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RESUMO

Silva MG. Interleucina-17A como biomarcador da atividade da dermatomiosite e
polimiosite [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2019.

Introducdo: Dermatomiosite (DM) e polimiosite (PM) s&o miopatias autoimunes
sistémicas que apresentam infiltrado de células inflamatérias nos tecidos
musculares. Algumas citocinas proé-inflamatorias tém sido destacadas por estarem
envolvidas na fisiopatogénese dessas doencas, a exemplo da interleucina (IL)-17A.
Objetivos: Avaliar a concentracdo sérica de IL-17A em pacientes com DM e PM, e
correlaciona-la com os dados demograficos, clinicos, laboratoriais, terapéuticos e
status dessas doencas. Métodos: Estudo transversal que incluiu 80 pacientes
adultos com DM e 32 com PM, no periodo de 2012 a 2016. Os pacientes foram
pareados por sexo, etnia e idade com 104 individuos saudaveis. A analise de IL-17A
sérica, assim como das demais citocinas (IL-6, TNFa e INFy), foi realizada por
imunoensaio multiplex. Os parametros do status da doenca foram baseados nos
escores estabelecidos por International Myositis Assessment & Clinical Studies
Group (IMACS). Resultados: A média de idade dos pacientes com DM e PM foi de
46,0 £ 13,9 e 47,7 + 14,3 anos, respectivamente, com predominio de mulheres e cor
branca em ambos os grupos. De modo geral, as -caracteristicas clinicas,
laboratoriais, terapéuticas e status atual da doenca foram semelhantes entre os
pacientes com DM e PM. O nivel mediano de IL-17A sérica foi maior nos pacientes
com PM e DM em relacédo ao grupo controle [0,73 (0,53-1,14) vs. 0,49 (0,28-0,83)
vs. 0,35 (0,09-0,61) pg/mL, respectivamente; P < 0,050] e maior em PM quando
comparado a DM (P < 0,001). Em DM, os niveis de IL-17A sérica foram associados
a lesdes cutaneas cumulativas, parametros de IMACS e niveis de IL-6 e IFNy
séricos. Em PM o nivel de IL-17A sérica correlacionou com a idade atual dos
pacientes, parametros de IMACS e niveis de IFNy e TNFa séricos. O nivel de IL-17A
sérica ndo correlacionou com o tratamento medicamentoso. Conclusfes: A
concentragéo sérica de IL-17A ndo estd somente aumentada em pacientes com DM

e PM, mas também associada a atividade dessas doencas. Os dados sugerem



fortemente a IL-17A como possivel biomarcador de atividade destas miopatias
autoimunes sistémicas.

Descritores: Biomarcadores; Citocinas; Dermatomiosite; Interleucinas; Miosite;
Polimiosite.



ABSTRACT

Silva MG. Interleukin-17A as biomarker of disease activity of dermatomyositis and
polymyositis [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2019.

Introduction: Dermatomyositis (DM) and polymyositis (PM) are systemic
autoimmune myopathies that show inflammatory cell infiltration in muscle tissues.
Some pro-inflammatory cytokines have been highlighted for being involved in the
pathophysiology of these diseases, such as interleukin (IL)-17A. Objectives: To
assess serum levels of IL-17A in patients with DM and patients with PM and to
correlate IL-17A with demographic, clinical, laboratory and therapeutic data, and
disease status. Methods: This was a cross-sectional, single-center study that
included patients with DM and patients with PM who were age-, gender- and
ethnicity-matched to healthy individuals. Serum IL-17A analysis, as well as analysis
for other cytokines (IL-6, TNFa and IFNy), was performed by multiplex immunoassay.
The disease status parameters were based on the International Myositis Assessment
and Clinical Studies Group (IMACS) set scores. Results: Mean age of patients with
DM and patients with PM was 46.0 + 13.9 and 47.7 = 14.3 years, respectively, with a
predominance of female and white ethnicity in both groups. Overall, clinical,
laboratory, therapeutic, and current disease status were similar among patients with
DM and patients with PM. Median serum levels of IL-17A was higher in patients with
PM and patients with DM than the control group [0.73 (0.53-1.14) vs. 0.49 (0.28-0.83)
vs. 0.35 (0.09-0.61) pg/mL; P < 0.050] and higher in PM when compared to DM (P <
0.001). In patients with DM, serum levels of IL-17A were associated with cumulative
cutaneous lesions, IMACS parameters, and serum IL-6 and IFNy levels. In patients
with  PM, serum IL-17A levels correlated with patients’ current age, IMACS
parameters and serum TNFa and IFNy levels. Serum IL-17A level did not correlate
with drug treatment. Conclusions: Serum levels of IL-17A are not only increased in
patients with DM and patients with PM, but also associated with disease activity in
patients with DM and patients with PM. The data strongly suggest IL17A as a

possible biomarker of disease activity for these systemic autoimmune myopathies.



Descriptors: Biomarkers; Cytokines; Dermatomyositis; Interleukins; Myositis;

Polymyositis.
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Introducao



17

Dermatomiosite (DM) e polimiosite (PM) pertencem a um grupo de miopatias
autoimunes sistémicas (MAS) que acometem a musculatura estriada esquelética.
Sao caracterizadas clinicamente pela presenca de fraqueza muscular simétrica,
progressiva e com predominio na regiao proximal dos membros (BOHAN; PETER,
1975; DALAKAS, 2015; ORLANDI M et al., 2016; BARSSOTI et al., 2017).

