, p = 0,002).

N&o foi observada qualquer diferenca estatisticamente significativa em

relacdo aos niveis séricos das citocinas inflamatorias circulantes (IL-17, IL-

18 e TNFa) entre os pacientes com EA e o grupo controle: IL-17 (2,41 = 4,0
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vs. 1,49 + 2,65 pg/mL, p =0,21), IL1B (0,27 £ 0,58 vs. 0,18 £ 0,12 pg/mL, p =
0,11), TNFa (2,04 £ 2,11 vs. 1,69 = 0,57 pg/mL, p = 0,49). A frequéncia de
amostras de pacientes e controles que alcancaram o limite de deteccdo na
determinacdo dos niveis de IL-17 foram 85% e 75%, respectivamente

(Tabela 4). A média (DP) de PCR encontrada foi de 8,8 + 11,2 mg/L.

4.2.7 Densidade mineral 6ssea

Em relacdo a densidade mineral 6ssea, pacientes com EA apresentaram
maiores valores de DMO da coluna lombar comparados com controles
saudaveis (1,104 + 0,206 vs. 1,041 + 0,117 glcm?, p = 0,023), mas a DMO do
fémur total apresentou valores menores nos pacientes com EA do que no grupo
controle (0,951 + 0,130 vs. 1,003 + 0,114 g/cm?, p = 0,017) (Tabela 4).

N&o houve diferenca significativa na DMO de coluna lombar entre
pacientes com EA em uso de AINH (sem terapia com iTNFa) comparada aos
controles saudaveis (1,085 + 0,220 vs. 1,041 + 0,117 g/cm? p = 0,50).
Entretanto, foi encontrada uma diferenca significativamente maior na DMO
da coluna lombar dos pacientes em uso de iTNFa (sem terapia de AINH)
comparada a DMO dos controles saudaveis (1,186 + 0,206 vs. 1,041 + 0,117
g/lcm?, p = 0,019). As idades entre os grupos de pacientes em uso de AINH
(sem terapia de iTNFa) e controles saudaveis eram similares (43,62 + 8,53
vs. 40,73 £ 10,0 anos, p = 0,14). Da mesma maneira, ndo houve diferenca
na média de idade entre os pacientes com EA em terapia de iTNFa (sem o
uso de AINH) comparado com o grupo controle (43,83 + 11,08 vs. 40,73 +

10,0 anos, p = 0,38) (Tabela 3).
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Tabela 4 - Valores dos marcadores do metabolismo 6sseo (RANKL,
OPG, CTX e P1NP), citocinas e da DMO dos pacientes com

EAeCT
Pacientes com EA  Controles saudaveis
n =85 n =59

RANKL, pmol/L 0,189 + 0,109 0,227 + 0,128 0,082
OPG, pmol/L 5,19 +3,18 4,33+1,52 0,200
RANKL/OPG 0,046 + 0,035 0,068 + 0,071 0,030
CTX, ng/mL 0,46 +£ 0,28 0,47 +£0,20 0,827
P1NP, ng/mL 62,77 £ 34,71 48,39 + 16,92 0,004
CTX/PINP 0,008 + 0,003 0,010 + 0,003 < 0,001
IL6, pg/mL 2,95+4,3 1,25+1,72 0,002
IL1B, pa/mL 0,27 £ 0,58 0,18 +0,12 0,109
IL17, pg/mL 241+4,0 1,49+ 2,65 0,208
TNFa, pg/mL 2,04+211 1,69+ 0,57 0,487
DMO

L1-L4, g/cm? 1,104 + 0,206 1,041 £ 0,117 0,023

Colo de fémur, g/cm?2 0,837 £ 0,145 0,875+ 0,125 0,120

Fémur total, g/cm? 0,951 + 0,130 1,003 +0,114 0,017

Valores séo expressos em média + desvio padrdo e porcentagem (%). Significancia: p <
0,05; RANKL: ligante do receptor ativador do fator nuclear kB; OPG: osteoprotegerina;
CTX: telopeptideo C-terminal do coladgeno tipo I; P1NP: propeptideo N-terminal do
procolageno tipo I; IL: interleucina; DMO: densidade mineral 6ssea.

