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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga inflamatoria cronica que afeta as articulagcdes e pode
causar destrui¢do irreversivel. Medicamentos biologicos (imunobioldgicos) modificadores do curso
da doenga, como os medicamentos anti-TNF, sdo usados na farmacoterapia de pacientes com AR
quando os medicamentos sintéticos falham. O uso desses medicamentos tem se mostrado muito
promissor devido a melhora na evolugdo e no prognéstico da doenga. No entanto, 60-70% dos
pacientes tém uma resposta boa a moderada ao tratamento, enquanto 30—40% tém resposta nula ou
inadequada. Essa falha na terapia imunobioldgica tem sido associada a variantes genéticas. A
interleucina-17 (IL-17) ¢ uma subclasse de citocinas pro-inflamatorias que esta envolvida na
patogénese da AR, participando da inflamacdo e destruicdo tecidual ao induzir a expressdo de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6. Polimorfismos no gene da /L/7 tém sido
associados a respostas a terapia imunobioldgica. Na populacao brasileira ainda ndo existem estudos
que avaliem a resposta a esses medicamentos correlacionando-os com polimorfismos genéticos em
IL17. Portanto, este projeto tem como objetivo avaliar a associacdo das variantes genéticas
1s763780 e rs2275913 de IL17 em pacientes com AR regularmente cadastrados no Componente
Especializado da Assisténcia Farmacéutica (CEAF) em tratamento com imunobioldgicos na cidade
de Salvador, BA. Os polimorfismos foram genotipados através de RT-qPCR. As concentragdes
plasmaticas de IL-17 foram medidas por ELISA. Nao foram observadas associacdes significativas
entre SNPs e falha no tratamento com imunobioldgicos. Entretanto, foi observada uma associagdo
significativa entre o alelo C do SNP rs763780 e prote¢do contra suspensdo do tratamento devido a
ocorréncia de efeitos adversos no modelo aditivo (OR: 0,12; IC 95%: 0,01-0,91, p=0,039) e
dominante modelo (OR: 0,11; IC 95%: 0,01-0,87; p=0,037). Nenhuma das variantes genéticas foi
associada com diferencgas na concentracao plasmatica de IL-17. Essas informagdes podem ser tteis

para a caracterizagdo de pacientes em nivel molecular para orientar escolhas terapéuticas.

Palavras-chaves: Artrite reumatoide, anti-TNF, variantes genéticas, IL-17, imunogenética.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease that affects the joints and can cause
irreversible joint destruction. Biological disease-modifying medications (immunobiologicals), like
anti-TNF drugs, are used in the pharmacotherapy of patients with RA when synthetic medications
fail. The use of these drugs has been very promising due to the improvement in the evolution and
prognosis of the disease. Despite their benefits, only 60-70% of patients have a good to moderate
response to treatment with anti-TNF, and more than 50% of initial respondents experienced loss of
response within the first year of therapy. This failure in immunobiological therapy has been
associated with variations in genetic factors. Interleukin-17 (IL-17) is a subclass of
pro-inflammatory cytokines that is involved in the pathogenesis of RA, participating in tissue
inflammation and destruction by inducing the expression of pro-inflammatory cytokines such as
TNF, IL-1B, and IL-6. Polymorphisms in the /L7 gene have been associated with responses to
immunobiological therapy. In the Brazilian population, there are still no studies that evaluate the
response to these medications by correlating them with genetic polymorphisms in /L/7. Therefore,
this project aims to evaluate the association of the genetic variants rs763780 and rs2275913 of IL17
in patients with RA regularly registered with the Specialized Component of Pharmaceutical
Assistance (CEAF) undergoing treatment with immunobiologicals in the city of Salvador, BA.
Polymorphisms were genotyped using RT-qPCR. Plasma IL-17 concentrations were measured by
ELISA. No statistical significance was found between SNPs and failure in treatment with
immunobiologicals. However, a significant association between the C allele of SNP rs763780 and
protection against treatment suspension due to the occurrence of an adverse effect was observed in
the additive model (OR: 0.12; 95% CI: 0.01-0.91, p=0.039) and dominant model (OR: 0.11; 95%
CI: 0.01-0.87; p=0.037). The genetic variants were not associated with differences in IL-17 plasma
concentration. This could be useful for the characterization of patients at the molecular level to

guide therapeutic choices.

Key-words: Rheumatoid arthritis, anti-TNF, genetic variants, IL-17, immunogenetics.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) ¢ classificada como uma doenga sistémica autoimune, associada
com um processo de inflamag¢do cronica. Sua principal manifestacdo clinica consiste na inflamagao
do tecido sinovial, entretanto, apesar de afetar principalmente as articulagdes, alguns portadores
podem apresentar ou posteriormente desenvolver manifestagdes em outros 6rgaos, como: coragao,
rim, pulmao, sistema digestivo, olhos, pele e sistema nervoso (Sparks, 2019; Radu; Bangau, 2021;
Cojocaru et al, 2010). Essa caracteristica sistémica pode prejudicar gravemente a fungao fisica e a
qualidade de vida do paciente (Sparks, 2019), além de aumentar as chances de uma morte precoce
(Dadoun et al, 2013).

A etiologia da AR ¢ desconhecida, todavia estima-se que aproximadamente 50-60% do risco
de desenvolver esse disturbio seja devido a influéncias genéticas (Lin; Anzaghe; Schiilke, 2020;
Derksen et al, 2017). Polimorfismos em genes de vias inflamatorias, especialmente citocinas e seus
receptores, exercem papel importante na patogénese dessa enfermidade (Marwa et al, 2017).

A IL-17 desempenha um papel fundamental na patogénese de diversas doengas
inflamatorias autoimunes, como psoriase, esclerose multipla e artrite reumatoide (Kuwabara et al,
2017; Roeleveld; Koenders, 2015). A familia de citocinas IL.-17 é composta por seis membros,
IL-17A a IL-17F (Mateen et al, 2016). As células T CD4+ Thl7 sdo sua principal fonte de
producao, apesar de muitas outras células produtoras de IL-17 terem sido relatadas (Schinocca et al,
2021). As IL-17B-E possuem funcdes pouco conhecidas (Roeleveld; Koenders, 2015), contudo
IL-17A e IL-17F s3o mais amplamente estudadas e apresentam fortes associacdes com distirbios
autoimunes (Mateen et al, 2016).

A principal funcao da IL-17 consiste na inducao de outras citocinas pré-inflamatorias, como
TNF-a, IL-1B e IL-6, com o objetivo de amplificar o processo inflamatdrio (Noack; Miossec, 2017).
Tanto a IL-17A quanto a IL-17F induzem a produgdo de mediadores inflamatorios ¢ podem
estimular fibroblastos, osteoblastos, sinoviocitos, macréfagos e células endoteliais, promovendo a
inflamagao (Gomes da Silva et al, 2016). Os polimorfismos /L174 152G/A (rs2275913) e ILI7F
7488A/G (rs763780) demonstraram estar associados a artrite reumatoide, doenca autoimune da
tireoide, colite ulcerativa, asma e cancer (Marwa et al, 2017).

A hiperfungdo das células Th17 est4 associada a doengas autoimunes devido a hipersecre¢ao
de IL-17 (Azizi et al, 2013). De acordo com a literatura, niveis elevados de IL-17 sérica e células
Th17 circulantes foram relatados na AR (Ruiz de Morales et al, 2020; Farag et al, 2020; Selimov et
al, 2023). As células Th17 estdo presentes tanto no tecido sinovial inflamado quanto no liquido

sinovial, e as frequéncias das células Th17 estdo aumentadas no sangue periférico de pacientes com



doenca precoce, bem como em pacientes com doencga estabelecida e ativa (Al-Saadany et al, 2015;
Van Hamburg; Tas, 2018). Na AR, IL-17 contribui para a erosdo 0ssea e destrui¢ao da cartilagem
(Lin; Anzaghe; Schulke, 2020).

O tratamento da AR tem como objetivo geral a remissdo sustentada ou baixa atividade da
doenca (Brasil, 2021; Smolen et al, 2023). O desenvolvimento de medicamentos bioldgicos, como
os anti-TNF, foi estabelecida como uma estratégia terapéutica eficaz na AR, melhorando
significativamente o controle dos sintomas tanto na AR grave quanto em pacientes que falharam na
terapia de primeira linha (Mitoma et al 2016; Jezernik; Gorenjak; Potocnik, 2020). No entanto,
cerca de 10 a 30% dos pacientes ndo respondem ao tratamento inicial e 23-46% apresentam falha
secundaria (Roda et al, 2016). Sendo assim, a falta de resposta a terapia anti-TNF representa
imprecisdo no controle da AR, bem como exposi¢do desnecessdria a efeitos adversos e uso
ineficiente de medicamentos de alto investimento (Jezernik; Gorenjak; Potocnik, 2020).

