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RESUMO

Sales LP. Analise da expressao génica de mondcitos classicos (CD14**CD16")
de pacientes com artrite reumatoide [Tese]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introducédo: Artrite reumatoide é uma doenca inflamatdria crénica caracterizada
por um comprometimento 0sseo localizado. A formacdo de erosdes 0sseas é
resultado de um processo inflamatorio persistente, que leva a uma producéo
aumentada de osteoclastos, células responsaveis pelo processo de reabsorcéo
Ossea local. Em condi¢@es inflamatdrias, os mondcitos classicos (CD14+CD16)
sdo a principal fonte de precursores de osteoclastos. Embora estudos
transcriptbmicos prévios possam ter demonstrado que 0s mondcitos
CD14**CD16" apresentam maior expressao de genes envolvidos na inflamacéo
e no processo de degradacao da matriz extracelular, ndo ha dados sobre o papel
dos mondcitos CD14**CD16™ na destruicdo Ossea da artrite reumatoide.
Objetivos: 1) Analisar o perfil transcriptomico de mondcitos CD14**CD16™ de
pacientes com artrite reumatoide e comparar com controles saudaveis (CT); 2)
Analisar o perfil transcriptdmico de monécitos CD14**CD16 de pacientes com
artrite reumatoide com erosao 0ssea (ARE) e comparar com pacientes sem
erosdo (ARSE). Metodologia: Foram incluidas no estudo 39 pacientes pré-
menopausadas com artrite reumatoide. As pacientes foram divididas em dois
grupos com base nos achados de erosdes Osseas avaliadas por tomografia
computadorizada quantitativa periférica de alta resolucdo (HR-pQCT) em 22 e 32
articulac6es metacarpofalangicas e interfalangicas proximais da mao dominante.
Vinte mulheres saudaveis pareadas por idade e indice de massa corporal foram
incluidas como grupo controle (CT). Para a andlise do transcriptoma, mondcitos
CD14**CD16° foram isolados utilizando kit comercial (Myltenyi®). O
sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-seq) desta populagéo foi
realizado por meio da plataforma Illlumina®. Os genes diferencialmente
expressos foram identificados e a andlise das vias biolégicas foi realizada a partir
de técnicas de bioinformatica. Resultados: Mondcitos CD14**CD16° de
pacientes com artrite reumatoide apresentaram uma expressao diferenciada de

genes associados a ativacao da resposta imunolégica e ao processo inflamatério



(GDF15, CSF3, CCL7, MMP2) em relacdo a controles saudaveis. J4 os
monaocitos CD14**CD16" do grupo ARE, além de exibir uma superexpressao de
genes associados a resposta imunoldgica, apresentam uma subexpressao
daqueles relacionados ao metabolismo 6sseo. Dentre os genes upregulated
destacamos a expressao de IL6 e KLF14 relacionados a producao de citocinas
pré-inflamatoérias e a resposta imune inata e adaptativa. Por outro lado, genes
relacionados ao metabolismo do colageno (LARP6) e ao processo de formacédo
0ssea (PAPPA) estavam downregulated nesta populagéo. As vias enriquecidas
em pacientes com erosdo foram associadas com maior ativacdo da imunidade e
da inflamacé&o. Curiosamente, vias associadas a diferenciacdo de osteoblastos
e a regulacdo da via de sinalizacdo Wnt estavam menos ativadas no grupo ARE.
Conclusao: Esses achados sugerem que alteracdes em vias relacionadas ao
processo inflamatorio e ao comprometimento da formacao 6ssea possuem um
importante papel na fisiopatologia das erosdes 0sseas em pacientes com artrite

reumatoide.

Palavras-chaves: Artrite reumatoide. Mondcitos classicos. Erosdes Osseas.

Inflamacéo. Osteogénese.



ABSTRACT

Sales LP. Gene expression of classical monocytes (CD14**CD167) from
rheumatoid arthritis patients [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Background: Rheumatoid arthritis is an inflammatory autoimmune disease
characterized by localized bone impairment. The development of bone erosions
is triggered by chronic inflammation, which results in an elevated production of
osteoclasts, accountable cells responsible for localized bone resorption process.
Under inflammatory conditions, classical (CD14**CD16°) monocytes are the main
source of osteoclasts precursors. Although previous transcriptomic studies have
shown that CD14**CD16 monocytes have high expression of genes involved in
inflammation and in extracellular matrix degradation process, there is no data
regarding the impact of CD14**CD16° monocytes on bone destruction in
rheumatoid arthritis. Objectives: 1) To analyze CD14**CD16° monocytes
transcriptomic profile from rheumatoid arthritis patients compared to health
controls (CT); 2) To analyze CD14**CD16° monocytes transcriptomic profile from
rheumatoid arthritis presenting bone erosions (ARE) compared to patients
without erosion (ARSE). Methods: Thirty-nine premenopausal rheumatoid
arthritis women were included in this study. Rheumatoid arthritis patients were
classified into two groups according to the presence or absence of bone erosions
evaluated by high-resolution peripheral quantitative computed tomography (HR-
PQCT) on 2" and 3" metacarpophalangeal and proximal interphalangeal joints
of the dominant hand. Twenty healthy subjects balanced with patients by age and
body mass were enrolled in the control group (CT). CD14**CD16° monocytes
were indirectly isolated using the CD16 MicroBeads (Myltenyi®), and RNA-
Sequencing was performed using the lllumina® platform. The differentially
expressed genes were identified and the analysis of the biological pathways was
performed using bioinformatics tools. Results: CD14**CD16~ monocytes from
patients with rheumatoid arthritis show a differentiated expression of genes
associated with the activation of the immune response and inflammatory process
(GDF15, CSF3, CCL7, MMP2) compared to CT. The CD14**CD16~ monocytes
of the ARE group, in addition to exhibiting an overexpression of genes associated



with the immune response, present a downregulation of those related to bone
metabolism. Among the upregulated genes, we highlight the expression of IL6
and KLF14 related to the production of pro-inflammatory cytokines and in the
innate and adaptive immune response. Interestingly, the down-regulated genes
were associated with bone formation (PAPPA) and collagen metabolism
(LARP®6). Enriched pathways in ARE group were associated with substantial
activation of immunity and inflammation. Pathways associated with osteoblast
differentiation and the regulation of Wnt signaling were less activated in ARE
group. Conclusion: These findings suggest that variations in pathways related
to the inflammatory process and to the impairment of bone formation might play

a significant role in the pathophysiology of bone erosions in RA patients.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. Classical monocytes. Bone erosions.
Inflammation. Osteogenesis.
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A artrite reumatoide é uma doenca inflamatéria cronica de natureza
autoimune (Ahmed et al., 2016; Atzeni et al., 2021) caracterizada por destruicéo
progressiva do 0sso e da cartilagem articular, resultando em disfuncéo articular
e extra-articular (Petrovska et al., 2021; Rudan et al., 2015). Em sua etiologia
estédo envolvidos fatores genéticos (Gregersen et al., 1987; L. Zhang et al., 2017)
e ambientais (Smolen et al., 2018). Dados epidemiolégicos demonstram que a
artrite reumatoide acomete cerca de 0,5-1% da populacéo geral, o que a torna
uma das doencas reumaticas mais prevalentes do mundo, acometendo cerca de
trés vezes mais o sexo feminino (Costenbader, 2008; Scott et al., 2010).

Individuos com artrite reumatoide apresentam comprometimento 6sseo
sistémico e localizado, sendo o ultimo caracterizado pela presenca de cistos,
osteopenia periarticular, além de erosGes O6sseas, que sao consideradas
achados tipicos da doenca (Heinlen & Humphrey, 2017). ErosGes 0sseas séo
definidas como rupturas na superficie do osso cortical e costumam ser
acompanhadas pela perda do osso trabecular adjacente, constituindo um
importante preditor de incapacidade, gravidade de doenca e mortalidade em
pacientes com artrite reumatoide. Estudos prévios sugerem que as erosdes
0sseas em pacientes com artrite reumatoide estdo associadas com baixa
densidade mineral 6ssea da mao (Hill et al., 2010), fémur total e coluna lombar
(Rossini et al., 2011).

Sabe-se que a formacdo de erosGes Osseas, especialmente nas
articulacdes sinoviais periféricas, € resultado de um processo inflamatoério
cronico no tecido sinovial. Isso porque na artrite reumatoide a membrana sinovial
passa a desenvolver propriedades de orgao linfoide terciario, com ampla

infiltrac@o de linfocitos e principalmente de células da linhagem mieloide, o que
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a torna mais espessa e com capacidade de invasdo ao 0sso subcondral
(Firestein & Mclnnes, 2017).

Células da linhagem mieloide sao derivadas de células-tronco
hematopoiéticas na medula 6ssea, e podem ser divididas didaticamente em
células mononucleares e polimorfonucleares. Elas compreendem uma das
principais defesas contra infec¢cdes, com um papel impar no controle da
imunidade celular (Chaib et al., 2020; Falconer et al., 2018). No que tange as
células mononucleares, elas podem ser divididas em células dendriticas e
monacitos, que representam cerca de 5-10% dos leucdcitos totais e sdo células
fundamentais da resposta imune inata, e além de exercerem um importante
papel regulador nos processos inflamatorios, desempenham funcées especificas
na localizacdo de patégenos, regulacdo da homeostase do tecido e vigilancia
imunoldgica (Auffray et al., 2009; Davies et al., 2013).

No sangue periférico, 0os mondcitos podem ser classificados em
mondcitos classicos (CD14**CD16°), intermediarios (CD14**CD16*) e néao
classicos (CD14*CD16**) de acordo com a expressao de moléculas de superficie
(Ziegler-Heitbrock et al., 2010). O receptor de superficie CD14 é considerado um
co-receptor do Toll-like receptor 4 (TLR4), que é o receptor do lipopolissacarideo
(LPS) de determinadas bactérias Gram-negativas. Por outro lado, o CD16 € o
receptor de baixa afinidade para imunoglobulina G (FcyRIIl) (Ziegler-Heitbrock,
2014). E importante ressaltar que essas subpopulacées, além de apresentarem
diferencas fenotipicas, também exibem diferencas funcionais (Aguilar-Ruiz et al.,
2011; Ancuta et al., 2009; Belge et al., 2002).

A subpopulacdo CD14**CD16" possui alta expressao de CD14 e auséncia

de CD16 (Ziegler-Heitbrock et al., 2010) , representando cerca de 80-90% do
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total de mondcitos da circulacdo sanguinea. Ainda expressam o receptor de
quimiocina CC tipo 2 (CCR2), o qual apés ser ativado por diversas quimiocinas,
em especial CCL2 e/ou CCL7 (Anbazhagan et al., 2014; Chu et al., 2014),
levando a transmigracdo de mondcitos CD14**CD16" para sitios inflamatérios,
onde irdo se diferenciar em macréfagos M1, subtipo mais pré-inflamatério. Eles
ainda podem sofrer diferenciacdo em monécitos CD14**CD16*, que irdo deixar
a circulacdo por morte, migracdo ou por diferenciacdo em mondcitos
CD14*CD16™" (Patel et al., 2017; Sampath et al., 2018).

Os mondcitos CD14**CD16°, quando estimulados com LPS e complexos
imunes, secretam altos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-183, IL-10 e TNF-
a) e de metaloproteinase de matriz 1, enzima pertencente a familia de enzimas
zinco-dependentes relacionadas a degradacdo da matriz extracelular (Ingersoll
et al.,, 2010; Wong et al.,, 2012). Além disso, os mondcitos CD14**CD16
possuem uma maior capacidade fagocitica, maior producéo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e consequentemente, uma atividade microbicida superior
quando comparado as demais subpopulacdes (Sampath et al., 2018).

Dados preliminares demonstraram que a frequéncia dos subtipos de
mondcitos € diferente entre individuos saudaveis e individuos com artrite
reumatoide (Cairns et al., 2002; Rossol et al., 2012), sendo que a concentragéo
sérica de monocitos CD14**CD16° é moderadamente maior em pacientes com
artrite reumatoide (Klimek et al., 2014).

A elevacdo da populacdo plasmatica de mondcitos CD14**CD16° em
pacientes com artrite reumatoide poderia agravar o processo inflamatorio
articular e consequentemente a destruicdo 6ssea (Rana et al., 2018), uma vez

que 0s monocitos CD14**CD16™ de humanos séo a principal fonte de células
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precursoras de osteoclastos, tanto em condi¢cbes normais quanto na artrite
inflamatoria (Charles et al., 2012; Chiu et al., 2010; Lari et al., 2009).

A osteoclastogénese € um processo de diferenciacdo de mondcitos/
macréfagos em osteoclastos (Figura 1) (Massey & Flanagan, 1999; Udagawa et
al., 1990, 2021), que ocorre a partir da fusdo de mondcitos apds a sua interacao
com o fator estimulador de col6nia de macréfagos (M-CSF) e com o ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), ambos liberados por
osteoblastos (Takahashi et al., 1988; Udagawa et al., 2021). O M-CSF ainda é
capaz de estimular a expresséo do receptor ativador de fator nuclear kappa B
(RANK) em mondcitos, promovendo a diferenciagdo e a manutencdo da

sobrevida de osteoclastos (Udagawa et al., 2021; Zhao et al., 2016).

Figura 1 - Osteoclastogénese mediada por M-CSF e RANKL
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Corroborando com este processo, 0s mondcitos de pacientes com artrite
reumatoide expressam o receptor associado a osteoclastos (OSCAR) que, ao
interagir com seus ligantes (colageno do tipo | e 1) facilita o processo de
osteoclastogénese (Greisen et al., 2015; Schultz et al., 2016). Quando ativados,
os osteoclastos além de liberarem &cido cloridrico, responsavel por solubilizar o
calcio presente na matriz 6ssea, produzem catepsina K e metaloproteinases de

matriz, que degradam a matriz remanescente do 0sso levando a erosdes 6sseas
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justas articulares (Rana et al., 2018). De fato, o bloqueio de CD11b, receptor
encontrado na superficie de mondcitos classicos e que atua como regulador
negativo da diferenciacdo de mondcitos em osteoclastos, levou a diminuigdo da
diferenciacdo da linhagem de macréfagos RAW 264.7 para precursores de
osteoclastos induzida por RANKL (Hayashi et al., 2008).

Diante disso, o sequenciamento do transcriptoma de mondcitos
CD14**CD16" de pacientes com artrite reumatoide com e sem erosao 0ssea,
bem como de controles saudaveis, ira permitir a identificacdo de genes
potencialmente envolvidos na fisiopatologia da erosdo 6ssea, uma vez que a
deteccdo de genes candidatos podera ser utilizada como biomarcador preditivo
de atividade de doenca, reparagédo e como ferramenta na avaliacdo de resposta
a medicamentos.

