KRISTOPHERSON LUSTOSA AUGUSTO

Estudo da sindrome metabdlica e do perfil de
adipocitocinas na sindrome de Sjogren
primaria: relevancia clinica e correlagcbes com
citocinas inflamatdrias

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo para obtencéo

do titulo de Doutor em Ciéncias
Programa de Ciéncias Médicas

Area de concentracdo: Processos Imunes e

Infecciosos

Orientador: Dr2. Sandra Gofinet Pasoto

SAO PAULO
2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Augusto, Kristopherson Lustosa

Estudo da sindrome metabdlica e do perfil de adipocitocinas na sindrome de
Sjogren primaria : relevancia clinica e correlagdes com citocinas inflamatorias /
Kristopherson Lustosa Augusto. -- S&o Paulo, 2016.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.
Programa de Ciéncias Médicas. Area de Concentracio: Processos Imunes e

Infecciosos.
Orientadora: Sandra Gofinet Pasoto.

Descritores: 1.Sindrome de Sjogren 2.Sindrome X metabdlica 3.Fatores de risco
4.Doengas cardiovasculares 5.Adipocinas 6.Interleucina-1beta 7.Resisténcia a insulina
8.Hipertensédo

USP/FM/DBD-045/16




DEDICATORIA

Aos meus pais, Maria Auxiliadora Lustosa Augusto e Francisco Hélio
de Oliveira Augusto, que, desde sempre, me incentivaram no caminho da

justica, do amor e do conhecimento.

As minhas irmas, Kathiane e Karine Lustosa, minha eterna admiracao
por estarem sempre presentes e torcerem por todas as nossas conquistas e

pelas médicas dedicadas e humanas que, diuturnamente, me inspiram a ser.

Ao meu amor, Lenora, por toda a caminhada de compreenséo,

felicidade, cumplicidade e companheirismo que nos une.

Aos meus filhos, Joaquim e Pedro, a alegria dos meus olhos e um

amor gue transborda.

Vocés sdo tudo de mais importante que tenho na vida.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Dr2. Sandra Gofinet Pasoto, por ter me dado a
honra de me conduzir nos caminhos da ciéncia, pela sua serenidade e
amorosidade em todo esse processo educacional. A admiracdo e respeito

gue conservo ultrapassam palavras.

A Prof2. Dr2, Eloisa Silva Dutra de Oliveira Bonfa, por sempre acreditar

na nossa pesquisa e nos apoiar em todos 0s momentos nesta jornada.

A Profe. Dr2, Rosa Maria Rodrigues Pereira, pela imensa disponibilidade

em nos ajudar na pesquisa, além do suporte dado pelo seu laboratério.

A Dr2, Vilma dos Santos Trindade Viana, pelo constante apoio para a

nossa pesquisa.

A Cleonice Bueno e Margarete Vendramini, que, desde o inicio das
entrevistas dos pacientes e estocagem das amostras, se mostraram solicitas
em nos ajudar, sempre tinham uma palavra de alento nos momentos mais

duros.

A Elaine Pires Leon, constante presenca nas analises laboratoriais e

gue sempre esteve presente no desenvolvimento da tese.

A Jackeline Couto Alvarenga, que tanto me ajudou com a coleta das

amostras.

A Liliam Takayama e Valéria de Falco Caparbo, por sua assisténcia

técnica.

Aos Dr.(s) Célio Roberto Gongalves, Ana Lucia S& Pinto e Luiz Carlos
Latorre, que compuseram minha banca de qualificacdo com contribuicbes

relevantes e enriqguecedoras para a tese.



A equipe da Secretaria da Reumatologia, Claudia, Marta, In4 e Mayra,

pelo apoio sempre constante.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo

(FAPESP), pelo apoio financeiro e cientifico durante toda a pesquisa.

Este estudo contou com o suporte financeiro da Fundagao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Séao Paulo (FAPESP) (verba de auxilio a pesquisa)
#2011/10490-0, do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPQ) #301411/2009-3
para EB e #301805/2013-0 para RMRP e da Federico Foundation para EB,
RMRP e SGP.



Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta publicacéo:
Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca e Documentacao.
Guia de apresentacdo de dissertagfes, teses e monografias.

Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 3% ed. S&o Paulo: Divisdo

de Biblioteca e Documentagdes; 2011.

Abreviatura dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus.




SUMARIO

Lista de abreviaturas e siglas
Lista de tabelas

Resumo

Abstract

1 INTRODUGAD ...ttt ettt et e et e e et e e s et e e s e e e s eataeeseaeeas

P O =N |5 11V 1 RPN
2.1 PIIMAIOS oottt e e e e
2.2 ODbjetivOS SECUNUAINOS. .......ciiuiiiiiiiieee e

G I Y/ 1 =3 o] 5T TP
3.1 Grupo de PaCIENLES.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
3.2 Grupo de CONLIOIES .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
3.3 Avaliacéo Clinica dos Pacientes com SSp........cccvvvieevieeeeeeeeeivinnnnnn.
3.4 Avaliacao Clinica dos Individuos Controle ...........ccccceeeveeeeiieeeeiinnnnnn.
3.5 Definicdo de Sindrome Metabolica..............cccoovviiiiiiiiiiii i,
3.6 Escore de Atividade da DOENCa .............ceevieeeeeiiiiiiiiiei e,
3.7 Coleta de Sangue, Testes de Laboratério e Estocagem..................
3.8 Perfil LIPIAICO ...t
3.9 Determinacao dos Niveis Séricos de IL-1B, IL-6 e BAFF.................

3.10 Determinagdo dos Niveis Séricos de Insulina, Adipocitocinas e

Grelina Total.........oiiiiiie e
3.11 ReSIStENCIA A INSUIING........cuviiiiiiiiiie e
3.12 Avaliacdo da Massa de Gordura Corporal.........ccccccceeeeeeeeeeieiiniinnnnnn.
3.13 ANAliSe EStatiStiCa ........ooeiviiiiieeiiiic e

4 RESULTADOS ... ittt et e e e e e e e e e e e e e e e e e

4.1 Analise Comparativa Entre os Pacientes com SSp e Individuos

(000] 011 (0] (=X NTTT TR RPN

4.2 Comparagao Entre Pacientes com SSp Com e Sem Sindrome

MEEADOICA .. e,

4.3 Analise Multivariada de Pacientes com SSp Com e Sem
Sindrome Metabdlica com Ajustes Para ldade, Etnia, Uso de
Prednisona, Dose Atual e Cumulativa de Prednisona, Além de

Durag@o da ULIIZAGAO ........ccevuuuiiiiieeeeeeeeeiicie e



4.4 Avaliagdo das Correlagbes Lineares Entre as Citocinas
Inflamatérias, Insulina, HOMA-IR e Adipocitocinas em
PacCIENteS COM SSP ....iiiiiiiiiiie e e e e e

4.5 Avaliacdo das Correlacbes Lineares com Ajuste para ldade
Entre o Nivel de IL-1B e os Critérios de SM, Insulina e HOMA-

IR em Pacientes COM SSP......uuiiiiiiieiiiieiiie e

4.6 Avaliacdo das Correlagbes Lineares entre IL-18/ BAFF,
Insulina, HOMA-IR e Adipocitocinas nos Grupos de Pacientes
COM SSP COM € SEM SM....iiiiiiiiii e