4.3 Osteoclastogénese e parametros de doenca em pacientes com EA

Foi encontrada correlacéo negativa entre o nimero de osteoclastos e o
tempo de duracdo da doenca (r = -0,220, p = 0,043). Nao foram encontradas
correlacbes com os dados laboratoriais, atividade da doenca (BASDAI) ou
indices funcionais (BASFI) ou mobilidade (BASMI) e mSASSS (p > 0,05).

Um modelo linear generalizado com analise de distribuicdo gama
(incluindo duracdo da doenca e tratamento) demonstrou que a tempo de
doenca estava associado negativamente a osteoclastogénese de maneira

independente: para cada ano de duracdo da doenca, foi encontrado um

decréscimo de 15,6% no nimero médio de osteoclastos (p < 0,001) (Tabela 5).
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Tabela5- Modelo linear generalizado: numero de osteoclastos
associado a duracdo de doenca e tratamentos com AINH e

iTNFa
95% intervalo
Parametros  Coeficiente Ero -~ deconfianca Chi-Quadrado
padrao ;
Menor Maior

AINH 77,61 109,91 -137,799 293,025 0,50 0,48
iTNFa -75,20 103,00 -277,073 126,668 0,53 0,47
Duragdo de -15,64 454 24546  -6,734 11,85 0,001

doenca (anos)

AINH: anti-inflamatério ndo-hormonal; iTNFa: inibidor de fator de necrose tumoral alfa
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O presente estudo demonstrou que PBMCs de pacientes com EA
apresentam uma menor capacidade em gerar osteoclastos in vitro e uma
menor porcentagem de células CD16+ do que aquelas PBMCs de controles
saudaveis. Corroborando com uma menor atividade osteoclastica, observou-
se também uma menor razdo RANKL/OPG e menor razdo CTX/P1INP em
pacientes com EA comparados com os controles. Adicionalmente, 0 nimero
de osteoclastos gerados a partir de PBMCS de pacientes com EA
correlacionou-se negativamente com a duracédo da doenca, demonstrando a
relevancia do estudo dos osteoclastos na espondilite anquilosante.

Algumas vantagens importantes do presente estudo estdo associadas
aos critérios de inclusdo quanto ao género e idade, evitando fatores de
confusdo, uma vez que pacientes com EA podem apresentar caracteristicas
clinicas e de gravidade de doenca diferentes em relacdo a estas duas
caracteristicas (Webers et al., 2016). As mulheres ndo foram incluidas
devido ao papel dos horménios esteroides sexuais na reabsorcdo éssea,
evitando-se fatores confusionais nesta analise. Foram também excluidos
pacientes do sexo masculino com faixa etaria acima de 56 anos, pois
poderiam apresentar comprometimento 6sseo em coluna associado a

presenca de osteofitos (Dubost e Sauvezie, 1989).
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Pacientes e controles também foram pareados em relacéo a idade e
indice de massa corporal, fatores reconhecidamente associados ao
metabolismo 6sseo. Os dados em relacdo a obesidade s&o controversos;
além do efeito positivo do sobrepeso na massa 0ssea, estudos associam
esta comorbidade a um efeito negativo resultante do aumento da reabsorcao
0ssea em funcao das citocinas inflamatorias (Cao, 2011).

