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RESUMO

QUARESMA, T. Avaliacdo da concentracao sinovial do ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa B e da osteoprotegerina em pacientes com artropatias cronicas.
2023. 43 p. Tese (Doutorado em Clinica Médica) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Introducdo: Nas artropatias crénicas, diversos sdao os mecanismos de destruicao
articular. Nos ultimos anos, estudos relataram a implicagdo do ligante do receptor do
fator nuclear kappa B (RANKL) e da osteoprotegerina (OPG) no processo de ativacao
e diferenciacdo de osteoclastos, células fundamentais para ocorréncia de erosao
O0ssea. A razao RANKL/OPG é aumentada no soro de pacientes com neoplasia e
doenca Ossea litica, assim como na artrite reumatoide (AR). Objetivos: Dosar e
comparar a concentracdo de OPG e RANKL no liquido sinovial (LS) de pacientes com
AR, espondiloartrites (EpA) e osteoartrite (OA). Métodos: Estudo observacional e
transversal com 83 pacientes, sendo 33 com AR, 32 com EpA e 18 com OA, seguidos
regularmente nos ambulatorios da Disciplina de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto- USP. Todos tiveram indicagéo
de artrocentese pelos médicos assistentes, momento em que o LS foi coletado, e
foram avaliados quanto a variaveis demograficas e medicacdes em uso. A atividade
de doenca foi avaliada nos individuos com AR e EpA. A quantificacdo de OPG e
RANKL no LS foi realizada através de ELISA e os resultados, testados para correlacao
com parametros clinicos, laboratoriais e presenca de cistos ou erosdes em
radiografias. Resultados: Nao encontramos diferenca com significancia estatistica na
dosagem de RANKL e OPG entre os grupos. Pacientes com AR apresentaram
correlacdao positiva de celularidade no LS com RANKL (r=0,59; p<0,05) e razao
RANKL/OPG (r=0,55; p<0,05). Pacientes com OA apresentaram correlagao forte de
proteina C-reativa (PCR) com RANKL/OPG (r=0,82; p<0,05). Nao houve correlacao
entre as dosagens de OPG e RANKL com provas de atividade inflamatoria ou indice
de atividade de doenca, nos pacientes com AR ou EpA. Conclusdo: Nesse grupo de
pacientes, foi observada correlagdao da razdo RANKL/OPG com celularidade do LS
em AR e PCR sérica em pacientes com OA. Os niveis de RANKL, OPG e razéo
RANKL/OPG nao foram capazes de diferenciar os trés grupos de individuos com
artropatia cronica estudados.

Palavras-chave: artrite, artrite reumatoide, espondiloartrite, osteoartrite, OPG,
RANKL



ABSTRACT

QUARESMA, T. Evaluation of synovial concentration of nuclear factor kappa B
activating receptor ligand and osteoprotegerin in patients with chronic
arthropathies. 2023. 43 pg. Dissertation (Doctorate in Internal Medicine) — Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Introduction: In chronic arthropathies, there are several mechanisms of joint
destruction. In recent years, studies have reported the implication of receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPGQG) in the process
of activation and differentiation of osteoclasts, a key cell in the development of bone
erosion. The RANKL/OPG ratio is increased in the serum of patients with malignant
diseases and lytic bone disease, as well as rheumatoid arthritis (RA). The objective of
this study was to measure and compare the concentrations of OPG and RANKL in the
synovial fluid (SF) of patients RA, spondyloarthritis (SpA) and osteoarthritis (OA).
Methods: This was an observational and cross-sectional study with 83 patients, 33
with RA, 32 with SpA and 18 with OA, followed up regularly in the outpatient clinics of
the Rheumatology Department of the Clinics Hospital of the Ribeirdo Preto Medical
School-USP. All patients were assessed for indications for arthrocentesis by the
attending physicians at the time of SF collection and were evaluated for demographic
variables and medication use. Disease activity was assessed in individuals with RA
and SpA. The quantification of SF OPG and RANKL levels was performed by ELISA,
and the correlations of the results with clinical, laboratory and the presence of cysts or
erosion on radiographs were assessed. Results: We found no statistically significant
difference in the RANKL and OPG levels among the groups. Patients with RA showed
a positive correlation between the SF cell count and RANKL level (r = 0.59; p <0.05)
and the RANKL/OPG ratio (r = 0.55; p <0.05). Patients with OA showed a strong
correlation between C-reactive protein (CRP) and the RANKL/OPG ratio (r = 0.82; p
<0.05). There was no correlation between the OPG and RANKL levels and markers of
inflammatory activity or the disease activity index in patients with RA or SpA.
Conclusion: Within this patient cohort, the RANKL/OPG ratio was correlated with the
SF cell count in patients with RA and with serum CRP in patients with OA. The levels
of RANKL, OPG e RANKL/OPG ratio were not able of differentiate the three groups of
individuals with chronic arthropathy studied.