D DI S CUSSAD ..neeeeee e

B CONCLUSOES .. e ettt e



AR
BAFF

BMI

CA

CNPQ

DP

ELISA
EULAR
FAPESP
HC-FMUSP

HDL-C
HIV
HOMA-IR
IDF
IL-1B
IMC
LDL-C
LES
MetS
PAI-1
pSS

SD

SM

SSp

TG
VLDL-C

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Artrite reumatoide

B-cell activating factor

Body mass index

Circunferéncia da cintura abdominal

Conselho Nacional de Pesquisa

Desvio padrao

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

European League Against Rheumatism

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

Colesterol de lipoproteina de alta densidade

Human immunodeficiency virus

Avaliacao do modelo de homeostase - Resisténcia a insulina
International Diabetes Federation

Interleucina-1 beta

indice de massa corporal

Colesterol de lipoproteina de baixa densidade

Lapus eritematoso sistémico

Metabolic syndrome

Plasminogénio 1

Primary Sjogren's syndrome

Standard deviation

Sindrome metabdlica

Sindrome de Sjogren primaria

Triglicérides

Colesterol de lipoproteina de muito baixa densidade



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Andlise comparativa entre pacientes com pSS e
individuos saudaveis quanto as caracteristicas
demograficas, fatores de risco cardiovascular e

frequéncia de sindrome metabdlica*...............ccccevvvvvviinneeenn.

Andlise comparativa entre pacientes com SSp e
individuos saudaveis quanto aos niveis séricos de
citocinas pro-inflamatdrias, fator de ativacéo de células B

€ AdIPOCITOCINAS™ ....evveiiiii e e e e

Analise comparativa entre pacientes com SSp com e sem
sindrome  metabdlica quanto as  caracteristicas
demograficas, fatores de risco cardiovascular e

caracteristicas da doenCa* ............cccuveeieiiieeee i

Andlise comparativa entre pacientes com SSp com e
sem sindrome metabdlica quanto aos niveis séricos de
citocinas proé-inflamatorias, fator de ativacao de células B

€ adIPOCIIOCINAS™ ......vviiiii i



RESUMO

Augusto KL. Estudo da sindrome metabdlica e do perfil de adipocitocinas na
sindrome de Sjogren primaria; relevancia clinica e correlagées com citocinas
inflamatorias. [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2016.

A Sindrome Metabdlica (SM) tem sido descrita nas doencas autoimunes. No
entanto, existem poucos dados na literatura sobre a sindrome metabdlica e o
perfil de adipocitocinas na sindrome de Sjogren primaria (SSp). Setenta e
um pacientes do sexo feminino com SSp com idades entre 18-65 anos
(Critérios do Consenso Euramericano, 2002) e 71 mulheres saudaveis
pareadas por idade e raca foram incluidas neste estudo caso-controle. Os
dados clinicos foram coletados por meio de um protocolo padronizado. Os
niveis sanguineos de glicose, colesterol total, LDL-colesterol (LDL-C), HDL-
colesterol (HDL-C), triglicérides, interleucina-1 beta (IL-1 beta)/ IL-6, fator de
ativacdo das células B (BAFF), insulina e leptina/ adiponectina/ visfatina/
resistina foram determinados. Os pacientes e o0s controles foram
comparaveis com relagdo ao indice de massa corporal (IMC), tabagismo,
sedentarismo e menopausa (p> 0,05). A sindrome metabdlica (39,4 vs.
16,9%, p= 0,005), hipertenséo (p= 0,004) e a dislipidemia (p= 0,002) foram
mais frequentes nos pacientes do que nos controles. Os niveis de IL-1 beta,
IL-6, BAFF, resistina e adiponectina foram mais elevados nos pacientes do
que nos controles (p< 0,05). Os pacientes com SSp com SM (n= 28)
apresentaram maiores valores de IMC, circunferéncia abdominal, colesterol
total, LDL-C, triglicérides, insulina, leptina e HOMA-IR, além de maiores
taxas de hipertensao e diabetes do que os pacientes com SSp sem SM (n=
43) (p< 0,05). O uso atual e/ou prévio de prednisona (75,0 vs. 62,8%, p =
0,313), a dose atual (3,0 £ 4,5 vs. 1,6 + 3,2 mg/dia, p= 0,299) e a dose

cumulativa de prednisona (p= 0,495) foram semelhantes em ambos o0s



grupos. Entretanto, os niveis de IL-1 beta foram maiores em pacientes com
SM do que nos pacientes sem SM (p= 0,012). Este achado foi confirmado
por analise multivariada (p= 0,048) com ajustes para idade, etnia, uso de
prednisona, doses cumulativas e atuais de prednisona e ainda duracéo do
uso da mesma. NOs identificamos elevada frequéncia de sindrome
metabdlica e um perfil anormal de adipocitocinas em pacientes com SSp. A
associacdo da sindrome metabdlica com elevados niveis de IL-1 beta sugere
que a inflamacdo possa desempenhar um papel importante na sua

patogénese.

Descritores: Sindrome de Sjogren. Sindrome X metabdlica; Fatores de
risco. Doencas cardiovasculares. Adipocinas. Interleucina-1

beta. Resisténcia a insulina. Hipertensao.



ABSTRACT

Augusto KL. Metabolic syndrome in Sjégren’s syndrome patients: a relevant
concern for clinical monitoring. [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2016.

The metabolic syndrome (MetS) has been described in autoimmune
diseases. However, there are few data in the literature on metabolic
syndrome and adipocytokines profile in primary Sjogren's syndrome (pSS).
Seventy-one female patients with pSS aged 18-65 years (criteria of the
American European Consensus, 2002) and 71 healthy women matched for
age and race were included in this case-control study. Clinical data were
collected using a standardized protocol. Blood levels of glucose, total
cholesterol, LDL-cholesterol (LDL-C), HDL-cholesterol (HDL-C), triglycerides,
interleukin-1 beta (IL-1 beta)/ IL-6, B-cell activating factor (BAFF), insulin and
leptin/ adiponectin/ visfatin/ resistin were determined. Patients and controls
were comparable with respect to body mass index (BMI), smoking, sedentary
lifestyle and menopause (p> 0.05). The metabolic syndrome (39.4 vs. 16.9%,
p= 0.005), hypertension (p= 0.004) and dyslipidemia (p= 0.002) were more
frequent in patients than in controls. IL-1 beta, IL-6, BAFF, resistin and
adiponectin levels were higher in patients than in controls (p < 0.05). pSS
patients with MetS (n= 28) had higher BMI, waist circumference, total
cholesterol, LDL-C, triglycerides, insulin, leptin and HOMA-IR, as well as
higher rates of hypertension and diabetes than pSS patients without MetS
(n= 43) (p < 0.05). The current and/or prior use of prednisone (75.0 vs.
62.8%, p= 0.313), the current dose (3.0 £ 4.5 vs. 1.6 = 3.2 mg/day p= 0.299)
and cumulative dose of prednisone (p= 0.495) were similar in both groups.
However, IL-1 beta levels were higher in pSS patients with MetS than in pSS
patients without MetS (p= 0.012). This finding was confirmed by multivariate

analysis (p= 0.048) with adjustments for age, ethnicity, use of prednisone,



current and cumulative doses of prednisone and even duration of use. We
have identified high frequency of metabolic syndrome and an abnormal
profile of adipocytokines in pSS patients. The association of metabolic
syndrome with elevated IL-1 beta levels suggests that inflammation may play

an important role in its pathogenesis.