Do ponto de vista farmacogenético, as variantes genéticas que codificam componentes das
vias-alvo desses medicamentos poderiam explicar, em parte, a resposta heterogénea ao tratamento
(Batalla et al, 2018). Niveis crescentes de células Th17 circulantes e IL-17 foram observados em
pacientes com resposta inadequada a terapia anti-TNF (Azizi et al, 2013). Portanto, levando em
consideragdo o papel da via IL-17 na patogénese da AR, o objetivo do presente estudo € analisar o
envolvimento de variantes dos genes IL-17A e IL-17F na imunopatogénese e resposta aos

medicamentos bioldgicos na AR.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) ¢ definida como uma doenga autoimune sistémica, em que a
inflamacao articular consiste na principal hallmark (van der Woude; van der Helm-van Mil, 2018).
O quadro clinico e histomorfoldgico da AR ¢ o resultado de diferentes fenomenos: a inflamagao ¢é
refletida por dor articular, edema e subsequente degrada¢do da cartilagem e osso, bem como
manifestagdes sist€émicas causadas por metabolitos e citocinas inflamatorias (Scherer; Hauplb;
Burmester, 2020).

Os sintomas da AR diferem clinicamente entre o estagio inicial e os estadgios posteriores da
doenca insuficientemente tratados. No estdgio inicial, a AR ¢é caracterizada por sintomas
generalizados da doenca, como fadiga, articulagdes inchadas e rigidez matinal. Nesse estagio, ¢

comum encontrar niveis elevados de proteina C reativa (PCR) sérica e um aumento da taxa de



hemossedimentacao (VHS). Entretanto, quando insuficientemente tratada, a AR pode apresentar um
quadro clinico mais complexo com a ocorréncia de manifestagdes sistémicas graves, como derrame
pleural, nédulos pulmonares, linfomas, vasculite, aterosclerose, anormalidades hematologicas,
desalinhamento articular, perda de amplitude de movimento, erosdo 6ssea, destruicao de cartilagem
e nddulos reumaticos (Lin; Anzaghe; Schiilke, 2020; Brzustewicz et al, 2017).

A AR ¢ tipicamente dividida em dois subgrupos: doenca soropositiva e soronegativa, sendo
a soropositividade definida pela elevagdo sérica de autoanticorpos (Deane et al, 2017). O fator
reumatoide (FR), autoanticorpo que reconhece o dominio Fc de IgG, foi o primeiro sistema de
autoanticorpos a ser descrito. Entretanto, atualmente a maioria das pesquisas sobre o papel dos
autoanticorpos na fisiopatologia da AR concentra-se nos anticorpos anti-proteina citrulinada
(ACPA) (Holers, 2013).

A presenca dos autoanticorpos pode ser observada em 50% dos pacientes com AR inicial e
em até 80% dos pacientes com AR estabelecida, j& que muitos pacientes negativos para FR e ACPA
nao desenvolvem uma doenga cronica progressiva e, portanto, coortes que acompanham pacientes
durante longos periodos retém majoritariamente pacientes soropositivos (Volkov; van Schie; van
der Woude, 2019). A AR soropositiva estd associada a maior dano articular, doenca mais grave e
piores resultados clinicos (Derksen; Huizinga; van der Woude, 2017; Volkov; van Schie; van der
Woude, 2019).

A herdabilidade da AR foi estimada em cerca de 60%, entretanto a concordancia da doenga
entre gémeos monozigodticos ¢ de apenas 15%, indicando que fatores ambientais também
desempenham um papel importante em sua suscetibilidade (Scherer; Hauplb; Burmester, 2020;
Kurko¢ et al, 2013).

Estima-se que a exposi¢do ao fumo ¢ responsavel por 20-30% do risco ambiental para AR,
entretanto fumar esta mais fortemente associado & AR positiva para ACPA. Outras exposi¢des como
p6 de silica, solventes, poluicdo do ar e luz ultravioleta (UV) também mostraram modestas
associacoes com a AR (van der Woude; van der Helm-van Mil, 2018; Deane et al, 2017). Ademais,
vérios estudos retratam uma associacdo epidemiologica entre periodontite e AR (Bergot; Giri;
Thomas, 2020). Entre as diferentes bactérias causadoras de doenca periodontal, P. gingivalis
mostra-se como um fator significativo para a etiologia da AR, sendo o unico organismo procaridtico
conhecido que contém a enzima peptidilarginina deiminase, essencial para a geragao de
autoantigenos citrulinados (Smolen et al, 2018). A presenca de anticorpos contra P. gingivalis no
soro de individuos com AR foi associada a maior atividade da doenga e maior comprometimento

funcional (Bergot; Giri; Thomas, 2020).



Multiplos fatores genéticos foram associados a AR, incluindo os antigenos do complexo
principal de histocompatibilidade de classe II/antigenos leucocitarios humanos (HLA-DR), bem
como genes ndao-HLA (Kurké et al, 2013; Deane et al, 2017). Entre os 31 loci ndo-HLA
confirmados que contribuem para o risco de AR, as associacdes mais fortes foram encontradas nos
genes PTPN22 e IL23R (Kurk¢ et al, 2013). Além disso, ha uma compreensdo crescente de que
alteragdes epigenéticas estdo associadas a AR. Por exemplo, estudos mostram que variantes
genéticas relacionadas a AR sdo enriquecidas em marcas epigenéticas de cromatina ativa em células

T auxiliares CD4+ (Deane et al, 2017; Smolen et al, 2018).

2.1.1. Epidemiologia

A AR afeta cerca de 1% da populagdo mundial. Uma das primeiras descrigdes da doenga foi
feita por Landre-Beauvais em 1800, mas pinturas do século XVII exibiam articulagdes reumaticas,
indicando existéncia prévia (van der Woude; van der Helm-van Mil, 2018).

Embora possa ocorrer em qualquer idade, o pico de incidéncia da AR ¢ entre 50-60 anos de
idade (Sparks, 2019). Além disso, observa-se uma maior prevaléncia entre mulheres, caracteristica
parcialmente atribuida aos efeitos estimuladores do estrogénio sobre o sistema imunologico. No
entanto, o papel dos fatores hormonais no desenvolvimento da AR permanece controverso (Ngo;
Steyn; McCombe, 2014; Smolen et al, 2018)

Mundialmente, as maiores prevaléncias da AR sdo observadas na Argentina (1,97%) e Japao
(1,70%), enquanto Servia (0,18%), China (0,28%), Franga (0,31%), Italia (0,33%) e Estados Unidos
(0,41%) apresentaram menores taxas. Em nivel regional, vérios estudos retratam diferentes indices
de incidéncia. Possiveis explicagdes para essas variagdes sao exposicao ambiental a produtos

quimicos, altera¢des climaticas, doengas infecciosas e alteracdes alimentares (Radu; Bangau, 2021).

2.1.2 Imunopatogénese

Apesar da etiologia da AR nao estar totalmente elucidada, os processos imunes que ocorrem
na sindvia articular e no liquido sinovial sdo achados de destaque em individuos diagnosticados
com artrite reumatoide (Wu et al, 2020). A sinovite inflamatdria ¢ resultado da infiltragdo de
leucocitos no compartimento sinovial (Mclnnes; Schett, 2019), levando a degeneracao cartilaginosa

e 6ssea (Mellado et al, 2015).



Duas mudangas sistémicas sao evidentes na AR. Em primeiro lugar, uma hiperplasia do
tecido sinovial ocorre como resultado do aumento e ativacdo de ambos os tipos de sinovidcitos -
sinovidcitos semelhantes a macrofagos (MLSs) e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (FLSs)
(Smolen et al., 2018; Jang; Kwon; Lee, 2022).

FLSs ativados secretam matriz metaloproteinases (MMPs) e pequenos mediadores como
prostaglandinas e leucotrienos, que degradam a matriz da cartilagem. Além disso, FLSs secretam o
ativador do receptor de NF«kB ligante (RANKL) promovendo a formacdo de osteoclastos e,
consequentemente, aumentando a atividade osteoclastica (Sioutia; Andreakosa, 2019). Os
fibroblastos ativados ndo apenas produzem RANKL e MMPs, contribuindo diretamente para o dano
articular local, mas também migram entre as articulagdes, explicando o carater simétrico da AR
(Lin; Anzaghe; Schulke, 2020).

J& os MLSs produzem uma variedade de citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1, IL-6 e
TNF (Smolen et al., 2018; Jang; Kwon; Lee, 2022), que promovem o estabelecimento € manutengao
de um meio inflamatério na sindvia (Lin; Anzaghe; Schulke, 2020). Ademais, dados recentes
sugerem que macrofagos estdo envolvidos na apresentagdo de antigenos artritogénicos, como
anticorpos anti-proteina citrulinada (ACPAs) e fator reumatdide (FR) para células T autorreativas
(Sioutia; Andreakosa, 2019).

Mondcitos e macrofagos da sindvia na AR demonstraram liberar quimiocinas como CXCLS8
e CCL2, importantes fatores para o recrutamento de neutr6filos e novos monodcitos (Sioutia;
Andreakosa, 2019). Os neutrdfilos ativados liberam altos niveis de oxidantes, citocinas e agentes
inflamatérios, incluindo TNF, proteases, fosfolipases, defensinas e mieloperoxidases, que

contribuem ainda mais para a destruicao articular (Lin; Anzaghe; Schulke, 2020).



FLS joint migration

Synovial tissue

[ [ Symmetric joint destruction

.,

. J Fibroblast-like synoviocytes

L)
Synovial macrophages

° 9o°
09,0° % (b
o2 \

O
inflammatory cytokines Matrix metalloproteinase NF-kB

(TNF-a, IL-1. IL-6) ‘

Increased osteoclast activity

Cartilage degeneration
bone erosions

Figura 1: Processos imunoldgicos na sindvia articular e no liquido sinovial. (Adaptado de Wu et al., 2022).