Keywords: Arthritis, Rheumatoid Arthritis, Spondyloarthropathy, Osteoarthrosis,
OPGL Protein, RANKL Protein
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1 INTRODUCAO

As artropatias crénicas sao um conjunto heterogéneo de doencas
caracterizadas por ampla variedade de inflamacado sinovial. Entre as principais
artropatias crénicas estdo as imuno-mediadas, como a artrite reumatoide (AR) e o
grupo das espondiloartrites (EpA), e a osteoartrite primaria (OA), o melhor exemplo
de artropatia primariamente degenerativa [1]. Todas podem levar a disfuncéo articular,
com diferentes graus de morbidade [2]. Essas doencas compartilham eventos na
patogénese da lesdo articular, como destruicdo da cartilagem, formacdo de cistos
subcondrais e erosao ossea [3-5]. Na AR, a erosao esta diretamente relacionada com
a progressao da disfuncao articular [6-7]. Na EpA, além da erosdo, o processo
inflamatodrio leva a neoformacao éssea [2]. Na OA, os cistos subcondrais sdo comuns
na doenca de longo prazo e eros@es articulares ndo sdo tao frequentes, apesar de
observadas em um pequeno subconjunto de pacientes [8].

A AR é uma das doencas reumaticas mais comuns e principal causa de
poliartrite croénica, acomete de 0,5 a 1,0% da populag¢ao adulta do mundo, com maior
incidéncia entre as mulheres [3]. E caracterizada por sinovite proliferativa, instala-se
de maneira insidiosa e progressiva, afeta principalmente articulagbes de maos,
punhos e pés, provocando dor, edema e incapacidade, podendo levar a destruicdo da
cartilagem e do osso [3]. Citocinas encontradas no tecido sinovial, como fator de
necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL), -1B e -6 e o fator estimulador de col6nia de
macréfagos (M-CSF) promovem a diferenciagcdo e ativagdo de osteoclastos,
aumentando a osteoclastogénese e a reabsorgdo Ossea. Este processo resulta na
erosao 6ssea, marcador de gravidade da doenca [6].

O termo espondiloartrites (EpA) é utilizado para descrever um grupo de
doencas inflamatérias que apresentam caracteristicas clinicas comuns, embora nem
sempre concomitantes, como comprometimento inflamatorio axial (espondilite e
sacroiliite), artrite periférica, dactilite, entesite, distrofia ungueal e manifestagbes extra-
articulares (uveite, doencga inflamatodria intestinal e psoriase) [4]. Atualmente, fazem
parte deste grupo a espondilite anquilosante (EA), a artrite reativa (ARe), a artrite
psoriasica (APs), a artrite enteropatica e as espondiloartrites indiferenciadas. Sao
classificadas em EpA axiais e periféricas, a depender do comprometimento articular
predominante. As EpA, quando combinadas, tém prevaléncia comparavel a da AR,

acometendo cerca de 0,5 a 1,4% da populagao geral [4].
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Enquanto a sinovite € a principal caracteristica na AR, na EpA é a entesite. A
éntese é uma estrutura de fibrocartilagem, definida como o ponto de inser¢cao de um
tenddo ou ligamento a superficie 6ssea. A entesite pode ser desencadeada por
estresse mecénico e/ou infeccioso em pacientes geneticamente suscetiveis, como
aqueles portadores de alelos HLA-B27 de suscetibilidade e com determinados
polimorfismos do receptor da IL-23 [4].