A capacidade de células mononucleares do sangue periférico gerar
osteoclastos na espondilite anquilosante foi avaliada em poucos estudos, no
entanto, os resultados sédo conflitantes e os mecanismos envolvidos neste
processo nesta doenca nao estdo bem esclarecidos (Im et al., 2009; Colina
et al., 2013; Perpétuo et al., 2015; Perpétuo et al., 2017). Segundo estudo de
Im et al. (2009) PBMCs de pacientes com EA apresentaram uma maior
capacidade em gerar osteoclastos comparados ao grupo controle e estes
autores associaram estes parametros a anquilose radiografica da articulacéo
sacroiliaca, mas nao a atividade da doenca ou a parametros de inflamacéo
sistémica. Deve-se considerar que, nesse estudo, uma amostra pequena de
pacientes foi avaliada. Dois outros estudos que avaliaram a
osteoclastogénese na EA demonstraram uma menor diferenciacdo de
osteoclastos em pacientes com EA comparada a controles (Perpétuo et al.,
2015; Perpétuo et al., 2017). O estudo de Perpétuo et al. (2015), também
avaliou longitudinalmente a osteoclastogénese em pacientes com espondilite
anquilosante em uso de iTNFa e, contrariamente aos achados do presente
estudo, demonstrou que mondcitos de pacientes com EA apés 6 meses de

uso de iTNFa apresentavam uma maior capacidade em gerar osteoclastos.
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Diferentemente, os resultados do presente estudo demonstraram que
a menor capacidade em gerar osteoclastos in vitro em pacientes com EA
esteve associada ao uso de iTNFa e ndo ao uso de DMARDs ou AINH, a
indices de atividade da doenca, parametros inflamatérios ou danos
radiograficos.

Interessantemente, o estudo de Colina, em 2013, foi o Unico que
demonstrou resultados associados a apoptose de osteoclastos em EA e
similarmente, aos achados desse estudo observou-se, também, uma menor
taxa de osteoclastos de pacientes com EA em apoptose comparada com
individuos saudaveis. Colina et al. (2013) associaram este fato a uma
expressao elevada de proteinas relacionadas a apoptose, Bcl-xL e Survivin,
no entanto, sugere-se que esta caracteristica poderia ser decorrente da
diminuicdo primaria na osteoclastogénese e precursores de osteoclastos,
como um mecanismo compensatorio em funcédo da exaustdo destas células
em relacdo a neoformacéo éssea.

A menor porcentagem de células precursoras de osteoclastos (células
CD16 positivas) nos pacientes com EA observada no estudo de Perpétuo et
al. (2017), corrobora com os achados do presente estudo, que revelaram
uma menor diferenciacdo de osteoclastos, limitando o homing de
precursores para a superficie 0ssea, com consequente diminuicdo da
reabsorcdo Ossea favorecendo a formagdo oOssea. Surdarcki et al. (2014)
observaram que pacientes com EA em uso de AINH apresentavam menor
porcentagem de mondcitos ndo classicos (CD16+) no sangue periférico

guando comparados a controles saudaveis, ao contrario do observado em
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outras doencas reumatoldgicas. De fato, na artrite reumatoide e artrite
psoriasica, condicdes em que predomina dano 6sseo erosivo, foi observada
maior porcentagem de precursores CD14+ e CD16+, respectivamente (Chiu
et al., 2010; Durand et al., 2011; Rossol et al., 2012).

A menor razdo RANKL/OPG observada no presente estudo em
pacientes com EA sugere que 0S mesmos apresentam uma menor
reabsorcdo Ossea. Estudos prévios demonstraram resultados controversos
em relagdo aos niveis séricos de RANKL, OPG e suas razdes na espondilite
anquilosante (Chen et al., 2010; Perpétuo et al., 2015; Perpétuo et al., 2017).
Adicionalmente, a menor relacdo entre CTX/P1NP observada no presente
estudo reforca a hipotese do desequilibrio 0sseo nestes pacientes,
corroborando com a ideia do esgotamento da atividade dos osteoclastos.

Uma possivel interpretacdo para uma menor reabsorcdo Ossea
encontrada nos pacientes deste estudo pode estar associada ao longo
tempo de doenca (mais de 10 anos) encontrada em 75% destes pacientes
(Goh et al., 2008). De fato, os dados do presente estudo vao de acordo com
a escassa literatura, que demonstrou que mondcitos de pacientes com EA
com longa duracdo da doenca apresentavam menor capacidade
osteoclastogénica (Colina et al., 2013; Perpétuo et al., 2015). Estes dados
sugerem um desacoplamento entre osteoclastos e osteoblastos
possivelmente em decorréncia de um processo de remodelamento 6sseo
exausto, marcado inicialmente por neoformacdo excessiva. E importante
ressaltar, que mesmo com um longo tempo de doenca, maiores niveis
séricos de IL6 foram observados nestes pacientes, indicando ainda um

processo inflamatorio persistente.