A segunda alteracdo associada a AR ¢ a infiltracdo de células imunes adaptativas no
sublinhado sinovial. Aproximadamente metade das células sublinhadas sdo células de memoria T
CD4+ que se infiltram difusamente no tecido ou, em 15-20% dos pacientes, formam centros
germinativos ectopicos onde células B maduras proliferam-se, diferenciam-se e produzem
anticorpos (Smolen et al., 2018; Jang; Kwon; Lee, 2022).

Células T ativadas migram para a sindvia e interagem localmente com macrofagos
residentes, células dendriticas, sinovidcitos e osteoclastos (Lin; Anzaghe; Schulke, 2020). A AR foi
classicamente considerada uma doenga mediada por células Thl, mas evidéncias atuais indicam
envolvimento claro de células Th17, Th22 e Treg. Embora as células T sejam abundantes no meio
sinovial, seu papel funcional permanece insuficientemente compreendido (Mclnnes; Schett, 2019;

Mellado et al, 2015).

2.1.3 Abordagens terapéuticas e monitoramento

O objetivo do tratamento da AR ¢ a remissao da atividade da doenca, sendo aceitavel
também a baixa atividade em casos especificos (Brasil, 2020). O tratamento deve normalizar a
funcao fisica na doenca inicial ¢ maximizar a funcao fisica na doenca estabelecida, além de evitar a

ocorréncia de dano articular ou, se existente, sua progressao (Smolen et al, 2018).



A meta terapéutica (treat to target) ¢ a abordagem recomendada, independentemente do
nivel de atividade da doenga. O principio do tratamento consiste em estabelecer uma meta para o
controle dos sintomas, levando em consideragdo a decisdo compartilhada entre o paciente e o
profissional de satude. O balango entre custos e beneficios, facilidade de acesso, disponibilidade de
medicamentos, condi¢cdes de armazenamento, existéncia de centros de infusdo e educacao do
paciente devem sempre ser consideradas (Brasil, 2020).

O tratamento deve proporcionar uma melhora de pelo menos 50% em 3 meses de
administracdo, ¢ o objetivo do tratamento deve ser alcancado nos 3 meses seguintes. Caso nao
sejam alcangados, a estratégia de tratamento devera ser modificada (Abbasi et al, 2018; Smolen et
al, 2018). Os pacientes podem apresentar falha primaria de eficacia, nao respondendo desde o inicio
ao tratamento, ou perda secundaria de efic4cia, na qual a resposta inicial ndo ¢ mantida devido a
resisténcia adquirida ao medicamento (Emery, 2012).

A atividade da AR pode ser medida por meio de indices combinados de atividade de doenga
e algum instrumento de medida da capacidade funcional, como o Health Assessment Questionnaire
(HAQ). O tratamento medicamentoso da AR inclui o uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINE), glicocorticoides, imunossupressores ¢ medicamentos modificadores do curso da doenca
(MMCD) sintéticos e biologicos (Brasil, 2020).

Os medicamentos modificadores do curso da doenca sintéticos (MMCDs) sao uma classe
heterogénea de medicamentos, que inclui metotrexato (MTX), leflunomida (LEF),
hidroxicloroquina (HCQ) e sulfassalazina (SSZ), e s@o normalmente usados como terapias de
primeira linha (Radu; Bungau, 2021). Apds o diagndstico de AR, o MTX deve ser a primeira
escolha terapéutica (Brasil, 2020; Smolen et al, 2018; Lin; Anzaghe; Schiilke, 2020). Com este
regime de tratamento, 30-50% dos pacientes com AR inicial sdo capazes de atingir um estado de
remissd@o ou baixa atividade da doenca (Lin; Anzaghe; Schiilke, 2020). Entretanto, no caso da
impossibilidade de uso do MTX, deve-se usar, também em monoterapia, LEF ou SSZ, sendo a
terapia isolada com HCQ pouco efetiva. Caso haja falha da monoterapia inicial, segue-se para a
terapia com a combinagao dupla ou tripla de MMCDs (Brasil, 2020).

Em caso de falha de ambos esquemas terapéuticos de primeira linha, utiliza-se um
medicamento modificador do curso da doenca bioldogico (MMCDbio), como: abatacepte,
adalimumabe, certolizumabe pegol, etanercepte, golimumabe, infliximabe, rituximabe e
tocilizumabe, ou um medicamento modificador do curso da doenga sintético alvo especifico
(MMCDsae) (Brasil, 2020). Devido a uma maior experiéncia com MMCDbio em relacdo a
MMCDsae, a European Alliance of Associations for Rheumatology recomenda preferéncia inicial

por MMCDbio (Smolen et al, 2018). Todavia, a escolha do medicamento especifico deve ser feita



em conjunto com o paciente, levando em consideragdo suas preferéncias pessoais quanto a via de
administracao, frequéncia de administracdo, fatores financeiros e individuais (Sparks, 2019).
MMCDbio deve ser sempre associado a um MMCDs (Brasil, 2020).

Na eventualidade de persisténcia da atividade da doenga apds o periodo de 3 meses da
segunda etapa terapé€utica ou efeito adverso inaceitdvel ao medicamento, pode-se estabelecer o uso
de outro MMCDbio ou MMCDsae, desde que nao utilizado previamente (Brasil, 2020).
Esquematizacdo grafica do algoritmo de decisdo terapéutica utilizado no Brasil pode ser observado
na Figura 2.

Os anti-inflamatorios nao esterdides (AINEs) e os glicocorticoides podem ser usados
conforme a necessidade durante episddios de alta atividade da doencga, devido ao rapido inicio de
acdo e eficacia no alivio da dor. No entanto, os pacientes devem ser completamente desmamados ou
receberem a menor dose possivel, j4 que muitas consequéncias sdo atreladas ao uso a longo prazo.
Sendo assim, esses medicamentos podem ser prescritos apenas para o controle sintomatico (Sparks,

2019; Brasil, 2020).
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Figura 2: Fluxograma para tratamento da artrite reumatoide 1- Tratamento com meta terapéutica: remissao ou
baixa atividade da doenca (reavaliar periodicamente); 2- A suspensdo do tratamento pode se dar por eventos adversos
intoleraveis ou por falha terapéutica (ndo atingimento de meta terapéutica). Para avaliar a eficédcia, deve-se aguardar
pelo menos 3 meses do tratamento vigente, ndo devendo ser trocada de linha ou etapa terapéutica em intervalo de tempo
inferior; 3- Considerar o uso de MTX injetavel nas combinagdes de terapias duplas ou triplas (Brasil, 2020)

2.2. Imunobiolédgicos anti-TNF

A quimerizacdo e humanizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) levaram a formagdo de

uma nova classe de medicamentos biologicos. Os imunobioldgicos utilizam o papel central dos



anticorpos para reconhecimento e neutralizacdo de antigenos com intuito de inibir proteinas
humanas envolvidas em processos patogénicos (Willrich; Murray, Snyder, 2015).

A compreensdo do papel das redes de citocinas pro-inflamatdrias na sindvia reumatdide
levou a identificagdo do TNF como alvo terapéutico relevante (Semerano et al, 2016). Atualmente
cinco medicamentos baseados no bloqueio de TNF estdo em uso clinico: infliximabe, adalimumabe,
etanercepte, golimumabe e certolizumabe pegol. Nas ultimas décadas, inimeros ensaios clinicos
foram conduzidos com esses compostos que demonstraram excelente eficidcia e melhoria dos
resultados clinicos, funcionais e radioldgicos de pacientes com AR (Radner; Aletaha, 2015).

Infliximabe, adalimumabe e golimumabe atuam bloqueando a interacdo entre TNF e seus
receptores. Apesar de possuirem o mesmo mecanismo de acdo, o adalimumabe e golimumabe sao
mADbs IgG1 humanizados e o infliximabe ¢ constituido de um mAbs IgG1 quimérico. O etanercept ¢
uma proteina de fusdo que inclui duas regides extracelulares TNFR2 idénticas conectadas ao
fragmento Fc da IgGl humana. Sua agdo ¢ resultado da ligacdo da proteina a STNF ou tmTNF
levando-as a inativagdo (Jang et al, 2021; Radner; Aletaha, 2015). Por ultimo, o certolizumab pegol
¢ um fragmento de anticorpo Fab monovalente humanizado ligado a polietilenoglicol capaz de
induzir uma sinalizagdo reversa nas células (Jang et al, 2021; Radner; Aletaha, 2015; Tracey et al,
2008). Além dos imunobiologicos anti-TNF, terapias adicionais utilizadas para o tratamento da AR
incluem tocilizumabe, um inibidor de IL-6; rituximabe, agente de deplecdo de células B e
abatacepte, um bloqueador de coestimulagdo de células T (Kearsley-Fleet et al, 2018; De Mota et al
2015).