A OA é a doenca articular mais comum em todo o mundo, afetando cerca de
10% dos homens e 18% das mulheres com mais de 60 anos de idade [5]. Acomete
uma ou varias articulagdes sinoviais, incluindo pequenas articulagbes de méos e
grandes articulagées de joelho e quadril. Caracteriza-se por dor e rigidez matinal
transitéria nos casos leves e iniciais, até instabilidade articular e incapacidade fisica
nos casos avancados. A definicdo de OA foi por muito tempo centrada nas mudancas
na cartilagem articular, no entanto, este conceito evoluiu e hoje a OA é considerada
uma doenca de toda articulacdo, apresentando também alteracbes no 0sso
subcondral, ligamentos, capsula e membrana sinovial [5]. Cada vez mais, os estudos
buscam identificar diferentes fenotipos da doencga, que podem permitir entendimento
e terapia personalizados [5].

Embora com quadros clinicos distintos, essas doencas compartilham eventos
na patogénese da lesdo articular, em um processo que envolve alteragbes na
remodelagéo 6ssea, destruicdo do tecido 6sseo e progressao da disfungao articular [6-
7]. Durante a ultima década, a ligagao entre inflamacgao crénica e perda éssea tem sido
objeto de consideravel pesquisa cientifica, o que levou a identificacdo de moléculas-
chave que preenchem a lacuna entre a fungdo imunolégica e a renovacao 0ssea, e

mudou nossa compreensdo de como a remodelacao 6ssea € orquestrada [9,10].

1.1 Remodelagao éssea fisiologica
Os ossos tém papel de sustentagdo do organismo e sdo reservatorios de calcio.
Sao um tecido dindmico, continuamente reabsorvido e formado, em um processo
controlado pela interagdo entre osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos [9].
Aproximadamente 10% da massa Ossea é substituida anualmente em humanos [10].
Os osteoblastos produzem proteinas da matriz 6ssea, como colageno tipo |,
osteocalcina, sialoproteina e osteopontina, de maneira dependente do estagio de

diferenciacdo. Osteoblastos tém meia vida de 2 a 3 meses, sofrem apoptose e
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permanecem na superficie 6ssea como células de revestimento quiescentes,
incorporam-se as proteinas da matriz 6ssea ou se diferenciam em ostedcitos. Sao
derivados de células mesenquimais e acredita-se que se diferenciem das mesmas
células progenitoras de condrocitos, adipdcitos, midcitos e fibroblastos. A
diferenciacdo de células progenitoras para células especificas do tecido é regulada
por fatores de transcricao especificos do tecido [10].

Osteoclastos sao células gigantes multinucleadas, que promovem a
reabsorcao 6ssea. As células progenitoras dos osteoclastos sdo mondcitos e células
da linhagem de macréfagos [10]. A diferenciacdo de progenitores de osteoclastos em
osteoclastos é rigidamente regulada por osteoblastos e ostedcitos, que expressam o
ligante do fator ativador do receptor NF-KB (RANKL) e M-CSF, necessarias para
estimular a diferenciacdo de células progenitoras em osteoclastos. Enquanto a
expressao de M-CSF por osteoblastos € constitutiva, a de RANKL é induzida por
fatores de reabsorcdao 6ssea, como 1,25-diidroxi-vitamina D3 [1,25(0OH)2D3],
horménio da paratireocide e citocinas proé-inflamatérias. Os progenitores dos
osteoclastos expressam M-CSF e o ativador do receptor NF-B (RANK), facilitando a
estimulacdo de ambos os ligantes para a diferenciacdo em osteoclastos. Além disso,
osteoblastos e ostedécitos secretam osteoprotegerina (OPG), um receptor chamariz de
RANKL, que inibe a interagdo RANKL-RANK para suprimir a reabsorc¢ao 6ssea (Figura
1) [10].