Em relagdo as técnicas de sequenciamento do transcriptoma, o
Sequenciamento de Nova Geracéo (NGS, do inglés next-generation sequencing)
emerge como uma tecnologia de sequenciamento em larga escala na qual os
fragmentos sdo sequenciados simultaneamente. Dentre os métodos de NGS
podemos destacar o sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-seq, do
inglés RNA sequencing), uma técnica altamente precisa e sensivel, capaz de
mensurar a expressdo de todo o transcriptoma. Em comparacdo a outros
meétodos de avaliacdo de transcriptoma (e.g. chip de microarray), o RNA-Seq
fornece uma maior cobertura, uma melhor resolugéo e uma quantificacdo mais
precisa da expressao génica. Além de quantificar a expresséo génica, os dados
gerados pelo RNA-Seq facilitam a descoberta de novos transcritos, a
identificacdo de genes que sofreram splicing alternativo e a deteccédo de

expressao alelo-especifica (Kukurba & Montgomery, 2015). Cabe ressaltar que
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essas tecnologias ja foram utilizadas anteriormente para elucidar o papel de
outras células imunolégicas na patogénese da artrite reumatoide (Fonseka et al.,
2018; Rao et al., 2017; F. Zhang et al., 2019).

Assim, ainda que a literatura apresente evidéncias de que o0s
subconjuntos de mondcitos do sangue periférico de pacientes com artrite
reumatoide possam estar diretamente envolvidos na osteoclastogénese, a real
influéncia dos mondcitos CD14**CD16" neste processo ainda € desconhecida. E
fundamental salientar que grande parte dos estudos disponiveis foram
realizados em modelos experimentais (Koizumi et al., 2009; Puchner et al.,
2018), e que até o momento ndo existem trabalhos analisando, por meio de
ferramentas de bioinformatica, o perfil transcriptdmico dos mondcitos
CD14**CD16" e suas possiveis vias de interacdo génica e/ou de sinalizagcdo

imunolégicas em mulheres com artrite reumatoide com e sem erosao éssea.



2. OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil transcriptdmico de mondcitos
CD14**CD16 nos seguintes grupos:
1. Pacientes do sexo feminino pré-menopausadas, com artrite
reumatoide e mulheres saudaveis.
2. Pacientes do sexo feminino pré-menopausadas, com artrite
reumatoide e erosao 0ssea (ARE), e pacientes do sexo feminino pré-

menopausadas, com artrite reumatoide sem eroséo 0ssea (ARSE).



3. METODOS
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3.1 Pacientes e Controles

Foram incluidas neste trabalho 39 pacientes com artrite reumatoide, do
sexo feminino, com idade entre 18 e 50 anos, em seguimento regular no
ambulatério de artrite reumatoide do servico de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Todas as
pacientes preenchiam os critérios do American College of Rheumatology /
European League Against Rheumatism (Aletaha et al., 2010). Vinte mulheres
saudaveis, pareadas pela idade e indice de massa corporal (IMC), que
estudavam e/ou trabalhavam na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, ou seus familiares, foram incluidas como grupo controle (CT).

Critérios de Inclusdo utilizados para o grupo de pacientes com artrite
reumatoide:

v' Sexo feminino.
v ldade entre 18-50 anos.
v" Dose de glicocorticoide < 7,5 mg/dia

Critérios de exclusao utilizados para o grupo de pacientes com artrite
reumatoide:

v' Doencas autoimunes associadas.

v' Pés-menopausa.

v' Gestacgdao atual.

v Insuficiéncia renal.

v Diabetes.

v' Doencas disabsortivas e/ou doengas do metabolismo 6ésseo:
hiperparatireodismo, doenca de Paget e displasias 0sseas,

neoplasias.
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v" Uso de imunobiolégicos e/ou bisfosfonatos.

Critérios de Incluséo utilizados para o grupo CT:

v' Sexo feminino.
v ldade entre 18-50 anos.
v' Auséncia de doencas osteometabdlicas.

Critérios de excluséo utilizados para o grupo CT:

v' Doencas autoimunes e/ou doencas cronicas nao transmissiveis.

v' P6s-menopausa.

v' Gestacdao atual.

v' Doencas disabsortivas e/ou doencas do metabolismo 0Osseo:
hiperparatireodismo, doenca de Paget e displasias 0sseas,
neoplasias.

v' Uso de drogas que possam interferir no metabolismo ésseo.

As pacientes com artrite reumatoide foram divididas em dois grupos (ARE
e ARSE), com base na presenca ou ndo de erosdes 0sseas periféricas, avaliadas
por imagens geradas pelo escaneamento realizado por tomografia
computadorizada quantitativa periférica de alta resolucdo (HR-pQCT) nas
regides de 22 e 3?2 articulacbes metacarpofalangicas (MCF), além de 22 e 32
articulac@es interfalangicas proximais (IFP) da méo dominante.

Este trabalho, como parte de um projeto teméatico, recebeu financiamento
da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP),
processo: 2016/00006-7. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Local em
Pesquisa Humana do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

sob o nimero 51178115.1.0000.0068 (Anexo A). Todas as participantes leram e
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assinaram o termo de consentimento livie e esclarecido de acordo com a

Declaracao de Helsinque (Anexos B e C).

3.2 Avaliacéo clinica e laboratorial

Dados clinicos e demograficos foram obtidos por meio de prontuério
eletrdnico e entrevista com médico reumatologista do servico. A atividade de
doenca foi avaliada pelo indice Simplificado de Atividade de Doenca (SDAI, do
inglés Simplified Disease Activity Index). Valores séricos de Proteina C-Reativa
(PCR) e Fator Reumatoide (FR) foram determinados a partir do método
imunoturbidimétrico. A técnica da Velocidade de Hemossedimentacao (VHS) foi
realizada pelo método Westergren automatizado e a analise do anti-peptideo
citrulinado ciclico (anti-CCP) foi realizada pelo método ELISA.

3.3 Avaliacédo das erosdes 6sseas

A anadlise de erosbes Osseas das pacientes com artrite reumatoide foi
realizada utilizando imagens escaneadas por HR-pQCT (Xtreme CT Scanco
Medical AG, Briittisellen, Suicga), utilizando o protocolo estabelecido pelo Study
grouP for x-trEme Computed Tomography in Rheumatoid Arthritis (SPECTRA)
(Stok et al., 2017). O exame de HR-pQCT foi realizado nas seguintes regides: 22
e 32 articulagbes MCF, além de 22 e 32 articulagbes IFP da m&o dominante
(Figuras 2A e 2B), sendo que cada superficie 6ssea foi analisada separadamente
como se segue: nas articulacdbes MCF foram avaliadas as cabecas de 2° e 3°
0SS0S metacarpos, e bases de 22 e 32 falanges proximais; e nas articulagcdes IFP
foram analisadas as cabecas de 22 e 32 falanges proximais, e bases de 22 e 32
falanges médias; assim, um total de 8 superficies 6sseas da mao dominante de

cada individuo participante do estudo, foram avaliadas individualmente quanto a
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presenca ou auséncia de erosoes, quantificacdo do numero de erosdes, bem

como o volume da maior erosédo de cada superficie 6ssea analisada.

Figura 2 - Radiografias simples geradas pela HR-pQCT para a regido de interesse a ser
avaliada (regido entre as linhas pontilhadas)

O operador posiciona a linha de referéncia (linha continua) no ponto médio da superficie articular concava
na base da cabeca do 2° osso metacarpo (A), estendendo-se 9,02 mm na diregdo distal e 18,04 mm na
direcdo proximal. Para avaliacdo das articulagdes interfalangicas proximais (B), a linha de referéncia é
colocada na cabeca da 22 falange proximal, estendendo-se 9,02 mm em ambas as diregoes.
Resumidamente, o antebraco das participantes fica apoiado em um
suporte de fibra de carbono produzido pelo fabricante (Scanco), com a face
palmar voltada para baixo, garantindo uma varredura adequada das MCFs e
IFPs e minimizando a ocorréncia de artefatos de movimento, devido a fixacdo

realizada com fitas em velcro, material ja previamente confeccionado pelo

fabricante.

Apos a aquisicdo das imagens na HR-pQCT, uma reconstrucdo 3D foi
realizada e em seguida todas as imagens foram exportadas no formato Digital
Imaging and Communications in Medicine (DICOM). Depois disso, as imagens
em DICOM foram analisadas por meio do software OsiriX (OsiriX Lite, v.11.0.2
32 bits), por reumatologista com elevada expertise (CF) e as erosbes 6sseas
foram entdo identificadas seguindo uma definicdo padronizada pelo grupo

SPECTRA. As erosOes foram definidas como uma perda de continuidade da
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cortical, visualizadas em pelo menos dois cortes consecutivos e em dois planos
perpendiculares, acompanhada de rarefacdo do osso trabecular adjacente
(Barnabe et al., 2016).

Apos a identificacdo, as erosdes Osseas foram delineadas de forma
semiautomatica, sendo essencial que o primeiro e o ultimo corte da eroséo
fossem contornados. Caso a eroséao fosse muito irregular também era possivel
contornar todos os cortes. Finalmente, apds a erosao ter sido definida pelo
operador e segmentada semi-automaticamente corte por corte (definida como
regido de interesse = ROI), o volume total foi calculado automaticamente pelo
software OsiriX e o resultado foi registrado em milimetros cubicos, com uma
reconstrucdo 3D da erosdo processada (Figueiredo et al.,, 2021). Para a
localizacdo exata das erosfes 0sseas cada superficie 6ssea foi dividida em 4
quadrantes (I = palmar, Il = ulnar, Ill = dorsal e IV = radial) (Figura 3), conforme
protocolo SPECTRA. O numero total de erosbes Osseas foi contabilizado, e
aguelas superficies Osseas com mais de uma erosdo, foi mensurada
volumetricamente apenas a maior erosdo de cada superficie 6ssea, sempre

identificando o quadrante que a eroséo estava (Figueiredo et al., 2021).

Figura 3 - Varredura da cabeca do 2° osso metacarpo pela HR-pQCT, com diviséo
anatdmica em quatro quadrantes

Quadrantes: | (palmar), Il (ulnar), 11l (dorsal) e IV (radial) [Fonte: Figueiredo et al., 2021]
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3.4 Isolamento de mondcitos classicos (CD14**CD16")

Amostras de sangue periférico total (70 mL) de todas as participantes do
estudo foram coletadas por pun¢ao venosa durante o jejum, e armazenadas em
tubos a vacuo BD Vacutainer System® com anticoagulante K3EDTA (0,15
mg/mL, Becton Dickinson, USA). As células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) foram isoladas por densidade de ficoll-hypaque e sedimentacdo de
dextrano. As PBMCs foram entdo marcadas com anticorpos monoclonais,
conjugados a biotina, contra antigenos ndo expressos em mondécitos humanos,
utilizando o kit comercial Pan Monocyte Isolation (Myltenyi®, Germany). Na
sequéncia foram adicionados microbeads conjugados aos anticorpos
monoclonais anti-biotina, que por separacdo magnética permitiu o isolamento de
uma populagéo pura de mondcitos no filtrado. Todo processo de isolamento foi
realizado pelo doutorando. Os mondcitos foram marcados com anticorpos
CD16*, permitindo a separacéo das subpopulac¢des. Os monécitos CD14**CD16
foram isolados por selecéo negativa (Figura 4).

Figura 4 - Isolamento de monécitos CD14**CD16
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3.5 Extracéo e quantificacdo de RNA
Apés o isolamento da subpopulacdo de mondcitos CD14**CD16  as

células foram mantidas em tampao RLT na presenga de - mercaptoetanol, a
80°C a fim de evitar a degradacgéo do RNA. A extracao de RNA foi realizada pelo
doutorando, utilizando o kit comercial RNeasy Plus Mini (Qiagen®), seguindo as
orientacdes do fabricante. Nesta etapa, os lisados celulares foram centrifugados
utilizando o homogeneizador QIAshredder (Qiagen®) e posteriormente, para
eliminacdo de contaminacdo com DNA genOmico, as amostras foram
centrifugadas em gDNA Eliminator (Qiagen®). ApOs a extracdo, a concentracao
e a gualidade do RNA foram avaliadas por espectrofotometria (NanovueTM
Plus). Os RNAs extraidos foram mantidos a -80°C até serem submetidos a

andlise de transcriptoma.

3.6 Avaliagcédo da integridade do RNA

A integridade das amostras de RNA foi avaliada pelo método ScreenTape
utilizando o equipamento Bioanalyser 2100 (Agilent®), seguindo as orientacdes
do fabricante. Neste processo, 5ul de tampé&o foi adicionado a 1ul das amostras
de RNA que foram desnaturadas a 72°C. Apés esta etapa as amostras foram
submetidas a uma eletroforese capilar automatizada a fim de ser estimada a
integridade do RNA. A integridade das amostras foi classificada entre valores

de 1 a 10, sendo 10 o valor de melhor integridade.

3.7 Preparo da biblioteca e sequenciamento de RNA em larga escala (RNA-

seq)
A construcdo da biblioteca de RNA foi realizada no laboratério

multiusuario de Sequenciamento em Larga Escala (SELA) utilizando o kit

QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep (Lexogen®), seguindo as orientacdes do
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fabricante. O RNA-seq foi realizado no SELA a partir da plataforma lllumina®
utilizando kit NSQ 500/550 Hi Output KT v2.5.
3.8 Analises da bioinformatica

Apébs o sequenciamento foi realizada a analise dos dados de RNA-seq por

um profissional de bioinformética (BWH):

Controle de qualidade e alinhamento com genoma de referéncia:

Um controle de qualidade rigoroso dos dados oriundos do
sequenciamento (Fastq) foi realizado usando a ferramenta FastQC. Com o
auxilio do software BBDuk (Ref) foi realizada a remoc¢édo de bases com baixa
qualidade e de sequéncias correspondentes a cauda de poli-adenina (poly-A).
Dessa forma, apenas os dados brutos de alta qualidade foram incluidos no
presente estudo. Em seguida, os reads foram alinhados com o genoma humano
de referéncia (GRCh38/Ensembl) utilizando o software STAR (Ref). A anotacéo
e a preparacado dos dados do sequenciamento para as andlises foram realizadas
no software R versao 4.1.

Contagem dos reads de cada gene com HTseq-count e andlise de
expressao diferencial:

A contagem de reads foi realizada com a ferramenta HTseq-count (Ref)
que produz um dado tabular de reads ndo normalizados. Os reads foram pré-
filtrados para eliminar os genes nao expressos. A analise de expressao
diferencial, baseada na distribuicdo binomial negativa, foi realizada utilizando a
ferramenta DESeg2 e envolveu a comparacdo dos niveis de expressdo dos
genes dos pacientes com artrite reumatoide com os do grupo CT. Nesta primeira
analise os pacientes com artrite reumatoide foram avaliados como grupo Unico,

independente da presenca ou auséncia de erosdes. Na analise seguinte, 0s



Métodos- 42

pacientes com artrite reumatoide foram entéo categorizados em dois grupos com
base na presenca ou auséncia de erosao (ARE e ARSE).

