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RESUMO

Pinto GLB. Relevancia da interleucina-17A sérica em sindrome antissintetase: estudo
transversal e prospectivo [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2021.

Introducéo: Sindrome antissintetase (SAS) € uma miopatia autoimune sistémica com
envolvimento muscular, pulmonar e articular, em associacédo a febre, “méos de
mecanico” e fendbmeno de Raynaud. A citocina pro-inflamatéria interleucina (IL)-17A
sérica foi correlacionada a atividade de doenca em diversas doencas autoimunes,
incluindo outras miopatias autoimunes sistémicas. Porém, o papel de IL-17A em
sindrome antissintetase ainda ndo foi estabelecido. Objetivo: Avaliar a concentracao
sérica de IL-17A em pacientes com SAS em compara¢cdo com individuos saudaveis e
correlaciona-la a dados demogréficos, clinicos e laboratoriais. Secundariamente,
analisar prospectivamente a concentragcdo sérica de IL-17A em pacientes com SAS
refrataria submetidos a tratamento com rituximabe. Materiais e métodos: Trata-se de
um estudo realizado no periodo de 2017 a 2019, constituido de duas fases: a) a IL-17A
foi avaliada transversalmente em 64 pacientes com SAS, os quais foram pareados por
idade, género e etnia com 64 controles saudaveis. Nesta fase foi analisada também a
correlacdo da concentracdo seérica de IL-17A com dados demograficos, clinicos e
laboratoriais; b) a IL-17A foi avaliada prospectivamente em pacientes com SAS
refrataria e que receberam rituximabe por um periodo de 12 meses. O status da doenca
foi mensurado pelo escore International Myositis Assessment & Clinical Studies Group.
A IL-17A foi avaliada pelo método de enzyme linked immunosorbent assay.
Resultados: A média de idade dos pacientes foi de 44,8+11,8 anos, com uma
predominancia do sexo feminino e etnia branca. A IL-17A estava aumentada em
pacientes com SAS, quando comparada a do grupo controle: 9,7 (9,1-10,4) vs. 7,7 (5,7-
9,0) pg/mL, respectivamente (P<0,001). Entretanto, as variaveis demograficas, clinicas
e laboratoriais, incluindo os parametros de atividade de doenca, ndo apresentaram
correlacdo com a concentracdo sérica de IL-17A em pacientes com SAS.
Prospectivamente, 16 pacientes receberam rituximabe e apresentaram uma queda de
IL-17A ao longo de 12 meses de tratamento: 9,7 (9,1-10,6) vs. 9,0 (8,2-9,7) pg/mL
(P=0,005). Conclusbes: Pacientes com SAS apresentam aumento na concentracao
sérica de IL-17A, quando comparados com a de controles saudaveis. Além disto, os
pacientes com SAS refratéria tratados com rituximabe apresentam uma reducdo da
concentracéo sérica de IL-17A no primeiro ano de tratamento.

Descritores: Citocinas; Interleucina-17; Miopatias inflamatérias; Miosite; Sindrome
antissintetase.



ABSTRACT

Pinto GLB. Relevance of serum interleukin-17A in antisynthetase syndrome: a cross-
sectional and prospective study [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Background: Antisynthetase syndrome (ASS) is a systemic autoimmune myopathy with
muscular, pulmonary and joint involvement, in association with fever, mechanic's hands
and Raynaud phenomenon. The serum proinflammatory cytokine interleukin (IL)-17A
has been correlated with disease activity in several autoimmune diseases, including
other systemic autoimmune myopathies. However, the role of IL-17A in ASS has not yet
been established. Objectives: To assess the serum level of the IL-17A in patients with
ASS compared to healthy individuals and to correlate it with demographic, clinical and
laboratory data. Secondly, to analyze prospectively this IL in patients with refractory ASS
undergoing treatment with rituximab. Methods: This is a study carried out from 2017 to
2019, consisting of two phases: a) IL-17A was assessed transversally in 64 patients with
ASS, who were matched for age, gender and ethnicity with 64 healthy controls. In this
phase, the correlation of the serum concentration of IL-17A with demographic, clinical
and laboratory data were also analyzed; b) IL-17A was prospectively assessed in
patients with refractory ASS who received rituximab for a period of 12 months. The
disease status was measured using the International Myositis Assessment & Clinical
Studies Group scores. IL-17A was evaluated using the enzyme linked immunosorbent
assay method. Results: The mean age of the patients was 44.8+11.8 years, with a
predominance of females and white ethnicity. IL-17A was increased in patients with
ASS, when compared to the control group: 9.7 (9.1-10.4) vs. 7.7 (5.7-9.0) pg/mL,
respectively (P<0.001). However, demographic, clinical and laboratory variables,
including disease activity parameters, did not correlate with the serum concentration of
IL-17A in patients with ASS. Prospectively, 16 patients received rituximab and
experienced a drop in IL-17A over 12 months of treatment: 9.7 (9.1-10.6) vs. 9.0 (8.2-
9.7) pg/mL (P=0.005). Conclusions: Patients with ASS show an increase in the serum
concentration of IL-17A, when compared to that of healthy controls. In addition, patients
with refractory ASS treated with rituximab experience a reduction in serum IL-17A
concentration in the first year of treatment.

Descriptors: Cytokines; Interleukin-17; Inflammatory myopathies; Myositis;
Antisynthetase syndrome.



15

1. Introducéo

1.1 Sindrome antissintetase

Sindrome antissintetase (SAS) é uma miopatia autoimune sistémica caracterizada
clinicamente por envolvimentos muscular, pulmonar e articular, febre persistente,
fenbmeno de Raynaud e “méaos de mecanico” (1-3). Laboratorialmente, SAS é definida
pela presenca de autoanticorpos antiaminoacil-RNA transportador sintetases (anti-
ARS) (4). Faz parte do grupo das miopatias autoimunes sistémicas, juntamente com a
dermatomiosite, polimiosite, miosite por corpos de inclusdo, miopatia necrosante
imunomediada, entre outras (5-7). O fendétipo caracteristico dos pacientes com SAS
sugere que essa doenca seja uma entidade especifica dentro do espectro das

miopatias autoimunes sistémicas (8,9).

1.2 Histoérico

A histéria da caracterizacdo da SAS se inicia em 1976 com a descricdo do
anticorpo anti-Jo-1, um anti-ARS, em um paciente de nome John P., portador de
polimiosite e doenca intersticial pulmonar (10). Em 1990, Marguerie et al. (11)
descrevem 29 pacientes com anti-ARS, doenca articular e elevada frequéncia de
miosite e doenca pulmonar intersticial (80%). Os dados corroboravam com as séries de
caso publicadas até aquele momento, que demonstravam que pacientes portadores
desses autoanticorpos apresentavam uma sindrome clinica semelhante, com elevada
prevaléncia de miosite e doenca intersticial pulmonar, tanto para pacientes com anti-
Jo-1 (12,13) como para outros anti-ARS recém identificados (14). Neste mesmo
periodo, Mathews et al. (15) identificam a histidil-tRNA sintetase como antigeno alvo do
anticorpo anti-Jo-1.

Nos estudos iniciais, SAS era considerada como uma sindrome clinica associada
a presenca de dermatomiosite ou polimiosite (11,12,14,16). Com o passar do tempo, o
conceito evoluiu, e hoje SAS é concebida como uma entidade nosoldgica distinta, com
caracteristicas clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas especificas (9,17). Em 2015,
Mescam-Mancini et al. (8) descreveram em bidpsias de 51 pacientes portadores de
anti-Jo-1 achados histopatoldgicos caracteristicos, como necrose perifascicular, atrofia

perifascicular e fragmentacg&o perimisial, em comparacdo com 63 bidpsias de pacientes
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portadores de outras miopatias inflamatérias. Em 2017, outro trabalho demonstrou que
0s achados sdo consistentes para pacientes com outros anti-ARS (18) e sugere que

esses achados sao caracteristicos de SAS.