Na DM, ocorrem ainda lesbes cutaneas classicas, tais como heliétropo e
papulas de Gottron (BOHAN; PETER, 1975; DALAKAS, 2015).

Do ponto de vista fisiopatolégico, embora a presenca de células inflamatérias
seja caracteristica em ambas as doencas, sdo observadas distintas propriedades
imunologicas (celular e humoral), assim como em seus aspectos histopatolégicos,
sugerindo diferentes raz6es e mecanismos como resposta, o que leva a classifica-
las em subgrupos, por exemplo, em DM e PM (ROWE et al., 1983; OLSSON et al.,
1985; MIZUNO et al., 2004).

Dentre as peculiares caracteristicas imunolégicas que as diferem, destacam-se
os linfécitos. Alguns autores sugerem que na PM ocorra uma citotoxicidade mediada
por linfocitos T, com predominio de células CD8+ (ROWE et al., 1983; OLSSON et
al., 1985; MIZUNO et al., 2004). Na DM, h& maior infiltrado de células CD4+ que sdo
associadas aos linfécitos B, especialmente na regido perivascular (ROWE et al.,
1983; OLSSON et al., 1985; MIZUNO et al., 2004).

Essas células T CD4+ sdo expressas por linfécitos (Ly) T auxiliares e
sinalizadas por moléculas presentes nas células apresentadoras de antigenos e tal
interacdo, em conjunto com acao de algumas citocinas especificas, dara origem a
novas linhagens, conhecidas como T helper (Th): Thl, Th2, Thl7 e T-regulatérias

(Tregs) (LOCKSLY; LOUIS, 1992; LUBBERTS, 2010; TIZARD, 2008).
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Essas linhagens celulares sdo denominadas de acordo com tipo de resposta e
com a citocina que a estimula. Assim sendo, as Thl (pro-inflamatodrias) séo
diferenciadas pelo estimulo das IL-12, ja as Th2 (anti-inflamatérias) pela presenca
de IL4, e as Tregs séo diferenciadas especialmente por IL-2 e estdo envolvidas na
tolerancia imunoldgica, e as Th1l7 sdo secretadas pela estimulacdo das IL-6 e TGFf
(LOCKSLY; LOUIS, 1992; LUBBERTS, 2010; TIZARD, 2008; GAFFEN, 2011) -

Figura 1.

Figura 1 - Diferenciacéo de células TCD4+

Doencas autoimunes
dano tecidual p/
infeccdes cronicas

L4
IL-5

-6 Doengas alérgicas
IL-13
IL-6
IL-17 A Doencas
IL-17F inflamatorias e
1ICAM autoimunes
TNFa
IL-10
TGEB Imunorreguladoras

Legenda: Diferenciagdo de células TCD4+ a partir da sinalizacdo de células apresentadoras de

antigenos que darao origem as linhagens T helper: Thl, Th2, Th17 e Tregs.

Algumas citocinas tém sido associadas ao contexto imunoldgico e celular da
inflamagéo tecidual, a exemplo da IL-17A, proveniente da linhagem Th17 (BAETEN,

2013). Em razéo da atuacéao/sinalizacdo de outras citocinas, BAETEN; KUCHROO.
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(2013) e; SARKAR; FOX, (2010), a IL-17 pode promover a producdo de outras
citocinas pro-inflamatoérias, como tumor necrosis factor (TNF)-a, interferon (IFN)-y e
IL-6, intensificando a resposta imunoldgica (SARKAR; FOX, 2010; VAN DEN BERG,
2009).

Diversos estudos tém mostrado a participacdo da IL-17 na indugdo e
manutencdo do processo inflamatorio sistémico de diversas doengas autoimunes, a
exemplo da artrite reumatoide, lipus eritematoso sistémico, esclerose sistémica e
sindrome de Sjogren (SARKAR; FOX, 2010; VAN DEN BERG; MIOSSEC, 2009;
LUBBERTS, 2010; NGUYEN et al., 2008; CHIZZOLINI et al., 2018; YAP; LAI, 2010;
DONG, 2008).

Apesar da escassez de estudos disponiveis na literatura, a participacdo de IL-
17 também tem sido descrita nas MAS (NOTARNICOLA et al., 2015; TOURNADRE
et al.,, 2009; SHEN et al., 2011; MORAN; MASTAGLIA, 2014; CHEVREL, 2003;
SZODORAY et al., 2010; GIRIS et al., 2017; FUJIYAMA et al., 2014; PAGE et al.,
2004; GUPTA et al., 2018). De fato, do ponto de vista histologico, YIN et al. (2016)
observaram aumento da producédo de IL-17 pelas células inflamatérias presentes em
tecidos musculares de pacientes com MAS e que essa produ¢do diminuia com a
instituicdo de tratamento medicamentoso. Ja PAGE et al. (2004) observaram néo so
aumento de IL-17, mas também de IFNy em tecidos musculares. FUJIYAMA et al.
(2014) mostraram aumento de IL-17A em lesbes cutaneas de pacientes com DM.