Descriptors: Sjogren's syndrome. Metabolic syndrome. Risk factors.
Cardiovascular diseases. Adipokines Interleukin-1 beta. Insulin

resistance. Hypertension.
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A Sindrome de Sjogren primaria (SSp) € uma doenca autoimune
caracterizada principalmente pelo envolvimento inflamatério das glandulas
exocrinas, causando olho e boca secos, 0 que caracteriza a sindrome sicca.
Contudo, multiplos sistemas organicos podem ser afetados, levando a um
amplo espectro de manifestacdes extraglandulares, tais como poliartrite,
vasculite cutanea, neuropatia periférica, afeccdes das vias aéreas inferiores,
nefrite intersticial, glomerulonefrite, neurite dptica, esclerose multipla simile e a
um risco aumentado de desenvolver linfoma®. A SSp afeta predominantemente
o sexo feminino (9:1), com um pico de incidéncia entre 40 e 60 anos e sua
prevaléncia, na populacao geral, varia de 0,1% a 0,6%?7.

Pacientes com SSp tém uma resposta imunoldgica inadequada com
ativacdo das células T e B e subsequente infiltracdo inflamatdria linfocitaria
nos tecidos-alvo. Estas células produzem vérias citocinas pré-inflamatérias,
tais como as interleucina-1 beta (IL-1B) e IL-6%, que desempenham um papel
crucial no desenvolvimento e perpetuacdo dos fendbmenos inflamatérios na
SSp*. Elevados niveis do fator de ativacdo das células B (BAFF) foram
detectados nas glandulas salivares, na saliva e no soro de pacientes com
SSp°. Sob a estimulacdo do BAFF, as células B produzem varios
autoanticorpos, tais como anti-Ro/SS-A, e anti-La/SS-B*.

Os estudos que avaliaram pacientes com outras doencas inflamatérias

autoimunes sistémicas, particularmente a artrite reumatoide (AR)® e o lipus
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eritematoso sistémico (LES)’, demonstraram que um processo inflamatério
cronico pode predispor ao desenvolvimento de outras comorbidades
associadas, como a hipertensdo arterial sistémica, a dislipidemia, o diabetes
mellitus e a sindrome metabdlica (SM)®. Esta sindrome consiste em um
agrupamento de varios fatores de risco cardiovasculares, sendo estes:
hipertensdo, diabetes, obesidade e dislipidemia, nos quais a resisténcia a
insulina e a obesidade visceral tém sido reconhecidas como os fatores
patogénicos mais importantes’. Recentemente, maiores niveis séricos de
adiponectina, leptina, visfatina e grelina foram descritos em pacientes com
LES'®. Estas adipocitocinas tém efeitos importantes na inflamacéo,
homeostase da glicose e aterosclerose™.

Héa poucos dados sobre fatores de risco cardiovascular associados a
SSp. Foram observadas maiores taxas de hipertensdo, dislipidemia,

12,13

diabetes e hiperuricemia nestes pacientes Recentemente, estudos

multicéntricos  confirmaram altas frequéncias de hipertensdo®**?,
hipertrigliceridemia™® e hipercolesterolemia® nos individuos com SSp. No
entanto, ha poucos dados sobre a SM e o perfil de adipocitocinas na SSp. A
este respeito, foram evidenciados niveis séricos aumentados de
adiponectina em uma pequena amostra (n= 7) de pacientes com SSp*°.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a frequéncia da sindrome
metabdlica e o padrdo do perfil de adipocitocinas em pacientes com SSp,

bem como suas possiveis correlagdes com as citocinas pré-inflamatorias, o

indice de atividade da doenca e as caracteristicas do tratamento.
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2.1 Primérios

a) Avaliar em pacientes com sindrome de Sjogren primaria

comparativamente a individuos controles saudaveis e pareados para idade,

sexo e raca:
a.l)

a.2)

a.3)

a.4)

a.4)

a frequéncia de sindrome metabdlica;

a frequéncia de fatores de risco cardiovascular tradicionais:
hipertensdo arterial sistémica, colesterol total e fracBes e
glicemia em jejum,;

0S niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias, interleucina-1
beta (IL-1B) e IL-6, fator de ativacdo das células B (BAFF),
insulina, perfil de adipocitocinas (adiponectina, leptina,
resistina e visfatina), grelina total e inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1);

a avaliacdo da resisténcia a insulina pelo indice de avaliacéo
do modelo de homeostase (HOMA-IR);

a porcentagem de massa de gordura corporal através de

absorciometria por raios X com feixe de dupla energia (DXA).

b) Avaliar comparativamente os pacientes com sindrome de Sjogren

primaria com e sem sindrome metabdlica com respeito aos:

b.1)

fatores de risco cardiovascular tradicionais: hipertenséo arterial

sistémica, colesterol total e fragdes e glicemia em jejum;
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b.2) niveis séricos de citocinas pré-inflamatorias, interleucina-1
beta (IL-1B) e IL-6, fator de ativacdo das células B (BAFF),
insulina, perfil de adipocitocinas (adiponectina, leptina,
resistina e visfatina), grelina total e inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1);

b.3) resisténcia a insulina pelo indice de avaliacdo do modelo de

homeostase (HOMA-IR).

2.2 Objetivos Secundérios

a) Andlise multivariada dos pacientes com SSp com e sem sindrome
metabdlica com ajustes para idade, etnia, uso de prednisona, doses de
prednisona atual e cumulativa, além de duracéo da utilizacao.

b) Avaliagédo das correlagfes lineares entre as citocinas inflamatorias,
insulina, HOMA-IR e adipocitocinas nos pacientes com sindrome de Sjégren
primaria.

c) Avaliacdo das correlacdes lineares com ajuste para idade entre o
nivel de IL-1B e os critérios de SM, niveis de insulina e HOMA-IR nos
pacientes com SSp.

d) Avaliacdo das correlacdes lineares entre IL-1B/ niveis de BAFF,
insulina, HOMA-IR e adipocitocinas nos grupos de pacientes com SSp com e

sem SM.
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3.1 Grupo de Pacientes

Foram selecionados setenta e um dos 93 pacientes com SSp do sexo
feminino (76,3%) diagnosticados de acordo com os critérios internacionais
de classificacdo para a Sindrome de Sjogren (Critérios do Grupo de
Consenso Americano-Europeu, 2002)*’, com idades entre 18 e 65 anos,
acompanhados no Ambulatério de Sindrome de Sjogren, da Divisdo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (HC-FMUSP). O periodo de recrutamento para
este estudo caso-controle foi de maio de 2011 até janeiro de 2013. Os
critérios de exclusdo foram: testes soroldgicos positivos para hepatites B, C
e HIV, presenca de outras doencas autoimunes associadas, incluindo o
lGpus eritematoso sistémico, a esclerose sistémica, a polimiosite/
dermatomiosite, a artrite reumatoide, a doenca mista do tecido conjuntivo,
presenca de sarcoidose, radiacdo de cabeca e pescoco, doenca enxerto
versus hospedeiro e o uso de medicamentos associados a sindrome sicca®’.
Os pacientes selecionados concordaram em participar do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

(CAPPesq) (#0004/11).
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3.2 Grupo de Controles

Setenta e uma mulheres voluntarias pareadas por idade e raca, sem
doencas autoimunes/infecciosas ou sindrome sicca, que concordaram em
participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido foram incluidas. Elas foram selecionadas entre os funcionarios

do hospital e membros de sua familia.