1.3 Epidemiologia

Estudos epidemioldgicos sdo escassos em SAS, logo sua prevaléncia na
populacdo geral é desconhecida. Os poucos estudos epidemiologicos de SAS
demonstram uma prevaléncia maior em caucasianos, mulheres e média de idade entre
39 e 47 anos ao diagndstico (9-11). A maior coorte publicada até o momento em SAS,
com 813 pacientes, encontrou uma idade média de 51 anos no inicio do diagnostico
(19). Foi descrita uma incidéncia anual aproximada de 1,3 a 2,5 casos de miosite anti-

Jo-1 por milhdo de pessoas, com prevaléncia de 1,5 por cem mil habitantes (17).

1.4 Fisiopatologia

Existem algumas hip6teses para explicar a fisiopatogénese em SAS. A hipotese
viral se baseia no fato de que alguns virus da familia picornavirus sao capazes de
utilizar enzimas que acetilam sintetases para sua replicacdo. O complexo RNA viral -
sintetase seria capaz de gerar uma resposta imunoldgica e autoanticorpos que estariam
ligados a génese da doenca (20). Existe uma outra hipétese onde injarias musculares
(incluindo infec¢des) poderiam causar a liberacéo de sintetases das células lesionadas.
Essas moléculas, em individuos geneticamente suscetiveis, seriam capazes de induzir
uma resposta imunoldgica e consequente desenvolvimento da doenca (21). A hipotese
imunoldgica esta ligada a descricdo de proliferacdo de subpopulacdes especificas de
linfécitos e células dendriticas na presenca de anti-ARS (22), além de um possivel papel
de imunocomplexos na geracdo da inflamacédo pulmonar (23). Do ponto de vista
genético, o haplétipo HLA DRB1*03:01 foi associado a maior risco de desenvolver SAS

(9).

1.5 Manifestacdes clinicas
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As principais manifestacdes clinicas da doenca sdo miosite, doenca intersticial
pulmonar e artrite, que sdo conhecidas como a triade classica. S8o consideradas
manifestacfes secundarias a febre persistente e inexplicada, “maos de mecéanico” e
fenbmeno de Raynaud (1,2). Raramente a triade classica est4 presente de forma
completa no inicio da manifestacdo dos sintomas em SAS. Um estudo demonstrou que
apenas 19% dos pacientes apresentavam as trés principais manifestacoes clinicas da
doenca no momento do inicio dos sintomas (24). Diversos estudos demonstram
consistentemente que as manifestacdes tendem a surgir ao longo de meses a anos de
acompanhamento desses pacientes (25-28).

A miosite se apresenta clinicamente por mialgia e fraqueza muscular e nos
exames complementares € possivel identificar aumento das concentracdes séricas de
creatinofosfofoquinase (CPK) e aldolase, eletroneuromiografia com padrdo miopético
(aumento da atividade espontanea, baixa amplitude, curta duracao dos potenciais das
unidades motoras e recrutamento precoce), ressonancia nuclear magnética
demonstrando edema muscular e estudo anatomopatolégico do musculo
demonstrando infiltrado inflamatério (5,6,29). A sua prevaléncia nos pacientes
portadores de SAS varia de 50% - 90% e esté relacionada parcialmente ao tipo de
anticorpo presente (30,31). Os pacientes com anti-Jo-1 positivo apresentam maior
incidéncia de miosite quando comparados aos pacientes com outros autoanticorpos
anti-ARS (30).

O envolvimento pulmonar em SAS é resultante da inflamacao e fibrose intersticial
(1). A doenca intersticial pulmonar se apresenta clinicamente com dispneia e tosse, e
exames complementares demonstram achados tipicos na tomografia computadorizada
de térax (por ex.: atenuacdo em vidro fosco, opacidades lineares e nodulares, fibrose
pulmonar, bronquiectasias e faveolamento) (32,33). A prova de funcdo pulmonar
completa costuma apresentar distlrbio ventilatério restritivo, com reducédo da
capacidade vital forcada (CVF) e reduc¢éo da difusdo do monéxido de carbono (DLCO),
o volume expiratorio forcado no 1° segundo (VEF1) costuma ser normal (17,34). Do
ponto de vista histopatologico sdo encontrados aspectos relacionados a pneumopatia
intersticial ndo especifica (mais comum), pneumopatia intersticial usual, pneumonia
organizante criptogénica e dano alveolar difuso com fibrose pulmonar (1,33,35). A
prevaléncia de doenca pulmonar intersticial varia de 67% a 100% dos pacientes (17,35)
e esta mais relacionada aos anticorpos anti-PL-7, anti-PL-12 e anti-EJ (30).



18

O envolvimento articular em SAS também apresenta um espectro de
manifestacdes clinicas. Esses pacientes podem apresentar artralgia, artrite ndo erosiva
e nao deformante, artrite deformante ndo erosiva e artrite erosiva deformante (rara)
(17). Tem prevaléncia aproximada de 64% - 85% dos pacientes (17). Um estudo
demonstrou que o momento de surgimento da doenca articular pode determinar o
prognéstico dessa manifestacdo nos pacientes com SAS, com tendéncia a
desenvolvimento de quadros mais graves (incluindo quadros semelhantes a artrite
reumatoide) para aqueles que apresentam essa manifestacdo no inicio da doenca (25).
O envolvimento articular € mais comum em pacientes com SAS com anticorpo anti-Jo-
1 positivo em comparac¢ao com outros anti-ARS (30).

Estudos caracterizando as manifestacdes secundarias em SAS sd0 escassos.
Lesdes cuténeas tipo “maos de mecéanico” sdo alteracdes hiperceratdticas que
produzem fissuras na face ulnar do polegar e nas faces radiais dos demais quirodactilos
(36,37). Na histopatologia da pele sado verificados acentuadas hiperceratose,
paraceratose focal e acantose psoriasiforme (36). Essas lesdes estdo associadas a
presenca de atividade de doenca (37). Nao existem estudos especificos sobre febre em
SAS. Sabe-se que essa manifestacdo surge durante os periodos de atividade de
doenca (1). Em relacdo ao fendmeno de Raynaud, apesar de dados também escassos,
é sabido que fendbmeno de Raynaud grave com isquemia e necrose digital € incomum
e, na capilaroscopia, pacientes com anticorpos anti-ARS e miopatia costumam

apresentar neoangiogénese sem megacapilares (17).

1.6 Diagndstico e classificacéo

Um critério diagnéstico amplamente validado e satisfatorio em SAS ainda nao
existe na literatura (28). Os critérios mais utilizados nos estudos envolvendo pacientes
com SAS sao os critérios propostos por Connors et al. (3), em que o paciente deve ter
obrigatoriamente um anticorpo anti-ARS associado a uma das caracteristicas clinicas
da doenca: miosite, pneumopatia intersticial, artrite, febre persistente e inexplicada,
fenbmeno de Raynaud ou “maos de mecanico”.

Outros critérios de classificacdo diagndstica que merecem mencao sdo os de
Solomon et al. (38). Neste, sdo considerados critérios maiores a presencga de miosite
ou doenca intersticial pulmonar e sdo considerados critérios menores a presenca de

artrite, fendbmeno de Raynaud ou “‘maos de mecéanico”. Para o diagnostico sao
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necessarios a presenca do anticorpo antissintetase mais dois critérios maiores ou um
maior e dois menores.