Do ponto de vista sistémico, NOTARNICOLA et al. (2015) mostraram em
pequena casuistica de pacientes com MAS (10 com DM, 14 com PM e 7 com
sindrome antissintetase) ndo apenas o aumento da concentracdo de IL-17 sérica,
mas também a sua correlacdo com a duracdo das doencas, concentracdo de IL-15

sérica e apenas um dos parametros da atividade da doenca (forca muscular avaliada



20

pelo Manual Muscle Testing - 8: MMT-8). SHEN et al. (2011) observaram aumento
de IL-17 sérica em DM e PM, porém destacadas somente na fase inicial dessas
doencas (duracédo da doenca < 1 ano), sugerindo que essa citocina esteja envolvida
particularmente no estabelecimento e desenvolvimento destas doencas. Entretanto,
esses Ultimos autores (SHEN et al., 2011), ndo correlacionaram o nivel de
concentracdo de IL-17 sérica com possiveis parametros da atividade (International
Myositis Assessment & Clinical Studies Group - IMACS) das MAS (RIDER et
al.,1997; MILLER et al., 2001; BRUCE; FRIES, 2003; RIDER et al., 2003; HARRIS-
LOVE et al., 2009; ISENBERG, 2004).

Sabendo da importancia da acdo de IL-17A como molécula envolvida nos
mecanismos imunoldgicos de diversas doencas autoimunes, assim como nas MAS e
considerando a divergéncia de achados e a escassez de dados na literatura, nos

propomos a investigar o papel dessa IL sérica em pacientes DM e PM.
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Objetivos
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Primario

Avaliar a concentracdo de IL-17A sérica em uma amostragem representativa

de pacientes com DM e PM, comparando com um grupo controle

Secundario

Correlacionar IL-17A com outras citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IFNy e IL-6)

e aos parametros clinicos, laboratoriais e terapéuticos desses pacientes.
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Pacientes e Métodos
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Trata-se de um estudo transversal, Unico centro, que incluiu 112 pacientes
consecutivos com MAS (80 com DM e 32 com PM definidos), segundo os critérios
de Bohan e Peter, (BOHAN; PETER,1975) e mesmo que incluidos antes da atual
classificagdo, preenchiam os novos parametros de European League Against
Rheumatism / American College of Rheumatology (2017 EULAR / ACR classification
criteria) (LUNDBERG et al.,, 2017). Foram avaliados pacientes provenientes da
unidade de Miopatias Inflamatérias do nosso servico terciario, em seguimento
ambulatorial, no periodo de 2012 a 2016.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética local (CAAE
01445312.3.0000.0068, e todos os participantes assinaram o0 Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

MAS
‘ (n=112) \
DM PM Controle
B

Avaliacées

= Demograficas:
* Clinicas e laboratoriais:
»  Status da doenca:

» Tratamento medicamentoso:

NN
S N N RN

v
v
X
X
v

* Anélise de citocinas |

Figura 2 - Desenho do estudo

Legenda: DM: dermatomiosite; PM: polimiosite; MAS: miopatias autoimunes sistémicas
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Foram excluidos pacientes com miopatia necrosante imunomediada

(autoanticorpos anti-SRP ou anti-HMGCR positivos), distrofias musculares, sindrome

antissintetase (anti-Jo-1, -OJ, -EJ, -PL-7, -PL-12 positivos), DM clinicamente

amiopatica, miosite por corpos de inclusdo, sindrome de sobreposicdo, miopatias

associadas a neoplasias, infeccfes agudas ou cronicas.

Como grupo controle, 104 voluntarios saudaveis, pareados por idade, sexo e

etnia foram recrutados durante o mesmo periodo (acompanhantes dos pacientes ou

funcionarios do presente complexo hospitalar).

Os participantes foram submetidos a uma avaliacdo clinica que incluiu uma

entrevista padronizada e os seguintes dados foram coletados:

Demograficos: idade atual, sexo e etnia

Dados clinicos e laboratoriais: idade do paciente no inicio da doenca e o tempo
de doenca, manifestacdes clinicas cumulativas [articular (artralgia ou artrite - ndo
erosiva e nado deformante), pulmonar (achados tomograficos), cutanea
(sinal/pdpulas de Gottron, helidtropo, Ulceras, vasculites, rash facial, sinal do
“xale”, sinal do “V” do decote, -calcinose), concentracdo sérica de
creatinofosfoquinase (valor de referéncia: 26 - 192 U/L), aldolase (= 7,6 U/L),
alanina aminotransferase (< 31 U/L), aspartato aminotransferase (< 31 UI/L),
desidrogenase lactica (135 - 214 U/L) - analisados por método cinético
automatizado

Avaliacdo do status da doenca dos pacientes através da aplicacdo de
questionarios e escores estabelecidos pelo IMACS: Escala Visual Analdgica
(EVA) realizada pelo paciente e médico, Health Assessment Questionnaire
(HAQ), MMT-8, Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue Scale

(MYOACT) e concentracdo sérica de enzimas musculares (MILLER et al., 2001,
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BRUCE; FRIES, 2003; RIDER et al., 2003; HARRIS-LOVE et al., 2009;
ISENBERG, 2004; LUNDBERG et al., 2017)

- Tratamento medicamentoso: imunossupressores, imunomoduladores,
imunobiolégicos e glicocorticoides (doses atuais e cumulativas - nos ultimos trés
meses).

Andlise de citocinas. Para a analise da concentracdo sérica da IL-17, IL-6,
TNFa e IFNy, foram coletados 10 mL de sangue venoso dos participantes, apos
jejum de 12 horas. As amostras foram colhidas e imediatamente (< 30 minutos)
centrifugadas a 3000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. ApGs processamento, o soro foi
armazenado em freezer a - 80 °C.

Foram utilizados 25 pL de soro de cada participante, onde as concentragdes
séricas das citocinas foram determinadas a partir de um imunoensaio contendo
microesferas para analise de multiplas proteinas, através do kit comercial R&D
Magnetic Luminex Screening Assay (R&D Systems, Inc. - Minneapolis, MN, EUA),
realizados de acordo com as especificacdes do fabricante.