A utilizagdo de medicamentos biologicos ¢ considerada uma estratégia terapéutica eficaz na
AR e melhorou significativamente o controle dos sintomas na doenga grave e em pacientes que
falharam na terapia de primeira linha (Mitoma et al 2016; Jezernik; Gorenjak; Potocnik, 2020). No
entanto, apenas 60—70% dos pacientes t€ém uma resposta boa a moderada ao tratamento, enquanto
30-40% tém resposta nula ou inadequada devido a ineficacia, efeitos adversos ou intolerancia
(Beck et al, 2017; Kearsley-Fleet et al, 2018). A falha de tratamento leva as outras consequéncias
além de ndo alcancar um escore ideal de atividade da doenga, como dor persistente, fadiga, mau
humor e incapacidade de trabalhar ou levar uma vida normal. (Nikiphorou; Lempp; Kohrt, 2019).

Um dos conceitos mais inovadores em cuidados de satde é a medicina personalizada. Essa
defini¢do refere-se a um modelo médico que utiliza a caracterizagdo dos genoétipos e fenotipos dos
individuos para personalizar a estratégia terapéutica. Na AR, a medicina de precisdo ainda ¢ uma
area emergente ¢ o plano de tratamento atual permanece de tentativa e erro (Beck et al, 2017;
Muskardin et al, 2020). Dessa forma, os pacientes podem permanecer com alta atividade da doenga

causada pela inflamagdo ndo suprimida, bem como estarem expostos a efeitos adversos



desnecessarios (Beck et al, 2017; Jezernik; Gorenjak; Potocnik, 2020; Nikiphorou; Lempp; Kohrt,
2019). Sendo assim, a descoberta de marcadores prognosticos aceleraria o processo de controle da
doenga, evitaria a exposicao dos pacientes a medicamentos sem resposta e reduziria a ocorréncia de
efeitos adversos, além de ajudar a melhorar o uso dos recursos de satde publica (Beck et al, 2017;

Muskardin et al, 2020).

2.2.1 Via do Fator de necrose tumoral (TNF)

O fator de necrose tumoral (TNF) ¢ uma citocina pleiotrépica funcionalmente conhecida por
desencadear a ativacao de outras moléculas inflamatorias, incluindo citocinas e quimiocinas (Jang
et al, 2021). TNF ¢ produzido principalmente por mondcitos/macréfagos, mas varios outros tipos
celulares, como linfécitos T e B, mastocitos, células natural killer, neutréfilos, fibroblastos e
osteoclastos, também sdo capazes de secreta-lo (Holbrook et al, 2019).

O TNF pode ser encontrado em duas conformagdes: soluvel e transmembranar. O TNF
transmembranar (tmTNF) consiste no formato precursor e, ao ser processado pela enzima
conversora de TNF (TACE), uma desintegrina metaloproteinase ligada a membrana, ¢ liberado
como TNF solavel (sTNF) (Jang et al, 2021). Ambas as formas sdo biologicamente ativas € o
equilibrio entre elas ¢ influenciado pelo tipo celular e seu estado de ativagdao (Steeland; Libert;
Vandenbroucke, 2018).

tmTNF e sTNF desempenham suas func¢des celulares mediadas por dois receptores: TNFRI1,
expresso em todos os tecidos humanos, e TNFR2, expresso principalmente em células do sistema
imunologico, neurdnios e células endoteliais (Holbrook et al, 2019). Os receptores de TNF ligam-se
a proteinas adaptadoras intracelulares para ativar os processos de sinalizagdo e desencadear os
efeitos pleiotropicos do TNF (Horiuchi et al, 2010).

TNFRI1 ¢ ativado por ambas as formas de TNF e processa um dominio de morte (DD, do
inglés Death Domain) em sua porcao citoplasmatica. A interagdo de DD a proteina adaptadora do
dominio de morte associado ao TNFR1 (TRADD) pode desencadear a formacgdo de diferentes
complexos de sinaliza¢do, denominados complexos I, Ila, IIb e Ilc, dependendo do estado de
ubiquitinagdo da proteina serina-treonina quinase 1 de interagdo com receptores (RIPK1) (Jang et
al, 2021; Holbrook et al, 2019). A via primaria de sinalizacdo leva a ativagdo do fator nuclear
kappa-B1 (NF-kB1) e de proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs). O resultado funcional
desta sinalizagdo ¢ a sobrevivéncia e proliferacao celular, defesa imunologica contra patogenos e a

inducdo inflamatdria. A segunda via desencadeia a apoptose dependente de caspase-8, ja quando o



terceiro complexo se forma, a proteina quinase de dominio de linhagem mista ¢ ativada (MLKL),
induzindo necroptose e inflamacdo (Jang et al, 2021; Tracey et al, 2008) (Figura 3).

Ao contrario de TNFR1, o TNFR2 ¢ apenas ativado por tmTNF e ndo possui um dominio
de morte, sendo incapaz de induzir diretamente a morte celular programada. TNFR2 permite a
ativacdo a jusante de NF-kB, MAPKs e proteina quinase B (AKT) (Jang et al, 2021; Holbrook et al,
2019). Portanto, enquanto o TNFR1 estd associado a efeitos pro-inflamatorios e apoptoticos, o

TNFR2 tem sido associado a uma variedade de fun¢des imunorreguladoras e anti-inflamatorias

(Steeland; Libert; Vandenbroucke, 2018) (Figura 3).
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Figura 3: Via geral de sinalizag¢@o do fator de necrose tumoral (TNF) de TNFR1 e TNFR2 (Jang et al, 2021).

2.3.1L17

A interleucina 17 (IL-17) ¢ uma citocina pré-inflamatéria altamente versatil (Li et al, 2019).
Embora suas propriedades pré-inflamatorias sejam fundamentais para a capacidade protetora do

hospedeiro, a sinalizacdo desenfreada de IL-17 estd associada a doengas autoimunes e progressao

tumoral (Amatya; Garg; Gaffen, 2017).



A familia de citocinas IL-17 ¢ composta por seis membros, IL-17A a IL-17F (Mateen et al,
2016). As células T CD4+ Thl7 sdao sua principal fonte de producao, apesar de muitas outras
células produtoras de IL-17 terem sido relatadas (Schinocca et al, 2021). IL17B-E possuem fung¢des
pouco conhecidas (Roeleveld; Koenders, 2015), contudo IL-17A e IL-17F sd3o mais amplamente
estudadas e apresentam fortes associagdes com disturbios autoimunes (Mateen et al, 2016). IL-17A
e IL-17F sao produzidas por varios tipos de células imunes, enquanto IL-17B, IL-17C e IL-17D sao
produzidas principalmente por células epiteliais (Ruiz de Morales et al, 2020).

A responsividade biologica as citocinas IL-17 ¢ mediada por cinco subunidades receptoras.
IL17RA, IL17RB, IL17RC, IL17RD e IL17RE. Os receptores possuem dominio SEFIR
citoplasmatico responsavel pelas interacdes homotipicas e heterotipicas entre IL17Rs e sua
molécula adaptadora Actl (Amatya; Garg; Gaften, 2017; Swaidani et al, 2019).

IL17A e IL17F existem como homodimeros, mas também podem ser produzidos como
heterodimero de IL17AF. Todas as trés conformacdes induzem o heterodimero dimérico obrigatdrio
de IL17RA e IL17RC. IL17A, IL17AF e IL17F desencadeiam vias de sinalizacdo semelhante, visto
que utilizam o mesmo complexo receptor, entretanto, IL17A induz um sinal mais vigoroso em
compara¢do com IL17F, sendo IL17AF considerado um sinalizador intermedidrio (McGeachy; Cua;
Gaften, 2019).

A indugdo de IL17R produz uma ampla variedade de moléculas, como citocinas (IL-6,
GCSF, GMCSF), quimiocinas (CCL2, CCL7, CCL20, CXCL1, CXCLS5), peptideos antimicrobianos
(B defensina-2, SI00A7, S1I00A8, S100A9), mucinas (MUC5B e MUCS5AC) e metaloproteinases de
matriz (MMP1, MMP3, MMP9, MMP12 e MMP13), dependendo do tipo celular que o receptor se
encontra. IL17 regula positivamente a expressdao de genes inflamatorios induzindo a transcrigao de
genes de novo ou estabilizando transcritos de mRNA alvo (Swaidani et al, 2019; Amatya; Garg;
Gaffen, 2017; Chang; Dong, 2012).

Apo6s a ligacdo de IL17 aos seus receptores, Actl ativa multiplas cascatas de sinalizagdo
através de fatores associados ao receptor de TNF (TRAF). O envolvimento do TRAF6 ativa TAK1,
levando a ativagdo da via NF-xB. O NF-«B regula positivamente a expressdo de genes
pré-inflamatoérios e antimicrobianos. Ademais, TRAF6 também promove a ativagdo da via
MAPK/AP-1 (Li et al, 2020; McGeachy; Cua; Gaffen, 2019) (Figura 4).