Coortes recentes publicadas em SAS tem considerado como critério de entrada a
presenca de um anti-ARS associado a presenca de um dos sintomas da triade classica
(miosite, pneumopatia intersticial ou artrite) (24,26,27,30,31). E urgente a necessidade
de critérios de classificacdo amplamente validados para fins de uniformizarmos a
pesquisa clinica em SAS no mundo.

A SAS pode ser ainda classificada como forma completa, quando apresenta todas
as manifestaces da triade classica ou forma incompleta, quando apresenta apenas

uma ou duas manifestacées (24,27,30,31).

1.7 Anticorpos antissintetases

Sintetases sdo enzimas citoplasmaticas responsaveis por transportar
aminoécidos especificos para o RNA transportador correspondente durante a fase de
translacdo da sintese proteica (1). Os anticorpos anti-ARS, por sua vez, séo dirigidos
contra o complexo sintetase-RNA transportador (17). Apesar de existirem 20 tipos de
sintetases em cada célula (uma para cada aminoacido), sdo descritos até o0 momento
oito autoanticorpos anti-ARS: anti-Jo-1 (0 mais comum), -PL-7, -PL-12, -OJ, -EJ, -KS, -
YRS/Ha, -Zo (1,2,9).

Por serem autoanticorpos dirigidos contra antigenos citoplasmaticos, um padrao
de imunofluorescéncia citoplasmatico pontilhado pode ser observado na pesquisa de
fator antinuclear em células HEp-2 em uma parte dos pacientes com SAS (17). Algumas
observagcbes sugerem que o0s anticorpos anti-ARS podem estar relacionados a
fisiopatogénese da doenca, demonstrando que as sintetases possuem funcdes além
da sintese proteica, relacionadas a sinaliza¢do no processo inflamatorio (39). Também
existem descrigcbes de correlagdo dos niveis séricos de anti-Jo-1 com atividade de
doenca (40).

Por fim, existe razoavel carga de evidéncia na literatura de que anticorpos anti-
ARS determinam parcialmente as caracteristicas clinicas dos pacientes com SAS

(4,11,23-25).

1.8 Biomarcadores em sindrome antissintetase
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Determinar a presenca e o papel biologico de biomarcadores € de fundamental
importancia na pratica clinica em SAS. Estes podem ajudar a determinar o perfil de
manifestacbes clinicas, presenca de atividade de doenca, progndstico, além de
representarem potenciais alvos terapéuticos.

Das moléculas estudadas até o momento, interferon (IFN)-¢ e o fator ativador de
células B (BAFF ou BLyS) séo as de maior relevancia. IFN-¢ € uma citocina envolvida
na resposta imune mediada por linfocitos T, produzida principalmente por células
dendriticas e com importante papel na fisiopatogénese de algumas doencas
autoimunes, como ldpus eritematoso sistémico, sindrome de Sjégren e miopatias
autoimunes sistémicas (41). Foi demonstrado que os autoanticorpos anti-ARS podem
atuar como indutores de IFN-q, (42). Essa inducéo leva a alteragées musculares e pode
estar relacionada ao envolvimento pulmonar na doenca (41). Em relagdo ao BAFF,
demonstrou-se que a concentracao sérica desta molécula estd aumentada em SAS e
este parece estar relacionado a presenca e gravidade de manifestacdes clinicas
(muscular e pulmonar). Existe evidéncia apontando também para reducdo do BAFF
circulante com o tratamento e uma possivel relacdo com atividade de doenca (43).

Outra molécula de relevancia em miopatias autoimunes sistémicas, incluindo
SAS, é a interleucina (IL) 17A. A IL-17A é produzida principalmente por células T
auxiliadoras tipo 17 (Th17), cuja diferenciacdo depende de citocinas como IL-6, IL-21,
IL-23 e o transforming growth factor beta (TGF-B) (44). A IL-17A estimula a producéo
de varias citocinas proé-inflamatérias, como tumoral necrosis factor alfa (TNFa), IL-1, IL-
6, IL-8 e outras (45,46), promovendo o recrutamento de células inflamatérias em
diferentes tecidos e 6rgaos (46,47). IL-17A também esté relacionada a interacdo dos
linfécitos B e T que ocorre na resposta imune, auxiliando na proliferacédo de células B e
na alteracéo do isotipo de imunoglobulina G (48). O uso de rituximabe, um depletor de
linfécitos B, ja foi associado a niveis séricos reduzidos de IL-17A no contexto de
doencas autoimunes sistémicas (49-51).

A possivel ligagéo entre a IL-17A e a patogénese de varias doengas inflamatorias
sistémicas vem sendo descrita na literatura (52-59). Altos niveis séricos e teciduais de
IL-17A foram descritos em pacientes com ldpus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide, sindrome de Sjogren e também miopatias autoimunes sistémicas (52-55).
Além disso, existem estudos demonstrando correlagdo entre os niveis séricos da IL-

17A com a atividade da doenga em pacientes com lUpus eritematoso sistémico (53),
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artrite reumatoide (45) e miopatias autoimunes sistémicas (55-57).

Apesar de existirem poucos estudos disponiveis na literatura, a relevancia da IL-
17A tem sido descrita em pacientes com dermatomiosite e polimiosite (55-58). Chevrel
et al. (60) demonstraram expressao de IL-17A em biopsias musculares de pacientes
com dermatomiosite e polimiosite. Posteriormente, alguns pesquisadores
demonstraram aumento dos niveis séricos de IL-17A em dermatomiosite e polimiosite,
principalmente em estagios iniciais de doenca (57), e correlacionando com a atividade
muscular e cutanea (55,56). Além disso, a IL-17A também se correlacionou com 0s
niveis séricos de outras moléculas inflamatoérias, como TNF-a e IFN-y (55), sugerindo
um papel importante da IL-17A na fisiopatogénese das miopatias autoimunes
sistémicas.

Em estudo recente envolvendo pacientes com SAS, foi demonstrado maior
concentracéo de IL-17A sérica em comparag¢do com controles saudaveis no inicio do
estudo (56). O mesmo trabalho demonstrou ainda que IL-17A foi a Unica citocina
relacionada a atividade de doenca, apresentando relagcéo inversa com a forgca muscular
avaliada pelo Manual Muscle Testing 8 (MMT-8), sugerindo um papel em potencial para
IL-17A como biomarcador relacionado a desfechos clinicos. Apesar de apresentar
dados promissores, 0 estudo apresenta algumas limitacdes. Foram incluidos apenas
sete pacientes com SAS, todos positivos para autoanticorpo anti-Jo-1. A segunda
analise bioquimica soroldgica foi realizada apenas cinco meses depois do inicio do
estudo, tempo insuficiente para conclusdes fidedignas no contexto de doenca
autoimune cronica com surtos intermitentes de atividade. O pareamento de idade foi
inadequado entre os grupos (média de 58 anos no grupo de estudo vs. média de 45
anos no grupo controle). Portanto, tornam-se necessarios estudos com maior amostra
de pacientes com SAS (incluindo pacientes com outros autoanticorpos além do anti-Jo-
1) e adequadamente pareados em relagdo ao grupo controle para melhor entendimento
do papel de IL-17A no manejo clinico da SAS. Até o momento, ndo existem estudos na
literatura que avaliaram o comportamento de IL-17A em resposta ao tratamento

medicamentoso em SAS.
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2. Justificativa

Sendo a SAS uma entidade rara de descricdo recente, com caracteristicas
clinicas, evolucdo e progndstico distintos, torna-se importante a deteccdo de
biomarcadores confiaveis e Uteis que auxiliem na pratica clinica.