Introdugéo | 15

Fatores osteogénicos

«@p
A
Ativacdo de osteoblastos

i ; Gy CwinD
Adipécitos :1"_:"{ TP
o1 G
e GD G+
( ) Fatores de reabsor¢do dssea D> D
N Y0, 25(0M).! cFme T
" ||. N L"L - -
(,'D Ostoociast pma/nwu n,, RANK
Q«ng,.
G °0 Mcv-mrn -
l O\,é’\ w\m \

3‘“‘7

RN T

g.
Célula tronco 3 %
mesenquimal p J &\V \\‘7} ¥t 7
@ W = ‘_5 ‘l CGDCED
S (e =0 9GS

il

Figura 1 (Adaptado de Maeda et al 2022) Regulagdo da diferenciagéo de osteoclastos por células da linhagem de
osteoblastos. Fatores de reabsor¢do 6ssea, como 1a,25(0H)2D3, PTH e IL-11, atuam nos osteoblastos para induzir
a expressdo de RANKL. Precursores de osteoclastos expressam RANK e receptor M-CSF. Precursores de
osteoclastos reconhecem RANKL expresso por osteoblastos e ostedcitos e se diferenciam em osteoclastos na
presenga de M-CSF. Osteoclastos maduros também expressam RANK, e RANKL induz a atividade de reabsorg¢éo
dssea de osteoclastos maduros. Os osteoclastos promovem a formagdo 6ssea através da liberagdo de fatores de
crescimento embutidos na matriz éssea, como IGF-1 e TGF-6, durante a reabsorg¢do dssea. Além disso, os
osteoclastos produzem fatores osteogénicos, como ephrinB2, Cthrcl, S1P, C3a, Wnt1, Wnt10b, BMP6, CT-1 e
PDGF, que aumentam a osteoblastogénese. 1a,25(0OH)2D3: 1a,25-diidroxi-vitamina D3, PTH: horménio da
paratireoide, IL: interleucina, RANKL: ligante ativador do receptor NF-kB, RANK: ativador do receptor NF-kB, M-
CSF: fator estimulador de col6nia de macréfagos, IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina |, TGF-8: fator
de crescimento transformador beta, Cthrcl: repeticdo de tripla hélice de coldgeno contendo 1, S1P: esfingosina-
1-fosfato, BMP: proteina morfogenética dssea, CT-1: cardiotropina-1, PDGF: fator de crescimento derivado de
plaquetas.

1.2 Remodelacdo 6ssea na inflamagao cronica

Dentre os eventos celulares relacionados a destruicdo osteocondral

doencas inflamatdrias cronicas, destaca-se a ativagdo dos osteoclastos. Marcadores
sinoviais e de superficie celular de osteoclastos, em ambos os casos com efeito pro-
erosivo, sao encontrados na sindvia e nos locais de erosao Ossea nas artropatias
cronicas [9-10]. O RANKL e a OPG séao essenciais no recrutamento e acdo destas
células [11]. O RANKL é uma molécula soluvel, expressa por osteoblastos/ células
estromais, fibroblastos e células T ativadas e se liga diretamente ao RANK em pré
osteoclastos e osteoclastos, permitindo a transducdo de sinal para diferenciagcao de

progenitores de osteoclastos, bem como ativagdo de osteoclastos maduros [11]. A
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OPG ¢ produzida e liberada por osteoblastos ativados e inibe a maturacao e ativagcao

dos osteoclastos (Figura 2) [2].
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Figura 2 (Adaptado de Redlich and Smolen, 2012) Eventos locais e sistémicos na inflamagdo crénica. A presenga de citocinas,
como 116, Il11b e TNF, induzem Células B, células T e macrdfagos ativar osteoclastos via expressdo do RANKL e ativagdo de
RANK e via secrecdo de citocinas osteoclastogénicas (por todos os trés tipos de células). Na artrite reumatdide, a ativagdo
local dos fibroblastos também desempenha um papel e, em todas as doengas inflamatdrias crénicas, as células endoteliais e
a hipervascularizagdo podem ter efeitos adicionais. Na artrite erosiva, os osteoblastos estdo de fato presentes, mas
geralmente ndo sGo capazes de reparar suficientemente a destruigéo devido a sua inibigéo por citocinas inflamatdrias e a
atividade exagerada de degradagéio dssea dos osteoclastos. Ag, antigeno; C', complemento; C'R, receptor do complemento;
FcR, receptor Fc; TLR, receptor do tipo Toll; TNF, fator de necrose tumoral.