3.3 Avaliacéao Clinica dos Pacientes com SSp

No inicio do estudo, os dados clinicos, incluindo os fatores de risco
cardiovascular, foram coletados por meio de um protocolo padronizado. Este
protocolo consistiu em uma entrevista médica, exame fisico, exames
complementares e revisdo do prontuario com banco eletrébnico de dados
(prontuario eletrénico). Este prontuario foi criado em 2001, com consultas
sendo realizadas a cada 1-6 meses para avaliar as caracteristicas clinicas
dos pacientes, incluindo aquelas relevantes para este estudo. Os pacientes
foram avaliados sistematicamente quanto as manifestacbes glandulares e
extraglandulares relacionadas a SSp (constitucionais, linfadenopatias,
cutaneas, articulares, respiratorias, cardiovasculares, renais, envolvimentos
do sistema nervoso central e periférico). Os tratamentos anteriores e atuais
também foram registrados, incluindo as doses atual e cumulativa de
prednisona e a duracdo de seu uso. Os fatores classicos de risco
cardiovascular, incluindo a hipertensdo (a hipertensdo arterial sistémica foi
definida como uma pressao sanguinea sistélica =2 130 mmHg e/ou uma

pressao arterial diastdlica =2 85 mmHg e/ou pelo uso atual de medicamentos
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anti-hipertensivos), o diabetes mellitus (glicemia de jejum = 126 mg/dL e/ou o
uso atual de insulina e/ou agentes hipoglicemiantes orais), dislipidemia
(colesterol de lipoproteina de alta densidade [HDL-C] < 50 mg/dL e/ou
triglicérides = 150 mg/dL e/ou tratamento atual com drogas hipolipemiantes),
obesidade (indice de massa corporal [IMC] = 30 kg/m?), circunferéncia da
cintura abdominal (CA) e tabagismo foram registrados’®. O sedentarismo foi
definido como a nao participacdo em uma ou mais das seguintes atividades
cinco ou mais vezes por semana: caminhar, correr, andar de bicicleta, nadar,
fazer atividade aerdbica, dancar, fazer ginastica, jardinagem, ou

levantamento de peso™®.

3.4 Avaliacéao Clinica dos Individuos Controle
No momento da inclusdo, os fatores de risco cardiovascular foram
avaliados nos individuos controle de acordo com 0 mesmo protocolo

padronizado.

3.5 Definicdo de Sindrome Metabdlica

A sindrome metabdlica foi classificada de acordo com os critérios da
Declaragédo Conjunta Interina da Federagéo Internacional de Diabetes (IDF)
2009'®. Esta declaracdo consensual foi estabelecida pela Forca-Tarefa da
IDF em Epidemiologia e Prevencéo; Instituto Nacional do Coragéo, Pulméao e
Sangue; Associagcdao Americana do Coracgado; Federacdo Mundial de

Cardiologia; Sociedade Internacional de Aterosclerose e Associagéao
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Internacional para o Estudo da Obesidade. De acordo com esta declaracéo,
a SM é definida como a presenca de trés ou mais dos seguintes cinco
critérios: 1) circunferéncia da cintura elevada segundo os limiares
especificos populagédo/ pais (= 80cm para mulheres sul-americanas); 2)
triglicérides elevados (= 150mg/dL) ou terapia farmacoldgica para
hipertrigliceridemia; 3) colesterol-HDL reduzido (< 50 mg/dL) em mulheres
ou terapia farmacoldgica para reducédo do HDL-C; 4) pressao arterial elevada
(sistdlica = 130 e/ou diastdlica = 85 mmHg) ou tratamento medicamentoso
para hipertensdo e 5) glicemia de jejum elevada (= 100 mg/dL) ou tratamento

farmacolégico para hiperglicemia®®,

3.6 Escore de Atividade da Doenca
No momento da inclusdo do estudo, a atividade da doenca foi
determinada de acordo com o European League Against Rheumatism

(EULAR) Sjogren’s Syndrome Disease Activity Index (ESSDAI)?°.

3.7 Coleta de Sangue, Testes de Laboratério e Estocagem

As amostras de sangue de todos os pacientes e controles foram
obtidas a inclusdo no estudo ap6s 12 horas de jejum noturno para a
determinacdo dos niveis seéricos de: glicose, colesterol total, colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL-C), colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C), colesterol de lipoproteina de muito baixa densidade

(VLDL-C), triglicérides (TG), citocinas pro-inflamatorias, interleucina-1 beta
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(IL-1B) e IL-6, fator de ativacdo das células B (BAFF), insulina, perfil de
adipocitocinas (adiponectina, leptina, resistina e visfatina), grelina total e
inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1). Para a medicdo das
citocinas, insulina, adipocitocinas, grelina e PAI-1, as amostras de sangue
foram imediatamente colocadas em gelo e centrifugadas sob refrigeracao
para a obtencdo das amostras de soro, que foram armazenadas a -80 °C até
a sua utilizacdo. Estas dosagens foram realizadas em todos 0s soros

simultaneamente.

3.8 Perfil Lipidico

O colesterol total, HDL-C e triglicérides nas amostras de soro foram
medidos por técnica enzimatica pelo método colorimétrico com um
analisador quimico Modular P (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).
Os niveis de VLDL-C e LDL-C foram estimados, porque todas as
amostras tinham niveis de TG < 300 mg/dL. Os niveis de VLDL-C foram
calculados com base no indice de TG/5 e os niveis de LDL-C foram
determinados com base na seguinte equacao: LDL-C = colesterol total -

(HDL-C +VLDL-C)*.
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3.9 Determinacao dos Niveis Séricos de IL-1B, IL-6 e BAFF

Os niveis séricos de IL-1B e IL-6 foram medidos por um sistema de
anélise multiplex”? e segundo as instrucdes do fabricante (LuminexxMAP,
EMD Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha). As sensibilidades de
ensaio (concentracdo minima detectavel [minDC] em pg/mL) e os
coeficientes de variacdo intraensaio (CV,%) foram de 0,1 pg/mL e 7,5% para
alL-1B e 1,6 pg/mL e 7,8% para a IL-6, respectivamente. As concentragdes
séricas de BAFF foram determinadas por imunoensaio enzimatico (ELISA),
conforme previamente descrito> (USCN Life Science, Wuhan, China). A

minDC e o CV intraensaio foram < 0,058 ng/mL e < 10%, respectivamente.

3.10 Determinagdo dos Niveis Séricos de Insulina, Adipocitocinas e
Grelina Total

As concentracfes séricas de insulina, adiponectina, leptina, visfatina,
resistina, PAI-1 e grelina total foram medidas com uma tecnologia MAP
Luminexx, usando um sistema de matriz de suspensdo multiplex (EMD
Millipore Corporation, Darmstadt, Alemanha), como descrito anteriormente?
e de acordo com as instrucfes do fabricante. A minDC e o CV intraensaio
foram de 52 pg/mL e 3% para a insulina, 0,04 ng/mL e 3% para a leptina,
0,15 ng/mL e 5,6% para a adiponectina, 0,007 ng/mL e 6,0% para a
resistina, 0,001 ng/mL e 6,6% para o PAI-1 e 2 pg/mL e 3% para a grelina
total. Os niveis séricos de visfatina foram determinados por ELISA, conforme

previamente descrito®® (USCN Life Science, Wuhan, China). A minDC e o

CV intraensaio foram < 6,3 pg/mL e <10%, respectivamente.
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3.11 Resisténcia a Insulina

Para a avaliacdo da resisténcia a insulina, o indice de avaliacdo do
modelo de homeostase (HOMA-IR) foi calculado de acordo com as férmulas

estabelecidas no modelo HOMA 21%°.