Descrever um biomarcador relacionado a atividade de doenca e que apresente
comportamento tipico ao diagndstico e durante o tratamento pode auxiliar na elucidagéo
diagnoéstica, monitorizacdo da resposta ao tratamento e ainda gerar dados para

potenciais estudos futuros com tratamentos baseados em moléculas alvo-dirigidas.
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Objetivo

Primarios:

1)

2)

Avaliar em um corte transversal a concentracdo sérica de IL-17A em pacientes com

SAS, comparando-os com individuos saudaveis;

Analisar prospectivamente a concentracdo sérica de IL-17A nos pacientes com

SAS refrataria e que iniciaram tratamento com rituximabe.

Secundarios:

1)

2)

3)

4)

5)

Analisar a correlacdo da concentracdo sérica de IL-17A com dados demogréficos
de pacientes portadores de SAS (idade, género, etnia);

Analisar a correlacdo da concentracdo seérica de IL-17A com dados clinicos de
pacientes portadores de SAS, incluindo escores validados de atividade de doenca:
Escala Visual Analégica (EVA) do paciente, EVA do médico, Health Assessment
Questionnaire (HAQ), MMT-8, Myositis Disease Activity Assessment Visual
Analogue Scales (MYOACT);

Analisar a correlacdo da concentracdo sérica de IL-17A com dados da tomografia
computadorizada de térax de pacientes portadores de SAS;

Analisar a correlacdo da concentracdo sérica de IL-17A com dados da prova de
funcdo pulmonar de pacientes portadores de SAS;

Analisar a correlacdo da concentracéo sérica de IL-17A com a concentracao sérica

de CPK de pacientes portadores de SAS.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Desenho de estudo

Estudo realizado em um unico centro, no periodo de 2017 a 2019, no qual foram
incluidos 64 pacientes adultos consecutivos com SAS (Figura 1), em acompanhamento
regular no Servigo de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Séo Paulo (HCFMUSP) - SP.

O estudo foi composto por duas fases:

a) Primeiramente, foi realizado um corte transversal dos pacientes com SAS que
foram pareados por sexo, idade e etnia com 64 individuos saudaveis, para analise
da concentracdo sérica da IL-17A,;

b) Na segunda parte do estudo, a concentracdo sérica de IL-17A foi avaliada
prospectivamente por 12 meses nos pacientes com SAS refratarios e que

receberam rituximabe.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética local (CAAE: 93514918.0.0000.0068)

e todos o0s pacientes assinaram um termo de consentimento informado.

4.2 Critérios de inclusao

Todos os pacientes preencheram os critérios de classificacdo de SAS sugeridos
por Connors et al. (3), mas com modificacdes para aumentar a especificidade: presenca
de autoanticorpo anti-ARS e pelo menos duas das trés manifestacdes principais da
doenca: envolvimento muscular, articular e/ou pulmonar. Além disto, a presenca de pelo
menos um dos seguintes itens: “m&os de mecénico”, fendmeno de Raynaud, febre de

origem indeterminada (55,59).

4.3 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo incluiram pacientes com sindrome de sobreposicao,
miosite associada a malignidades, infec¢Bes agudas e crbnicas, comorbidades graves

e descompensadas (por ex.: hepatopatias, nefropatias e cardiopatias).



Figura 1 - Fluxograma de selecdo de pacientes para o estudo
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4.4 Método

Os pacientes foram avaliados clinicamente e foi realizada uma entrevista

padronizada. As seguintes informacdes foram coletadas:

a)
b)

d)

f)

Dados demogréficos: idade atual, etnia, género;

Dados clinicos e laboratoriais: idade no inicio da doenca, duracdo da doenca,
ocorréncia de surtos de atividade, manifestacdes presentes no inicio da doenca,
manifestagbes que surgiram durante o0 acompanhamento, comorbidades
(hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, tabagismo, hipotireoidismo,
histéria prévia de infarto agudo do miocéardio e/ou acidente vascular cerebral);
Status da doenca: baseado nos escores de International Myositis Assessment and
Clinical Studies Groups (IMACS) (61), que inclui a aplicacdo de questionarios:
MMT-8, MYOACT, HAQ, avaliacdo global de doenca pelo médico e pelo paciente
baseadas em escala visual analégica (61,62). Além disto, a avaliacdo da
concentracdo seérica de CPK (valor de referéncia: 26 - 192 U/L), aldolase (< 7.6
U/L), alanina aminotransferase (ALT, < 31 U/L), aspartato aminotransferase (AST,
< 31 U/L), desidrogenase lactica (DHL, 135 - 214 U/L) - método cinético.

A identificacdo de autoanticorpos anti-ARS (anti-Jo-1, PL-7, PL-12, OJ e -EJ) foi
feita por line blot test em um kit comercialmente disponivel (Myositis Profile Euroline
Blot test kit, Euroimmun, Lubeck, Alemanha). A andlise foi realizada de acordo com
método previamente estabelecido (63). Para deteccdo de fator antinuclear foi
utilizada imunofluorescéncia indireta usando células HEp-2;

Parametros pulmonares foram avaliados por tomografia computadorizada de torax
e prova de funcdo pulmonar completa com andlise de capacidade vital forcada
(CVF), volume expiratério forcado no 1° segundo (VEF1) e difusdo do monéxido de
carbono (DLCO). O envolvimento pulmonar foi definido como presenca de sinais
tomogréaficos sugestivos de pneumopatia secundaria a SAS e/ou presenca de
distarbio restritivo ou reducédo da difusdo de mondxido de carbono na prova de
funcé@o pulmonar. Em pacientes refratarios que receberam rituximabe como parte
do tratamento, novas tomografia computadorizada de térax e prova de funcéo
pulmonar foram realizadas 6 - 12 meses apoés a 12 aplicacdo desta medicacao;

Tratamento: glicocorticoides e imunossupressores / imunomoduladores.
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Pacientes com SAS refrataria foram definidos como aqueles que apresentaram
uma resposta inadequada a pelo menos dois imunossupressores / imunomoduladores
(ciclofosfamida, azatioprina, metotrexato, ciclosporina, leflunomida e micofenolato de
mofetila) em dose terapéutica, por um periodo minimo de trés meses, administrados
em combinacdo ou de forma sequencial. Resposta inadequada foi definida como
manutencao de atividade clinica de doenca (artrite, fraqueza muscular, piora em teste
de funcdo pulmonar e/ou tomografia computadorizada de térax, febre atribuida a
atividade de doencga) ou novos surtos de atividade clinica de doenga na tentativa de
desmamar glicocorticoide.

Resposta clinica do paciente foi definida como minima, moderada ou maior de
acordo com os critérios do American College of Rheumatology / European League
Against Rheumatism 2016 para adultos com polimiosite e dermatomiosite (64).

InfeccBes graves foram definidas de acordo com a necessidade de hospitalizacao
ou antibiotico parenteral. Eventos adversos graves foram definidos como morte, evento
ameacador a vida, incapacitante ou clinicamente significativo o suficiente para
necessitar de intervencéo medica.

O tratamento com rituximabe consistiu em duas infusdes (1 g cada com intervalo
de duas semanas) e esse mesmo esquema foi repetido a cada seis meses por dois
anos em pacientes que apresentaram resposta clinica. Realizamos nova coleta de
informacdes (demograficas, clinicas e laboratoriais) e coleta de soro apos seis e 12
meses da primeira aplicacdo nos pacientes submetidos a este tratamento.