DiscUssAO - 36

Curiosamente, as PBMCs dos pacientes com EA que faziam uso de
AINH (sem terapia de iTNFa) ndo apresentaram uma diminuicdo na
osteoclastogénese in vitro, diferente das PBMCs de pacientes com terapia
de iITNFa (sem uso de AINH) que revelaram uma menor capacidade em
gerar osteoclastos quando comparadas com as do grupo controle. Os anti-
inflamatorios ndo-hormonais atuam no metabolismo 0sseo pela inibicdo das
enzimas COX, reduzindo a sintese de prostaglandinas que sdo reguladoras
multifuncionais do metabolismo 6sseo (Salari e Abdollahi, 2009; Blackwell et
al., 2010). Estudos prévios, demostraram que celecoxibe e diclofenaco
podem reduzir a osteoclastogénese in vitro (Kellinsalmi et al., 2007; Krischak
et al., 2007; Kawashima et al., 2009; Karakawa et al., 2009), assim como em
modelos de artrite murina in vivo (Jimi et al., 2004). No entanto, estudos com
osteoclastos humanos ndo confirmaram esses efeitos dos inibidores da
ciclooxigenase (Kotake et al., 2010) e além disso, o uso de AINH tem
demonstrado efeito inibitdrio na cicatrizacdo Ossea apOs procedimento
cirdrgico, pois a prostaglandina E2 seria também uma potente agonista dos
osteoclastos e estimularia a reabsorcdo 6ssea (Chen e Dragoo, 2013)
associado a este efeito catabdlico.

Conforme esperado, no presente estudo os pacientes com EA
comparados com controles saudaveis, demonstraram uma maior densidade
mineral 6ssea na coluna lombar e ndo na regido de fémur. Este achado
sugere gue o aumento da massa 6ssea na coluna, poderia ser secundario a
presenca de sindesmofitos ou também em decorréncia de fratura nesta

regido, representando uma interpretacdo errébnea da DMO medida pelo DXA
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(Grazio et al., 2012; Briot e Roux, 2015). A menor DMO na regido de fémur
total nestes pacientes poderia estar associada a fatores como diminuida
pratica de atividade fisica e menor mobilidade dos membros inferiores
(Sarikaya et al., 2007).

Interessantemente, pacientes em uso de AINH (sem terapia de iTNFa)
apresentaram DMO de coluna lombar e valores de osteoclastos gerados
similares ao grupo controle, sugerindo que os AINH poderiam contrabalancar
o remodelamento 6sseo, diminuindo a neoformacdo 0ssea nesses pacientes.
Estes dados corroboram com evidéncias na literatura sobre o efeito do uso de
AINH na reducéo da progressao radiografica em pacientes com EA (Wanders
et al., 2005; Schett e Rudwaleit, 2010; Poddubnyy et al., 2012).

A eficacia da terapia com iTNFa na melhora clinica na EA esta bem
documentada, no entanto a influéncia desta terapia na formacéo 0ssea e na
progresséao radiogréafica na EA ainda é controversa (Baraliakos et al., 2007;
Kang et al., 2013; Durnez et al., 2013; Molnar et al., 2018). No presente
estudo, os pacientes em terapia com IiTNFa (sem uso de AINH)
apresentaram uma osteoclastogénese significativamente menor em relacéo
ao grupo controle e uma maior DMO da coluna lombar. Estes achados
encontram suporte em dados da literatura, sugerindo que a terapia com
iTNFa poderia inibir a osteoclastogénese e também ter um impacto no
reparo 0sseo em pacientes com EA (van der Heijde et al., 2009; Kang et al.,
2013; Durnez et al., 2013). Perpétuo et al. (2015) observaram niveis
diminuidos de CTX em pacientes em uso terapia com iTNFa, sugerindo uma

menor atividade dos osteoclastos nesses pacientes.
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No entanto, existem evidéncias na literatura demonstrando o efeito do
uso a longo prazo da terapia com ITNFa na reducdo de formacdo de
sindesmofitos e na diminuicdo na progressao radiografica (Baraliakos et al.,
2014; Molnar et al., 2018). Dessa forma, a influéncia da terapia com iTNFa
na formacéo Ossea e progressao radiografica na EA ainda é controversa e
avaliacdes longitudinais da osteoclastogénese em pacientes com EA séo
necessarias.