A quantificagdo das citocinas foi realizada atraves do equipamento (Luminex
200TM, Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA). As concentracdes das amostras foram
estimadas a partir da curva padréo, utilizando o software MILLIPLEX Analyst e os
niveis das citocinas foram expressos como quantidade total por sitio.

Andlise estatistica. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a
distribuicdo normal de cada parametro continuo. Os dados foram expressos como
média + desvio padrdo para variaveis continuas ou como frequéncia (%) para
variaveis categoéricas. A mediana (interquartil 25% - 75%) foi calculada para
variaveis continuas com distribuicdo ndo normal. Comparagfes entre 0s parametros

dos pacientes e controles foram realizadas através do teste de t-Student ou teste de
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Mann-Whitney para variaveis continuas, enquanto o teste do qui-quadrado ou teste
exato de Fisher foi utilizado para avaliar varidveis categéricas. A correlacdo (rho)
entre os parametros foi analisada por correlacdo de Spearman. Foram consideradas
correlacdes fracas: valores entre 0 e =+ 0,333; moderadas: entre + 0,333 e =+ 0,666; e
fortes: entre + 0,666 e + 1,000. Além disto, os valores de P < 0,050 foram
considerados estatisticamente significantes. Todas as analises foram realizadas com

o software de estatistica SPSS 15.0 (Chicago, IL, EUA).
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Resultados
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Foram avaliados 80 pacientes com DM e 32 com PM, os quais foram
comparados com 104 individuos saudaveis. A média de idade foi de 46,0 + 13,9,
47,7 £ 14,3 e 43,7 £ 11,6 anos, respectivamente, em DM, PM e grupo controle, com
predominio de sexo feminino e de cor branca em todos os grupos (Tabela 1).

A mediana de duracdo entre o diagndstico e o inicio dos sintomas foi de 6
meses para ambos os grupos (DM e PM) e a mediana de duracédo da doenca foi de
3 e 5 anos, respectivamente, para pacientes com DM e PM.

Em relacdo as caracteristicas clinicas e laboratoriais cumulativas, foram
observadas apenas as alteracdes cutaneas nos pacientes com DM na seguinte
ordem decrescente: sinal/papulas de Gottron, heliétropo, rash facial, “vV” do decote,
vasculite, sinal de “xale” e Ulceras.

A frequéncia de acometimento articular e pulmonar, assim como a
concentracao sérica inicial de creatinofosfoquinase foram semelhantes em pacientes
com DM e PM (P > 0,05).

Em relacdo ao tratamento medicamentoso, no momento da coleta dos dados
clinicos e laboratoriais, cerca da metade dos pacientes estavam utilizando
prednisona, com dose mediana atual de 5 mg/dia e com a dose cumulativa nos
altimos 3 meses de 450 e 250 mg, respectivamente, em pacientes com DM e PM.
Além disto, aproximadamente 60% dos pacientes estavam utilizando

imunossupressores.



Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes com dermatomiosite, polimiosite e individuos saudaveis

. DM PM Controle Valor de P
Parametros (n=80) (n=32) (n=104) DM vs. PM vs. DM vs.
Controle Controle PM
Idade atual (anos) 46,0+13,9 47,7+£14,3 43,7+11,6 0,397 0,475 0,817
Tempo de doenga (anos) 3(0-6) 5(2-10) - - - 0,019
Tempo: diagnostico - sintomas (meses) 6 (3-10) 6 (3-12) - - - 0,337
Sexo feminino 57 (71,2) 24 (75,0) 76 (73,1) 0,868 1,000 0,817
Cor branca 55 (60,7) 17 (53,1) 58 (55,8) 0,868 0,475 0,127
Caracteristicas cumulativas
Sinal/papulas de Gottron 76 (95,0) 0 - - - -
Heliétropo 69 (86,3) 0 - - - -
Rash facial 54 (67,5) 0 - - - -
"V" do decote 28 (35,0) 0 - - - -
Vasculite 23 (28,8) 0 - - - -
Sinal de “xale” 0 - - - -
Ulceras 12 (15,0) 0 - - - -
Calcinose 0 0 - - - -
Envolvimento articular 28 (35,0) 11 (34,4) - - - 1,000
Envolvimento pulmonar 26 (32,5) 8 (25,0) - - - 0,501
Creatinofosfoquinase inicial (U/L) 1297 (252-9030) 1966 (967-8966) - - - 0,303
Prednisona
Em uso atual 47 (58,8) 15 (46,9) - - - 0,296
Dose atual (mg/dia) 5 (0-20) 5(0-15) - - - 0,383
Dose cumulativa: Ultimos 3 meses (mg) 450 (0-1800) 250 (0-1350) - - - 0,384
Imunossupressores (atual) 47 (58,8) 19 (59,4) - - - 1,000
Um 32 (40,0) 16 (50,0) - - - 0,400
Dois 15 (16,3) 3(9,4) - - - 0,551

Dados apresentados em média desvio padrdo, mediana (interquartile 25% - 75%) ou frequéncia (%).
Legenda: DM: dermatomiosite; PM: polimiosite.
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A Tabela 2 apresenta o status dos pacientes com DM e PM, com base nos
critérios utilizados para avaliar a atividade da doenca, no qual os valores medianos
de EVA paciente e médico, HAQ, MYOACT e nivel de concentracdo sérica de
enzimas musculares foram comparaveis entre os pacientes com DM e PM, exceto
pelo menor valor de MMT-8 e maior nivel de creatinofosfoquinase sérico em
pacientes com PM (P < 0,050).