Amostras de sangue foram coletadas e imediatamente centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos e entdo armazenadas a - 80 °C para andlise posterior de citocina (IL-
17). A quantificagdo de IL-17A foi realizada por Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) de acordo com o protocolo do fabricante (RayBiotech, Peachtree Corners,
Georgia, EUA). Uma fracdo das amostras de sangue venoso também foi utilizada para

analise das concentragfes séricas de CPK, aldolase, ALT, AST, DHL.

4.5 Grupo controle

Acompanhantes dos pacientes ou funcionarios da nossa intituicdo foram
selecionados como grupo controle. Toda a analise laboratorial foi realizada no grupo
controle e as entrevistas e questionarios foram aplicados, exceto os relacionados a

atividade de doenca.
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4.6 Andlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a distribuicdo de cada parametro.
Os resultados foram apresentados como mediana (interquartil 25% - 75%) ou média +
desvio padrdo para varidveis continuas, enquanto as variaveis categoricas foram
apresentadas como frequéncia (%). Os resultados foram comparados pelos testes de
t-Student ou Mann-Whitney para variaveis continuas para determinar diferencas entre
pacientes com SAS e 0 grupo controle. Para comparacgfes entre pacientes tratados
com rituximabe (pré e pés medicacao), foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Diferencas
em variaveis categoricas foram calculadas pelo teste exato de Fisher e y? de Pearson.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes com valores de P <
0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS, versdo 15.0
(Chicago, lllinois, EUA).
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas gerais dos pacientes

Sessenta e quatro pacientes com SAS e 64 individuos saudaveis foram avaliados.
A média de idade no diagnéstico da doencga foi 41,5 £ 12,8 anos, com predominancia
do sexo feminino e etnia branca nos dois grupos (Tabela 1). Aproximadamente 90%
dos pacientes apresentaram pelo menos uma manifestacdo principal (muscular,
articular e/ou pulmonar). As prevaléncias de “maos de mecanico”, fenbmeno de
Raynaud e febre foram, respectivamente, 89,1%, 78,1% e 71,9%. Em relacédo as
caracteristicas laboratoriais, 81,3% dos pacientes apresentaram fator antinuclear
positivo e o principal autoanticorpo anti-ARS foi anti-Jo-1 (82,8%), seguido de anti-PL-
7 (6,3%), anti-PL-12 (6,3%) e anti-EJ (4,7%). Nenhum paciente apresentou anti-OJ. A
concentracdo sérica mediana inicial de CPK foi 3105 (632 - 8463) U/L. Além disso, 40
(62,5%) pacientes apresentaram sinais de doenca intersticial pulmonar, 46 (71,9%)
apresentavam opacidades em vidro fosco e 11 (17,2%) apresentavam sinais de fibrose

pulmonar na TC de torax.

5.2 Primeirafase: corte transversal

No momento da analise transversal, a média de idade dos pacientes era de 44,8
+ 11,8 anos, com duragdo mediana de doenca de 1,5 (0,0 - 4,0) anos. O grupo de
pacientes foi semelhante ao grupo controle em relacéo a distribuicéo de idade, género
e etnia (P > 0,05).

Em relacdo ao envolvimento pulmonar, 33 (51,5%) pacientes apresentavam sinais
de pneumopatia intersticial, 32 (50,0%) com opacidades em vidro fosco e 20 (31,2%)
com sinais de fibrose pulmonar na tomografia computadorizada de torax. Analisando
0s parametros de espirometria, o valor mediano de CVF foi de 62,5 (48,0 - 73,5) %,
FEV1 de 64,0 (49,0 - 77,0) % e DLCO de 61,0 (37,8 - 73,0) %, conforme apresentados
na Tabela 2.
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Tabela 1 - Dados demograficos, caracteristicas clinicas, parametros laboratoriais

e tomografia computadorizada do torax dos pacientes com sindrome

antissintetase no momento do diagndstico

Parametros n=64
Idade ao diagndstico (anos) 41,5+12,8
Sexo feminino 53 (82,8)
Cor branca 47 (73,4)
Caracteristicas clinicas iniciais e cumulativas
Envolvimento muscular 61 (95,3)
Envolvimento articular 59 (92,2)
Envolvimento pulmonar 57 (89,1)
“‘Maos de mecanico” 57 (89,1)
Fendémeno de Raynaud 50 (78,1)
Febre 46 (71,9)
Caracteristicas laboratoriais
Fator antinuclear 52 (81,3)
Anti-Jo-1 53 (82,8)
Anti-PL-7 4 (6,3)
Anti-PL-12 4 (6,3)
Anti-EJ 34,7
Anti-OJ 0

Creatinofosfoquinase inicial (U/L)

3105 (632-8463)

Tomografia de térax inicial
Opacidades em vidro fosco
Pneumopatia intersticial

Fibrose pulmonar

46 (71,9)
40 (62,5)
11 (17,2)

Dados apresentados como média + desvio padrdo, mediana (interquartil 25% - 75%) ou frequéncia (%).



31

Tabela 2 - Dados demogréficos, tomografia computadorizada de torax e testes de
funcdo pulmonar dos pacientes com sindrome antissintetase no momento da

inclusdo no estudo

Parametros n=64
Idade atual (anos) 44,8+11,8
Duracao da doenca (anos) 1,5 (0,0-4,0)
Tomografia computadorizada de térax atual
Pneumopatia intersticial 33 (51,5)
Opacidades em vidro fosco 32 (50,0)
Fibrose pulmonar 20 (31,2)

Testes de funcao pulmonar atuais
CVF (% do predito)
VEF1 (% do predito)
R (VEF1/CVF)
Capacidade de difuséo do CO (% do predito)

62,5 (48,0-73,5)
64,0 (49,0-77,0)
1,00 (0,93-1,08)
61,0 (37,8-73,0)

Tratamento com glicocorticoide
Uso atual
Dose atual (mg/dia) *

Drogas imunossupressoras atuais **
Uma

Duas

46 (71,9)

10,0 (0,0-40,0)
44 (68,8)

36 (56,2)

8 (12,5)

Dados apresentados como média + desvio padréo, mediana (interquartil 25% - 75%) ou frequéncia (%).

CVF: capacidade vital forgcada; VEF1: volume expiratério forcado no 1° segundo; Razdo: VEF1/CVF; CO:
monoxido de carbono

* equivalente a prednisona

** Azatioprina (2 - 3 mg/kg/dia), ciclosporina (3,0 — 5,0 mg/kg/dia), leflunomida 20 mg/dia, metotrexato
(15 - 25 mg/semana), micofenolato de mofetila (2 - 3 g/dia), rituximabe [1 g, intravenoso, tempo zero e
apos 15 dias (primeiro ciclo) repetindo esse esquema apds 6 meses], e/ou imunoglobulina humana
intravenosa (1g/kg, 1x/dia, dois dias consecutivos).
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Aproximadamente trés quartos dos pacientes com SAS estavam utilizando
glicocorticoide, com uma dose mediana de 10 (0O - 40) mg/dia de prednisona. Além
disso, metade dos pacientes estava utilizando pelo menos um imunossupressor /
imunomodulador (Tabela 2).

A Tabela 3 traz informacfes sobre o status de doenca no momento da analise
transversal. A maioria dos pacientes apresentava doenca controlada no momento da
entrevista.