3.12 Avaliacdo da Massa de Gordura Corporal

A porcentagem de massa de gordura corporal foi avaliada através da
absorciometria por raios X com feixe de dupla energia (DXA) (Hologic QDR-

4500 Descoberta, Hologic Inc., Waltham, Estados Unidos).

3.13 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados, usando-se o programa SPSS versao
12.0. As comparacdes entre dois grupos (pacientes com SSp vs. individuos
controle e pacientes com SSp e SM vs. pacientes com SSp sem SM) foram
realizadas por meio do teste t de Student ou do teste de U de Mann-Whitney
para as variaveis continuas e do teste qui-quadrado ou teste exato de Fisher
para as variaveis categoricas, quando aplicaveis. A analise multivariada com
ajustes para idade, etnia, uso de prednisona, doses atual e cumulativa de
prednisona e duracao de uso foi realizada para comparar 0s pacientes com
SSp com e sem SM através de andlise de covariancia. Correlagdes lineares
entre diversas variaveis (dois a dois) foram avaliadas por meio do coeficiente

de correlagdo de Pearson (valores superiores a 0,7 indicam uma forte
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correlacdo; os valores de 0,5 a 0,7 sugerem uma correlacdo moderada e
agueles abaixo de 0,5 indicam uma fraca correlacéo). As associacdes entre
os niveis de IL-1p e SM, IL-1B e insulina e IL-1B e HOMA-IR com ajustes
para a idade foram avaliadas pelo coeficiente de Pearson com analise de
correlacdo parcial. Os resultados sdo mostrados como uma propor¢cao ou
meédia + desvio padrdo (DP). Apenas testes bi-caudados foram aplicados.

Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



4 RESULTADOS
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4.1 Anédlise Comparativa Entre os Pacientes com SSp e Individuos
Controle

Os pacientes com SSp e os individuos controle foram semelhantes
guanto a média de idade (47,6 + 10,3 vs. 47,2 + 10,3 anos, p= 0,833), etnia
(brancos: 77,5 vs. 77,5%, p= 1,000), indice de massa corporal (IMC) (27,6 £
6,4 vs. 26,7 + 3,6 kg/m?, p= 0,783), tabagismo (p= 1,000) e sedentarismo (p=
0,847) (Tabela 1). Nenhuma paciente ou controle tinha um histérico de
abuso de alcool. A frequéncia de menopausa (p= 0,502) e o uso de terapia
de reposicdo hormonal (p= 1,000) também foram comparaveis em ambos os
grupos (Tabela 1).

Altas prevaléncias de SM (39,4 vs. 16,9%, p= 0,005) e hipertensao
arterial (32,4 vs. 11,3%, p= 0,004) foram observadas nos pacientes com SSp
em comparacdo com o grupo de controle. A circunferéncia da cintura (87,4
13,3 vs. 84,8 + 9,4 cm, p= 0,181) e a massa de gordura corporal (36,1 + 6,7
vs. 34,7 = 4,3%, p= 0,155) foram comparaveis em ambos 0s grupos. Em
contraste, as frequéncias de dislipidemia (22,5 vs. 4,2%, p= 0,002) e a
utilizacdo de estatinas (19,7 vs. 4,2%, p= 0,008) foram superiores nos
pacientes com SSp e houve uma tendéncia a menores niveis de HDL-C

neste grupo (54,8 £ 16,2 vs. 59,7 £ 14,3 mg/dL, p= 0,058) (Tabela 1).
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Tabela 1l - Analise comparativa entre pacientes com pSS e individuos
saudaveis quanto as caracteristicas demogréficas, fatores
de risco cardiovascular e frequéncia de sindrome

metabdlica*
Indivi
nS:S% S:udg\;le?: p
n="71

Idade (anos) 47,6 + 10,3 47,2 +10,3 0,833
Género feminino 71 (100) 71 (100) 1,000
Raca branca 55 (77,5) 55 (77,5) 1,000
Sindrome metabdlica 28 (39,4) 12 (16,9) 0,005
IMC (kg/m?) 276+6,4 26,7 £ 3,6 0,783
Circunferéncia da cintura (cm) 87,4+13,3 84,8+94 0,181
Massa de gordura corporal (%) 36,1+6,7 34,7+4,3 0,155
Hipertensao 23 (32,4) 8 (11,3) 0,004
Pressédo sanguinea

Sistélica (mmHg) 123,5+ 18,9 113,2 +10,7 0,001

Diastélica (mmHg) 79,2 + 13,8 74,4+ 10,1 0,090
Diabetes mellitus 4 (5,6) 2 (2,8) 0,681
Glicemia (mg/dL) 815+119 85,6 £ 13,9 0,062
Dislipidemia 16 (22,5) 34,2 0,002
Colesterol (mg/dL) 178,0 + 39,8 187,8 + 49,8 0,043

Colesterol-HDL (mg/dL) 54,8 + 16,2 59,7 + 14,3 0,058

Colesterol-LDL (mg/dL) 102,4 + 32,2 116,3+ 35,2 0,015

Colesterol-VLDL (mg/dL) 21,0£9,0 20,0+9,1 0,489
Triglicérides (mg/dL) 105,0 + 44,8 100,6 + 45,2 0,564
Uso de estatinas 14 (19,7) 34,2 0,008
Tabagismo

Atual 3(4,2) 2(2,8) 1,000

Anterior 13 (18.3) 17 (23.9) 0.538
Alcoolismo 0 (0) 0 (0) -
Estilo de vida sedentério 54 (76,1) 52 (73,2) 0,847
Menopausa 38 (53,5) 33 (46,5) 0,502
Terapia de reposicao hormonal 4 (5,6) 4 (5,6) 1,000

* Os resultados est@o expressos como média + desvio padrao ou n (%).
SSp= sindrome de Sjogren primaria; n= nimero de pacientes; DP= desvio padrédo; IMC= indice de

massa corporal.
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N&o foram observadas diferencas na glicemia (p= 0,062) (Tabela 1),
nos niveis de insulina (p= 0,271) ou nos valores do HOMA-IR (p= 0,662)
(Tabela 2). Os niveis séricos de IL-1B (37,8 £ 1,1 vs. 124,1 + 1,1 pg/mL, p=
0,008), IL-6 (40,5 + 4,6 vs. 114,4 + 8,1 pg/mL, p< 0,0001), BAFF (0,19 + 0,56
vs. 0,01 £ 0,02 pg/mL, p< 0,0001), resistina (13.3 £ 6.9 vs. 8.7 £ 5.3 pg/mL,
p< 0,0001) e adiponectina (27411,8 + 16096,2 vs. 22316,3 + 22639,6 ng/mL,
p= 0,001) foram mais elevados nos pacientes do que nos controles (Tabela
2). Os niveis de leptina, visfatina e grelina foram comparaveis em ambos os

grupos (p> 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Analise comparativa entre pacientes com SSp e individuos
saudaveis quanto aos niveis séricos de citocinas pro-
inflamatérias, fator de ativacdo de «células B e
adipocitocinas*

Individuos
saudaveis
n=71

Adiponectina (ng/mL) 27411,8 £ 16096,2 22316,3 £ 22639,6 0,001
Resistina (ng/mL) 13,3+6,9 8,7+5,3 <0,0001
PAI-1 (ng/mL) 57,6 + 23,4 65,0 + 27,8 0,087
Leptina (ng/mL) 186+ 12,2 15,8 + 10,2 0,141
Insulina (pg/mL) 523,9+412,9 440,2 + 327,9 0,271
Grelina (pg/mL) 52,9+525 46,7 + 39,4 0,928
Visfatina (pg/mL) 656,7 + 208,9 611,5+ 127,2 0,468
HOMA-IR 3,0£2,3 28+29 0,662
IL-18 (pg/mL) 37,8+124,1 1,1+1,1 0,008
IL-6 (pg/mL) 40,5+ 1144 46+8,1 <0,0001
BAFF (pg/mL) 0,19 + 0,56 0,01 +£0,02 <0,0001

* Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo ou n (%).