Desta maneira, os presentes achados demonstraram que mondcitos
de pacientes com espondilite anquilosante comparados com mondcitos de
controles saudaveis, apresentam uma baixa capacidade em diferenciar-se
em osteoclastos, representando uma capacidade da reabsorcdo Ossea

diminuida nesta patologia.
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Em concluséo, estes resultados demonstraram que os mondcitos de
pacientes do sexo masculino com espondilite anquilosante apresentam
menor capacidade de gerar osteoclastos em relacdo aos individuos controle
e estes achados estdo correlacionados com a maior duracdo da doenca,
reforcando a ideia de que os osteoclastos podem desempenhar um papel na

fisiopatologia do reparo 6sseo em pacientes com EA.
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Anexo A - Aprovacdo do Comité de Etica Local em Pesquisa Humana
da Universidade de S&o Paulo

KC

APROVAGCAO

A Comiss@o de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas do Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 08/06/2011, APROVOU o Protocolo
de Pesquisa n° 0061/11, intitulodo: “AVALAGAO DO PAPEL DA
OSTEOCLASTOGENESE E ATIVACAO DOS OSTEOCLASTOS EM PACIENTES COM
ESPONDILTE ANQUILOSANTE, opresentodo pelo Depariomento de CLNICA
MEDICA., inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe oo pesquisador elaborar e opresentar & CAPPesq, 0s
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n°® 194, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "C").

Pesquisador (a) Responsével: Profa. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira
Pesquisador (a) Executante: Valeria de Falco Caparbo

CAPPesq, 13 de Junho de 2011

\ \ ‘\i- \ X: 3
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador

Comissdo de Efica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretonia Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo - SP Fone 011 3069 8442 Fax 011 3068 8482
e-mail: cappesq@hcnet usp br
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Anexo B - Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido do
Grupo Controle

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
L NOME: Lot bt Eeh ettt n et e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ......coovvoverrreeriererieeeseenennes sexo: MmO F O
DATA NASCIMENTO: ........ oooid o

ENDEREGO ..ottt

BAIRRO: .......

2. RESPONSAVEL LEGAL ....cocuiuiuitetiieietetitsisteteisistssssststsssssasassesesasesesssesesssesasesesesasesesasasasssssssssssesesesesssesesesens
NATUREZA (grau de parentesco, tUtor, CUrAAOr B1C.) ....iiiiuuiieiiiiireeiiiiressiteieeeesereeeeesnieeeessreeeeesnseeeesnnneeeeas

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:.......ccccccccoviiiiiiiiieneenn. SExo: MmO rO
DATA NASCIMENTO: ......J.......]......

ENDEREGO: ...............
BAIRRO: .....oomiveaivosesess e sss s essss s CIDADE: ...oovooveoeevees v
(o] =1 =T TELEFONE: DDD (............ Yeeeeeeee e e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliagcdo do papel da osteoclastogénese e ativagao

dos osteoclastos em pacientes com Espondilite Anquilosante

2. PESQUISADORES: Profa Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira

CARGO/FUNGAO: Profa Associada
INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 45920
UNIDADE DO HCFMUSP: Reumatologia

3. AVALIAGCAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO PX RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA: 3 anos

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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1 — O objetivo deste estudo é avaliar como células do seu sangue (mondcitos/macréfagos) que
normalmente se transformam em células 6sseas (osteoclastos) se comportam de acordo com a

atividade e gravidade da sua doenca reumatolégica (Espondilite Anquilosante).