A expressao diferencial foi realizada por meio de um teste de razdo de
verossimilhanca (LRT, do inglés likelihood ratio test) para comparar as diferencas
entre os grupos. Finalmente, uma comparacéo pairwise foi realizada entre os
grupos de pacientes para identificar os genes diferencialmente expressos no
grupo ARE utilizando o teste de Wald. Em ambas as andlises, os genes
diferencialmente expressos foram identificados com base em uma mudanca
relativa (log2 fold-change) > 1,5 e uma taxa de descoberta falsa (FDR, do inglés
false discovery rate) de < 0,05.

Avaliacdo das vias associadas e de correlacdo com dados clinicos e
laboratoriais entre os grupos:

Os principais processos biolégicos associados aos genes
diferencialmente expressos mais bem classificados, foram determinados por
curadoria manual. Além disso, andlises de enriguecimento de genes foram
realizadas utilizando os algoritmos implementados na ferramenta GenePattern:
1) andlise de enriqguecimento de um conjunto de genes (GSEA, do inglés Gene
Set Enrichment Analysis) e 2) andlise de enriquecimento de um conjunto de
genes para amostra (SSGSEA, do inglés single-sample GSEA). Correlacdes de
Pearson (r) entre a ativacao de vias e dados clinicos foram realizadas. Um valor
de p < 0,05 foi considerado significativo. A rede constituida pelas vias GSEA
significativas e seus genes compartilhados interconectados, foi reconstruida no
Cystoscape. A conectividade de rede foi analisada para identificar os hub genes

com base em sua medida de centralidade (maior grau).
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A lista de genes relevantes associados a artrite reumatoide foi extraida da
plataforma Open Target, que integra dados publicos relevantes para a
associacdo entre alvos e doencas, incluindo dados de genética, mutacdes
somaticas, analise de expressédo, farmacos e modelos animais. A pontuacéo
mediana da associacdo Open Target e a centralidade dos genes regulados
positivamente foram usadas para priorizar alvos relevantes na artrite reumatoide.

Graficos (Volcano plot e Heatmaps) foram projetados usando o pacote
ggplot2 e o pacote ComplexHeatmap respectivamente. Os Heatmaps foram

escalados pelo z-score e agrupados usando agrupamento hierarquico.

3.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS, 22.0, SPSS Inc). Os resultados estao
apresentados como média + desvio padrdo para variaveis continuas e como
porcentagem para variaveis categéricas. A hip6tese de distribuicdo normal foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Variaveis quantitativas foram analisadas
pelo teste t de Student ou pelo teste de andlise de variancia (ANOVA)
(distribuicdo normal). O teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis foram
aplicados para variaveis que apresentavam distribuicdo n&o normal. As
associacdes entre as variaveis categoricas foram avaliadas com o teste do Qui-
quadrado ou teste exato de Fisher. O teste de Bonferroni foi utilizado para
corre¢do post-hoc de comparac6es mdltiplas. Foi definido o grau de significancia

com p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas gerais

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos em
relacdo a idade, IMC e raca (p > 0,05). O grupo ARE apresentou valores
significativamente maiores de VHS em comparacao ao grupo ARSE (p = 0,018)
e ao grupo CT (p = 0,022). Além disso, a positividade dos autoanticorpos (FR e
anti-CCP) foi maior no grupo ARE em relacéo ao grupo ARSE éssea (Tabela 1).
4.2 Avaliacdo das erosdes 0sseas

Noventa e oito erosfes 0sseas foram encontradas no grupo ARE (3,8+3,5
erosdes/paciente com volume médio de 13,5+18,4 mms3). O principal local das
erosdes Osseas foi na regido da MCF (75,7%), especificamente no quadrante IV
(radial). Na figura 5 é possivel observar uma erosdo na cabeca do 0sso

metacarpo da 22 MCF de uma paciente do grupo ARE.

Figura 5 - Imagem de HR-pQCT da cabeca do 0sso metacarpo da 22 MCF, quadrante IV
(radial)

Corte axial (A) e reconstru¢éo 3D (B).

4.3 Quantificacao e integridade do RNA

As concentragbes totais de RNA nas amostras de monocitos
CD14**CD16" nos grupos ARE, ARSE e CT foram de 95+71 ng/uL, 71+£53 ng/uL
e 107+82 ng/uL, respectivamente. A avaliagdo da qualidade do RNA demonstrou

que todas as amostras apresentaram uma relacdo A260/A280 21,9, o que
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demonstra baixo risco de contaminacdo do RNA com proteina. Todas as

amostras apresentaram uma integridade =8.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, antropométricas e clinicas de todos os grupos

ARE ARSE CT
(n=26) (n=13) (n=20) P
Idade, anos 38,8+7,1 36,6+6,6 38,646,8 0,635
IMC, kg/m? 26,4+4,7 26,4+5,4 25,745,1 0,857
Raca, N° (%)
Branca 17 (65,4) 8 (61,5) 15 (75) 0,296
Preta 3(11,5) 3(23,1) 0 (0)
Parda 6 (23,1) 2 (15,4) 5 (25)
VHS, mm/h 12,0 (7,5 - 28) 6,0 (3,1-11,5) 7,0 (4,0 - 10,0) 0,005
Proteina C-reativa, mg/L 3,4 (0,8 - 8,6) 2,2(0,5-8,0) 1,1(0,8-2,6) 0,111
Tempo de doencga, anos 8,0(3,8-12,8) 7 (3,5-10,5) - 0,501
Fator reumatoide, n (%) 26 (100) 10 (76,9) - 0,031
anti-CCP, n (%) 24 (92,3) 7 (53,8) - 0,010
SDAI 19,1 (11,2 - 25,5) 13,2 (5,5 - 19,8) - 0,140
Glicocorticoide, n (%) 12 (46,2) 7 (53,8) - 0,651
Glicocorticoide, mg/dia 5,0 (5,0-5,0) 5,0(3,0-7,5) - 0,606
DMARDS, n (%) 25 (96,2) 11 (84,6) - 0,253

Valores expressos em média + desvio padrdo, mediana (intervalo interquartil) ou n (porcentagem); ARE: Artrite reumatoide com
erosdo Gssea; ARSE: artrite reumatoide sem eroséo éssea; CT: Controle; IMC: indice de Massa Corporal; VHS: Velocidade de
hemossedimentac&o; anti-CCP: Anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico; SDAI: indice Simplificado de Atividade de Doenca, do
inglés Simplified Disease Activity Index; DMARDSs: fdrmacos sintéticos modificadores do curso da doenca, do inglés Disease-
modifying antirheumatic drugs. a: Controle # artrite reumatoide com erosao; b: artrite reumatoide com eroséo # artrite reumatoide
sem erosdo. Significancia: p <0,05.
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4.4 Expresséo génica de monodcitos CD14++CD16- de pacientes com artrite

reumatoide
A avaliacédo da expressédo génica de mondcitos CD14**CD16" identificou

1.050 genes diferencialmente expressos no grupo de pacientes com artrite
reumatoide (incluindo ARE e ARSE), em comparacgao ao grupo CT (Figura 6).
Dos 1.050 genes, 693 estavam superexpressos (upregulated) e 357

subexpressos (downregulated).

Figura 6 - Genes upregulated e downregulated em pacientes com artrite reumatoide em
comparacao ao grupo controle.
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Os 10 melhores genes diferencialmente expressos (upregulated e
downregulated) estdo disponiveis na Tabela 2. Enquanto os genes ligados ao
processo inflamatério e a ativacdo da resposta imunolégica (GDF15, CSF3,
CCL7, MMP2) estavam upregulated, aqueles relacionados a formacdo de
coldgeno (COL26A1) e a mineralizacdo oOssea (CCDC154) estavam

downregulated nos pacientes com artrite reumatoide vs. grupo CT.
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Tabela 2 - Top genes diferencialmente expressos em pacientes com artrite reumatoide em
comparacéo ao grupo CT

Genes Ave FC FDR Processo biolégico

Upregulated

GDF15 117,85 < 0,0001 Atividade de citocinas.
MMP2 70,62 0,0020 Degradacao da matriz extracelular.
CSF3 63,46 < 0,0001 Imunidade inata.
UCHL1 49,84 <0,0001 Sistema ubiquitina-proteassomo.
PITX1 36,24 < 0,0001 Crescimento e desenvolvimento celular.
CCDC80 34,32 0,0004 Adesao celular.
TMEM233 31,97 0,0490 Componente integral da membrana.
MLXIPL 29,12 0,0300 Homeostase de carboidratos e acidos graxos.
CCL7 29,02 <0,0001 Imunidade inata.
AKR1C1 28,52 0,0020 Metabolismo do colesterol.
Downregulated
COL26A1 0,22 0,0003 Formacao de colageno.
COQ8A 0,23 0,0010 Biossintese da coenzima Q10 e producédo de ATP.
CAGE1 0,28 0,0039 Antigeno de cancer de testiculo.
CCDC154 0,29 0,0100 Mineralizagdo e maturagéo 6ssea.
KCNK17 0,30 0,0001 Transporte de potassio.
BCO2 0,31 0,0001 Biossintese de vitamina A.
KRTCAP2 0,31 0,0018 Modificacéo de peptidil-arginina.
SEC31B 0,32 <0,0001 Funcédo desconhecida.
OoMG 0,32 <0,0001 Desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso
RPP21 0,34 0,0010 Atividade da ribonuclease P.

Os genes foram classificados de acordo com o fold change. FC: Fold-change; Ave FC: average FC; FDR: False
Discovery Rate.

O agrupamento nao-supervisionado das amostras usando o padrdao de
expressdo génica dos 50 melhores genes diferencialmente expressos (25
upregulated e 25 downregulated) revelou uma clara estratificacdo entre
pacientes e CT (Figura 7). A partir da lista de genes upregulated, observou-se

um enriquecimento de genes associados a atividade de citocinas e seus

receptores (Figura 8).
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Figura 7 - Heat map demonstrando o padréo de expressao génica dos 50 melhores genes
diferencialmente expressos
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Figura 8 - Heat map demonstrando o enriquecimento de genes associados a atividade de
citocinas e seus receptores em pacientes com artrite reumatoide em comparacéo ao grupo
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Corroborando com esses achados, a analise funcional de enriquecimento
do conjunto de genes utilizando todos os genes upregulated, demonstrou um
aumento na ativacao de vias associadas a inflamacéo (Figura 9 e Figura 10), nos
monocitos CD14**CD16™ do grupo de pacientes com artrite reumatoide (ARE e
ARSE) em comparacao com ao grupo CT.

Uma rede de interacdo (Figura 11) foi construida com base nas vias
demonstradas na Figura 9 e seus respectivos genes diferencialmente expressos.
A partir da medida de centralidade (Degree Centrality), o gene IL6 foi identificado
COmo O gene que possui 0 maior numero de conexdes e/ou interacdes (hub
genes).

Figura 9 - Gréafico de pontos demonstrando os processos hiol6gicos associados aos
genes diferencialmente expressos
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O tamanho dos pontos representa a proporgéo de genes diferencialmente expressos envolvidos em cada
processo, e o eixo X indica o escore GSEA normalizado. Foram consideradas significativas as vias com
valor de p < 0,05. NES: Normalized Enrichment Score.
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Figura 10 - Heat map da analise funcional de enriquecimento do conjunto de genes
demonstrando uma estratificacdo do grupo de pacientes com artrite reumatoide e do
grupo controle
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O tamanho de cada ponto indica a importancia da via representada nesta rede. O fold change de cada gene

€ indicado pela intensidade da coloragdo dos pequenos pontos.

Uma sub-rede contendo apenas as conexdes com o gene IL6 (Figura 12)
identificou outros dois hub genes (CDKN1A e PLAUR) e duas vias centrais mais
essenciais e potencialmente relevantes (resposta inflamatoria e via de ativacao

do fator de transcricdo NF-kB através da sinalizacdo do Fator de Necrose
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Tumoral alfa (TNF-a), medida de centralidade [betweenness centrality] 0,46 e
0,15 respectivamente). Isso indica uma regulacédo coordenada desses processos
e sugere uma rede pro-inflamatéria em mondcitos CD14**CD16™ na artrite

reumatoide.

Figura 12 - Andlise funcional de enriquecimento do conjunto de genes upregulated.
GEM EPITHELIAL INFLAMMATORY

TNFA SIGNALING——sERreINB2 MESENCHYMAL RESPONSE
VIA NFKB THBS S\ TION
TRPI2— DUSP6

EHWD1  pusp! PTX3 PIEAU
HES1 Vo5

TRIB1 MMP14

PHEDA1
COMPLEMENT  E&R3 D2 N fPOREE s
SERRINGT-OIIR1

CXBL6 C3BR1
s CXBL1 " TIPARP MAFE SPPA NLRP3
1 NHEBA ICAM1
GADD458
L6 EMPA1 4B ADM
AREG YRDE ceL7

EREG XD MNIP2 | HIBTA
CORL2

CEBPB

COND1 SOC4 PLAUR

T
DUSP2 GADD4GA GM2 5693

HSPAB CXGR4 RG816 FOSL2 PT@ER2 ACVYR2A
S@K1 €D83.PDE4B

CXBL8
LDER BHI,\_‘HEEI?BO CDKIN1A GPR183
TNEAIRS L0

6o
HYRBR& APORTGSIS MARBKS 7ip1  Ceri | EBNT. - INTERFERON

573 GAMMA RESPONSE
ER3 ATF3 '\ PFKFB34pgGF/ . SOBS1

NIRW1 SRS CAUNT
e RNPI9B  pigco ALLOGRAFT

ARD4A
BeL3 REJECTION
CTNNB1 TNFRSF12ADDIT4 GBS ceL2 PRP

A andlise de correlacdo revelou uma correlacdo positiva entre a
intensidade da via de resposta do Interferon gama (escore ssGSEA) e o indice
SDAI (r= 0,39, p= 0,01) (Figura 13A). Além disso, 0s genes associados a via de
resposta do interferon gama foram suficientes para estratificar em dois grupos

0S pacientes com artrite reumatoide e os controles (Figura 13B).
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Figura 13 - Correlacéo de Pearson e vias ativadas
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Correlacao entre parametros clinicos e vias ativadas em pacientes com artrite reumatoide (A). Heat map do
agrupamento nao supervisionado de genes associados a via de interferon gama (B).

4.5 Expressédo génica de mondcitos CD14**CD16  de pacientes com artrite

reumatoide e erosdo 6ssea

A avaliacdo da expressdo génica de mondcitos CD14**CD16" encontrou

1.140 genes diferencialmente expressos no grupo ARE em comparagcdo ao

grupo ARSE (Figura 14). Desses, 89 estavam upregulated e 1.051 regulados

negativamente, downregulated.