IL17 ¢ um ativador moderado de NF-xB, contudo ¢ considerado um grande indutor de
citocinas inflamatérias devido a sua capacidade sinérgica. A coestimulagdo de IL17 e TNF resulta
na estabilizacdo de transcritos de mRNA induzidos por TNF. Os transcritos inflamatorios de mRNA
sdo naturalmente instaveis, uma propriedade impulsionada por sequéncias ndo traduzidas na regido

3. IL17 recruta TRAF2 e TRAFS5 para Actl ativando proteinas de ligagdo a RNA (RBPs) (Figura



4). Alguns RBPs atuam aumentando a expressao de mRNAs alvo de IL17, como HuR e Arid5a e
outros promovem seu decaimento, como o fator de spl/icing multifuncional RBP 2 (SF2) (Li et al,

2020; Amatya; Garg; Gaffen, 2017; Gu; Wu; Li, 2013).
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Figura 4: Vias de sinalizagdo de IL17 (Amatya; Garg; Gaffen, 2017)

2.3.1. IL17 na artrite reumatoide

A IL17 desempenha um papel fundamental na patogénese de diversas doencas inflamatoérias
autoimunes (Kuwabara et al, 2017). O comportamento patogénico das células Th17 e suas
moléculas efetoras na AR envolve varias interagdes com células estromais e imunoldgicas, como
FLS e macrofagos, que contribuem para a inflamagao (Van Hamburg; Tas, 2018) (Figura 5).

A sinalizagdo de IL17 promove a produc¢ao de mediadores pro-inflamatorios, como IL-1b,
IL-6, IL-8, TNF, prostaglandina E2 e metaloproteinases de matriz (MMPs). Se ndo adequadamente
controlada, IL.17 pode levar a amplificagdo de respostas inflamatorias locais, além do recrutamento
de células inflamatorias e a degradagdo de componentes da matriz extracelular (Van Hamburg; Tas,
2018).

Niveis elevados de IL17A sérica e células Th17 circulantes foram relatados na AR (Ruiz de
Morales et al, 2020; Farag et al, 2020; Selimov et al, 2023). As células Th17 estdo presentes tanto
no tecido sinovial inflamado quanto no liquido sinovial, e as frequéncias das células Th17 estdao

aumentadas no sangue periférico de pacientes com doenga precoce, bem como em pacientes com



doenca estabelecida e ativa (Van Hamburg; Tas, 2018). Ademais, Th17 foi associado a parametros
clinicos, como escore de atividade da doenga (DAS28), niveis de proteina C reativa (PCR) sérica e
presenga de anticorpos anti-proteina citrulinada (ACPAs) (Schinocca et al, 2021; Farag et al, 2020,
Selimov et al, 2023).

A atividade osteoclastica na AR ¢ induzida significativamente na presenga de IL17 através
da diferenciacao de monocitos ou por meio da regulagdo positiva de RANKL por FLS (Schinocca et
al, 2021; Van Hamburg; Tas, 2018; Miossec, Kolls; 2012). A superexpressdo de IL17A em
articulagdes de joelhos de camundongos saudaveis induziu uma patologia semelhante a AR, com
caracteristicas que incluem inflamagdo articular, erosao 6ssea focal e danos a cartilagem (Lubberts,
2015). Além disso, em culturas de explantes dsseos de pacientes com AR, foi demonstrado que a
inibi¢do da IL17 reduz a destrui¢do 6ssea (Miossec, Kolls; 2012) (Figura 5).

A sinergia entre IL17 e TNF aumenta a produg¢do de mediadores pro-inflamatérios,
promovendo a progressdo da inflamagdo precoce em dire¢do a artrite cronica (Schinocca et al,
2021) (Figura 5). Nas articulagdes de modelos murinos, a superexpressao de apenas IL17 ou TNF
resultou em inflamacao articular e erosdo Ossea, entretanto, ao superexpressar ambas as citocinas
simultaneamente, niveis surpreendentemente maiores de inflamagdo articular e capacidade

destrutiva foram observadas (Roeleveld; Koenders, 2015).
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Figura 5: O papel das células Th17 e de suas moléculas efetoras na patologia da AR (Van Hamburg; Tas,
2018).

O efeito benéfico da terapia anti-TNF pode estar envolvido com uma diminui¢do nas

citocinas relacionadas ao Th17 nos pacientes respondedores. Na AR, uma diminui¢do significativa



nas frequéncias de células Th17 circulantes apos terapia anti-TNF foi observada em individuos
respondedores, enquanto niveis crescentes de células Th17 circulantes e IL17 foram observados em
pacientes com resposta inadequada. Portanto, € possivel que niveis elevados de IL17 possam ter um
valor preditivo para a falta de resposta terapéutica aos inibidores TNF (Chen et al, 2011; Azizi,
Jadidi-Niaragh, Mirshafiey; 2013).

Do ponto de vista farmacogenético, as variantes genéticas que codificam componentes das
vias-alvo desses medicamentos podem explicar, em parte, a resposta heterogénea ao tratamento
(Batalla et al, 2018). Portanto, levando em consideracao o papel da via IL17 na patogénese da AR, ¢
presumivel que polimorfismos na via IL17 possam estar envolvidos nas divergentes resposta a
terapia anti-TNF.

Estudos anteriores demonstraram que células T de individuos saudaveis possuindo o alelo A
do SNV 152275913 produziram significativamente mais IL17 quando estimuladas in vitro quando
comparado com o alelo G (Espinosa et al, 2011). Ademais, o genotipo CC da variante rs763780 foi
associado a menor producdo de citocinas e quimiocinas em células epiteliais bronquicas in vitro.
Sendo assim, ¢ argumentavel que variacdes genéticas nas citocinas Th17 possam influenciar sua
regulacdo transcricional (Agonia et al, 2020).

Em relagdo ao tratamento com anti-TNF, rs2275913 foi associado com maiores escores de
atividade (DAS28) em individuos com artrite reumatoide apds trés meses de terapia (Bank et al,
2015). O mesmo SNP foi relacionado com a efetividade do medicamento em pacientes
dinamarqueses com doenc¢a inflamatéria intestinal (Bogunia-Kubik et al, 2015). Além disso,
Pietro-Pérez et al (2015) obteve resultados significativos entre o SNP rs763780 e a resposta ao

tratamento em uma coorte com psoriase.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacao de variantes nos genes /IL17A4 e IL17F com a efetividade e seguranca do
tratamento com imunobioldgicos anti-TNF em pacientes com artrite reumatoide em uma populagdo

baiana.



3.2 Objetivos especificos

e Descrever a frequéncia das variantes nos genes /L/74 e ILI7F em uma populaciao baiana
acometida por artrite reumatoide;

e Avaliar a associacdo das variantes nos genes /L/74 e IL17F com a resposta ao tratamento
com imunobioldgicos em pacientes com artrite reumatoide;

e Avaliar a associacdo de variantes nos genes IL/7A4 e ILI7F com a seguranca do tratamento
com imunobioldgicos em pacientes com artrite reumatoide;

e Avaliar a associacdo de variantes nos genes /[L/74 e ILI7F com os niveis de IL-17 na

corrente sanguinea de pacientes com artrite reumatoide.

4. METODOLOGIA

4.1 Populagdo de Estudo

A populacao de estudo ¢ composta por 294 pacientes diagnosticados com artrite reumatoide,
em uso de imunobioldgicos, regularmente cadastrados através do Componente Especializado da
Assisténcia Farmacéutica (CEAF) e atendidos no Centro de Infusdo do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos - HUPES e no Centro de Infusdo e Medicamentos Especializados da Bahia
- CIMEB para tratamento de doengas autoimunes que aceitaram participar da coorte a qual esse

trabalho faz parte.

Critérios de inclusdo: Pacientes regularmente cadastrados no CEAF em uso de
Imunobiolégicos em um dos Centros de Infusdo, com diagndstico de Artrite Reumatoide conforme
Portaria GM/MS vigente, que aceitaram participar da coorte mediante assinatura de TCLE (Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido).

Critérios de exclusdo: Pacientes em uso de Imunobiologicos via acdo judicial ou casos
especiais (CE); Pacientes transferidos para outras Unidades de Referéncia/Nucleos Regionais;

Pacientes que nao utilizam ou nunca utilizaram medicamentos anti-TNF.



4.2 Consideracoes éticas

A populacdo do estudo assinou o TCLE, no qual consta informag¢des em linguagem
acessivel sobre o objetivo, metodologia, os riscos e beneficios envolvidos com o estudo. O estudo
ndo acarretou risco para a vida dos pacientes, cumprindo os principios éticos da ndo maleficéncia e
da beneficéncia. Todos os pacientes tiveram conhecimento que podem nao aceitar participar do
estudo, nao responder a todas as perguntas, além de poder deixar de participar quando desejar. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgard

Santos (HUPES/UFBA), n°® 5.341.882.

4.3 Coleta de dados

Os dados coletados sdo provenientes de prontuarios armazenados nos polos da pesquisa,
registros de dispensacdo de medicamentos arquivados nos Centros de Infusdo e aplicagdo de
questionario de avaliagdo ao paciente. Um novo questionario foi realizado apds, no minimo, 6
meses desde a primeira aplicacdo para avaliagdo da efetividade do tratamento, visto que este
intervalo de tempo ¢ suficiente para avaliagdo da resposta ao tratamento com imunobiologicos,
conforme linhas de cuidados definidas nos Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas (Brasil,
2021).

Outras analises foram realizadas ao longo do projeto, como avaliagdo de seguranca do
tratamento e impacto na qualidade de vida. A partir dos questionarios foram avaliados dados que
caracterizem o perfil populacional (sexo bioldgico, idade), condi¢do patologica (diagnostico, tempo
de diagnoéstico, gravidade da doenca, presenca de comorbidades) e tratamento (tempo de

tratamento, histéria medicamentosa, problemas relacionados a medicamentos, motivos para troca de

terapia e reagdes adversas experimentadas).