A concentracdo sérica de IL-17A foi superior no grupo de pacientes com SAS,
guando comparados ao grupo controle: 9,66 (9,04 - 10,36) pg/mL vs. 7,71 (5,73 - 9,03)
pg/mL, respectivamente; (P < 0.001), como demonstrado na tabela 3. IL-17A sérica ndo
apresentou correlacdo com os parametros de IMACS (EVA do paciente, EVA do
médico, HAQ, MMT-8, MYOACT) e outras caracteristicas clinicas e demograficas
analisadas no grupo SAS (idade, duracéo de doenca, género, etnia, CPK sérica, testes

de funcao pulmonar, tipo de tratamento).
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Tabela 3 - Estado de doenca e concentracdo sérica de interleucina-17A em

pacientes com sindrome antissintetase e controles saudaveis

Parametros SAS (n=64) Controles (n=64) P

EVA do paciente (0-10 cm) 4,0 (2,0-6,0) - -
EVA do médico (0-10cm) 3,0 (0,0-5,0)

HAQ (0,00-3,00) 0,67 (0,13-1,38) - -
MMT-8 (0-80) 78 (71-80) - -
MYOACT (0-60) 4,0 (0,5-12,5) - -
CPK (U/L) 208 (98-597) 106 (78-161) <0,01
Aldolase (U/L) 6,2 (4,4-18,3) 4,0 (3,2-5,3) <0,01
DHL (U/L) 352 (243-590) 346 (317-405) 0,93
AST (U/L) 24 (17-37) 20 (16-23) 0,01
ALT (U/L) 24 (16-57) 18 (13-25) 0,03
IL-17A (pg/mL) 9,66 (9,04-10,36) 7,71 (5,73-9,03) <0,01

Dados apresentados como mediana (interquartil 25% - 75%).

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; CPK: creatinofosfoquinase; DHL.:
Desidrogenase lactica; HAQ: Health Assessment Questionnaire; IL: interleucina; MMT: Manual Muscle
Testing; MYOACT: Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue Scales; EVA: escala visual
analdgica; SAS: sindrome antissintetase.
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5.3 Segunda fase: Analise prospectiva

Dezesseis (25%) dos 64 pacientes com SAS foram incluidos nesta analise. A
média de idade dos pacientes foi de 43,1 £ 10,1 anos, com duracdo mediana de doenca
de 1,5 (0,0-5,8) anos, com 81,2% de mulheres e 56,2% de etnia branca.

A atividade muscular foi a razédo principal para introducéo de rituximabe (75,0%
dos pacientes), enquanto que em 43,8% e 31,3% dos pacientes, as indica¢des foram,
respectivamente, em razao de atividade pulmonar e articular.

Devido a doenca refrataria, um quarto dos pacientes com SAS com sinais de
doenca grave de acordo com diretriz local (fraqueza muscular grave, Ulceras cutaneas,
doenca intersticial pulmonar e disfagia grave) (71) receberam pulsoterapia com
metilprednisolona (1 g/dia por 3 dias consecutivos) e/ou imunoglobulina intravenosa (1
g/kg/dia por 2 dias consecutivos) antes de iniciar o tratamento de indugdo com
rituximabe para remissdo de doenca (Tabela 4).

Com a excecdo para a concentracdo sérica de CPK, todos os parametros de
IMACS melhoraram de forma significativa apds 12 meses de terapia com rituximabe. A
média dos parametros de IMACS apresentou uma resposta maior neste subgrupo, de
acordo com critério internacional de resposta em miosites (66).

A mediana de concentracdo sérica de IL-17A diminuiu de 9,66 (9,14 - 10,58)
pg/mL para 9,04 (8,20 - 9,66) pg/mL, durante os 12 meses de tratamento com
rituximabe (p = 0,005).

Além disso, no inicio do tratamento com rituximabe, esses pacientes
apresentavam CVF mediana de 66,0% do predito (51,0 - 80,0) e VEF1 de 64,5% do
predito (52,3 - 75,0). No periodo de 6 a 12 meses apés o inicio do tratamento, ndo
houve variacdo significativa destes pardmetros. Em relacdo a tomografia
computadorizada de térax, no inicio do tratamento com rituximabe, 87,5% dos
pacientes tinham sinais de doenca pulmonar intersticial, com 75% demonstrando
opacidades em vidro fosco e 31,2% demonstrando sinais de fibrose pulmonar. No final
dos 12 meses de acompanhamento, tomografia computadorizada de térax de controle
demonstrou que 68,7% dos pacientes tinham sinais de doenca intersticial pulmonar,
56,2% tinham opacidades em vidro-fosco, e 43,7% apresentavam sinais de fibrose
pulmonar. Entretanto, essas variagdes nédo apresentaram diferenga estatisticamente

significativa.
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Em relacdo ao tratamento, esses pacientes demonstraram uma significativa
reducdo na dose de glicocorticoide apos introducdo de rituximabe: 20 (10,6 - 40,0)
mg/dia no inicio vs. 5 (0,0 - 12,5) mg/dia em 12 meses (P = 0,002).

Nenhum paciente apresentou infeccdo grave, evento adverso grave ou

diagndstico de neoplasia durante o primeiro ano de tratamento.



Tabela 4 - Avaliacdo no inicio do tratamento, 6 e 12

antissintetase refrataria

meses apos uso de rituximabe nos 16 pacientes com sindrome

Inicio do 6 12 A% P
tratamento meses meses 12m vs. Inicio 12m vs. Inicio
MMT-8 (0-80) 71 (65-80) 77 (74-80) 78 (73-80) 9,8 0,02
HAQ (0,00-3,00) 1,00 (0,50-1,38) 0,63 (0,25-0,88) 0,50 (0,00-1,00) -50 0,03
EVA do paciente (0-10 cm) 5,5 (4,0-7,0) 2,0 (1,0-5,5) 1,6 (0,0-4,5) -70,9 0,01
EVA do médico (0-10 cm) 4,0 (3,0-5,0) 2,0 (1,0-3,5) 1,0 (0,0-1,8) -75,0 0,02
MYOACT 8,0 (2,0-13,0) 3,5(0,0-6,3) 0,0 (0,0-2,0) -100 0,04
CPK (U/L) 455 (143-906) 126 (60-213) 112 (58-305) -75,4 0,30
IL-17A (pg/mL) 9,66 (9,14-10,58) 9,33 (8,77-10,36) 9,04 (8,20-9,66) -6,4 0,01
Tratamento
Dose de prednisona (mg/dia) 20,0 (10,6-40,0) 7,2 (2,5-15,0) 5,0 (0,0-12,5) -75 0,01
MP 4 (25,0) - - -
IGIV 4 (25,0) - - -
TC de torax atual
Pneumopatia intersticial 14 (88) - 11 (69) - 0,33
Opacidade em vidro fosco 12 (75) - 9 (56) - 0,42
Fibrose pulmonar 5(31) - 7 (44) - 0,71
Inicio do tratmento 6-12 meses A% P
Prova de funcéo pulmonar atual
CVF (% do predito) 66,0 (51,0-80,0) 68,5 (56,0-77,8) 3,7 0,88
VEF1 (% do predito) 64,5 (52,3-75,0) 64,5 (59,0-82,5) 0 0,63

Resultados expressos em porcentagem (%), média + desvio padrdo ou mediana (interquartil 25% - 75%).