O padréo de expressao génica dos 50 melhores genes diferencialmente

expressos (25 upregulated e 25 downregulated) € demonstrado na Figura 15.
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Figura 14 - Genes upregulated e downregulated em pacientes com artrite reumatoide e
erosdo 6ssea em comparacgdo ao grupo de pacientes com artrite reumatoide sem eroséo
Ossea.
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Figura 15 - Heat map demonstrando o padréo de expressao génica dos 50 melhores genes
diferencialmente expressos
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Vinte e trés genes que estavam upregulated nos pacientes com artrite
reumatoide, independentemente da presenca de erosdo Ossea (artrite
reumatoide vs. controles), também estavam diferencialmente expressos no

grupo ARE em comparacdo ao grupo ARSE (Figura 16). A Figura 16 ilustra um
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enriquecimento de genes associados a resposta imunoinflamatéria como IL6,

CXCL1, CXCL2, CXCL6 e a metaloproteinase como MMP9 na doenca erosiva.

Figura 16 - Genes upregulated compartilhados entre o grupo de pacientes com artrite
reumatoide e o grupo ARE
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Os 10 melhores genes diferencialmente expressos (upregulated e
downregulated) no grupo ARE estéo disponiveis na Tabela 3. Genes associados
a ativacdo da resposta imunologica (HLA-DQA2, KLF14, IL18RAP, CMTM1)
estavam upregulated e genes associados a formacdo déssea (PAPPA) e a
cicatrizacdo de feridas (AHNAK2) estavam downregulated em comparacdo ao

grupo ARSE.
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Tabela 3 - Top genes diferencialmente expressos em pacientes com artrite reumatoide e

erosdo 0ssea em comparagao ao sem erosao

Genes Ave FC FDR Processo biolégico
Upregulated
HSPA1B 9,26 <0,0001 Proteina de choque térmico e via ubiquitina-
proteassomo.
HLA-DQA2 6,35 0,009525 Imunidade adaptativa.
KLF14 4,6 0,041606 Imunidade inata e adaptativa.
ILABRAP 3,9 0,031739 Atividade de citocina.
CMTM1 3,83 0,043922 Atividade quimiotatica.
ST6GALNAC6 3,76 0,043904 Atividade de sialiltransferase e alfa-N-
acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialiltransferase.
ENSG00000260861 3,67 0,049279 Funcdo desconhecida.
ZNF665 3,64 0,019876 Regulagéo da transcricdo pela RNA polimerase II.
GSDMA 3,54 0,039658 Processo apoptético.
GPA33 3,30 0,046824 Atividade de receptor.
Downregulated

NALF1 0,0018 0,02 Atividade do canal de célcio.
LARP6 0,0026 <0,0001 Colageno biossintético.
PRRX1 0,0029 0,0004 Regulagéo da transcricdo pela RNA polimerase II.
RAB3B 0,0061 <0,0001 Regulagéo do transporte de ions.
AHNAK2 0,0065 <0,0001 Cicatrizagéo de feridas.
PAPPA 0,0072 <0,0001 Formacdao dssea, inflamacéo e cicatrizacao de feridas.
RND3 0,0073 <0,0001 Organizagédo do citoesqueleto cortical.
CPEB1 0,0083 <0,0001 Regulagéo negativa da traducao citoplasmética.
UCHL1 0,0085 <0,0001 Sistema ubiquitina-proteassomo.
CDH13 0,0089 0,001 Regulagéo da proliferacédo celular.

Os genes foram classificados de acordo com o fold change. FC: Fold-change; Ave FC: average FC; FDR: False

Discovery Rate.

A analise funcional de enriqguecimento do conjunto de genes, utilizando

todos os genes upregulated no grupo ARE, confirmou uma ativacdo aumentada

de genes associados a atividade de citocinas (principalmente Interferon gama e

TNF-a) e a ativagdo da resposta imune mediada por leucécitos (Figura 17). A

analise de rede de interacdo identificou que 0s seguintes genes possuiam 0
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maior grau de conectividade (variando de 4 a 8): IL6, CD40, XCL1, SOCS1,

COROI1A, HSPA1B, CTLA4, HLA-DQAZ2, HSPA1A, SERPING1.

Figura 17 - Vias enriquecidas em pacientes com artrite reumatoide e eroséo 0ssea
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Para priorizar ainda mais os alvos potencialmente relevantes, filtramos a
lista de genes upregulated, identificados no grupo ARE, com uma lista de genes
relevantes associados a artrite reumatoide disponivel na plataforma Open target.
Essa estratégia identificou SOCS1, COROI1A, IL18RAP, CMKLR1 e HSPA1A
como 0s principais genes associados a artrite erosiva (Figura 18). De forma
notavel, esses genes incluem a maioria dos genes conectados identificados

anteriormente na andlise de rede.
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Figura 18 - Gréafico de ponto dos genes associados a artrite reumatoide
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Os pontos vermelhos indicam genes utilizados como alvo por farmacos conhecidos. Os pontos azuis
indicam genes sem farmaco especifico, mas com associacdo genética. O eixo X mostra o grau de
conectividade dos genes. O eixo Y mostra o escore de associagdo do gene com artrite.

Para identificar as vias mais ativadas na erosao 0ssea, foi realizada uma
comparacao das taxas de ativacdo (escore SSGSEA) das vias enriquecidas entre
os grupos (ARE vs. ARSE) (Figura 19A-C). As vias mais diferencialmente
ativadas em mondcitos CD14**CD16™ no grupo ARE foram relacionadas a
resposta imune (Figura 19A). Além disso, uma analise ROC foi realizada, a fim
de avaliar o desempenho dessas vias em discriminar artrite reumatoide erosiva
de artrite reumatoide nao erosiva com base em seu nivel de ativacao (escore
SSGSEA). Essa analise demonstrou que essas vias podem ser utilizadas para
classificar o status de erosao, alcancando uma acuracia de pelo menos 0,8

(Figura 20).
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Figura 19 - Vias altamente ativadas em mondcitos CD14++CD16- de pacientes com artrite
reumatoide e erosédo 6ssea
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Figura 20 - Curva ROC de classificacéo de eroséo 6ssea
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O numero de erosbes Osseas foi correlacionado positivamente com a
atividade das seguintes vias: ativacdo da resposta imune (r= 0,48, p= 0,002),
resposta imune adaptativa (r= 0,38, p=0,02) e regulacao positiva de proliferacéo
leucocitéaria (r= 0,35, p=0,03) (Figura 21). De forma notavel, essas vias foram as
mesmas sugeridas para distinguir artrite reumatoide erosiva de ndo erosiva
(Figura 20). Além disso, a maioria das vias enriquecidas estavam
correlacionadas com o escore de atividade de doenca SDAI (Figura 21).

Em relacdo as vias bioldgicas downregulated, foi encontrada uma
predominéancia de vias envolvidas na diferenciacdo osteoblastica e na regulacéo
da via de sinalizacdo Wnt candnica no grupo ARE (Figura 22). Conforme
esperado, foi observada uma correlacdo positiva entre a taxa de ativacdo da
diferenciacdo osteoblastica e a regulacdo da via de sinalizacdo Wnt canénica
(Figura 23).

Notavelmente, foi demonstrado que os genes mais conectados (GREM1,
NOG, DDIT3, COL1Al, PRKD1, LGR4, FERMT2, WNT4, RSPO3, WWTRL1,
CAV1) estavam associados ao processo de formacdo 6ssea. Por fim, foi
observada uma correlacdo negativa entre o niumero de erosfes e as vias de
diferenciacdo osteoblastica (r= -0,35, p= 0,03) e regulacdo da adesdo a matriz

celular (r=-0,45, p= 0,004) (Figura 24).
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Figura 21 - Correlag@o entre parametros clinicos e vias ativadas em pacientes com artrite
reumatoide e eroséo 6ssea
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Figura 22 - Analise de vias enriquecidas por genes downregulated em mondécitos
CD14**CD16" de pacientes com artrite reumatoide e erosédo 6ssea

° ° ° 4
° SPP1 Py PLPPR4 . CAMSAP2 NFIB .
sMoct e o i JTMRE o MAPIA AXON MAPB @
MET UCHL1 SLITRKSy -DEVELOPMENT CDH11
° [ REGULATION ® °
FHL2 ID3 DCLK1 ®  SEMA3A
. OF ° o o @SEMAIB @
OSTE@BIAST —pore — AUTOPHAGY _DEPPT wisa £Tvi @ 080 avies
DIFFERENTIATION nries st /o SLC25A4 STRBP1 @ | Fotts . @
LRT2 BDNF
®  TMEM39A °
\d ° MTCLA ® ATP6VOD2 °
BM':;AORG MARK1 ° ° NEDD4 ' o MAPT
LGR4 SH3BP4
APCDDIL B o REGULATION
CELL.CELL PR o ToKUe i
siGNARING l\g(m IGFB.F'G WWTR1 -~ pixDce v, (0]
SD.CBY WNT o COLAT cRimi g @ . DDR1 CANG@NICAL
p TCF7L1 @ gwp4 PTPRUNQS  pepyro e WINT N
CCND1 @ ° GJA1 7 ] WNT4 PRKD1 SIGNALING
CELSR3 DVL2 oacts e e 8 PATHWAY
REGULATION ankr g 0 °
OFANNT EGFR. oLy » A NRP2
(\‘ 5 FGFR CoLisAt uag1 \
SIGNALING TWIST1 DDIT3 ITGA3 @ Bczm DO?:K1 SEMABA
PATHWAY o DL§1 ®
® PLPP3 - EFEMP2 ° Ji EFNB2
NFATC4 c? ° ° ITGA7 PAX6
Foxut ® GERPINE
® cspea @ )
° o ECMF N HBX3 o CDH13 MMP14 NoThus o
GPNMB o LOXL2 " FKBP10® C3 °
oSBT FOF18 R INTEGRIN  MMP2
o VASCUBATURE e  REGULATION MEDIATED
e~ DEVELOPMENT — SPARC  op g SIGNALING
HMGA2 @ ' [ ) °
NR2F24 ID1 @ CALDI GJCt EPAST MATRIX PATHWAY
sTARD13 COLBAT Lo ADHESION
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Figura 24 - Correlagéo entre pardmetros clinicos e vias downregulated em pacientes com
artrite reumatoide e eroséo 0ssea
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O presente estudo demonstrou que mondcitos CD14**CD16" de pacientes
com artrite reumatoide apresentaram uma expressao diferenciada de genes
associados a ativacao da resposta imunoldgica e ao processo inflamatério, em
relacdo aos controles saudaveis. Adicionalmente, pacientes com artrite
reumatoide e erosdo Ossea apresentaram uma superexpressdo de genes
associados a resposta imunoldgica e uma subexpressao daqueles relacionados
ao metabolismo ésseo.

Embora o papel dos mondcitos na patogénese e na progressao da artrite
reumatoide ja tenha sido discutido anteriormente (Culemann et al., 2019), o papel
de suas subpopulacdes (e.g. Mondécitos CD14**CD16°) no processo erosivo no
segmento transcriptdmico ainda ndo havia sido avaliado.

Este trabalho identificou o gene IL6 como o0 gene com o0 maior numero de
conexdes e/ou interacbes. Este gene codifica a Interleucina-6 (IL-6) que atua
como uma citocina pro-inflamatéria. A IL-6 € produzida por diferentes células,
incluindo linfécitos T e B, mondcitos, fibroblastos sinoviais, queratindcitos,
células endoteliais, células mesangiais, adipécitos e algumas células tumorais
(Takeuchi et al., 2021), e desempenha um papel impar na regulacdo da
imunidade. O papel da IL-6 na destruicdo 6ssea da artrite reumatoide tem sido
extensivamente estudado, uma vez que a IL-6, além de induzir a expressao do
RANK nos osteoclastos, estimula a liberacdo de outros fatores associados a
reabsor¢cdo Ossea (e.g. M-CSF e RANKL). Corroborando com essa hipotese,
camundongos transgénicos superexpressando IL-6 exibem diminuicdo do
volume 6sseo trabecular no fémur, maior nUmero de osteoclastos e elevacédo da
concentracdo plasmética de fosfatase acida tartarato resistente (Peruzzi et al.,

2012).
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A inibicdo do eixo IL-6/IL-6R é altamente eficaz no tratamento de doencas
imunoinflamatérias, como a artrite reumatoide (Kang et al., 2020). A
administracdo de anticorpos antirreceptor de IL-6 em um modelo animal de artrite
induzida por colageno impediu a reducdo da densidade mineral 6ssea e da
microarquitetura ocasionada pela artrite inflamatoria (Yoshida et al., 2018).

No cenario clinico, tocilizumabe e sarilumabe despontam como
antagonistas dos receptores de IL-6 autorizados pelas agéncias reguladoras
para o tratamento da artrite reumatoide. Ambos 0s medicamentos sdo anticorpos
antirreceptor de IL6, com dados semelhantes quanto a seguranca e eficacia (den
Broeder et al., 2023). O tratamento por 52 semanas com tocilizumabe em
pacientes com artrite reumatoide que apresentaram falha ao metotrexato levou
a reducao da progressao da destruicdo 0ssea (escore de erosdo de 0,17 no
grupo tocilizumabe e 0,71 no grupo placebo) (Kremer et al., 2011). O uso de
sarilumabe em associacdo com outro farmaco sintético modificador do curso da
doenca (DMARDSs), demonstrou retardar a progressdo do dano estrutural,
melhorar a func¢éo fisica, a qualidade de vida e os sinais e sintomas de pacientes
com artrite reumatoide que apresentam falha ao metotrexato ou resposta
inadequada (intolerancia) a um inibidor de TNF (Lamb & Deeks, 2018).

Reforcando o papel dos mondcitos CD14**CD16™ na inflamacéo, outros
genes associados ao processo inflamatorio e a ativagéo da resposta imunoldgica
estavam upregulated neste estudo. O gene CCL7 é responsavel pela codificacao
da proteina quimiotatica de mondcitos 3 (MCP-3), uma quimiocina que regula o
trafego de mondcitos para sitios inflamatérios (Chang et al.,, 2022).
Recentemente, foi demonstrado que pacientes com artrite reumatoide

apresentam maiores concentracfes séricas de CCL7 no plasma e no liquido
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sinovial, em comparacéo a pacientes com osteoartrite (Rump et al., 2017). O
aumento nos valores séricos de CCL7 parece estar envolvido na promocao da
reabsorcdo 6ssea local, por meio da migracao e diferenciacdo de osteoclastos.
Reforcando essa hipétese, dados de RNA-seq de macréfagos da medula 6ssea
de mulheres na p0s menopausa com osteoporose demonstraram um aumento
da expressdo de CCL7 e da via de sinalizacdo NF-kB, em comparacdo a
mulheres sem osteoporose (Yuan et al., 2022).