4.4 Tratamento

A farmacoterapia prescrita para os pacientes incluidos no estudo segue protocolo
estabelecido pela Portaria GM/MS vigente, respeitando os critérios de falha e o algoritmo de
decisdo terapéutica (Brasil, 2021). Os medicamentos MMCDb atualmente utilizados sdo

apresentados a seguir:



a) Apresentacio dos medicamentos modificadores do curso da doenca biologicos
(MMCDDb) incluidos
i) Anti-TNFs:
- Adalimumabe: seringas preenchidas de 40 mg.
- Certolizumabe pegol: seringas preenchidas de 200 mg.
- Etanercepte: frascos-ampola de 25 e 50 mg; seringas preenchidas de 50 mg.
- Infliximabe: frascos-ampola de 100 mg/10ml.
- Golimumabe: seringas preenchidas de 50 mg.
ii) Demais imunobioldgicos:
- Abatacepte: frascos-ampola de 250 mg ou seringa preenchida de 125 mg.
- Rituximabe: frascos-ampola de 500 mg.

- Tocilizumabe: frascos-ampola de 80 mg.

b) Esquema Terapéutico dos MMCDDb anti-TNF segundo Portaria GM/MS vigente

- Adalimumabe: Dose de 40 mg, por via subcutanea, duas vezes/més. Em criancas, a partir
dos 4 anos de idade, com peso corporal entre 15 e 30 kg, administragio de 20mg, por via
subcutanea, duas vezes/més; e em criangas, a partir dos 4 anos, com peso corporal acima de 30 kg,
dose de 40 mg, por via subcutanea, duas vezes/mes.

- Certolizumabe pegol: Dose de 400 mg, por via subcutanea, nas semanas 0, 2 e 4; apo0s,
manter 200 mg duas vezes/més ou 400 mg a cada més.

- Etanercepte: Dose de 50 mg, por via subcutanea, a cada semana (quatro vezes/més). Em
criangas, a partir dos 2 anos de idade, com peso corporal igual ou inferior a 63 kg, deve-se
administrar 0,8 mg/kg, por via subcutanea, a cada semana (quatro vezes/meés) até a dose maxima de
50 mg, por via subcutinea, a cada semana (quatro vezes/meés); em criangas, a partir dos 2 anos, com
peso corporal superior a 63 kg, a dose é de 50 mg, por via subcutanea, a cada semana (quatro
vezes/mes).

- Infliximabe: Deve-se iniciar com 3 mg/kg/dose, por via intravenosa, nas semanas 0, 2, 6 e,
apods, manter a mesma dose a cada dois meses. Em criangas, a partir dos 6 anos de idade, deve-se
iniciar com 3 mg/kg/dose, por via intravenosa, nas semanas 0, 2, 6 e, apds, manter a mesma dose a
cada dois meses.

- Golimumabe: Deve-se iniciar e manter uma dose de 50 mg, por via subcutidnea, uma

vez/més.



4.5 Avaliacao da efetividade, tendéncia a nao adesao e impacto na qualidade de

vida do paciente

Para avaliagdo do impacto do tratamento na qualidade de vida dos pacientes foram utilizadas
escalas de dominio publico autoaplicaveis validadas em portugués para Artrite Reumatdide,

conforme difundido na literatura e utilizadas em ensaios clinicos de forte relevancia:

- Health Assessment Questionnaire (HAQ): resultados variam de 0 (melhor resultado) a 3

(pior resultado), sendo valores maiores associados a uma doenga mais incapacitante (Apéndice 1).

O questionario HAQ, que varia de 0 (melhores resultados) a 3
(piores resultados), foi utilizado para avaliar a capacidade funcional
dos pacientes. Para avaliar a resposta ao tratamento com anti—TNF,
escores HAQ < 1,5 foram considerados como indicativo de resposta
positiva ao tratamento, enquanto escore HAQ > 1,5 foi associado a néao
responsividade. O grupo dos nao respondedores incluiu, além dos
pacientes nao enquadrados no critério acima, aqueles que ja utilizaram
previamente medicamentos anti—TNF, mas o tratamento foi suspenso

por inefetividade do medicamento.

4.6 Avaliacdo da Seguranca do tratamento

A ocorréncia de eventos adversos relatados pelos pacientes e responsaveis, através de relato
direto dos pacientes, foi utilizado como critério para avaliagdo da seguranga do tratamento. Também
foi realizada busca ativa por parte dos investigadores e revisdo dos registros dos prontudrios, guiada
por parametros laboratoriais e clinicos indicativos de ocorréncia de infec¢des (bacterianas, virais,
tuberculose), reagdes infusionais, reacdes hematologicas, neurologicas, gastrointestinais,
cardiovasculares, ocorréncias neoplasicas (neoplasias solidas e da linhagem hematoldgica) e outras

ocorréncias como critérios para identificacdo de RAMs.

4.7 Coleta de sangue



Os pacientes foram submetidos a coleta de 7mL (2 tubos com EDTA) de amostras de sangue

por pun¢do venosa periférica para os testes de genotipagem e ELISA.

4.8 Extragao do DNA gendmico

A extracdo do DNA foi realizada a partir do buffy coat separado por centrifuga¢do a 3000
RPM, 4°C por 10 minutos, das amostras de sangue, conforme o protocolo do kit FlexiGene® DNA
Kit (Qiagen). Todas as amostras a serem genotipadas foram uniformizadas a concentragdao de Sng/ul

e armazenadas a -30°C até seu uso.

4.9 Genotipagem

A genotipagem foi realizada usando a tecnologia de TagMan probe-based 5-nuclease assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) no equipamento QuantStudio 12K da Applied
Biosystem. Os SNVs genotipados, 1763780 (IL17F) e 1s2275913 (IL17A) foram escolhidos com
base em estudos anteriores (Batalla et al, 2018; Bogunia-Kubik et al, 2015; Marwa et al, 2017).

4.10 Dosagem de IL-17A sérico

O impacto das variantes genéticas nos niveis de IL-17 foi avaliado mediante dosagem sérica
em uma subpopulacdo de 90 participantes. As concentracdes de IL-17 foram medidas no soro dos
pacientes com ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzimas em sanduiche (ELISA sanduiche)
utilizando Human Uncoated ELISA (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific), seguindo instrugdes do

fabricante.

4.11 Analises estatisticas

Analises de associagdo genotipicas foram realizadas por regressdo logistica aplicando trés
modelos genéticos (aditivo, dominante e recessivo) para cada SNV através do programa PLINK 1.9.
Razdes de chances (ORs) foram calculadas com ajuste para sexo, idade ao diagndstico, tempo de
diagnéstico, indice de massa corporal, exposi¢do ao tabagismo, cor/raca, uso de drogas sintéticas,

uso de medicamentos para tratamento de outras patologias e presenga de comorbidades. Para



controle de qualidade, foram aplicados os seguintes filtros: taxa de genotipagem < 0,90 e MAF <
0,05.

Andlises comparativas foram realizadas no software estatistico R (v 4.1.1; R Core Team
2022). Para avaliagdo de normalidade dos dados foram realizados os testes de Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov. Considerando a distribui¢do ndo paramétrica dos dados e o numero de
grupos a serem comparados, as analises de associagao foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney
e Kruskal-Wallis. Ademais, a correlagdo de Spearman foi aplicada para avaliar a relacdo entre
variaveis numéricas. Em todos os testes, valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

5. RESULTADOS

5.1 Descricao da populagdo de estudos

A populacao foi composta prevalentemente por mulheres (92,5%) com faixa etaria média de
55 anos. A presenga de comorbidades ¢ majoritaria (76,9%), com destaque para hipertensdao
(50,0%) e dislipidemia (20,7%). Em relacdo ao tabagismo, grande nimero dos individuos ndo fuma
e nunca fumou qualquer tipo de cigarro (75,8%). Os pacientes avaliados apresentam Indice de
Massa Corporal (IMC) em torno de 26,4 kg/m?2, caracterizando um perfil de sobrepeso. O Health
Assessment Questionnaire (HAQ) e Escala Visual Analdgica da Dor (EVAD) médio foram de 1,3 ¢

5,4, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagdo da populacdo de estudo.

Variaveis Pacientes
(n=294)
Sexo biologico:
Ferminino - n (%) 272 (92,5%)
Masculino - n (%) 22 (7,5%)
Idade atual (anos) 55 (67 £43)

Presenca de comorbidade:
Sem comorbidades 68 (23,1%)
Com comorbidades 226 (76,9%)



Tipos de comorbidades:
Hipertensao

Diabetes

Dislipidemia

Outras doengas reumatologicas
autoimunes

Tabagismo:
Nao fumantes - n (%)

Ex-fumantes - n (%)

147 (50,0%)
46 (15,6%)
61 (20,7%)

40 (13,6%)

222 (75,8%)
61 (20,7%)

Fumantes - n (%) 10 (3,4%)
HAQ 1,3 (2,1 £0,5)
EVAD 5,4 (8,5+£3,1)
IMC (kg/m2) 26,4 (31,4 +21,4)

Estratificacdo de acordo com o sexo bioldgico, idade, tabagismo, comorbidades e outras varidveis analisadas.
Dados lineares representados pela média + desvio padrio (DP). IMC: Indice de Massa Corporal; HAQ: Health
Assessment Questionnaire; EVA: Escala Visual Analogica da Dor.