CPK: creatinofosfoquinase; CVF: capacidade vital forcada; EVA: escala analdgica visual, HAQ: Healthy Assessment Questionnaire; IGIV: imunoglobulina
intravenosa humana; IL: interleucina; MMT: Manual Muscle Testing; MP: metilprednisolona; MYOACT: Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue
Scale; TC: tomografia computadorizada; VEF1: volume expiratorio forcado no 1° segundo; A%: variagdo em porcentagem.
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6. Discussao

Este foi o primeiro estudo a demonstrar o aumento de concentracdo sérica de
IL-17A em uma amostra exclusiva de pacientes com SAS, com outros anticorpos
anti-ARS além de anti-Jol. Além disso, a IL-17A reduziu de forma significativa
durante o tratamento com rituximabe em pacientes com SAS refrataria.

O presente estudo apresenta alguns avangos importantes. Pela primeira vez,
a IL-17A foi comparada entre uma populacéo estrita de pacientes com SAS com
anticorpos anti-ARS variados e controles saudaveis. Uma amostra homogénea e
representativa de pacientes com SAS foi incluida, mesmo apds aplicacdo de
critérios de inclusédo restritos para uma condicdo rara. Nossos pacientes foram
pareados para idade, género e etnia com o grupo controle, de modo a controlar o
efeito dessas varidveis como confundidoras na anélise estatistica. Em conjunto com
os dados clinicos e parametros de atividade de doenca de acordo com IMACS (61),
nos apresentamos também informacgfes relacionadas ao tratamento. Além da
andlise transversal, também incluimos uma andlise prospectiva da subpopulacéo
de pacientes que receberam rituximabe como parte do tratamento. Uma vez
incluidos dados relacionados ao tratamento, incluindo analise prospectiva em um
subgrupo especifico de pacientes, ampliamos a analise do papel de IL-17A em SAS,
gerando hipéteses sobre a utilidade desse biomarcador enquanto parametro de
monitorizagcao da resposta a medicacoes.

A SAS foi mais comum em mulheres e em pacientes de etnia branca, em
concordancia com estudos prévios (41,65-68). Apesar da falta de uniformidade na
literatura em relacéo a definicdo do envolvimento organico em SAS, com grande
variagdo entre o que foi definido nos estudos prévios, nossos pacientes
demonstraram uma elevada prevaléncia de envolvimento muscular, articular e
pulmonar e também uma elevada frequéncia de fenbmeno de Raynaud no momento
da avaliacdo transversal. Provavelmente isso se deve a presenca de doenca
estabelecida na maioria dos pacientes.

Em relacdo aos dados dos pacientes no momento da andlise transversal,
baseados nos parametros de IMACS, a maioria dos pacientes apresentava doenca
controlada. Porém, trés quartos dos pacientes ainda estavam utilizando
glicocorticoide, com uma dose média de 10 mg/dia de prednisona. Esses dados
sugerem que na nossa pratica habitual ainda dependemos de doses moderadas de
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glicocorticoide para controle de doenca em SAS. Sendo esta medicacao
sabidamente associada a eventos adversos como ganho de peso, diabetes e
osteoporose, necessitamos, portanto, de estratégias mais efetivas para controle de
atividade de doenca com o uso da menor dose possivel de corticosteroides,
incluindo para isso o uso de biomarcadores.

Em relacdo as citocinas, nossos pacientes portadores de SAS apresentaram
aumento da concentracdo sérica de IL-17A quando comparados com controles
saudaveis. Embora o aumento de IL-17A ja tenha sido demonstrado no contexto de
miopatias autoimunes sistémicas (55-57,60), o presente estudo demonstrou pela
primeira vez o aumento de IL-17A em uma amostra estrita de pacientes com SAS
incluindo outros anticorpos anti-ARS além do autoanticorpo anti-Jo-1. A IL-17A é
relacionada a diversas vias do processo inflamatério, participando como um co-
estimulo para a producdo de varias citocinas pro-inflamatérias, como INF-a., IL-1,
IL-6, IL-8, auxiliando na génese e perpetuacao da inflamacéo (46,47). Nossos dados
nos levam a acreditar que existe um desbalanco da producéo de IL-17A também
em SAS, que pode contribuir tanto para génese como para a manutencdo da
doenca. Contudo, em nosso estudo, IL-17A n&o se relacionou com parametros
demogréficos, clinicos ou laboratoriais. Esses dados diferem de estudos prévios na
literatura que demonstraram associagao entre IL-17A com atividade de doenca em
miopatias autoimunes sistémicas (55) e em outras doencas reumaticas sistémicas
(45,53,54). Silva et al. (55) demonstraram relacao direta entre IL17-A com IMACS
em pacientes com polimiosite e dermatomiosite, com exce¢cdo do MMT-8. Nossa
populacao apresentou parametros de atividade de doenca mais elevados em todos
os dominios mensurados pelos critérios IMACS em comparag¢do com 0s pacientes
daquele estudo, com excecdo do MMT-8, que apresentou valor semelhante. Esta
diferenca também pode ter tornado nossos resultados diferentes dos deles. Como
uma entidade clinica distinta (69), particularidades da fisiopatologia de SAS,
diferentes de pacientes com dermatomiosite / polimiosite podem explicar
discrepancias observadas na correlacdo laboratorial destas com atividade de
doenca.

Apés a andlise transversal, realizamos uma avaliagdo da subpopulacdo de
pacientes com SAS que utilizaram rituximabe devido a atividade de doenca
refrataria, com avaliacdes prospectivas em seis e 12 meses apos o inicio desta

medicacdo. No inicio do acompanhamento destes pacientes, este subgrupo
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apresentava piores indices de atividade de doenca em todos os dominios de IMACS
gquando comparados a populacdo geral de pacientes com SAS. Também
observamos que todos os parametros de atividade de doenca melhoraram
significativamente nos primeiros 12 meses de tratamento com rituximabe, em
concordancia com estudos prévios (70-73).

A concentracdo sérica de IL-17A reduziu de uma forma significativa em
pacientes com SAS durante o tratamento com rituximabe. Um estudo envolvendo
pacientes com ldpus eritematoso sistémico demonstrou que rituximabe pode
aumentar os niveis de linfocitos T regulatorios, responsaveis por suprimir a
proliferacdo de linfocitos (74). Como IL-17A é principalmente produzida por uma
subpopulacao de linfocitos T (Th17), essa acdo poderia justificar uma reducdo na
producdo desta interleucina. A reducdo nos niveis de IL-17A apresentada neste
trabalho nos pacientes com SAS que receberam rituximabe pode estar além da
deplecao de linfocitos B. De Veerdonk et al. (50) demonstraram em pacientes com
artrite reumatoide que rituximabe reduz a populacédo de células Thl7 (a principal
fonte de IL-17A) no tecido sinovial. Esse mesmo trabalho revelou que esta acéo foi
independente, uma vez gque neste estudo rituximabe néo interferiu com células T
regulatorias e resposta Thl. Também nesse estudo, os autores demonstraram que,
na presenca de rituximabe, células produtoras de IL-17A in vitro demonstraram uma
importante reducdo na producao desta citocina e esses resultados se mantiveram
em pacientes com agamaglobulinemia, que néo tem linfécitos B funcionais,
sugerindo que a acao do rituximabe na populacdo Th17 é independente da deplecao
de linfocitos B. Outra possivel explicacao para o efeito do tratamento com rituximabe
na resposta mediada por IL-17A esta no trabalho de Alunno et al. (51), onde esses
autores demonstraram que em pacientes com sindrome de Sjogren existe uma
subpopulacdo de células Thl7 que coexpressam CD20 na superficie celular e
apresentaram uma significativa redugéo apos o tratamento com rituximabe. Esses
trabalhos sugerem fortemente que existe um mecanismo pelo qual rituximabe
suprime a resposta Th17 a despeito da deplecéo de linfécitos B, que ainda néo foi
completamente elucidado. Também ja foi demonstrado que rituximabe pode afetar
a populacdo de linfocitos T em outras doencas autoimunes sistémicas (75).
Rituximabe parece interferir com a coestimulacdo entre linfécitos B e linfocitos T
(76), processo no qual IL-17A também parece ter importancia (48). Como IL-17A é

principalmente produzida por uma subpopulagdo de Thl7, essas possiveis acoes
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de rituximabe podem explicar a reducdo de expressao de IL-17A observada no
nosso estudo em pacientes recebendo esta medicacdo. Um estudo prévio nao
demonstrou interferéncia do tratamento na concentragdo sérica de IL-17A em
pacientes com polimiosite e dermatomiosite (55).