As concentracgfes séricas da IL-17 estavam aumentadas em pacientes com DM
e PM, quando comparadas as do grupo controle (P < 0,050), como demonstrado na
Tabela 2. Além disto, a concentracéo desta IL era maior em PM do que em DM (P =
0,001). Em relacéo a outras citocinas analisadas, as concentracdes séricas de IL-6,
IFNy e TNFa estavam aumentadas em pacientes com DM em relagdo ao grupo
controle, enquanto que em PM, apenas IL-6 e TNFoa estavam elevadas. Ainda, as
concentracbes séricas de IFNy e TNFa eram maiores em pacientes com DM,
guando comparadas de PM (P < 0,001).

Como anadlise adicional, foi realizada a analise de correlacdo entre a
concentracdo sérica de IL-17A a todos os parametros (clinicos, laboratoriais e

terapéuticos) apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 2 - Status da doenca e parametros laboratoriais dos pacientes com dermatomiosite, polimiosite e individuos saudaveis

. DM PM Controle valorde
Parametros DM vs. PM vs. DM vs.
(n=80) (n=32) (n=104)
Controle Controle PM

EVA paciente (0-10 cm) 2,5(0,0-6,0) 2,5(1,0-6,0) - - - 0,400
EVA médico (0-10 cm) 2,0 (0,0-5,0) 2,0 (0,3-5,8) - - - 0,676
HAQ (0,00-3,00) 0,29 (0,00-2,00) 0,79 (0,43-1,83) - - - 0,214
MMT-8 (0-80) 80 (72-80) 74 (64-80) - - - 0,048
MYOACT (0-60) 0,1(0,0-1,3) 0,2 (0,0-0,5) - - - 0,321
Creatinofosfoquinase (U/L) 134 (79-352) 358 (120-567) 108 (85-144) 0,011 <0,001 0,027
Aldolase (U/L) 4,8 (4,0-6,4) 6,2 (3,6-8,4) 3,6 (2,9-44) <0,001 <0,001 0,131
Desidrogenase lactica (U/L) 417 (368-502) 467 (354-544) 340 (309-389) <0,001 <0,001 0,475
Aspartato aminotransferase (U/L) 29 (19-41) 25 (16-20) 20 (16-23) <0,001 <0,001 0,550
Alanina aminotransferase (U/L) 25 (16-39) 25 (20-42) 17 (14-22) <0,001 <0,001 0,240
IL-17A (pg/mL) 0,49 (0,28-0,83) 0,73 (0,53-1,14) 0,35(0,09-0,61) 0,003 <0,001 0,001
IL-6 (pg/mL) 1,24 (0,75-2,60) 1,83 (0,91-2,94) 0,71(0,52-0,97) <0,001 <0,001 0,438
IFNy (pg/mL) 0,41 (0,25-0,74) 0,33 (0,33-0,90) 0,36 (0,22-0,73) 0,019 0,064 <0,001
TNFa (pg/mL) 3,60 (2,51-5,96) 6,14 (3,83-8,60) 2,27 (1,57-5,83) 0,003 0,001 <0,001

Dados apresentados em média desvio padrao, mediana (interquartile 25% - 75%) ou frequéncia (%).
Legenda: DM: dermatomiosite; EVA: escala visual analégica; HAQ: Health Assessment Questionnaire; IFN: interferon; IL: interleucina; MMT: Manual Muscle

Testing; MYOACT: Myositis Disease Activity Assessment Visual Analogue Scale; PM: polimiosite; TNF: tumor necrosis factor.
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Todas as correlaces entre IL17-A e os diversos parametros analisados séo
apresentados na Tabela 3.

Na Tabela 3, estdo apresentadas apenas as correlacdes estatisticamente
significativas entre a IL-17A e os diversos parametros analisados. Em pacientes com
PM, a idade atual dos pacientes, MMT-8 e TNFa correlacionaram inversamente com
a concentracdo sérica de IL-17A. Os demais parametros da atividade da doenca, ou
seja, EVA paciente e médico, HAQ, MYOACT (EVA sintomas constitucionais),
creatinofosfoquinase, assim como a IFNy correlacionaram positivamente com a IL-
17A sérica (Figura 3).

Em pacientes com DM, apenas MMT-8 correlacionou inversamente com a
concentracao sérica de IL-17. Os demais parametros [EVA paciente e médico, HAQ,
MYOACT: EVA sintomas constitucionais e cutanea, manifestacfes clinicas
cumulativas (rash facial, “V” do decote, sinal do “xale”), enzimas musculares, assim
como as citocinas (IL-6 e IFNy)] correlacionaram positivamente com a IL-17 sérica

(Figura 4).
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Tabela 3 - Relagcédo entre a concentracdo sérica de IL-17A e diferentes parametros

analisados no estudo

DM PM
Rho P Rho P
Idade atual - - -0,492 0,014
EVA paciente 0,327 0,003 0,606 0,002
EVA médico 0,325 0,003 0,600 0,002
MMT-8 -0,403  <0,001 -0,536 0,007
HAQ 0,229 0,041 0,537 0,007
MYOACT 0,375 0,001 - -
EVA (sintomas constitucionais) 0,342 0,002 0,444 0,030
EVA (cutanea) 0,342 0,002 - -
Manifestagdes clinicas cumulativas
Rash facial 0,302 0,006 - -
V" do decote 0,262 0,019 - -
Sinal do “xale” 0,310 0,005 - -
Creatinofosfoquinase 0,428 <0,001 0,440 0,036
Aldolase 0,390 0,001 - -
Alanina aminotransferase 0,227 0,049 - -
Aspartato aminotransferase 0,399 <0,001 - -
Desidrogenase lactica 0,474 <0,001 - -
IL-6 0,470 <0,001 - -
IFNy 0,669 <0,001 0,748 <0,001
TNFa - - -0,433 0,035