Da mesma forma, a MMP2, membro da familia das metaloproteinases da
matriz, atua na ativacao de diversas quimiocinas, entre elas a CCL7, contribuindo
assim para a criagdo de um gradiente quimiotatico e posterior infiltracdo de
células imunes (de Jager & Hoefer, 2017). Foi demonstrado que
metaloproteinases da matriz (e.g. MMP-2 e MMP-9) sdo expressas nos
sinovidcitos e nas células endoteliais vasculares CD34* do tecido sinovial de
paciente com artrite reumatoide, sugerindo sua contribuicdo na progressao da
artrite reumatoide, principalmente no processo fisiopatoldgico da angiogénese e
na formacédo do pannus (Zhou et al., 2014).

Corroborando com os achados aqui encontrados, um estudo conduzido
por Gren et al., (2015) utilizando a técnica de expressdo génica single-cell
reverse transcription quantitative PCR demonstrou que 0s mondcitos
CD14**CD16 apresentaram elevada expressao de CD93, CD209 e CLEC4E,
genes envolvidos no reconhecimento e na fagocitose de patégenos. Além disso,
qgquando comparados com 0s mondcitos CD14*CD16** (ndo classicos), 0s
monaocitos CD14**CD16 possuem uma expressao significativamente superior do
receptor TREM1, que em resposta a infec¢cfes bacterianas e fungicas, é capaz

de amplificar a produgéo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias, podendo
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levar ao choque séptico (Bouchon et al., 2000; Dower et al., 2008; Gibot et al.,
2007).

Diversos genes (NRG1, PLA2G7, CREB5, ADAM19, LDLR, SCARB1,
STAB1 e S100A12) demonstraram ser upregulated em monécitos CD14**CD16-
(Anbazhagan et al., 2014). Particularmente, o S100A12 que atua como ligante
do TLR4, estimulando a producdo de citocinas e quimiocinas e,
consequentemente, influenciando no recrutamento, adesdo e migracdo de
leucdcitos, o que acaba por amplificar a resposta imune inata (Foell et al., 2013;
Meijer et al., 2012). Em parte, essa regulacdo positiva de citocinas pode ser
explicada pela superexpressdo do gene SOCS1, que € um inibidor de feedback
negativo da via JAK/STAT (Liau et al., 2018). Digno de nota, a expresséao de vias
mediadas por citocinas também foi correlacionada com a extensao das erosées.
Em conjunto, essas evidéncias indicam a capacidade dos mondcitos
CD14**CD16° de modular o influxo de células imunes no tecido sinovial e a
remodelacéo do tecido sinovial durante a inflamacéao.

Outro achado importante deste estudo € que os mondcitos CD14**CD16°
do grupo ARE apresentam uma expressao génica diferenciada em relacdo a
ativacdo da resposta imunolégica e a formacgao 6ssea em comparagcao ao grupo
ARSE.

Dentre os genes associados a resposta imunologica, o KLF14, membro
da familia de fatores semelhantes a Krippel (KLF), se destaca como um gene
envolvido na regulagédo da diferenciagdo de células T reguladoras (Wei et al.,
2017). Curiosamente, a presenca de subtipos de células T (e.g. Th17) na sindvia
de pacientes com artrite reumatoide, tem a capacidade de produzir fatores

associados a osteoclastogénese (e.g. RANKL, IL-6 e metaloproteases) (Miossec
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et al., 2009; Sato et al., 2006).

Um estudo recente demonstrou que KLF14 é regulado negativamente
durante a diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais da medula
0ssea, e sua superexpressao suprimiu a viabilidade celular e a diferenciacéo
osteogénica (Weng et al., 2020). E interessante ressaltar que a expressdo de
KLF14 esta negativamente correlacionada com a expressao de WNT3A, um fator
chave para a formacéo 6ssea (Weng et al., 2020).

Neste trabalho, foi encontrada uma subexpressao de vias envolvidas na
diferenciacédo osteoblastica e na regulacdo da via de sinalizagdo Wnt candnica
no grupo ARE. A via de sinalizacdo Wnt desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento embrionario, na homeostase tecidual e na regulacdo de
processos celulares ao longo da vida. Ao passo que a ativacdo da sinalizacao
Wnt estimula a formacdo Ossea, regulando a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos e osteoclastos, e o seu bloqueio contribui para o surgimento da
erosdo (Baron & Kneissel, 2013; Cici et al., 2019; Rabelo et al., 2010). De fato,
a inibicdo de antagonistas da via Wnt (e.g. DKK-1 e esclerostina) foi capaz de
reverter a destruicdo Ossea observada em modelos animais com artrite
reumatoide (Florio et al., 2016).

Evidenciando que o comprometimento da formacédo 6ssea desempenha
um importante papel na fisiopatologia das erosdes Osseas, identificou-se que
outros dois genes (AHNAK2 e PAPPA) associados ao metabolismo ésseo
estavam downregulated no grupo ARE. A familia de proteinas codificadas pelo
gene AHNAK2 desempenha importante papel na sinalizagdo de calcio,
interagindo com as proteinas dos canais de calcio, cruciais para o metabolismo

0sseo (Zardab et al., 2022). Camundongos knockout para o gene AHNAK2
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apresentam diminuicdo da resisténcia 6ssea e encurtamento de fémur e tibia
(Kim et al., 2020).

O gene PAPPA codifica a proteina plasmatica A, associada a gravidez
(PAPP-A), cuja funcéo principal € clivar a proteina ligadora IGF tipo 4 (IGFBP-4,
do inglés IGF-binding protein 4), que se liga ao fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF). Essa clivagem aumenta a ativacdo e a disponibilidade
plasmatica do IGF (GeneCards®: The Human Gene Database, 2023). A inibicédo
do gene PAPPA em camundongos tem sido associada a efeitos adversos no
desenvolvimento 6sseo (e.g. reducdo da area cortical e da espessura trabecular
de o0ssos longos e vertebrais). Além disso, foi observado um comprometimento
na taxa de formacdo O6ssea e uma tendéncia na diminuicdo do numero de
osteoblastos e da superficie mineralizante e osteoblastica (Mohrin et al., 2021).
Conforme esperado, foi demonstrado que o numero de erosdes 0sseas e a
atividade de doenca correlacionaram-se positivamente com a atividade de vias
associadas a ativacdo da resposta imune e a regulacéo positiva de proliferacéo
leucocitaria.

Finalmente, 23 genes upregulated nos pacientes com artrite reumatoide
vs. grupo CT, também estavam upregulated no grupo ARE vs. grupo ARSE. Este
achado corrobora com evidéncias prévias que sugerem que as erosdes 0sseas
na artrite reumatoide fazem parte de um processo progressivo, que envolve um
estado inflamatério mais elevado, indicando maior gravidade da doenca.

Um dos pontos mais importantes deste trabalho é a descoberta de
potenciais genes candidatos a uma associagdo com 0 processo erosivo na artrite
reumatoide (SOCS1, CORO1A, IL18RAP, CMKLR1 e HSPA1A).

A identificacdo de genes potencialmente envolvidos na fisiopatologia de
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doencas permite uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes,
revelando as vias moleculares e processos celulares afetados. Essas
informacBes abrem caminho para o desenvolvimento de novas terapias e
abordagens de tratamento mais direcionadas e eficazes. Além disso, o encontro
de genes possivelmente associados a destruicdo 6ssea, pode ter um impacto
significativo no diagnéstico e triagem da AR. Futuramente, com base nos genes
identificados, podem ser desenvolvidos testes genéticos que auxiliem no
diagnéstico precoce, na prevencdo e na triagem de individuos com risco de

desenvolver a doenca.



6. CONCLUSAO
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Até onde se sabe, este € o primeiro estudo que avalia o perfil
transcriptébmico de monécitos CD14**CD16" de pacientes com artrite reumatoide.
Foi observado aqui que pacientes com artrite reumatoide apresentam uma
superexpressao de genes associados ao processo inflamatério e a regulacdo da
resposta imunoldgica. Em relacdo aos pacientes com artrite reumatoide que
apresentavam erosdo 0ssea, identificou-se ndo apenas a ativacdo de vias
imunoinflamatérias, mas também um comprometimento nas vias relacionadas

ao processo de formacao Ossea.



7. ANEXOS
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Anexo B. Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: Avaliacdo de parametros do metabolismo ésseo por HR-pQCT e
histomorfometria na artrite reumatoide e na artrite idiopética juvenil e associa¢cdo com
variaveis clinicas e genéticas.

PESQUISADOR PRINCIPAL: Prof. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo - Disciplina de
Reumatologia

UNIDADE DO HCFMUSP: Ambulatorio de Reumatologia do Hospital das Clinicas de S&o Paulo da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e Laboratério de Metabolismo Osseo da Disciplina
de Reumatologia (LIM-17) da FMUSP.

1 — Convite a participacao.

Prezada senhora, como vocé tem Artrite reumatoide ou € um adulto com Artrite
idiopatica juvenil, e esta doenca pode levar a problemas nos seus 0sso0s, vocé esta
sendo convidada a participar deste estudo denominado: “Avaliacéo de parametros do
metabolismo dsseo por HR-pQCT e histomorfometria na artrite reumatoide e na
artrite idiopatica juvenil e associagcdo com variaveis clinicas e genéticas”.

Para participar do estudo, iremos avaliar seu 0sso através da densitometria
0ssea e do exame de tomografia periférica de 0osso (exame da mao e perna).

Além disso, também serd realizada uma biépsia de osso (retirada de um
pequeno fragmento de osso) na regido do quadril, no caso de vocé ter fratura ou
osteoporose identificadas no exame de densitometria.

Coletaremos 100ml de sangue que serdo utilizados no isolamento de células e
na avaliagdo laboratorial. Além disso, vocé precisara responder dois questionarios, um
geral sobre: dados pessoais, uso de medicamentos, doencas associadas e outro de
atividade fisica. Antes de decidir participar, leia este documento que se chama Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. Faga quantas perguntas achar
necessario. Se for preciso, discuta com seus familiares. Tenha certeza que entendeu
todo o texto.

2 — Justificativa e objetivos.
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A artrite reumatoide é uma doenca inflamatéria, sistémica e de natureza
autoimune, que leva a um comprometimento 6sseo generalizado (osteoporose) e
localizado (eros6es) prejudicando a capacidade fisica com piora da qualidade de vida.
Neste estudo, pretendemos entender melhor a sua doenca éssea decorrente da sua
artrite e desta maneira orientar melhor em tratamentos futuros.

3 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo
empregados

Caso vocé aceite participar do estudo vocé ira realizar um exame de
densitometria 6ssea e uma tomografia periférica de osso (exame da mao e perna). O
exame de densitometria 6ssea da coluna e quadril e a tomografia computadorizada de
m&o e perna apresentam riscos baixos. A quantidade de radiagdo dos 4 exames €
menor do que um RX de térax.

Além disso, também sera realizada uma biopsia de osso (retirada de um
pequeno fragmento de osso) na regido do quadril, no caso de vocé ter fratura ou
osteoporose no exame de densitometria. Para realizacdo deste exame sera necessaria
a realizacdo de anestesia local.

Serao coletados 100ml de sangue (equivalente a 10 colheres de sopa) que seréao
utilizados para isolar células (para realizar analise genética) e avaliagdo laboratorial
(marcadores inflamatérios). Além disso, vocé precisara responder dois questionarios,
um geral sobre: dados pessoais, uso de medicamentos, doencas associadas e outro de
atividade fisica. Vocé responderda estes questionarios apenas uma vez. O objetivo deste
estudo é avaliar o comprometimento 6sseo em pacientes com artrite reumatoide.

4 — Explicitac@o de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagao
na pesquisa;

O maior desconforto sera no momento da coleta de sangue, que sera realizada
na veia do braco podendo causar dor e manchas arroxeadas, entretanto este
procedimento ndo trara nenhum risco a sua saude. Em relacao a biopsia do osso, pode
haver a possibilidade de pequenos hematomas na regido e um pouco de dor, devendo
permanecer em observacdo meédica por 2-4 horas ap0s a bidpsia.

Em conjunto, os desconfortos ou riscos dos procedimentos descritos acima séo
classificados como baixo.

5 — Beneficios esperados para o participante
Vocé recebera todos os resultados de seus exames ao final do estudo. Além
disso, sua participacdo auxiliard na melhor compreensdo da perda 6ssea na artrite

reumatoide.

6 — Esclarecimentos sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que
terdo direito os participantes da pesquisa
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Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper sua colaboracéo e deixar de
participar deste estudo quando desejar sem qualquer custo ou prejuizo a continuidade
de seu tratamento na Instituicdo. Vocé também possui o direito de solicitar que as suas
amostras de sangue, que ficardo guardadas na Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo, sejam descartadas em qualquer etapa do estudo.

Os pesquisadores se comprometem a utlizar os dados coletados
exclusivamente para pesquisa. Os resultados obtidos serdo analisados em conjunto
com outros pacientes, de forma anonima, e mantidos em sigilo. Os resultados seréo
divulgados apenas em publicacdes cientificas, sem a mencao dos seus dados pessoais.

7 — Garantia de que o participante receberd uma via do termo de consentimento

Ao aceitar fazer parte desta pesquisa, vocé devera assinar e rubricar todas as
paginas de duas vias do termo de consentimento, as quais serao assinadas e rubricadas
também pela pesquisadora responsavel. Uma via do termo de consentimento com as
devidas assinaturas sera entregue a vocé antes de iniciar qualquer procedimento do
estudo e a outra via ficard com a pesquisadora responsavel.

8 — Explicitacdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da
pesquisa e explicitacdo da garantia de indenizagcdo por eventuais danos
decorrentes da pesquisa

Vocé ndo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também nédo ha compensacdao financeira relacionada a sua participagao.

9 — Armazenamento e cuidados com material biolégico

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa. Todas as amostras de sangue ficardo armazenadas na
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (de acordo com a resolucéo
441/2011), em um freezer apropriado para 0 armazenamento do material.

Caso parte das amostras coletadas ndo seja utilizada, manteremos suas
amostras sanguineas por um periodo de até 7 anos apods a conclusédo do projeto, e
entdo iremos descarta-las, conforme normas vigentes, ap0s este periodo. Respeitamos
esse prazo pois ocasionalmente revistas cientificas ou a agéncia que financia nossa
pesquisa pode nos pedir andlises adicionais ou esclarecimentos.