SSp= sindrome de Sjogren primaria; n= nimero de pacientes; DP= desvio padréo; PAI-1= inibidor do
ativador do plasminogénio; IL-1B= interleucina-1 beta; IL-6= interleucina-6; BAFF= fator ativador das
células B.
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4.2 Comparacdo Entre Pacientes com SSp Com e Sem Sindrome
Metabdlica

Os 28 pacientes com SM e os 43 pacientes sem SM foram
comparaveis em relacdo as caracteristicas demograficas (Tabela 3). Em
contraste, o primeiro grupo apresentou maiores valores de IMC,
circunferéncia da cintura, gordura corporal, pressdo arterial sistélica e
diastolica, colesterol total, LDL-C, VLDL-C e triglicérides, além de
frequéncias mais elevadas de hipertensédo e diabetes (p< 0,05) (Tabela 3).
Além disso, os pacientes com SM apresentaram maiores niveis de insulina e
leptina (p< 0,05) (Tabela 4).

Em relacdo as manifestacbes da SSp, as frequéncias de artrite (60,7
vs. 39,5%, p= 0,094), vasculite cutanea (25 vs. 18,6%, p= 0,562), fenébmeno
de Raynaud (42,9 vs. 23,3%, p= 0,115), doenca das pequenas vias aéreas
(17,9 vs. 20,9%, p= 1,000), acidose tubular renal (7,1 vs. 9,3%, p= 1,000) e
envolvimento do sistema nervoso central ou periférico (17,9 vs. 9,3%, p=
0,304) foram comparaveis entre 0s pacientes com SSp com e sem sindrome
metabdlica. A duracdo da doenca e seu indice de atividade no momento de
inclusdo também foram semelhantes nos dois grupos (p> 0,05) (Tabela 3).

O uso atual e/ou prévio de prednisona (75,0 vs. 62,8%, p= 0,313), a
dose atual (3,0 + 4,5 vs. 1,6 + 3,2 mg/dia, p= 0,299) e cumulativa de
prednisona (p= 0,495) foram semelhantes nos dois grupos (Tabela 3).
Entretanto, o nivel de IL-1B foi maior nos pacientes com SM do que em

pacientes sem SM (83,1 + 187,6 vs. 8,4 + 27,7 pg/mL, p= 0,012) (Tabela 4).
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Tabela 3- Andlise comparativa entre pacientes com SSp com e sem
sindrome metabdlica quanto as caracteristicas demograficas,

fatores de risco cardiovascular e caracteristicas da doenca*

SSp com SM

n= 28

SSp sem SM
n=43

Idade (anos) 50,0£9/4 46,0 £ 10,7 0,111
Género feminino 28 (100) 43 (100) 1,000
Raca branca 23 (82,1) 37 (86,0) 0,773
IMC (kg/m?) 29,6 + 6,2 26,3+6,3 0,032
Circunferéncia da cintura (cm) 91,6 +11,6 84,6 + 13,7 0,028
Massa de gordura corporal (%) 38,1+6,1 34,8+6,7 0,046
Hipertensao 16 (57,1) 7 (16,3) 0,001
Presséo sanguinea
Sistolica (mmHg) 130,7 £ 22,8 119,1+14,1 0,011
Diasto6lica (mmHg) 85,7 + 15,0 749+ 11,2 0,001
Diabetes mellitus 4 (14,3) 0 (0) 0,021
Glicemia (mg/dL) 84,7 + 14,7 79,4 +£9,3 0,180
Dislipidemia 9(32,1) 7 (16,3) 0,150
Colesterol (mg/dL) 1929+ 37,6 168,2 + 38,5 0,001
Colesterol-HDL (mg/dL) 53,5+17,5 55,7 + 15,3 0,588
Colesterol-LDL (mg/dL) 114,5 £ 27,3 94,6 + 33,0 0,010
Colesterol-VLDL (mg/dL) 26,1 +9,7 17,7+ 6,7 <0,fOO
Triglicérides (mg/dL) 130,1 + 49,2 887+331 0%
Uso de estatinas 8 (28,6) 6 (14,0) 0,221
Tabagismo
Atual 0 (0) 3(7,0) 0,273
Anterior 6 (21,4) 7 (16,3) 0,755
Alcoolismo 0 (0) 0 (0) -
Estilo de vida sedentério 21 (75) 33 (76,7) 1,000
Menopausa 18 (64,3) 20 (46,5) 0,155
Terapia de reposicdo hormonal 1(3,6) 3 (7,0) 1,000
Duracao da doenca (anos) 11,5+6,3 10,7+ 45 0,523
ESSDAI 10,8+ 6,2 9,0+£6,1 0,240
Prednisona
Uso atual e/ou prévio 21 (75,0) 27 (62,8) 0,313
Uso atual 10 (35,7) 10 (23,3) 0,289
Dosagem atual (mg/dia) 3,045 1,6 +3,2 0,299
Dosagem cumulativa (g) 6,7+9,2 41+4,7 0,495
Duracéo da utilizagc&o (anos) 2,2+29 2,2+3,8 0,999
Antimalaricos
Uso atual e/ou prévio 24 (85,7) 41 (95,4) 0,204
Uso atual 14 (50,0) 26 (60,5) 0,466

* Os resultados estéo expressos como média + desvio padréo ou n (%).
SSp= sindrome de Sjogren primaria; n= nimero de pacientes; DP= desvio padrédo; IMC= indice de
massa corporal; ESSDAI= EULAR Sjégren’s Syndrome Disease Activity Index.
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Tabela 4 - Analise comparativa entre pacientes com SSp com e sem
sindrome metabdlica quanto aos niveis séricos de citocinas
pré-inflamatérias, fator de ativacdo de células B e
adipocitocinas*

SSp com SM SSp sem SM
n=28 n=43
, , 29776,3 £
Adiponectina (ng/mL) 23780,6 £ 16709,9 15420.8 0,126
Resistina (ng/mL) 12,7 +5,7 13, 7+75 0,538
PAI-1 (ng/mL) 60,3+ 25,1 55,8 +224 0,428
Leptina (ng/mL) 23,1+13,2 15,7 £ 10,6 0,011
Insulina (pg/mL) 710,4 £ 530,9 402,4 £ 254,1 0,003
Grelina (pg/mL) 61,6 + 64,1 47,3 £ 43,2 0,485
Visfatina (pg/mL) 544.,8 + 243,0 630,4 + 223,9 0,132
HOMA-IR 42+28 22+x14 0,0002
IL-1B (pg/mL) 83,1+ 187,6 8,4 +27,7 0,012
IL-6 (pg/mL) 70,6 £ 156,8 20,9 £ 70,7 0,073
BAFF (pg/mL) 0,13+ 0,20 0,23+0,70 0,476

* Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo ou n (%).

SSp= sindrome de Sjogren primaria; n= nimero de pacientes; DP= desvio padrdo; PAI-1=
inibidor do ativador do plasminogénio; IL-1B= interleucina-1 beta; IL-6= interleucina-6; BAFF=
fator ativador das células B.