Legenda: DM: dermatomiosite; EVA: escala visual analdgica; HAQ: Health Assessment
Questionnaire; IFN: interferon; IL: interleucina; MMT: Manual Muscle Testing; MYOACT: Myositis
Disease Activity Assessment Visual Analogue Scales; PM: polimiosite; TNF: tumor necrosis factor.

Apenas as correlagbes com P < 0,05 estdo apresentadas na Tabela.
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Figura 3 - Correlacdo de Spearman entre a concentracao sérica de IL-17A e os parametros de atividade da doenca em pacientes

com polimiosite
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Figura 4 - Correlacdo de Spearman entre a concentracao sérica de IL-17A e os parametros de atividade da doenca em pacientes

com dermatomiosite
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Discussao
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Esse € o primeiro estudo que avaliou e observou ndo apenas o aumento
significativo da concentracédo IL-17A sérica, mas também a sua correlacdo com a
atividade da DM e PM.

Embora ndo tenha sido avaliado nesse estudo, autores tém mostrado o
aumento da producédo de IL-17 também nas células inflamatorias encontradas em
amostras de tecidos musculares (MORAN; MASTAGLIA et al., 2014; PAGE, 2004,
YIN, 2016) e cutaneos (FUJIYAMA et al., 2014) de pacientes com MAS, reforcando
possivel envolvimento de Th1l7 na patogénese dessas doencas. Em contrapartida,
GIRIS et al. (2017) nao identificaram aumento da IL-17 em tecidos musculares de
pacientes com DM, porém de IFNy e IL-4, correlacionando-os inclusive ao quadro
sistémico dos pacientes (intensidade de fraqueza muscular).

Além da escassez, ha controvérsias nos estudos apresentados até o momento.
SHEN et al. (2011) ndo detectaram alteracdes nas concentracdes de IL-17 em
pacientes com DM e PM ao compararem ao grupo controle, e somente ao dividir o
estudo em doencga precoce e inicial, observaram uma alta concentracdo de IL-17 em
pacientes com MAS, contudo, somente aqueles com até um ano de doenca,
sugerindo que essa citocina esteja envolvida, portanto, na fisiopatogénese dessas
doencas. Entretanto, como limitacdo, SHEN et al., (2011) ndo avaliaram
especificamente os parametros da atividade das doencas, assim como nao
detalharam sobre o tratamento medicamentoso na ocasido da andlise da IL-17A
sérica e € importante considerar que o0 paciente possa estar em reativacdo e nao se
tratar de uma doenca inicial, mas ainda ativa.

E importante salientar que DM e PM s&o doencas distintas. Portanto, houve
cuidado de analisa-las separadamente. No presente estudo, os pacientes com DM e

PM foram comparaveis entre si em relacdo aos dados demogréaficos, clinicos,
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laboratoriais e terapéuticos. Entretanto, os pacientes com PM apresentaram maior
tempo de doenca, presenca de fraqueza muscular mais significativa, e niveis de
concentracdo das enzimas musculares mais elevados no inicio da doenca. Em
contrapartida, como esperado, as lesdes cutaneas foram encontradas apenas em
pacientes com DM.

Outro ponto importante desse estudo deve-se a inclusdo significativa na
amostragem de pacientes com DM e PM definidas, considerando a aplicacdo de
critérios rigorosos de exclusdo, em doencas consideradas raras. Além disto, levando
em conta que os fatores demograficos possam interferir na interpretacdo dos
resultados (GOETZL et al., 2010), os pacientes foram pareados por sexo, etnia e
idade a um grupo controle.

Corroborando com o0s nossos resultados, NOTARNICOLA et al., (2015)
também observaram um aumento da concentracdo de IL-17 sérica. Porém
diferentemente dos nossos dados, esses autores analisaram a IL-17 sérica em pool
de pacientes com MAS (PM, DM e sindrome antissintetase) de uma amostragem
relativamente pequena. Os autores observaram também correlacéo entre o nivel de
IL-17 e IL-15, entretanto, relacionaram seus dados a apenas um dos parametros de
IMACS (MMT-8), e associando estas informacdes ao desfecho clinico destas
doencas. Ainda, os resultados apresentaram uma fraca correlacdo e com dados bem
dispersos.

FUJIYAMA et al. (2014) tém relatado inclusive alteracbes das concentracfes
de IL-17 em tecido cutaneo, mas nao no tecido muscular em pacientes com MAS.
Entretanto, esse estudo incluiu diferentes subtipos de MAS (DM, PM, DM
clinicamente amiopatica) e ndo apresentaram informa¢cfes quanto ao tratamento

terapéutico utilizado na ocasiao das analises.
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PAGE et al. (2004), com o intuito inicial de avaliar o perfil das células
dentriticas em MAS, também notaram aumento das concentracdes de IL-17 no
tecido muscular, porém avaliaram em uma casuistica pequena (6 com PM, 6 com
DM - comparados a 5 individuos saudaveis), com tempo de doenca entre apenas um
e 8 meses. Além disso ndo foram avaliados os parametros de atividade da doenca.