76,2% dos pacientes avaliados fazem uso de medicamentos ndo biologicos. Quando
avaliado os MMCDs, o metotrexato (49,0%) consiste no mais utilizado. Dos 294 individuos
recrutados, 282 (95,9%) estavam em uso de medicamentos biologicos, sendo 188 (63,9%) em uso
de farmacos anti-TNF. O medicamento anti-TNF mais utilizado entre os pacientes incluidos foi o
infliximabe (26,9%), seguido do golimumabe (16,0%). A caracterizacdo da farmacoterapia estd

resumida na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagdo da farmacoterapia geral utilizada pela populagdo de estudo.

Variaveis Pacientes
(n=294)

Uso de medicamentos nao bioldgicos:
Sim 224 (76,2%)
Nao 70 (23,8%)
Tratamento nao biolégico atual:
Metotrexato 144 (49,0%)
Leflunomida 87 (29,6%)
Hidroxicloroquina / Cloroquina 22 (7,5%)
Sulfasalazina 6 (2,0%)
Glicocorticoides 57 (19,4%)

Outros medicamentos

13 (4,7%)



Uso de medicamentos biolégicos:

Sim

Nao

Tratamento bioldgico atual:
- Anti-TNFs:
Infliximabe:
Adalimumabe
Etanercepte
Golimumabe
Certolizumabe pegol
- Demais biolégicos:
Tocilizumabe
Abatacepte
Rituximabe

282 (95,9%)
12 (4,1%)

188 (63,9%)
79 (26,9%)
29 (9,9%)
17 (5,8%)
47 (16,0%)
16 (5,4%)
94 (31,9%)
60 (20,4%)
16 (5,4%)
18 (6,1%)

Caracterizagdo de todos medicamentos utilizados para tratamento da artrite reumatoide na populagdo de

estudo. Anti-TNF: Medicamento inibidor do fator de necrose tumoral.

Dos 188 pacientes em uso de anti-TNF, 108 (38,3%) apresentaram falta de resposta a terapia

anti-TNF ao menos uma vez. 66 (23,4%) e 21 (7,4%) individuos utilizaram 2 ou 3, respectivamente,

outros imunobioldgicos antes do atual. Entre os medicamentos que mais foram substituidos devido

a inefetividade do tratamento encontram-se adalimumabe (76,4%), golimumabe (62,5%) e

infliximabe (56,4%) (Tabela 3).

48 (17%) individuos desenvolveram ao menos uma reagdo adversa. Dentre esses, 34

12,0%) pacientes suspenderam tratamento devido a efeito adverso no minimo uma vez. Os
b

medicamentos que mais causaram efeitos colaterais que resultaram em suspensdo de uso foram

adalimumabe (20,2%), infliximabe (18,5%) e etanercepte (10,8%) (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizagdo das intercorréncias na farmacoterapia anti-TNF utilizada pela
populagao de estudo.

Variaveis

Pacientes em uso
de anti-TNF
(n=188)

Inefetividade de MMCDDb (por individuo):

1
2
3

108 (38,3%)
66 (23,4%)
21 (7,4%)



Inefetividade de MMCDDb (por medicamento):

Infliximabe 66 (56,4%)
Adalimumabe 55 (76,4%)
Etanercepte 42 (72,4%)
Golimumabe 45 (62,5%)
Certolizumabe pegol 16 (64,0%)
RAM de MMCDDb (por individuo):

1 48 (17,0%)
2 12 (4,2%)
3 1 (0,4%)

RAM de MMCDb (por medicamento):

Infliximabe 41 (28,1%)
Adalimumabe 20 (21,3%)
Etanercepte 8 (12,3%)
Golimumabe 7 (8,9%)
Certolizumabe pegol 3 (11,5%)
Inseguranca de MMCDDb (por individuo):

1 34 (12,0%)
2 11 (3,9%)
3 1 (0,4%)

Inseguranca de MMCDDb (por medicamento):

Infliximabe 27 (18,5%)
Adalimumabe 19 (20,2%)
Etanercepte 7 (10,8%)
Golimumabe 6 (7,6%)
Certolizumabe pegol 2 (7,7%)

Caracterizac¢do da ocorréncia de falhas e efeitos adversos no tratamento de artrite reumatoide com anti-TNF na
populagdo de estudos. Anti-TNF: Medicamento inibidor do fator de necrose tumoral; MMCDb: Medicamentos
modificadores do curso da doenga - bioldgico; Inefetividade: Falta de resposta a medicamento; Inseguranca: Reacgdo
adversa que acarretou suspensdo do medicamento; RAM: Reagoes adversas a medicamentos.

5.2 Descricao das variantes

A tabela 4 descreve cada SNP em relagdo ao alelo polimorfico (Al), o alelo de referéncia
(A2), a frequéncia do alelo menor (MAF) na subpopulacdo analisada e o provavel papel funcional

de cada SNP.



Tabela 4. Descricdo dos SNPs analisados.

CHR SNP Gene Al A2 MAF Funcio
6 15763780 ILI7F C T 0.071 Missense
Variant

6 rs2275913 IL174 A G 0.188 Upstream

Caracterizagdo dos SNPs estudados no subtotal avaliado. Al: Alelos polimoérficos; A2: Alelos de referéncia;
MAF: Frequéncia do alelo menor; Fungfo: Fungdo das variantes apresentadas.

Os individuos foram organizados de acordo com os gendtipos para cada SNP. A distribuigdo

genotipica ¢ apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicao da populagao de acordo com os genoétipos.

SNP Genotipos Frequéncias
TT 255 (86,8)
1s763780 CT 36 (12,2%)
cC 3 (1%)
GG 201 (68,4%)
rs2275913 AG 75 (25,5%)
AA 18 (6,1%)

SNP: Single Nucleotide Polymorphism.

5.3 Andlise da resposta ao tratamento com imunobiologicos de acordo com
genotipos

Nenhuma significancia estatistica foi encontrada entre os SNPs rs763780 e rs2275913 e a
falha no tratamento com imunobioldgicos. No entanto, uma associagdo significativa foi observada
entre o alelo C do SNP rs763780 e protecdo contra a suspensdo do tratamento devido a ocorréncia
de efeito adverso no modelo aditivo (OR: 0,12; IC 95%: 0,01-0,91) e modelo dominante (OR: 0,11;
IC 95%: 0,01-0,87). Devido a baixa frequéncia do alelo polimoérfico, ndo foi possivel analisar o

modelo recessivo.



Tabela 6. Associacdo entre SNP no gene IL17F e pacientes que apresentaram inseguranga

no tratamento com anti-TNF por regressao logistica.

Inseguranca no tratamento com anti-TNF

Ausente Presente

SNP  Model GENO (%) n o) OR  95%CI P
15763780  ADD TT 204 (850%) 44 95,6%)
cT 33(13.8%)  2(44%) 515 001-091 0,039
cc 3(12%)  0(0%)
DOM  CC+CT  36(150%) 2 (4.4%)
011  0,01-087 0,037

TT 204 (85,0%) 44 (95,6%)

SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; Modelo: modelo genético; GENO: Genotipo; OR: Razdo
de Chance; IC 95%: Intervalo de confianga; Alelo de referéncia: T; Alelo polimorfico: C.

O SNP 152275913 foi associado a suspensdo do tratamento com infliximabe devido a

ocorréncia de efeito adverso no modelo recessivo (OR: 5,4; 1C95%: 1,24-23,48). Individuos com o

genotipo AA apresentaram 5,4 maiores chances de desenvolver reagcdes adversas que resultaram na

suspensdo do medicamento.

Tabela 7. Associacdo entre SNP no gene IL17A e pacientes que apresentaram inseguranga

no tratamento com infliximabe por regressao logistica.

Inseguranca no tratamento com infliximabe

Ausente Presente

0
SNP  Modelo GENO n (%) n (%) OR  95% CI P
152275913  ADD GG 78 (65,5%) 17 (63,0%)
AG 34(28,6%) 5(18,5%) 1,7 081-351 0,16
AA 7 (5,9%) 5 (18,5%)
DOM  AA+AG  41(34,5%) 10 (37,0%)
13 0,53-3,56 0,6
GG 78 (65,5%) 17 (63,0%)
REC AA 7 (5,9%) 5 (18,5%)
54 124-2348 0,02

AG+GG  112(94,1%) 22 (81,5%)

SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; Modelo: modelo genético; GENO: Gendtipo; OR: Razdo
de Chance; IC 95%: Intervalo de confianga; Alelo de referéncia: G; Alelo polimorfico: A.



5.4 Analise do escore HAQ de acordo com genotipos

Uma analise foi realizada com o intuito de avaliar as diferengas nos resultados do escore
HAQ entre os grupos genotipicos. Nenhuma das variantes genéticas de rs2275913 e rs763780 foram

associadas com diferengas no escore HAQ.
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Figura 6: A. Grafico do escore HAQ estratificado de acordo com os gendtipos para o rs2275913. B. Grafico
do escore HAQ estratificado de acordo com os gendtipos para o rs763780.