10 - Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. A investigadora principal é a Dr2. Rosa
Maria Rodrigues Pereira que pode ser encontrada no enderego: Av. Dr. Arnaldo, 455 -
3°andar — sala 3193 - Cerqueira César — Séo Paulo — SP — CEP: 01246-000. Telefone(s)
(11) 30617490, e-mail: reumatologia.fmusp@hc.fm.usp.br.



mailto:reumatologia.fmusp@hc.fm.usp.br

Anexos - 80

Se vocé tiver alguma consideracédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549, das 7 as 16h de
segunda a sexta feira ou por e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Fui suficientemente informada a respeito do estudo: “Avaliacdo de parametros
do metabolismo 6sseo por HR-pQCT e histomorfometria na artrite reumatoide e na
artrite idiopatica juvenil e associagao com variaveis clinicas e genéticas”.

Eu discuti as informagcBes acima com a Dra. Rosa Maria R. Pereira ou com
pesquisadores da sua equipe sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este
termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data / /

Assinatura do participante/representante
legal

Nome do participante/representante legal

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo

Nome resumido do projeto: Artrite reumatoide e metabolismo 6sseo Confidencial

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versdo 1.0 15 de Janeiro de 2021 ontidencia

Nome do Pesquisador: Rosa Maria Rodrigues Pereira

Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP
Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do Investigador
Representante legal Responsavel
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Anexo C. Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: Avaliacdo de parametros do metabolismo ésseo por HR-pQCT e
histomorfometria na artrite reumatoide e na artrite idiopética juvenil e associagdo com
variaveis clinicas e genéticas.

PESQUISADOR PRINCIPAL: Prof. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo - Disciplina de
Reumatologia

UNIDADE DO HCFMUSP: Ambulatorio de Reumatologia do Hospital das Clinicas de S&o Paulo da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e Laboratério de Metabolismo Osseo da Disciplina
de Reumatologia (LIM-17) da FMUSP.

1 — Convite a participacao.

Prezada senhora, vocé esta sendo convidada a participar deste estudo
denominado: “Avaliacdo de parametros do metabolismo 6sseo por HR-pQCT e
histomorfometria na artrite reumatoide e na artrite idiopética juvenil e associacéo
com variaveis clinicas e genéticas”.

Participando deste estudo, vamos comparar a salude do seu 0sso com a de
pacientes com artrite reumatoide. Para participar do estudo, sera necessario realizar o
exame de densitometria 6ssea e de tomografia computadorizada de mao e perna,
ambos indolores. Coletaremos 100ml de sangue que serdo utilizados no isolamento de
células e na avaliagdo laboratorial. Além disso, vocé precisara responder dois
guestionarios, um geral sobre: dados pessoais, uso de medicamentos, doencas
associadas e outro de atividade fisica. Antes de decidir participar, leia este documento
que se chama Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. Faca quantas
perguntas achar necessario. Se for preciso, discuta com seus familiares. Tenha certeza
gue entendeu todo o texto.

2 — Justificativa e objetivos.

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria, sistémica e de natureza
autoimune, que leva a um comprometimento 6sseo generalizado (osteoporose) e
localizado (eros6es) prejudicando a capacidade fisica com piora da qualidade de vida.
Neste estudo, pretendemos comparar a salde do seu 0sso com a de pacientes com
artrite reumatoide e assim tentar entender melhor a perda 6ssea que ocorre nesta

doenca e desta maneira orientar o melhor tratamento. Além disto, através da amostra
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de sangue coletada, iremos realizar uma andlise genética, com a finalidade de identificar
alterac@es relacionadas aos mecanismos biol6gicos que possam estar associados ao
comprometimento ésseo na artrite reumatoide.

3 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo
empregados

Caso vocé aceite participar do estudo vocé ira realizar um exame de
densitometria 6ssea e tomografia computadorizada de méo e perna. Serdo coletados
100ml de sangue (equivalente a 10 colheres de sopa) que serdo utilizados para isolar
células do sangue (para analise genética) e avaliacdo laboratorial (marcadores
inflamatérios). Além disso, vocé precisara responder dois questionarios, um geral sobre:
dados pessoais, uso de medicamentos, doencgas associadas e outro de atividade fisica.
Vocé responderd estes questionarios apenas uma vez.

O objetivo deste estudo € avaliar se existe diferengca entre o seu 0sso e de
pacientes com artrite reumatoide.

4 — Explicitac@o de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagdo
na pesquisa;

O maior desconforto sera no momento da coleta de sangue, que sera realizada
na veia do braco podendo causar dor e manchas arroxeadas, entretanto este
procedimento ndo trara nenhum risco a sua saude. Em conjunto, os desconfortos ou
riscos dos procedimentos descritos acima séo classificados como baixo.

5 — Beneficios esperados para o participante

Vocé recebera todos os resultados de seus exames ao final do estudo. Além
disso, sua participacdo auxiliard na melhor compreensao da perda Ossea na artrite
reumatoide.

6 — Esclarecimentos sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que
terdo direito os participantes da pesquisa

Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper sua colaboracdo e deixar de
participar deste estudo quando desejar sem qualquer custo ou prejuizo a continuidade
de seu tratamento na Instituicdo. Vocé também possui o direito de solicitar que as suas
amostras de sangue, que ficardo guardadas na Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo, sejam descartadas em qualquer etapa do estudo.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados coletados
exclusivamente para pesquisa. Os resultados obtidos serdo analisados em conjunto
com outros pacientes, de forma andnima, e mantidos em sigilo. Os resultados serdo
divulgados apenas em publicacdes cientificas, sem a menc¢ao dos seus dados pessoais.

7 — Garantia de que o participante recebera uma via do termo de consentimento
Ao aceitar fazer parte desta pesquisa, vocé devera assinar e rubricar todas as

paginas de duas vias do termo de consentimento, as quais serdo assinadas e rubricadas
também pela pesquisadora responsavel. Uma via do termo de consentimento com as
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devidas assinaturas sera entregue a vocé antes de iniciar qualquer procedimento do
estudo e a outra via ficara com a pesquisadora responsavel.

8 — Explicitacdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da
pesquisa e explicitacdo da garantia de indenizagcdo por eventuais danos
decorrentes da pesquisa

Vocé ndo tera despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a sua participacao.

9 — Armazenamento e cuidados com material biolégico

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa. Todas amostras de sangue ficardo armazenadas na
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (de acordo com a resolucéo
441/2011), em um freezer apropriado para 0 armazenamento do material.

Caso parte das amostras coletadas ndo seja utilizada, manteremos suas
amostras sanguineas por um periodo de até 7 anos apds a conclusédo do projeto, e
entdo iremos descarta-las, conforme normas vigentes, apés este periodo. Respeitamos
esse prazo pois ocasionalmente revistas cientificas ou a agéncia que financia nossa
pesquisa pode nos pedir andlises adicionais ou esclarecimentos.

10 - Garantia de acesso

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de davidas. A investigadora principal € a Dr2. Rosa
Maria Rodrigues Pereira que pode ser encontrada no enderecgo: Av. Dr. Arnaldo, 455 -
3% andar — sala 3193 - Cerqueira César — Sdo Paulo — SP — CEP: 01246-000. Telefone(s)
(11) 30617490, e-mail: reumatologia.fmusp@hc.fm.usp.br.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 — 5° andar —tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549, das 7 as 16h de
segunda a sexta feira ou por e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Fui suficientemente informada a respeito do estudo: “Avaliagdo de parametros
do metabolismo 6sseo por HR-pQCT e histomorfometria na artrite reumatoide e na
artrite idiopatica juvenil e associagao com varidveis clinicas e genéticas”.

Eu discuti as informagfes acima com a Dra. Rosa Maria R. Pereira ou com
pesquisadores da sua equipe sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, 0os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este
termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Data / /
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Assinatura do participante/representante
legal

Nome do participante/representante legal

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo

Nome resumido do projeto: Artrite reumatoide e metabolismo 6sseo ) )
Confidencial

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versdo 1.0 15 de Janeiro de 2021

Nome do Pesquisador: Rosa Maria Rodrigues Pereira

Hospital Das Clinicas Da Faculdade De Medicina Da USP
Rubrica do Participante da Pesquisa Rubrica do Investigador

Representante legal Responsavel
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Certificamos que a comunicagdo oral C0.01 intitulado “SEQUENCIAMENTO EM LARGA ESCALA (RNA-seq)
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OSSEA.” de autoria de Sales LP, Hounkpe BW, Figueiredo CP, Perez MO, Caparbo VF, Pereira RM recebeu
o0 2° lugar na categoria Temas Livres no 28° Encontro de Reumatologia Avancada, realizado de 30 de
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REVIEW ARTICLE

HR-pQCT in vivo imaging of periarticular bone changes in chronic inflammatory
diseases: Data from acquisition to impact on treatment indications

Camille P. Figueiredo® (®, Mariana O. Perez®, Lucas Peixoto Sales®, Georg Schett” and Rosa M. R. Pereira®

*Bone L Rh ) mrmamrmawmmpmmrmm&
"Department of Internal Medicine 3, Rh logy and of Erlangen-Nuremberg and Universitatskiinikum,
Erlangen, Germany
ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Imaging is essential for the assessment of bone and inflammatory joint diseases. There are several  Recened 29 May 2020
imaging le that differ i I di time pre-  Accepted 25 Jdy 2020
cision, cost, availability or ability to predict disease progression. High-resclution peripheral quantitative
tomography (HR-pQCT) that mwmhmmmummmdm “"mm“
eral bone n bone changes in inflamema- m"'"w‘ . -

d high pi
tory Mmmwmumdmmhw

phytes in chronic diseases. Apart
radius and the tibia, HR-pQCT has contributed to assessment of bone erosions. osteophytes,
sidered the hallmark of diseases as theumatoid arthritis and psoriatic artheitis, respectively. In this way,
there are some by
here in order to di

Introduction

Imaging is a crucial technology to evaluate bone. Several dif-
ferent techniques have been developed to assess bone
in vivo that differ in methodology (being based on X-ray,
gneti ging or ul 1) bl

dimensions (producing either two- or three-dimensional
[3D] images), spatial resolution, radiation exposure, acquisi-
tion time, parameters assessed, region of interest (ROI) ana-
lyzed, cost, availability and ability in
predicting dlnkal outcomes [1,2]. One of lhe most exciting
advances to assess bone microarchitecture over the past 10
years has been the tnlmdnmon of high-resolution periph-
eral q P 8 ,‘, (HR-pQCT), an

and sdvanced logy available since
2004 [3] which has been used 1o s(udy bone micro-architec-
ture in humans in vivo [4-8].

In this review, the use of HR-pQCT in assessing the
hand skeleton in patients with inflammatory joint diseases is
described. The characteristics of HR-pQCT image acquisi-
tion, reconstruction and evaluation as well as the methods
to evaluate local bone changes such as erosions and osteo-

Search strategy and selection criteria

Articles included in this review were searched and limited
full-text English language articles of PubMed with combin-
ation or isolate of following items: "HR-pQCT", "done ero-
sions’, ‘osteophytes’. ‘hand bone destruction’, ‘bone
pmlﬂtnuocs lmapng meumqnl )oln( sp(c

'SPECTRA group’, OMERACI‘ hﬁamlory disease’. Tbe
search strategy was done from 31 March 2019 until 30

September 2019.

Study selection
There were selected the most important papers regarding
of images, dardized methods of evah

from study groups (SPECTRA and OMERACT), as well as
different methods that might be use to peripheral bone ero-
sion and bone spur analysis. Moreover, some literature evi-
dences of its use in treatment follow-ups were also included.

Main outcome variables

All analyzed topics reviewed here, they were chosen accord-
ing to authors specialists in HR-pQCT technique, after

phytes are reported, showing the p I of HR-pQCT in
h logy h and p I future use in routine
clinical practice.

CONTACT Camile P. Figueredo @ g

S20 Paulo, 01266903, Seacl
© 2000 Japan Colege of Rumstology

Ross M R Perers ©) rosmararp@yshoo.com (@) Av. Dr. Amaldo 455, 3' andar, sala 319,
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Influence of vitamin D status on hospital length of stay and prognosis
in hospitalized patients with moderate to severe COVID-19:
a multicenter prospective cohort study

Bruna Z Reis,” Alan L Fernandes," lm.a.v P Sales," Mamm D Santos,” Camlme C dos Santos,’ Ana J Pinto,?
Karla F Goessler,” Andre S Franco,' Camila SC Duran,’ lea BR Silva, Mamm B Macédo," Hamquc HH Dalmahn.
Janaina Baggio," Guitherme GM Baibi." Leila Antonangelo,” Valeria F Caparbo,’ Bruno Gualano,** Igor H Murai,’

and Rosa MR Pereira’

'Rh logy Division, Hospital das Clinicas da Facsldade de Medicing da Universidade de Sao Paulo (HCPMUSP), Faceldade de Medicina da Universidade
de S20 Paulo, Sao Paslo, Branl; *Applied Physiclogy and Ni R h Geoup, Faculdade de Med da dade de Sao Paulo, Sao Paslo, Braxnl;
Clinical Pathology Divisson, Hospital das Clisscas HCFMUSP, Faceldade de Medicina da U dade de Sa0 Paulo, Sao Puslo, Braxil: sed *Food Research
Centes, Universidade de Suo Paslo. Sao Paalo, Branil

ABSTRACT Keywords: SARS-CoV-2 mfection. COVID-19, mortality, nutri-
Background: Vitamin D acts as a madm in the immune  tiomal statux, 25-hydroxyvitamin D

system regulating antiviral hanisms and

Vitamin D msuﬁinency has been sugg:sbd asa pou:nhal nsk factor
for severe acute resp irus 2 (SARS-CoV-
2) mfection, alzbou#l its u-npm on the prognosis of hospatalized

P with virus di 2019 (COVID- 19) remsains unclear.
Ohbj This mults prospective cobort study was designed
o i 3 hether serum 25.-hydroxyvitamin D [25(OH)D]

cmmunn is associated with hospital length of stay and prognosis
m hospétalized patients with COVID- 19,
Methods: Patients with moderate to severe COVID-19 (r = 220)
were ucnuh:d from ’hnsp:lahulSuP.mlo Brazil. Serum 25(OH D
d as follows: <10 ng/ml., 10 to <20
ng/ml., 200 <30nyml. and >30 ng/mL. and <10 ng/ml. and > 10
nghnl_mmmuyoummhoqmallmpho(mudlhe
wmndnry wlzum were the ﬂ: o!' 3 who
il and

Results: There were no significant dtﬂmxu in bospital length of
stay when the 4 25(OH)D categories were compared (£ = 0.120).
Patients exhibiting 25(0H)D <10 ng/ml. showed i trend (P = 0.057)
for longer hospital length of stay compared with those with 25(0H)D
>10 ng/ml [9.0d (95% CL: 6.4, 11.6 d) vs. 7.0d (5% CL: 6.6, 7.4
d)l. Thc mnlwvamhl: Cox proportional hazard models showed no

P b 25(OH)D and primary or secondary
oulcomes.
Conclusi Among hospstalized with mod 10 severe
COVID-19, those with severe 5(0"]0 deficiency (<10 ng/ml.)
exhibited 2 trend for longer hospital Ieng\h of stay :ompn:d
with patients with higher 25(0H)D This

4

Introduction

As of 30 March 2021, 127 nullon people have been infected
and 2.7 million people have died in the coronavirus disease 2019
(COVID-19) pandemic { 1). The predictoes of COVID-19 sevenity
remain to be fully clarified.