A interacdo entre a IL-17A e outras citocinas pro-inflamatorias (por exemplo:
TNFa, IFNy e IL-6) tem sido amplamente demonstrada na literatura (SARKAR; FOX,
2010; VAN DEN BERG; MIOSSEC, 2009; LUBBERTS, 2010). De fato, observamos
uma correlagao forte positiva entre o nivel de IL-17A sérica e o de IFNy em pacientes
com DM e PM analisados no presente estudo.

Diversos estudos tém mostrado o envolvimento da IFNy na fisiopatogénese
(sangue periférico, tecidos musculares e cutadneos) de MAS, modulando
possivelmente sobre as células Th1l7 (tipos 1 e 2) (GIRIS et al., 2017; BAECHLER et
al., 2011; BILGIC et al., 2009; GONO et al., 2014), as quais levam a producéao de IL-
17. Conforme mencionado anteriormente, a IL-17A, por sua vez, pode levar a
producdo de outras citocinas pro-inflamatorias, incluindo a IL-6, TNF-a, assim como
o préprio IFNy e, consequentemente, perpetuando o mecanismo fisiopatogénico
(SARKAR S ; FOX, 2010; LUBBERTS, 2010).

A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoéria pleiotréfica que atua na imunidade
humoral e celular (BILGIC et al., 2009). No presente estudo, a IL-6 sérica estava
aumentada em pacientes com DM e PM, quando comparado aos individuos
saudaveis, corroborando com os dados da literatura (GONO et al., 2014). Entretanto,
a IL-6 correlacionou-se positivamente com a IL-17 sérica apenas em pacientes com

DM.
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TNFa, outra citocina pro-inflamatoria analisada no presente estudo, estava
aumentada em pacientes com DM e PM, conforme também mostrada na literatura
(GONO et al., 2014). Entretanto, esta citocina correlacionou inversamente com 0s
niveis de IL-17 sérica de pacientes com PM. A TNFa atua sinergicamente com IL-17,
regulando a expressao génica inflamatoria (DONG, 2008; PARK et al., 2005). Essa
populacdo da linhagem Th produtora € caracterizada pela coexpressao de IL-17 e
TNFa (DONG, 2008) e a ocorréncia desta subclasse de citocinas parece depender
do estagio e localizacdo da doenca (PARK et al., 2005).

A influéncia do tratamento medicamentoso nas concentracdes séricas de IL-17
deve ser considerada, visto que o tratamento medicamentoso de longa data ter
algum efeito, diminuindo os niveis das citocinas estudadas. Entretanto, no presente
estudo, os niveis de concentracdo de IL-17A sérica ainda assim permaneceram
elevados e ndo houve significancia estatistica entre os valores aumentados em
pacientes tratados ou ndo no momento da coleta do exame. Portanto, o estudo
proposto trouxe ainda uma visdo da resposta de IL-17A em relagdo ao tratamento
medicamentoso nas MAS, sendo relevante por demonstrar que a acdo dos farmacos
naquele momento (corte transversal), ndo interferiram no perfil da IL-17A sérica.

Como limitacdo, devido ao desenho desse estudo, a analise das citocinas foi
baseada apenas em uma medi¢do, tornando possivel a mudanca do perfil ao longo
da evolucdo da doenca, sendo necesséria a realizacdo de estudos prospectivos.

Em sintese, o estudo abordou a atuacdo de uma importante citocina que se
destaca pela atuacdo no processo fisiopatolégico de diversas doencas autoimunes,
inclusive as MAS (BAETEN; KUCHRO, 2013; SARKAR; FOX, 2010; VAN DEN
BERG; MIOSSEC, 2009; LUBBERTS,2010; NGUYEN et al., 2008; CHIZZOLINI et

al., 2018; YAP; LAI, 2010; DONG, 2008, NOTARNICOLA et al., 2015; TOURNADRE
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et al., 2009; SHEN et al., 2011; MORAN; MASTAGLIA et al., 2014; CHEVREL et al.,
2003; SZODORAY et al., 2010; GIRIS et al., 2017; FUJIYAMA et al., 2014; PAGE et
al.,, 2004; GUPTA et al.,, 2018). Além disto, o estudo foi realizado em uma
amostragem expressiva de pacientes com DM e PM. Os nossos dados reforcam o
papel da IL-17A como possivel biomarcador das MAS e, portanto, como possivel

alvo terapéutico.
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Conclusdes
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A IL-17A sérica ndo somente estd aumentada em pacientes com DM e PM,
mas também correlaciona com os parametros de atividade dessas doencas. Nossos
dados sugerem fortemente a IL-17A como biomarcador de atividade dessas MAS e,

portanto, possivel alvo terapéutico.
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Critérios classificatérios de miopatias autoimunes sistémicas - European League
Against Rheumatism / American College of Rheumatology (EULAR/ACR) 2017

VARIAVEL PONTUACAO
Sem Com
Idade biopsia bidpsia
Inicio dos sintomas relacionados a doenca 18 e < 40 anos 1,3 1,5
Inicio dos sintomas relacionados a doenca> 40 anos 2,1 2,2