5.5 Anélise da concentragdo plasmatica de IL17 de acordo com gendtipos

Nenhuma das variantes genéticas de rs2275913 e rs763780 foram associadas com diferengas

na concentra¢do plasmatica de IL17.
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Figura 7: A. Grafico da concentracdo de IL17 estratificado de acordo com os genoétipos para rs2275913. B.
Grafico da concentragdo de IL17 estratificado de acordo com os genoétipos para rs763780.

Ademais, as variantes genéticas ndo foram associadas a diferengas na concentragdo
plasmatica de IL-17 quando estratificadas de acordo com presenca ou auséncia de resposta ao
tratamento com anti-TNF (Figura 8).
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Figura 8: A. Grafico da concentra¢do de IL17 de pacientes respondedores estratificados de acordo com os
genotipos para rs763780; B. Gréfico da concentragdo de IL17 de pacientes respondedores estratificado de acordo com
os gendtipos para rs2275913; C: Grafico da concentragdo de IL17 de pacientes ndo respondedores estratificado de
acordo com os gendtipos para rs763780; D: Grafico da concentragdo de IL17 de ndo pacientes respondedores
estratificado de acordo com os genotipos para rs2275913.

5.6 Analise da concentragdo plasmatica de IL-17 de acordo com escore HAQ e
ineficiéncia do tratamento anti-TNF

Diferencas no escore HAQ nao foram associadas com a concentragao plasmatica de IL17. A

concentracao plasmatica de IL17 ndo foi associada a falha terapéutica dos medicamentos anti-TNF.
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Figura 8: Grafico da concentragdo de IL-17 estratificado de acordo com presenca ou auséncia de resposta ao
tratamento com anti-TNF.

6. DISCUSSAO

Polimorfismos localizados nos genes /L1174 e IL17F aparentam influenciar a suscetibilidade,
severidade e progressio da AR. Neste estudo, investigamos a associacdo das variantes
152G/A-IL174 (rs2275913) e 7488A/G-IL17F (rs763780) com a resposta e seguranga ao
tratamento com imunobioldgicos anti-TNF na AR.

O efeito benéfico da terapia anti-TNF pode estar envolvido com uma diminuicdo nas
citocinas relacionadas ao Th17 nos pacientes respondedores. Na AR, uma diminui¢do significativa
nas frequéncias de células Th17 circulantes apds terapia anti-TNF foi observada em individuos
respondedores, enquanto niveis crescentes de células Th17 circulantes e IL-17 foram observados
em pacientes com resposta inadequada. Portanto, ¢ possivel que niveis elevados de IL-17 possam
ter um valor preditivo para a falta de resposta terapéutica aos inibidores TNF (Chen et al, 2011;
Azizi, Jadidi-Niaragh, Mirshafiey; 2013).

Estudos anteriores relatam que a resposta inadequada a terapia anti-TNF pode refletir
processo inflamatério independente de TNF, mas com predominancia de Th17 (Chen et al, 2011).
No entanto, ndo observamos associacdo entre a concentragao plasmatica de IL-17 e a falha
terapéutica dos medicamentos anti-TNF, em nossa populacao.

Do ponto de vista farmacogenético, as variantes genéticas que codificam componentes das

vias-alvo desses medicamentos podem explicar, em parte, a resposta heterogénea ao tratamento



(Batalla et al, 2018). Portanto, levando em consideragao o papel da via IL-17 na patogénese da AR,
¢ presumivel que polimorfismos nesta via possam estar envolvidos nas divergentes respostas a
terapia anti-TNF.

Esse é o primeiro estudo que avalia variantes genéticas de /L/7 com a resposta terapéutica
na populagdo brasileira. Nao reportamos nenhuma associagdo entre as variantes analisadas e a
resposta ao tratamento com imunobioldgicos anti-TNF. Nossos achados foram discordantes com os
relatados por Bogunia-Kubik et al (2015). Entretanto, a divergéncia observada pode ser
consequéncia de diferengas étnicas.

Alguns pacientes tratados com inibidores de TNF podem desenvolver eventos adversos,
como infec¢des, malignidades, reagdes agudas a infusdo e injecdo, autoimunidade, efeitos
cardiovasculares e neuroldgicos. Pacientes tratados com medicamentos anti-TNF sempre
apresentardo efeitos colaterais, mas o uso combinado de dados demograficos, caracteristicas
clinicas e biomarcadores deverd permitir que eventos adversos sejam evitados ou tratados
adequadamente (Atzeni et al, 2020; Atzeni et al, 2015).

Uma revisdo sistematica recente destacou que o risco de interrupgao do tratamento devido a
eventos adversos foi maior para o inibidor infliximabe em comparagdo com adalimumabe e
etanercepte em pacientes com AR (Papadopoulos et al, 2019), evento também observado em nosso
estudo. No presente estudo foi testemunhado uma associagdo entre a variante 152G/A-IL17A
(rs2275913) e a suspensdo de tratamento com infliximabe devido a ocorréncia de efeito adverso.
Individuos portadores do gendtipo AA apresentaram 5,4 maiores chances de desenvolver reagdes
adversas que resultaram na suspensdao do medicamento.

Ademais, foi evidenciado uma associagdo entre o alelo C da variante rs763780 e a protecao
contra a suspensdo do tratamento devido a incidéncia de efeito adverso. A variante polimorfica
conforma uma substitui¢do de histidina para arginina, que por sua vez pode estar relacionada com a
alteracdo da conformacao ou expressdo molecular da /L17F e estar associada a seu efeito protetor.

Os resultados indicam que ndo hé associagao entre os polimorfismos avaliados ¢ o grau de
atividade da AR, ou seja, o genotipo ndo foi associado a uma possivel predi¢ao do desfecho clinico.
Resultados semelhantes foram descritos por Gomes da Silva et al (2017), também em uma
populacdo brasileira. No entanto, os dados da literatura sdo inconsistentes (Farag et al, 2020;
Selimov et al, 2023), provavelmente em razao da heterogeneidade genética entre as populagdes de
estudos.

Este estudo possui algumas limitagdes. Primeiramente, poucos individuos do genotipo
rs763780 CC estavam presentes, o que pode ter impactado em algum nivel os resultados. Além

disso, a deteccdo da expressdo génica poderia ter enriquecido a andlise. No entanto, o presente



estudo contribui para a compreensao da influéncia de variantes genéticas de /L/7 na resposta ao
tratamento com imunobioldgicos anti-TNF em pacientes com artrite reumatoide, auxiliando na

caracterizagdo de pacientes em nivel molecular para orientar escolhas terapéuticas.

7. CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que as variantes estudadas podem ndo estar
diretamente relacionadas com a ineficiéncia ao tratamento com anti-TNF, mas podem estar
associadas ao risco de interrupgdo do tratamento devido a eventos adversos. Entretanto, pesquisas

subsequentes sdo necessarias para confirmar essa associagao.
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9. ANEXOS

Versao em portugués do Health Assessment Questionnaire

2| o
o212
G =
=222
N° Atividade 2| =33
'E = =
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A ==
ElS
o |<
01 Vestir-se. inclusive amarrar os corddes dos seus sapatos, abotoar as
suas roupas?
02 | Lavar sua cabeca e os seus cabelos?
03 Levantar-se de uma maneira ereta de uma cadeira de encosto reto e
sem bragos?
04 | Deitar-se ¢ levantar-se da cama?
05 | Cortar um pedago de camne?
06 | Levar a boca um copo ou uma xicara cheia de café, leite ou agua?
07 | Abrir um saco de leite comum?
08 | Caminhar em lugares planos?
09 | Subir cinco degraus?
10 | Lavar scu corpo inteiro ¢ seci-lo apds o banho?
11 | Tomar um banho de chuveiro?
12 | Sentar-se ¢ levantar-se de um vaso sanitario?
13 Levantar os _I:ll_'al;us- € pegar um nb_jc:tn de mais ou menos 2.5 quilos,
que esta posicionado um pouco acima de sua cabega?
14 | Curvar-se para pegar suas roupas no chio?
15 | Segurar-se em pé no 6nibus ou no metrd?
16 Abrir potes ou vidros de conserva que
tenham sido previamente abertos?
17 | Abrir e fechar torneiras?
18 | Fazer compras na redondeza onde mora?
19 | Entrar ¢ sair de um énibus?
20 Realizar tarefas tais como usar a vassoura para varrer € o rodo para
puxar dgua?

Avahiagiio dos Escores do HAQ:

média aritmética dos maiores escores de cada componente

Maior

Componentes Perguntas i~
Componente | (vestir-se). Perguntas 1 e 2.
Componente 2 (levantar-se). Perguntas 3 e 4.
Componente 3 (alimentar-se). Perguntas 5, 6 e 7.
Componente 4 (caminhar). Perguntas 8 e 9.
Componente 5 (higiene pessoal). Perguntas 10, 11 e 12,
Componente 6 (alcangar objetos). Perguntas 13 e 14.
Componente 7 (apreender objetos). Perguntas 15, 16 ¢ 17,
Componente 8 (outras atividades). Perguntas 18, 19 e 20.

A formula do HAQ ¢é calculada a partir dos maiores escores de cada componente:

somatdrio dos maiores escores de cada componente (0 maior escore do componente 1
mais 0 maior escore do componente 2 mais o maior escore do componente 3 mais o
maior escore do componente 4 mais o maior escore do componente 5 mais o maior
escore do componente 6 mais o maior escore do componente 7 mais 0 maior escore do
componente 8) dividido por 8.