Subclimical vitamin D deficency has been shown to negatively
affect the function of the immune system and increase the nsk
of severe mfection (2-4), including COVID 19 (3. 4). ln this
sense, vitamin D v 10 LS v

role since it is involved in the _rr_, lation of the e
system through effects on both dendritic and T cells (5-7).
It can also enbance antiviral mechanisms in epithelal cells

by producing antimicrobsal peptides and plagy, as well

Sepponed by Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de Sio
Paslo — PAPESP (grants 20008752.4, 19247524, 20111022, 1600006
T, AT138582-2, 15/26937-4, 19/18039-7), Comselbo Nociomal de Deseavolvi-
mento Clentifico ¢ Tecnoldgico (MB8336/2017-7), and Coordenaglio de Aper-
felgoamento de Pessoal de Nivel Superior—CAPES (S5857 S07119/2020-
00).

pp I Figare 1 is available from the “Suppk y data” lnk in
the coline posuing of the artick: and from the same link in the onlise whie of
contents i hitps/facadensic. oup.comiajcn/.

BZR and ALF costribesed equally 1o this work.

A.ddren comespomdence 1o RMRP (e-nsail: rosamarnian @ yuboo com).

was not signifi in the multivariable Cox regs model.
Prospective stdies should test wh:dlacma:tmgst\m 25(0H)D
deficiency could improve the prognosis of p with COVID-19.
Am J Clin Notr 2020:00:1-7,

used: COVID- 19, coromavirus disease 2019 CYP2TB1, la-
Bydroxylase; SARS-CoV-2, severe acuie resp v synidros 2;
2X0HD, 25-hydroxyvisanus D,

Received January 4, 2021, Accepred for publication Apal 9, 2021,

Firsz published caline 0, 2021 doa: hupsfdotoag/ 10, F93/ajcadngabl 1.

Aue 7 Clin Nuer 22100:1-7. Printed in USA. © The Authoe(s) 2021. Peblished by Oxford University Press on bedalf of the Amencan Socsety for Nutrition.
All rights reserved. For permissions, please e-muall: journals permissions @ oup.com 1
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No independent associations between physical activity and clinical
outcomes among hospitalized patients with moderate to severe COVID-19
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Abstract

Background: Regular physacal activity (PA) has been postulated to improwe, or at beast maintam, immunity across the life span. However, the
link between physical (injactivity and coronavines disease 2019 (OOVID-1%) remains o be established. Thas small-scale prospective cohart
study is nested withm a randomized controlled trial ammed o mvestigate the possible associations between PA bevels and climical cutcomes
among hospaialized patients with moderate to severe COVID-19.

Methods: Hospitalized patients with COVID-19 (mean age: 54.9 years) were recruited from the Clinkcal Hospital of the School of Medicine of
the University of Sao Paulo (2 quaternary refiermal teaching hospital) amd from Ibirmpuers Field Haospital, both located in 520 Paubo, Brazil. PA
level was assessed uxing the Baecke Questionnaire of Habitual Physical Activity. The primary outcome was hospital lemgth of stay. The second-
ary weTe . I to the intensive care ungt (ICU7), amd ¥ iom reg .

Eezwles: The median hospital length of sty was 7.0 & 4.0 days, medin = 1QR; 3.3% of patiemts died, 13.58% were admitted to the FCU, and 8.6%
required mechanical ventilation. Adjusted lmear regression madels showed that PA indices were not associated with hospatal length of stay
(work index: §=—0.57 (%5% confidence interval (95%CTE — LB 1o L65), p=0.355; sport index: §=0.43 (953401 —0.94 1 1.BO), p=0.536;
lessure-time index: §= 118 (95%CL —0.22 to 2.59), p=0L09% and total activity mdex: 8 =020 {95941 —0.48 to 0.E7), p=0.563). None of
the PA indices were associated with mortality, ad iom to the ICLL, ar | ventilation requirement {all p = 0L050).

Cowclusion: Among hospitalized patients with ODVID-19, PA did not independently assncmabe with bospital length of stay or any other clirscally rele-
vant putcomes. These findings should be imerpreted ax meaning that, among akready hospitalized patients with more severe forms of COVID-19, bang
active iz a potential protective Bctor likely cutweighed by a cluster of comorbidsties (e.g., type I diabetes, hypertension, weight excess) amd older age,
sugpesting that the bemefit of PA agaimst the worsening of COVID-19 may vary across stages of the dizeaxe.

Keywords: Hospiial lengih of say; Lifestyle: Phvsical mactivity; Prognosis SARS-Co'¥'.2

1. Introduction instance, chronic inactivity has been linked 1o increased sys-
temic inflammation, impaired natural killer cell eytolytic activ-
ity, and reduced T-cell proliferation and cytokine production,
which can ultimately lead to a loss of viral control *

The immunoregulatory roele of physical activity (PA) is also
well-known. Regular PA has been postulated o improve, or at
least maintain, immunity across the life span” There is also
evidence that PA reduces the incidence as well as the number

Physical inactivity has been considered a predisposing fac-
tor to acquired infections in several cohorts.' A solid body of
literature provides biological plausibility for the negative
impact of physical mactivity on the immune system. For

Peer review under responsibility of Shanghai University of Spor.

* Conesponding sathor. 5 - : .
E-mon cdress: guslanodiusp be (B, Gualang). and severity of symptoms associated with acute respiratory
! These two nuthors bave contribaned equally 1o this work. infections (e.g., upper respiratory iract infection).’

hmpes: ok carg,' 10L 1001 jashass 2002 1 18, DRI
Ciie this ariicle: Pinio AL, Goessler KF, Femandes AL, et al. No independest associations between physical activity and clinical ouicomes among hospialized
paticnis with modenate 1o severe COVID- 1%, F Spovr Healnk Soi 20011008904,
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Persistent or new symptoms 1
year after a single high dose of
vitamin Dz in patients with

moderate to severe COVID-19

Alan L. Fernandes, Lucas P. Sales, Mayara D. Santos,
parbo, lgor H. Murai and Rosa M. R. Pereira*

vigion, Faculdade de Medicing HCFMUSE, Hospital das Clinicas, Universidade de

Purpose: The aim of this study was to investigate the reported persistent or
new symptoms 1 year after a single dose of 200,000 IU of vitamin Dz and
hospitalization in patients with moderate to severe COVID-19.

Methods: This is a post-hoc, exploratory analysis from a multicenter, double-
blind, placebo-controlled, randomized clinical trial from two hospitals in
530 Paulo, Brazil, registered in ClinicalTrials gov, NCTO4445718. Discharged
patients were followed for up to 1 year and evaluated by telephone interviews
at 6 and 12 months. The primary and secondary outcomes were previously
published. These post-hoc exploratory secondary outcomes are the persistent
or new symptoms and quality of life (Qol) at the post-viral stage of COVID-
19. Generalized estimating equations [GEE) for repeated measures with
Bonferroni‘s adjustment were used for testing outcomes.

Results: Between 2 June and 27 August 2020, we randomized 240 patients of
which 144 were included in this study [the vitamin D3 (n = 71} or placebo
[n = 73) groupl. The mean (5D) age was 34.3 (13.1) years, and body mass
index (BMI) was 324 (6.5) kg/m®. Fever demonstrated a significant main
effect of time (P = 0.001) with a reduction from baseline to & (52-0) and 12
months (52-0). No significant differences between groups were cbserved for
fever, cough, fatigue, fever, myalgia, joint pain, runny nose, nasal congestion,
sore throat, hypertension, diabetes, cardiovascular disease, rheumatic disease,
asthma, chronic obstructive pulmonary, chronic kidney disease, Qol, and new
or persistent symptoms up to 1-year of follow-up.

Conclusion: The findings do not support the use of 200000 U of
vitamin Dz compared to placebo for the management of persistence or
new symptoms, and Qol reported by moderate to severe patients after
hospitalization for COVID-19.
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Social impact of disease parameters and
damage accrual in adult Brazilian patients
with childhood-onset Systemic Lupus
Erythematosus

Micolas Y Tanigava', Ana P Sakamoto®, André S Franco', Gabriela GM Balbi?,
Lucas P Sales', Madia E Aikawa' ©, Maria T Terreri’ and Rosa MR Pereira’

Abstract

Objectives: To describe the frequency and investigare povential saociations of vnemployment, need of financial assistance
and health-relaved quality of life in adult patients with childhood-enset Syseemic Lupus Erythematosus (eSLE).
Methods: In this multicenter eross-secdonal retrospective cohort study including ¢SLE adult patients, questionnaires were
applied evaluating demographic characteristics, medical history, treatment, receipt of government financial assistance, work
srarus, qualicy af life, eeonomic classification, disease actviy, and damage acerual. Disesse activity and disease damage were
mexsured at the soudy visic,

Resules: Sixxy-nine ¢SLE patients with a median age of 21 years from two Brazilian tertary cenvers were included (median
disease duration ¥ years). Twenty-eight (4006%) patents were unemployed and 16 (23.3%) were receiving financial as-
slsmnee oF retirement pension. Werk unemployment was associated with higher damage seares (OR 1,83, 95% C1 1.08 w0
3.09, p = 0.024), and the need of financial assistance was associated with longer disexse duration (OR 1,15, 95% C1 1.00 w0
131, p= 0.045) and worse economic score (OR 0.87, 95% CI 077 w 0.9%, p = 00,038). Enodonal health and body image
perception were the most compromised domains of qualicy of life but showed no association with disease parameters.
Disease activity, on the other hand, was inversely associaved with sympuoms scores (f = — 1377, p = 0.014) and scores of
adverse effects of medications (i = —1.286, p = 0.020).

Coneclusion: 5LE iz a disease with severe outcormes and high social burden that profoundly impaces patients. Damage
acerual is a major contributor wo unemployment during adulthood and its preventdon must be central in the management of
cSLE.

Keywaords
Childhosd-anset systemic lupus erythermatesus, damage, unemplayrment, qualicy of life, eost of illness

Introduction

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic multi- — 'Rheumaniogy Devisicn, Faculdide de Mediciea FMUSP, Universidade de

systenuic autoimmune disease with variable and unpre-
dictable course. It predominantly affects voung individuals,
expecially women, during their prime working years, yet up
o 20%% are diagnosed during the childbood, prior to the age
of I8, which is classified as childhood-onset Systemic
Lupus Erythematosus (cSLE).!

The clinical manifestations of ¢SLE are generally mone
severe than whai is observed in aduli-onset SLE {:aSLE].:"t
It has a higher rigk of disease flares and higher mtes of organ
damage, lupus nephritis, and renal ransplant, as well as a
need of more medications te maintain disease remission, ™

Zz0 Pauba, Sao Paule, 5P, Brazi
S0 Paule, Universideede Federsl de 520 Padlo, Sao Paula, 5P,
Brazil
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Micolas ¥ Tanigea, R Divisian, Faculdade de Medicing
ISP da Universiderde de Sao Paulo, Av Or Amaddo, Sac Paulo 01246503,
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Email: nicolzs offdm wep b
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Lower hand grip in rheumatoid arthritis patients is associated
with low finite element analysis using high resolution
peripheral quantitative computed tomography scan of the 2nd
metacarpophalangeal joint

Camille Pinto Figueiredo' © | Mariana Ortega Perez' | Lucas Peixoto Sales® |

Dioge Souza Domicianc® | Marilia M. Sampaio-Barros' | Valeria de Falco Caparba® |

Rosa Maria Rodrigues Pereira™”

Borwe Metabolim Laboarabory,
Risumatology Division, Faculdase de Abstract

Midicira FMILISR Universidade de Sao )
Povio, San Pak, Bl Al To evaluate hand function by hand grip test in rhewmatold arthritls ([RA) patients,

3Faculdade de Medicing da Universidade and its assoclation with bone erosions and the estimated bone strength (finite ele-
de Zac Pauls HOFMUFER, Sao Paulo, Brazil merit - FE analysis) through the anabysis of the 2nd metacarpal head of the dominant
c — hand using high resolution peripheral guantitative computed tomography (HR-pQCTL
Camille Pinto Figusireds, Bone Method: Eighty-two female RA patients between 18-50years old were selected.

Metaboliem Laboratory, Rheumatology

Do, Eacul s de Meadiicies, FMIIE Dermographic data, Health Questionnaire Assessment Disability Index (HAQ), Disease
Universidade de Sao Pauls, Av. Dr. Activity Score of 28 joints (DAS)-28, simplified disease activity index [SDAL) and the
e oanen lu s, s hand grip test were set. The HR-p{ICT scans of 2nd metacarpophalangeal joints of
Emil: 1 guiined oo amille@sgmail.com the deminant hand of all patients were performed according to SPECTRA group pro-
Funding inf - tocols. The Images were wsed to assess bone erosions and FE analysis. The hand grip
Fundagde de Amparoe & Pesquisa test was categorized in 2 groups and separately compared (< 18 ws =18 kgf). A logistic
do Estade de Sdo Paul o, Gramtd fﬂmd hﬂﬂd | 18 f labie

[P ———— FEgression was per| ushng grip test <18 ket as a dependent var i

2012013159 Results: & dgnificant difference was found between the 2 groups regarding HAC,

inflamratory markers [erythrocyte sedimentation rate, C-reactive protein), DAS-28,
S0, total volume of erosion and bone strength parameter (FE analysis - Failure Load
[F-Load]). The logistic regression analysis showed that the risk factors assoclated with
hand grip test <18 kgf were higher SDAI (odds ratio [OR] 0.912; 95% C1 0.837-0993)
and lower values of bone strength parameter (FLoad) (OR 1.007; 95% C1 1.002-1.012).
Concluslon: Lower values of hand prip test were assoclated with higher disease activ-
ity score-SDWAI and lower bone strenpgth of 2nd metacarpal bone head of the dorminant
hand evaluated here through a FE analysis using HR-pQCT scan.