4.3 Analise Multivariada de Pacientes com SSp Com e Sem Sindrome
Metabolica com Ajustes Para ldade, Etnia, Uso de Prednisona, Dose
Atual e Cumulativa de Prednisona, Além de Duracao da Utilizacao

Os pacientes com SSp com SM (n= 28) e sem SM (n= 43) também
foram avaliados por andlise multivariada com ajustes para idade, etnia, uso de
prednisona, doses atual e cumulativa de prednisona e duracdo de seu uso.
Esta analise confirmou que o grupo com SM teve maiores valores de presséo
arterial diastdlica (p= 0,010), glicemia (p= 0,045), insulina (p= 0,006), HOMA-IR
(p= 0,001), LDL-C (p= 0,041), VLDL-C (p= 0,001), triglicérides (p= 0,001),

leptina (p= 0,008) e IL-1B (p= 0,048) do que os pacientes sem SM. No entanto,
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nado houve diferencas significativas nos valores da pressao arterial sistolica (p=
0,100), IMC (p= 0,057), CA (p= 0,051), massa de gordura corporal (p= 0,088)

ou nivel de colesterol (p=0,082) entre estes dois grupos.

4.4 Avaliagdo das Correlagcdes Lineares Entre as Citocinas
Inflamatérias, Insulina, HOMA-IR e Adipocitocinas em Pacientes
com SSp

Para os pacientes com SSp, as correlacdes lineares foram avaliadas
(dois a dois) entre os niveis séricos de IL-1B3, IL-6 e BAFF e as
concentracbes de insulina, adipocitocinas e o valores do HOMA-IR.
Observamos forte correlacdo entre IL-1B e insulina (r= 0,790) e correlagdes
moderadas entre IL-1B e HOMA-IR (r= 0,699), bem como entre IL-6 e
insulina (r=0,622) e IL-6 e HOMA-IR (r= 0,572).

Também observamos correlacdes moderadas entre IMC e leptina (r=

0,638) e entre a circunferéncia da cintura e leptina (r= 0,638).

4.5 Avaliacdo das Correlagfes Lineares com Ajuste para ldade Entre o
Nivel de IL-1B8 e os Critérios de SM, Insulina e HOMA-IR em
Pacientes com SSp

As correlacdes entre o nivel de IL-1B com cada um dos critérios
individuais de SM foram fracas (circunferéncia da cintura abdominal: r=
0,165, triglicérides: r= 0,099, HDL-colesterol: r= -0,107, pressao arterial
sistolica: r= 0,133, e pressao arterial diastolica: r= 0,104). A analise com
ajuste para idade confirmou a forte correlagcédo entre os niveis de IL-183 e

insulina (r=0,792), bem como entre IL-18 e HOMA-IR (r= 0,700).
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4.6 Avaliacao das Correlagbes Lineares entre IL-1B/ BAFF, Insulina,
HOMA-IR e Adipocitocinas nos Grupos de Pacientes com SSp Com
e Sem SM

Estas andlises confirmaram a forte correlacdo entre os niveis de IL-
1B/ insulina (r= 0,891) e IL-18/ HOMA-IR (r= 0,778), bem como entre a IL-6/
insulina (r=0,742) e IL-6/ HOMA-IR (r= 0,678) apenas no grupo de pacientes
com SSp e sindrome metabdlica. Observamos também uma forte correlacéo
entre IL-1B/ grelina (r= 0,877) e uma moderada correlacdo entre a IL-6/

grelina (r= 0,591) apenas no grupo de pacientes com SSp e SM.



5 DISCUSSAO
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O presente estudo revelou uma alta prevaléncia de sindrome
metabolica e um perfil anormal de adipocitocinas em pacientes com SSp.
Além disso, um nivel sérico elevado de IL-1p foi observado nos pacientes
com SSp e SM, sugerindo que a inflamacgé&o constitui um importante fator na
patogénese desta condi¢ao clinica.

O grupo de pacientes com SSp foi comparado com mulheres
saudaveis da mesma idade e raca, o0 que é essencial para a analise
apropriada da sindrome metabdlica. De fato, na populacdo americana,
observou-se uma elevada prevaléncia de sindrome metabodlica que foi
correlacionada com o aumento da idade, especialmente entre mulheres?.
Além disso, as diferencas de carater genético, idade e distribuicdo por sexo
podem justificar a prevaléncia varidvel da SM observada entre as
populacdes em todo o mundo®’. Além disso, os grupos de pacientes e
individuos controle neste estudo foram semelhantes em relacdo as
frequéncias de menopausa e sedentarismo, que também tém sido
associadas com a sindrome metabélica®.

Observou-se maior frequéncia de hipertensdo e dislipidemia nos
pacientes com SSp do que nos individuos do grupo controle, apesar de seus
valores de IMC e da circunferéncia da cintura abdominal serem comparaveis.

Os individuos controle demonstraram niveis mais elevados de colesterol total e
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de LDL-C em comparacao com os pacientes com pSS. No entanto, a utilizacéo
de estatinas foi significativamente maior no grupo com SSp comparado ao
grupo controle, o que pode explicar estes resultados. Nossos resultados
confirmam estudos anteriores que identificaram maiores prevaléncias de

hipertensao arterial™>* e dislipidemia®**®

em pacientes com SSp.

Nosso estudo também revelou que a frequéncia de SM foi
significativamente elevada em pacientes com SSp em compara¢ao ao grupo
controle. Esta descoberta é preocupante, porque os individuos com
sindrome metabdlica tém maiores riscos de desenvolver doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2, comparados aqueles sem esta
condicdo clinica’. De fato, altas taxas de aterosclerose assintomatica®®>! e
de eventos cardiovasculares®**? foram relatadas em pacientes com SSp.

Os pacientes com SSp e com sindrome metabdlica apresentaram
maior IMC, massa de gordura corporal e valores de circunferéncia de cintura
abdominal, refletindo obesidade central, além de maiores frequéncias de
hipertensédo e diabetes e concentracfes mais elevadas de colesterol total,
LDL-C, VLDL-C e triglicérides comparados aos pacientes com SSp sem SM.
Além disso, niveis mais elevados de insulina e HOMA-IR foram observados
no primeiro subgrupo de pacientes, sugerindo a ocorréncia de resisténcia a
insulina®.

No que diz respeito aos possiveis fatores de risco da sindrome
metabdlica em doencas autoimunes, o avanco na idade, maior duragcédo da
doenca e baixo nivel sérico da fracdo C3 do complemento (mas ndo o

escore de atividade da doenca) e um historico de uso de glicocorticoide tém

demonstrado estarem significativamente associados a esta complicacéo
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clinica no lGpus eritematoso sistémico®. Por outro lado, ndo observamos
associacdo da SM com a duracdo da doenca, envolvimentos organicos ou
uso de prednisona nos pacientes com SSp. Este Ultimo achado pode ser
devido a dosagem atual baixa (3,0 £ 4,5 e 1,6 + 3,2 mg/dia) e também
cumulativa (6,7 £ 9,2 e 4,1 £ 4,7 g) de prednisona utilizada por nossos
pacientes com SSp com e sem SM, respectivamente. A este respeito, as
dosagens atual (> 10 mg/dia) e cumulativa (27,2 + 28,5 vs. 17,6 = 28,3 g) de
prednisona estdo significativamente associadas & SM no LES®*,

De forma interessante, os pacientes com SSp e SM apresentaram
maiores niveis séricos de leptina e IL-1B do que aqueles sem SM, sugerindo
a importancia desta citocina proé-inflamatéria no desenvolvimento da
sindrome metabdlica na SSp. De fato, a inflamacdo cronica, que é
caracterizada pela producdo de interleucina-1 e leptina, esta associada a
obesidade visceral e & resisténcia a insulina®. A este respeito, os mondcitos
circulantes de individuos com SM (sem doencas autoimunes associadas)
produzem niveis elevados de IL-1B8*°. Além disso, a leptina tem um efeito
pré-inflamatério e pode desempenhar um papel na patogénese das doencas
autoimunes  sistémicas, estimulando a producdo de citocinas
inflamatérias*>®. As concentracdes plasmaticas de leptina estdo também
correlacionadas com a adiposidade e a hiperleptinemia € considerada um
fator independente de risco cardiovascular®’.