Fraqueza muscular

Objetiva, simétrica, progressiva proximal MMSS 0,7 0,7

Objetiva, simétrica, progressiva proximal MMII 0,8 0,5

Manifestacoes cutaneas

Heliétropo 3,1 3,2
Papulas de Gottron 2,1 2,7
Sinal de Gottron 3,3 3,7

Outras manifestacoes

Disfagia ou dismotilidade esofagica 0,7 0,6

Exames laboratoriais

Autoanticorpo anti-Jo-1 (anti-histidil-tRNA sintetase) 0,7 0,6
Elevacdo do nivel sérico de CPK, DHL, AST ou ALT 1,3 1,4

Caracteristicas das biopsias musculares. Presenga de:

Infiltrado de células mononucleadas na regido endomisial, circundando,

entretanto, - 1,7
sem invasdo as miofibras

Infiltrado de células mononucleadas na regido perimisial e/ou perivascular - 1,2
Atrofia perifascicular - 1,9
Vacuolos subsarcolemais marginados - 3,1

Legenda: ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; CPK:
creatinofosfoquinase; DHL: desidrogenase lactica: MMII: membros inferiores; MMSS: membros
superiores.
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Questionarios de atividade da doenca

IMACS - International Myositis Assessment and Clinical Studies Group

Escala visual analogica (EVA) do paciente

Sem evidéncia
de atividade da
doenca

Escala visual analogica (EVA) do médico

Atividade da
doenga muito
grave

Sem evidéncia
de atividade da
doenca

Atividade da
doenga muito
grave




55

MMT (Muscle Manual Testing)-8

- Lado direito, pontuagao de 0 (auséncia de forca muscular) a 10 (forca muscular normal)

- Valor total de 0 a 80

Flexao cervical

Deltoide

Biceps braquial

Gluteo maximo

Gluteo médio

Quadriceps

Extensor do punho

Dorsiflexao plantar




MYOACT (Myositis Disease Activity Assessment Visual Analoqgue Scale)

- Nas ultimas 4 semanas.

Caracteristicas atribuidas a miopatia inflamatoria

ATIVIDADE DA DOENCA:

CONSTITUCIONAL 0 10
ESQUELETICA 0 10
GASTRINTESTINAL 0 10
PULMONAR 0 10
CARDIOVASCULAR 0 10

CUTANEA 0 10




HAQ (Health Assessment Questionnaire)

- Pontuacao 0,00 a 3,00

Capacidade habitual DURANTE A SEMANA PASSADA

Sem QUALQUER  Com ALGUMA
dificuldade dificuldade

1) VESTIR-SE E ARRUMAR-SE

-Vestir-se, inclusive amarrar os cordoes dos
sapatos e abotoar suas roupas? ]

2) LEVANTAR-SE
3) COMER
- Cortar um pedago de carne? 0

- Levar a boca um copo ou uma xicara cheia

de café, leite ou agua? 0
- Abrir um saco de leite comum? 0 0
4) ANDAR
- Caminhar em lugares planos? 0
- Subir cinco degraus? 0

5) HIGIENE PESSOAL
- Lavar e secar seu corpo apds o banho? 0

- Tomar banho de chuveiro?

- Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitario? 0

6) ALCANCAR COISAS
- Levantar os bragos e pegar um objeto de aproxi

madamente 2,5kg que estd posicionado pouco

acima da cabega? 0
- Curvar-se para pegar suas roupas no chdo? O 0
7) AGARRAR
- Segurar-se em pé no Onibus ou metro? 0
- Abrir potes ou vidros de conservas que tenham

sido previamente abertos? a 0
- Abrir e fechar torneiras? 0

8) ATIVIDADES

- Fazer compras nas redondezas onde mora? 0

- Entrar em e sair de um Onibus? 0
- Realizar tarefas tais como usar a vassoura para

varrer e rodo para agua? O ]
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Com MUITA INCAPAZ
dificuldade
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| Abstract

OBJECTIVES:

To assess serum interkeukin (ILF1TA levels in patients with dermatomyasitis (DM) and polymyoesitis (PM) and comelate them with e demographic, dinical
laboratary and therapeulic dala of these diseases

METHOD 8-
Thizs wis a oross-seclional, single-cenire study thal induded defined DM and PM patients wha were age-, gender- and ethnicily-malched to healthy individuals,
Senum IL-17A analysis, as well as analysis for ather cytokines (IL-8, TMFo and IFMy), waes performed by mulliplex immueneassay. The disease siatus parameters
were based an the Inlemational Myositis As=zessment and Clinical Studies Group (IMACS) sl soares.

RESULTS:

Eighty DM, 32 PM patient i 104 heralthy individualks were enrclled. Mean age of palients with DM and PM was 2600 and 47.7, respectively, with a
predominance of wamen white ethnicity in both groups. Overal, chnical, lsb ory, Iherapeutic, and curenl disesse stalues were simiar amoeng patients with
DM and PM. Medizn serum IL-17A lesel was higher in patients with PM and DM than the control growp (0073 vs, 0049 s, 0.35 pgimL, respectively; p=20.050) and
higher in PM when compared ta DM (p=0.001) In DM, serum IL-17A levels were assodaled with cumulative cutaneous lesions, IMACS paameters, and seum
L6 and IFMy levels. In P, serem IL-17A levels corelaled wilth patients’ curent age, IMACS parameters and serum THFo and IFNy levels.

COMCLUSION 82

Senum IL-17A levels are not only ncreased, bul akso associsted with d=sease scivity in patients with DM and PM. Our dals strongly sugpest that IL- 174 may be
@ biomarker of disssse aciivity Tor fiese sysbemic avioimmune myapalhies,
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