KEYWORDES
fanite el=ment. hand grip strength, HR-pQCT, metacarpophalang=al joint, rheumatoid arthrits
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Effect of a Single High Dose of Vitamin D; on Hospital Length of Stay
in Patients With Moderate to Severe COVID-19

A Randomized Clinical Trial

igor H. Mural, PRO; Alan L. Fernandes, PhD; Lucas P. Sales, MSc; Ara J. Pinto, BSc; Karla F. Goessler, PhD;
Camila S C. Duran, MD; Carka 8. R Sva, MD; André S. Franco, MD: Marina B. Macedo, MD, MSc;
Herrigue H. H. Daimalin, MD; Janaina Baggio, MD; Guiberme G. M. Balbl, MD; Bruna Z. Rets, PR,
Leta Antcrangelo, MD, PhD; Valesa F. Caparbo, PhD; Bruno Gualin, PRO; Rosa M. R. Pereira, MD, PhD

[ Editorial
IMPORTANCE The efficacy of o, W disease 2019
{COVID-19) remains undlear.
OBJECTIVE To investigate the effect of » single high dose of vitamin D, on hospital length of
stay in patients with COVID-19.
DESIGN, SETTING, IPANTS This was double-bind,
placebo- L ducted in 2 sites in S "uucummmdmxo
hespitalized patients with COVID-19 who ly il at the time

dmmmmz.m.wmnmmwmmmon
October 7, 2020

INTERVENTIONS Patients domly assigned to receive a single oral dose of 200 000 I
of vitamin D, (n = 20) or placebo (n = 120).
OME The primary length of stay, defined as the
time from the date of rand hospial Prespecified d
di u!mnbualpnmuunmmmelmm
mmmemmdmmmwmummmmrmm
levels of 25- hydeoxyvitamin D, total calcium,

and C-reactive protein.

RESULTS Of 240 ized 237 Juded in the primary analysis (mean [SD]
age, 56.2 [14.4] years; 104 [43.9%] mean [SD] baseine 25-hydraxy Dievel,
20.919.2) ng/mL). Median (interquartile range) length of stay was not significantly different
between the vitamin D, (7.0 [4.0-0.0) days) and placebo groups (7.0 [5.0-13.0] days)
(og-rank P = 59, unadjusted hazard ratio for hospital discharge, 107 [95% C1, 0.82139),;
P = 62). The difference between the vitamin D, group and the placebo group was not
significanit for mumqomnsﬂkdlkmls%ma -41% t0 9.2%):
P = 43), admissi it (16.0% vs 21.2%; difference. -5.2% [95%CI,
-151% to 47%]; P = 30), or need for mechanical ventilation (7.6% vs 14.4%; difference,
-6.8%[95% C1, -151% t0 12%]; P = .09). Me, fevels of 25-hydr itamin D
mmmmm.mmmwmnn,uunbo(mwum
ngimL: difference, 24.1ng/mi [95% Cl, 19.5-2B7] P < .001). There were no adverse events,
but an episode of vomiting was associated with the intervention.

mwmmwammmnm*mm
of vitamin D,, ith placebo, did not ly reduce h of stay. The
mmmwumdammdnmmhwdm«n&m

severe COVID-19. Asthor Aftiations: Author
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Effect of a single high dose of vitamin D; on cytokines, chemokines,
and growth factor in patients with moderate to severe COVID-19
Alan L Fernandes," Igor H Murai," Bruna Z Reis,” Luau P Sales,’ Mamm D Santos,” Ana J Pinto,? Kar{a F Goessler?

Camila SC Duran,” Cnrln BR Silva." André $ Franco,' Marina B Macedo," Henrigue HH Dalmotin,’ Janaina Baggio,'
Guilherme GM Balbi,' Leila Antonangelo,” Valera F Caparbo,’ Bruno Gualano.** and Rosa MR Pereira’

' REcumaealogy Division, Hospital das Clinkcas da Paculdade de M da U

dade de S50 Paulo (HCFMUSP). Faculdade de Medicina da Univenadade

de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazit; *Applied Physiodogy & Netrition Research Group, F:

dade de Med: da U idade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil,

*Clinical Pathology Division, Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de Medicina da Universadade de Sso Paulo., Sao Paslo, Brazil; and *Food Resessch

Censer. Universsdade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brzid

ABSTRACT
w The modulsting effect of vitamin D ca cytokine
in severe wus disease 2019 (COVID-19)
remains unknown.
Objectives: We aimed to investigate the effect of a single high
dose of vitamin Dy on cytokines, chemokines, and growth factor in
hospitalized patients with moderate to severe COVID- 19,
Methods: This is 2 post hoc. ancillary. and explaratory analysis
from a multicenter. double-blind. placebo-controlled, randomized
clinical trial. Patients with moderate to severe COVID-19 were
recruited from 2 hospetals in Sio Paulo, Brazil. Of 240 rundomly

Keywords: immune respoase, SARS-CoV-2, inflammation, acute-
phase reactants, vitamin D

Introduction
Vitamin D has arisen as a mediator of the innate (1-
3) and adaptive immune responses (4, 5). The active form
of vitamin D, 1.25-dihydroxyvitamin D [1.25(0H):D), could
ibute to the induction of viral | and
of neutrophils, monocytes, macrophages, and dendnitic cells

assigned patients. 200 were assessed mn this study and doenl!
assigned to receive a single oral dose of 200,000 U vitamin Dy
{n = 101} or placebo (n = 99). The primary outcome was hospital
length of suly vdnch lns been published in our previous study.

The were serum concentrations
ofll.lﬂ IL-6, IL-10, TN'F-a and 25-hydroxyvitamin D. The
post hoc expl Y ¥

were lL-4. 1L-12p70,
IL-17A, IFN.y, granulocy coloay ing factor
(GM-CSF), IL-8, IFN-inducible m 10 (IP-10), macrophage
inflammatory protein-18 (MIP-18), monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), vascular :n‘klhlnl gmwm factor (VEGF)
and leukocyte count. Ge lized foc

with i's adj wue used for msﬁn‘ all

outcomes.
Results: The study inchisded 200 patients with 3 mean £+ SD age
of 555 & 14.3 y and BMI of 322 £ 7.1 kg/m’, of which 109
(54.5%) were male. GM-CSF ions showed 2 signifi
group-by-time mteraction cffect (P = 0.(M), although the bl.-l‘un-

group difference at posti son after B 3

(6). Furth 1.25(0H),D may avoid chronic an:lxvauun
of the innate i P by '3 of
dendritic cells. inducing i A Yati

toll-like receptoes, and adjusting both the TNF-a/NF-xB and
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disease 2019 GEE, generalized estsmating equation: GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor; KU, istensive care unit; IFN-y,

was Dot signi Nosi effects were ob: d for the other
oulcomes.
Conclusions: The findings do not support the use of a single
dose of 200,000 IU vitamin Ds, compared with placeba, for
the imp of cytoki hemoki and growth factor in
hmpihliud patients with moderate to severe COVID-19. This trial
at clinicaltrials gov as NCTO4449718.  Am J Clin
Nm: 20221 15:790-798.

y: P10, ble proscis-10; MCP-1, mosocyte
chemoatiractant prosess- 1. MIP-14, macrophage Isflammatory peotein- 18
NF-« B, nuclear factor «B; PCR. polymerase chain reaction; SARS-CoV-
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Bone erosion in the 2nd
metacarpophalangeal head: association
with its bone mineral density by HR-pQCT
in rheumatoid arthritis patients

Camille P. Figueiredo''®, Mariana O, Perez, Lucas Peixoto Sales’, Ana Cristina Medeiros”, Valeria F. Caparbo’ and
Rosa ML R Pereira'

Abstract

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease depicted by synovial inflammation leading
to local and systamic bone loss. The aim of this study was to evaluate by a HR-pQCT (High Resolution Peripheral
Cuantitative Computed Tomography] study which parameters are associated with volume of bone ercsions
including bane mineral density (BMD) arownd erosions (W01 1 to 4 = wolume of interest), BMD of
metacarpophalangeal (MCP) head, BMD of radius, presence of osteophytes and joint space width (J5W).

Methods: Fifty female R4 patients [18-50 years) were ennclied in this study. Demographic and disease-specific data,
laboratory inflammatony parameters and handgrip test were performed. All patients underwent HR-pOCT of 2nd
and 3rd MCP joints and distal radius, according to established protocoks. The volume of bone enosions was
evaluated by MIAF (Medical Image Analysis Framework) software. Osteophytes were analyzed by manual method.
[Results: The mean of age and disease duration were 400 £ 60 yrs. and 108 + 4.8 yrs, respectively. According to DAS-
28 (Disease Activity Scong), 54% (27) of the sample were in remission. However, when SDA (Simplified Dissase Activity
Index) was used, only 18% (9 were under remission. The mean of HAQ (Health Assessment Questioninaire), ESR
({Erythrocyte sedimentation rate] and CRP (C reactive protein) were 09207, 1392122 mm and 55+ 7.5 ma/mL,
respectively. Forty-six bone erosions (9 + 12 enosion/patient] and 14 osteophytes (0.3 + 0.7 ostecphyte/patient) were
found in 2nd MCP head. The median (|QR-interquartile range) of volume of erosion and volume of osteophytes were
149 (5735.9mm? and 3.1 (21, 43)mm’ respectively. The maan of ISW was 505 + 342 mm’®. The valume of hone
erosions was negativaly comelated with BMD of 2nd MCF head, VOI-# and J5W; and it was positively commelated with
osteophytes number. Regarding absence or presence of erosion in 2nd MCP head, a significant difference was found
between BMD of MCF head, osteophyte number and JSW. Multiple linear regression analysis showed that only BMD of
Ind MCP head was independently associated with volume of bone erosions.

(Cominued an next page)
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HIGHLIGHTS

+ This study provides evidence that CoronaVac, an inactivated virus vaccine against SARS-CoV-2, is safe and has a moderate immunogenicity in AAV.

+ The authors identified that i icity is negatively | by, i

+ A mild antibody decay occurs in 6-months with a good response with.a baoster dose, although lower than health controls.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywards: Objective: To evaluate inactivated CoronaVac prime vaccination, antibody decay, booster dose, and safety in
ANChasceisied vipliis ANCA-Associated Vasculitis (AAV) patients.

Vaccine Methods: Fifty-three AV patients and 106 Controls (CG) received CoronaVac on days: DO (first dose), D28(second
f‘“u'c“v 2 N dase), and D210 (baoster dose, 32 AAV: 32 CG). The primary outcome was immunogenicity after the second vac-
aAngERialy cine dose (day 69) assessed by ion Rates (S€) of anti-SARS-CoV-2 §1/52 lgG and Neutralizing Anti-

bodies (NAb]. Secondary outcomes were safety, immunogenicity (D28/D240), 6-months antibody decay (D210)
and the booster dose respanse (D240).

Results: At DG9 SC (65.1% vs. 96.8%, p = 0.0001), GMT (21.3 UA/mL vs. 67.7 UA/mL, p < 0.0011 and NAb- posi-
tivity (53.7% vs. B0.6%, p = 0.001) were moderate but lower in naive-AAV patients than CG. Patients without SC
used more often 1S (93.3% vs. 53.3%, p = 0.015), mycophenolate mofetil (20% vs. 0%, p = 0.037) and predni-
sone (60.0% vs. 28.6%, p = 0.057) than seroconverted. NAb negativity in AAV patients was associated with pred-
nisone treatment (57.9% vs. 18.2%, p = 0.015) and IS (84.2% ve. 5.0%, p = 0.046). Logistic regression analysis
models showed that oaly isone was associated with lower ion (OR = 0.2, 0,95% €1 0.05-0.86,
p = 0.030) and with lower NAD positivity (OR = 0.2, 0.95% CI 0.05-0.88, p = 0.034). After six months (D63-
D210) a decrease in IgG positivity cccurred in 32 AAV patients (15.7%, p = 0.074) and 32 CG (18.7%,
p = 0.041). For the NAD positivity, the 6-month decrease was not significant (p = 0.114) wheress a major reduc-
tion oceurred for CG (p < 0.001). A booster dose (D240) resulted in an increment in IgG-positivity (21.9%,
p = 0.023) and NAb-positivity (34.4%, p = 0,006} in AAV patients. No moderate/severe adverse events attribut-
able to the vaccine were observed.

Conciusion: This study provides novel data on the excellent safety and moderate immunogenicity of CoronaVac in
AAV patients. A six-month mild antibody waning was cbserved with & good response to the booster dose,
although levels remained lower than CG (Coronaviheum-NCTO4754698).
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Association of Bone Erosions and Osteophytes With
Systemic Bone Involvement on High-Resolution Peripheral
Quantitative Computed Tomography in Premenopausal
Women With Longstanding Rheumatoid Arthritis

Mariana O. Perez, Camille P. Figueiredo, = Lucas P. Sales, Ana Cristina Medeiros-Ribeiro, Liliam Takayama,
Diogo S. Domiciano, Karina Bonfiglioli, Valeria F. Caparbo, and Rosa M. R. Pereira

Objective. To evaluate premencpausal women with longstanding rheumatoid arthritis (RA) for potential associa-
tions between parameters of localized bone involvement and parameters of systemic bone involvement in the affected
joints.

Methods. Eighty consecutively evaluated premenopausal women with RA were included in the study, along with
160 healthy female control subjects who were matched to the patients by age and body mass index. Volumetric bone
mineral density (vBMD), bone microarchitecture, and finite elements of biomechanical bone strength (bone stiffness
and estimated failure load) at the distal radius and distal tibia were analyzed by high-resolution peripheral quantitative
computed tomography (HR-pQCT) in patients with RA compared to healthy controls. In addition, in patients with RA,
localized bone involvement in the metacarpophalangeal and proximal interphalangeal joints was analyzed by
HR-pQCT, to identify bone erosions and osteophytes.

Results. Among the 80 premenopausal women with longstanding RA, the mean + SD age was 39.4 + 6.7 years
and mean =+ SD disease duration was 9.8 + 5.3 years. Trabecular and cortical bone parameters and bone strength at
the distal radius and distal tibia were all impaired in patients with RA compared to healthy controls (each P < 0.05). In
total, 75% of RA patients had evidence of bone erosions, and 41.3% of RA patients had detectable osteophytes on
HR-pQCT. RA patients with bone erosions, as compared to RA patients without bone erosions, had lower cortical
vBMD (at the distal radius, mean + SD 980 + 72 mg HA/cm® versus 1,021 + 47 mg HA/cm® [P = 0.03]; at the distal
tibia, 979 + 47 mg HA/cm® versus 1,003 + 34 mg HA/cm® [P = 0.04]) and higher cortical bone porosity (at the distal
radius, mean + SD 2.8 = 2.5% versus 1.8 £1.6% [P = 0.04]; at the distal tibia, 3.7 = 1.6% versus 2.7 =+ 1.6%
[P = 0.01]). In patients with RA, osteophyte volume at the distal radius was positively correlated with trabecular vBMD
(r=0.392, P = 0.02), trabecular number (r = 0.381, P = 0.03), and trabecular stiffness (r = 0.411, P = 0.02), and nega-
tively correlated with trabecular separation (r = —0.364, P = 0.04), as determined by Pearson’s or Spearman’s
correlation test.

Conclusion. The findings show that premenopausal women with longstanding RA have systemic bone fragility at
peripheral joint sites. Moreover, the presence of bone erosions is mainly associated with cortical bone fragility at the
distal radius and tibia, and presence of osteophytes is associated with repair of trabecular bone at the distal radius.