Além disso, a analise multivariada com ajustes para idade, etnia, uso
de prednisona, doses atual e cumulativa de prednisona e duracdo do uso
reforcaram a constatacdo de uma pressao arterial diastolica maior e niveis

mais elevados de glicose, insulina, HOMA-IR, LDL-C, triglicérides, leptina e



DiscUssAO - 29

IL-1B em pacientes com SSp e SM do que nos pacientes com SSp sem SM.
Portanto, a IL-1B parece estar associada com a sindrome metabdlica na
SSp. As constatacdes adicionais de uma forte correlagédo entre os niveis de
IL-18 e insulina e uma moderada correlagdo entre IL-1B e HOMA-IR
reforcam o papel potencial desta citocina pro-inflamatéria na patogénese da
sindrome metabdlica nos pacientes com SSp. Contudo, o carater transversal
do presente estudo ndo permite uma concluséo definitiva sobre um efeito
casual da IL-1B na patogénese da SM na SSp.

Alguns mecanismos podem explicar a presenca do alto nivel
circulante da IL-1B nos pacientes com SSp. A secrecao de IL-1B por células
mononucleares periféricas é incrementada nestes pacientes®. Além disso, a
elevada expressdo da proinflammatory cytokine high mobility group box
chromosomal protein 1 (HMGB-1), um estimulador potente da secrecao de
IL-18, foi detectada em infiltrados de células mononucleares a partir de
amostras de biépsia de glandulas salivares menores de pacientes com SSp°.
Os ‘“inflamassomas”, imunorreceptores inatos que regulam a atividade da
caspase-1 e induzem a inflamacdo em resposta a agentes infecciosos e
moléculas do hospedeiro, possivelmente tém também um papel patogénico
em desordens autoimunes, como a SSp*. O complexo do “inflamassoma”
P2X7 receptor (P2X7R) NLRP3 (Nod-like receptor family protein 3) estimula a
secrecdo de IL-1pB através da caspase ativada®®. Recentemente, expressées
mais elevadas de P2X;R e dos componentes do “inflamassoma” NLRP3
foram demonstrados em glandulas salivares menores de pacientes com SSp
do que em individuos sem SSp, sugerindo que a imunidade inata poderia

contribuir para a inducéo da inflamac&o nesta doenca®. A este respeito, um
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ensaio clinico duplo-cego randomizado controlado com placebo de bloqueio
de IL-1B na SSp sugeriu que este tratamento pode melhorar a fadiga nestes
pacientes®’. No entanto, estudos futuros séo necessarios para avaliar esta
abordagem terapéutica na SSp. E também interessante que 0s
‘inflamassomas” tém sido implicados na patogénese de transtornos
metabdlicos (aterosclerose, diabetes tipo 2 e obesidade)®.

No que diz respeito a correlacdo forte entre os niveis de IL-1B e
grelina no grupo de pacientes com SSp e SM, é interessante que, em um
modelo experimental, observou-se que, apesar da grelina estimular a
ingestdo de alimentos e o ganho de peso, também pode induzir a
mecanismos de protecao das células para compensar os efeitos da resposta
inflamatéria sistémica®’. Mais estudos sd0 necessarios para avaliar esta
hipotese.

A andlise multivariada com ajustes para idade, etnia, uso de
prednisona, doses atual e cumulativa de prednisona e duracdo de seu uso
também revelou que o IMC, circunferéncia da cintura abdominal, massa de
gordura corporal e niveis de colesterol total foram comparaveis nos
pacientes com SSp com e sem SM. Estes resultados podem sugerir
indiretamente a importancia da prednisona no desenvolvimento de
hipercolesterolemia e obesidade, como foi anteriormente demonstrado para
pacientes com LES*.

Nosso estudo também demonstrou um perfil de adipocitocinas
anormal nos pacientes com SSp, incluindo elevados niveis séricos de
adiponectina e resistina comparativamente aos individuos controle.

Curiosamente, as concentragcbes plasmaticas aumentadas de adiponectina
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também tém sido observadas em outras doencas inflamatoérias sistémicas
autoimunes, como o LES™, e em uma pequena amostra (n= 7) de pacientes
com SSp'®. A adiponectina tem efeitos antidiabéticos, anti-inflamatérios e
antiaterogénicos™’. Contudo, elevados niveis circulantes de resistina podem
levar a efeitos metabolicos e pré-inflamatérios deletérios. De fato,
demonstrou-se que a resistina esta associada com a resisténcia a insulina
em roedores e pode estimular a producado de citocinas pré-inflamatérias, IL-
18, IL-6 e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), através de células
mononucleares do sangue periférico em seres humanos*. Um estudo
avaliou os niveis séricos e na saliva de resistina em pacientes com SSp,
verificando-se concentracfes elevadas apenas na saliva e que foram
associados a maior intensidade da inflamacdo nas glandulas salivares
menores*. Estes resultados sugerem que a resistina esta potencialmente
envolvida no processo inflamatério glandular na SSp**. Nossos achados
expandem esta noc¢do, sugerindo que a resistina pode também ser um
mediador inflamatério sistémico na SSp. A favor desta hipétese, foi
demonstrado que os niveis plasmaticos de resistina estdo correlacionados
aos marcadores inflamatérios e sdo preditivos de aterosclerose coronariana

nos seres humanos®.
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Em conclusdo, nosso estudo identificou uma alta frequéncia de
sindrome metabdlica e um perfil anormal de adipocitocinas nos pacientes
com SSp. A interessante associacdo da SM com niveis elevados de IL-13
sugere que esta citocina pro-inflamatéria tem um papel importante em sua

patogénese.
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Anexo A - Aprovacao da CAPPesq
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A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, em sessGo de 20/04/2011, APROVOU o Protocolo
de Pesquisa n° 0004/11, intitulado: "ESTUDO DA OSTEOPOROSE E SINDROME
METABOLICANA SINDROME DE SJOGREN PRIMARIA", opreseniade pelo
Departamento de CLINICA MEDICA., inclusive © Termo de Conseniimento Livre e
Esclarecido.

Cabe ac pesquisador elaborar € apresentar & CAPPesq, o5
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa [Resclugdo do Censelho Nacional de
Sadde n® 194, de 10/10/19946, inciso 1X.2, letra "¢").

Pesquisador (a) Responsavel: Sandra Gofinet Pasoto

Pesquisador [a) Executante: Kristopherson Lustosa Augusto

CAPPesq, 25 de Abril de 2011

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comiss@o de Etica para Andlise de
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Finalidade Académica: Douforado

Departamento: CLNICA MEDICA
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