A acdo do RANKL pode ser bloqueada pela OPG, reduzindo a acdo de
osteoclastos. Dessa forma, a relacdo entre os niveis de RANKL e OPG é uma medida
indireta da osteoclastogénese no sitio avaliado [11].A razdo RANKL/OPG encontra-se
elevada no soro de pacientes com doengas malignas e lise 6ssea tumoral [12,13].
Razao RANKL/OPG elevada também foi observada no liquido sinovial (LS) e no soro
de pacientes com AR e EpA, mas a relevancia clinica desta observagdo ainda néo
esta clara [14-16]. Sabe-se também que a expressdo de RANKL no tecido sinovial de
pacientes com AR é mais elevada na doenga ativa comparada a da doenga menos
ativa e as EpA e OA [17,18]. Em pacientes com OA, a razao RANKL/OPG sérica pode
estar relacionada com formas mais graves de doenga [19].

Ha poucos dados comparativos com relagdo a quantificagdo dessas proteinas
no LS de individuos com artropatias crénicas. Comparamos a concentra¢ao sinovial
de RANKL e OPG, além da razao RANKL/OPG em pacientes com AR, EpA e OA.



Introducéo | 17

Além disso, avaliamos se os niveis sinoviais destas proteinas se correlacionam com
provas de atividade inflamatdria, indices de atividade de doenca (na AR e EpA) e a

presenca de cistos subcondrais (na OA) e erosdes Osseas.
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2 JUSTIFICATIVA

Ao diagnéstico, nos periodos de elevada atividade de doenca ou mesmo no
curso crénico com baixa atividade, € comum o paciente reumatico apresentar-se com
derrame articular e indicacdo de artrocentese (diagndstica ou terapéutica). Ndo ha
estudos com avaliagdo comparativa da dosagem da concentracdo de RANKL, OPG e
razdo RANKL/OPG no LS de pacientes com AR, EpA e OA. Essas proteinas e a razao
entre elas tem potencial para tornar-se biomarcador de atividade de doenca e

gravidade do dano articular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Priméario

Dosar e comparar a concentracdo de RANKL, OPG e a razdo RANKL/OPG no
LS de pacientes com AR, EpA e OA.

3.2 Secundarios

Avaliar se existe correlacdo entre a concentracéo sinovial de RANKL, OPG e
razao RANKL/OPG e a velocidade de hemossedimentacao (VHS), a proteina C-
reativa (PCR) sérica e a contagem diferencial de leucocitos no LS.

Para o grupo AR, avaliar se ha correlagcao entre a concentragao sinovial de
RANKL, OPG e razao RANKL/OPG e o indice de atividade de doenca DAS 28
(Disease Activity Score counting 28 joints) e a presenca de erosdo na radiografia de
maos.

Para o grupo EpA, avaliar se ha correlacdo entre a concentragédo sinovial de
RANKL, OPG, razdo RANKL/OPG e o indice de atividade de doenga DAS28, ou com
ASDAS-PCR, se acometimento axial predominante.

Para o grupo de OA, avaliar se ha correlagéo entre a concentragéo sinovial de
RANKL, OPG e razdo RANKL/OPG e a presenca de cistos subcondrais ou erosdes
na radiografia de m&os e joelhos.