Como limitagBes do presente estudo, trata-se de uma avaliacao observacional
em uma amostra de conveniéncia e, portanto, suscetivel a viés de selecdo e néao
controlada para outras variaveis que podem interferir com os resultados. Nem todos
0S pacientes apresentavam tomografia computadorizada de térax e testes de

funcdo pulmonar completos nos periodos analisados.
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7. Conclusodes

Pacientes com SAS tem a concentracdo sérica de IL-17A aumentada quando
comparados com controles saudaveis. Esses pacientes também apresentaram uma
gueda na concentragao sérica de IL-17A quando tratados com rituximabe. Logo, 0
presente trabalho gera hipdteses para estudos futuros nesta area, que irdo
identificar o papel do tratamento e de medicacfes especificas no comportamento

desta citocina nas doencas autoimunes sistémicas, incluindo SAS.
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9. Anexos

9.1 Questionarios de atividade de doenca

EVA

Escala Visual Analagica (Paciente):

& &
I ' I
]
Sem evidéncia Afvidade
de atividade ta doenga
dadoenca muito grawve

Escala Visual Analogica (Meéedico):

Sem evidéncia Atividade
de atividade da doenga
da doenga muito grave

MMT {lado direito, 0-10)
Flex&o cervical
Deltoide

Biceps braguial
Gluteo maximo
Gluteo medio
Quadriceps
Extensor do punho

Dorsiflexaon plantar
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MTAX 7 MYOACT (Nas dltimas 4 semanas; caracteristicas atribuidas 2 miopatia)

{0=ausente; 1=melhorou; 2=igual; 3=piorou; 4=nowva; NA=nio aplicavel)
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. Febre (=38°C)

. Emagredimento (=5%)

. Fadiga, canssdo, |ebargia
. Linfadenopatia (=1cm)

. Ulceragio cuténes

. Eritrodemmia

. Rash eritemstoss (acom penhada de mudangas vescdobolhosos, erosdes ou nechoses)
. Rash eritemstoss (sem atteragdes secundariss)
. Paniculite

a. =10% daarea da superficie corpores
b. =10% da drea da superficie corpdres

. Helidtropo

Papulaiingl de Gatron
Alteracio capilar perfiunoes)
Alopecis
a. grave ou difusa
b. leve oulocal
M &0s mecénicas
Altersch ez vasculares (ivedo reticular ou telangiedtasiss
AMterscies vasculares (|esdes vasoulticas
Artrite
. poliatrite grave com perda importante das funcdes
b. attrite com percs moderada das uncdes
. artrite com nenhuma ou perdaleve das fungdes
Artra giz
Crize abdominal impotante (regquerendo drargia ou UTH
Ulcerazio gestrintestinal
Disfagia
5. grave ou moderada
b leve

. Do shdomina

a. grave
b. moderada
C.leve

.Nteréu;ﬁes verti statasz (devdo a fragueza da muscular tor 4cic)

5. dizspneia a0 repouso
b. dizpnéia ao esforgo

Diminuigio de fungio pulmonst (devido s doenga pulmonar intersticial)
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HAQ

Capacidade habitual DURANTE A SEMANA PASSADA

Sem aUALUER comALGUMA  Com mMUITA Incapa:
dificuldade dificuldade dificuldade te faze

1 YESTIE-5E E ARRUMAR-SE
-Vestir-se, inclusive amarrar os corddes dos

sapatos e abotoar suas roupas? a O O O
2. IEVANTAR-SE
- Lavar sua cabega e seuscabelos? O 0 O O
- Levantat-se de maneira ereta de urma cadeira

de encosta reto e sembiagos? n] 0 n] n]
- Deitar-ze e levantar-se da camnal o O O O
3 COMER
- Cortar wrn pedago de came? a O O O
- Levar a bhoca wn copo ou wrna xicara cheio

de café, leite ou dgua? O O O O
- Bhrir urn saco de leite cormm? a O O O
4 ANDAR.
- Caminhar em lugares planos? O O O O
- subir cinco degraus? d O O O
SHIGIEWE FESS0OAL
- Lavar e sscar sen corjo apos o banho? O O O O
- Tomar barnho de chaveira? d O O O
- Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitirio? o O O O
6 ALCANCAR COISAS
- Levantar os bragos & pegar wm ohjeto de aproxi

madamente 4,5kg que esta posicionado pouco

acima da cabega? n] 0 n] n]
- Crvar-ge para pegar s1as roupas hio chao? O O O O
TAGARR AR
- Segurar-se ern pé no duibus o me to? o O O O
- Bhrir potes ouvidros de conservas gue tenbam

sido previarmente ghertos? o O O O
- Bhrir e fechar tormeiras? o O O O
& ATIVIDADES
- Fazer compras nas redondezas onde raora? o O O O
- Entrar e e zairde wra dnbus? a O O O

- Bealizar tarefas tais corno usar a vassoura para

warrer e rodo para dzua? O O O O
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Abstract

Objectives The pro-inflammatory interleukin (IL)-17A senumn has been characterized in several systemic autoimmmune diseases,
but not in antisymthetase syndrome (ASS). Therefore, the present study aims firstly to assess the serum level of the IL-17A in
patients with ASS, comparing with healthy individuals, and secondly to analyze prospectively this IL in patients with refractory
ASS undergoing rituximab treafment.

Materials and methods A cross-sectional, simgle-center study that included 64 patients with ASS who were age-, gender-, and
ethnicity-matched to 64 healthy individuals. Disease status was measured by the International Myositis Assessment and Clinical
Studies Group (IMACS) set scores. Secondarily, the patients with refractory disease treated with rituximab were prospectively
followed for 12 months. The IL-17A was assessed by the ELISA method.

Results The mean age of the patients was 44.8 + 11.8 years, with a predominance of female gender and Cauncasian. The median
serum IL-17A level was higher in ASS patients compared with healthy individuals: 8.7 (9.1 10.4) vs. 7.7 (5.7 $.0) pg/mL,
respectively, and P < 0.001. However, the demographical, clinical, and laboratory data indicates that disease status did not
correlate with serum levels of the IL-17A in ASS patients. Prospectively, 16 patients received rifuximab, and there was a drop
of IL-17A serum level over the first year of treatment in these patients: from 9.7 (9.1 10.6) t0 9.0 (8.2 9.7) pg/mL (F=0.01).
Conclusions Our study demonstrated that patients with ASS have increased serum levels of the IL-17A compared with healthy
confrols. In addition, the patients with refractory ASS treated with rituximab showed a reduction of the serum levels of the IL-17A.

Key Points
= Patients with ASS have increased serum levels of the IL-I7A.
« Patienis with refractory ASS treated with rituxiniah showed a reduction of the serum levels of the IL-I7A.

Keywords Antisynthetase syndrome - Cytokine - Inflammatory myopathies - Interleukin - Myositis
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