2 — Serdo colhidos 100 ml de sangue para separacdo de células do seu sangue (mondcitos) e
destas células vamos extrair proteinas e RNA (um marcador genético), e vocé ira realizar exame de

densitometria 6ssea para avaliagdo de massa 6ssea.

3 — Existem minimos riscos para quem participa do estudo como sangramentos e hematomas no
local da coleta de sangue e no exame de densitometria vocé recebera uma pequena dose de

radiacédo.

4 — A partir dos resultados desta pesquisa poderemos tentar compreender melhor 0os mecanismos

envolvidos no crescimento e perda de 0sso que ocorre na Espondilite Anquilosante.

5 — Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responséaveis pela pesquisa,
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é a Profa. Dra Rosa Maria
Rodrigues Pereira que pode ser encontrada no endereco Av. Dr. Arnaldo, 455 — 3° andar — sala
3105 - Cerqueira César - CEP: 01246-903, Sdo Paulo-SP Telefone(s) 11-3061-7213. Se vocé tiver
alguma consideraco ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etical
em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17,
18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

6 — Vocé pode suspender a autorizagdo a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem

qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

7 — As informagfes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo

divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

8 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira relacionada a sual
participagao.

9 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos

neste estudo, o participante tem direito a tratamento médico na Institui¢éo.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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10 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informa¢des que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo

Eu discuti com a Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou

durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Data / /

Assinatura da testemunha

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o0 Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo C - Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido dos
Pacientes

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L NOME: oo s

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....cooviiiiiiiiiieiecciiiiiiieeen sexo: MmO r O
DATA NASCIMENTO: ........ YR oo

ENDERECO
BAIRRO: .o eseee e s essee s (o [5Y o) =R
(o= =T TELEFONE: DDD (............ RN

2. RESPONSAVEL LEGAL ....cooviviuitititiietetitetetete e teset sttt sss st sa st s st s s s s s bbb s eseb b s et bbb e eses s senne
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUFAAON E1C.) .....ciiuuiiiiiiiiieeiiieiiee ettt e e sttt e e et ee e s eeesnneeee s

DOCUMENTO DE IDENTIDADE..........covviiiiiiiiiiiicieeeen SExo: MmO rO
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1 — O objetivo deste estudo é avaliar como células do seu sangue (mondcitos/macréfagos) que
normalmente se transformam em células 6sseas (osteoclastos) se comportam de acordo com a
atividade e gravidade da sua doenca reumatoldgica (Espondilite Anquilosante).

2 — Serdo colhidos 100 ml de sangue para separacdo de células do seu sangue (mondcitos) e
destas células vamos extrair proteinas e RNA (um marcador genético), e vocé ira realizar exame de

densitometria 0ssea para avaliagdo de massa d6ssea.

3 — Serdo aplicados questionarios para avaliar atividade, fungdo e dor da sua doenca, raio x de

coluna e ressonancia magnética de coluna, procedimentos que vocé faz pela rotina.

4 — Existem minimos riscos para quem participa do estudo como sangramentos e hematomas no
local da coleta de sangue, e nos exames de raio x e densitometria vocé receber4d uma pequena
dose de radiacdo e na ressonancia magnética que vocé podera sentir incomodo de ficar dentro do

aparelho.

5 — A partir dos resultados desta pesquisa poderemos tentar compreender melhor 0s mecanismos,

envolvidos no crescimento e perda de 0sso que ocorre na sua doenga.

6 — Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responséveis pela pesquisa,
para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é a Profa. Dra Rosa Maria
Rodrigues Pereira que pode ser encontrada no endereco Av. Dr. Arnaldo, 455 — 3° andar — sala
3105 - Cerqueira César - CEP: 01246-903, Sdo Paulo-SP Telefone(s) 11-3061-7213. Se vocé tiver
alguma consideracgio ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etical
em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17,
18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

7 — Vocé pode suspender a autorizagdo a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem

qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

8 — As informagBes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

9 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo h& compensacao financeira relacionada a sual
participagéo.

10 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos

propostos neste estudo, o participante tem direito a tratamento médico na Instituigao.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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11 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informag¢des que li ou que foram lidas

para mim, descrevendo o estudo

Eu discuti com a Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou

durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Data / /

Assinatura da testemunha

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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/10Z-910Z 0B}S39 /10Z-910Z 0B}S39

fis ¥dS eaYRUaI) BI0J2IIQ ¥dS 21uapfsaid
VISIINYd 30YQ3100S 3peipuy 3p BIIAALQ 043SB) [|]3lueq 0}3N Bqio0g 1131134 Opienp3

T

'9L0T 3P Ol 3p | B Z| 3P ‘dS - Oned OBS W3 [211ejO 1|0AI] |S}OH OU Opezi|es)
‘epedueAy elbojojewnay sp OUOdUT ,ZZ OU oYyjeqel] JoY[ajy ap OlWdid O NaGsoal Ny Blislsd ‘90 PeesS
1Y Sepuetis4-wnig ep 4/ oqiede) ap euoine 3p ,SIIAYANYS SONAIAIONI V OVIVI3N W3 DdO/THNVY
VXVL HON3WN 3 IS3INIOOLSVTO03LSO VA OVIINNIWIA WVLINISIHLY (V3) JLNVSOTNONV
3LIMIONOdS3 WOD S3LIN3IOVd 3a SOLIOONOW. OPEIN S0°0D N Oylegqes o anb soweouius)

dvONnTol

0peIINa)

epeSueAy IS0|0JeWNAY dp 043U0UT  9TOT g

dS/0|ned OBS e [311BJO\ 1|OAI] e OlRW 3P YT R ZT

mNN




APENDICES - 62
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Apéndice C - Poster apresentado durante o 2017 ACR/ARHP Annual
Meeting

ACR Invitation Acceptance Notification

[

o acr@confex.com <acr@confex.com=
28/08/2017 07:44

Para: caparbo@hotmail.com

Dear Valéria F. Caparbo,

Thank you for agreeing to participate in the 2017 ACR/ARHP Annual Meeting, in San Diego, CA, November 03
- 08, 2017. We are delighted and grateful that you have agreed to serve as Poster presenter for the abstract

titled "Monocytes from Male Patients with Ankylosing Spondylitis Display Decreased Osteoclastogenesis and
Decreased RANKL/OPG Ratio".

We have you scheduled for the following:

s Session Type: Poster
« Session Name: Spondyloarthropathies Psoriatic Arthritis — Pathogenesis, Eticlogy Poster Il
s Date and Session Time: Monday, Movember 6, 2017: 9:00 AM-11:00 AM

If you have specific questions regarding your abstract, you may contact Lauren Davis, Annual Meeting

Annual Meeting in San Diego.

Sincerely,
Richard Loeser, MD
Chair, ACR Annual Meeting Planning Committee

Christine Stamatos, DNP, ANP-C
Chair, ARHP Annual Meeting Program Sub-Committee
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Apéndice D - Aceite da Revista Osteoporosis International

----- Forwarded Message --—-

From: OSIN- Editorial Office <em@editorialmanager.com>
To:Rosa M R Pereira <rosamariarp@yahoo.com>

Sent: Friday, June 29, 2018, 5:18:59 PM GMT-3
Subject: Your Submission OSIN-D-17-01125R1

Dear Prof. Pereira,

We are pleased to inform you that your manuscript, "Monocytes from male patients with
Ankylosing Spondylitis display decreased osteoclastogenesis and decreased RANKL/OPG
ratio", has been accepted for publicationin

Osteoporosis International.

You will receive an e-mail in due course regarding the production process.

Please remember to quote the manuscript number, OSIN-D-17-01125R 1, whenever inquiring
aboutyour manuscript.

| have made a few small edits to improve the readability of the sentences you just added.

We would like to take this opportunity to let you know that, as an author of a paper soon to
appear in Osteoporosis International, we may ask you to review papers submitted in your area
of expertise. We consider this as an important part of your role as an author. We also invite you
to consider Osteoporosis International as the first repository for future papers.

With best regards,

Robert A Adler, MD
Associate Editor