Avaliar se a concentracdo sinovial de RANKL, OPG e razdo RANKL/OPG

podem ser distintivas do quadro clinico das doencas investigadas nos trés grupos.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Realizamos um estudo observacional e transversal, por amostragem de
conveniéncia, no qual foram avaliados para elegibilidade pacientes com AR, EpA e

OA com indicacdo de artrocentese, no periodo de abril de 2017 a janeiro de 2021.

4.2 Participantes

Os pacientes incluidos foram provenientes do ambulatério de infiltracéo intra-
articular do Hospital das Clinicas da FMRP-USP. Cento e noventa e um pacientes
foram avaliados quanto a elegibilidade. Para todos, o LS foi obtido de um dos joelhos.
Dezenove pacientes tinham diagnédstico presuntivo de artropatia inflamatoéria cronica
sem preencher algum dos critérios de classificacdo, motivo que levou a sua nao
inclusdo. Oitenta e nove pacientes foram excluidos pelos seguintes motivos: artrite
séptica (43 casos), artrite microcristalina (27 casos), outras doencas reumaticas (12
casos), artrite relacionada a trauma (6 casos) e neoplasia (1 caso). Desta forma, foram
analisados 83 pacientes: 33 com AR, 32 com EpA e 18 com OA (Figura 3). O grupo
EpA foi composto por pacientes com artrite psoriasica (APs, n=13), espondilite

anquilosante (EA, n=7), artrite enteropatica (AEp, n=7) e artrite reativa (ARe, n=5).
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191 artrocenteses

19 critérios de incluséo
incompletos

89 preenchiam critérios de
exclusao

83 selecionados

Grupo artrite reumatoide Grupo espondiloartrite Grupo osteoartrite
(n=33) (n=32) (n=18)

Figura 3 - Fluxograma de inclusao

4.3 Critérios de inclusao

Para os trés grupos:

- Ter indicagdo médica de artrocentese, diagndéstica ou terapéutica. A equipe
de pesquisa ndo teve nenhuma participacdo na indicacdo do procedimento nem na
realizacdo do mesmo, podendo o mesmo ter sido realizado em qualquer articulagdo
puncionavel.

- Pacientes maiores de 18 anos, que tenham lido, compreendido e assinado o

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Para o grupo AR: todos os pacientes preencheram os critérios de classificagao
de AR do American College of Rheumatology (ACR) e European League Against
Rheumatism (EULAR) de 2010 [20].
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Para o grupo EpA: todos os pacientes preencheram os critérios de classificacao
diagnéstica estabelecidos pelo grupo ASAS (Assessment of SpondyloArthitis
International Society) [21].

Para o grupo OA: todos os pacientes tiveram diagnostico de OA realizado pela
equipe médica assistente. Para a articulacdo do joelho foi utilizado o critério clinico e
radiografico ACR 1986 [22].

4.4 Critérios de excluséao

- Pacientes portadores de outras doencas reumaticas autoimunes.

- Pacientes com diagndstico clinico ou microbiolégico de artrite séptica.

- Pacientes com artropatia por cristais na articulacao estudada (presenca de
cristais na analise do LS).

- Pacientes com infecgao sistémica, aguda ou crénica.

- Pacientes com neoplasia em tratamento ou com término de tratamento ha

menos de 5 anos.

4.5 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital das
Clinicas de Ribeirao Preto (registro numero: 59784122.8.0000.5440).

Todos os pacientes convidados a participar do estudo leram e assinaram o
Termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A), e tiveram suas duvidas
esclarecidas no momento da inclusdo e durante o estudo, bem como puderam se

retirar do estudo a qualquer momento.

4.6 Avaliacéo Clinica

Todos pacientes foram avaliados quanto a variaveis demogréficas (sexo e
idade), presenca de comorbidades, tempo de inicio dos sintomas e medicagdes em
uso, conforme entrevista e revisao de prontuario.

Pacientes com AR e EpA periférica foram avaliados quanto ao escore de
atividade de doenca DAS28 (Disease activity score 28 joints) [23], sendo classificados

da seguinte forma:
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Remissao: DAS28 < 2,6
Baixa atividade: 2,6 < DAS28 < 3,2

Moderada atividade: 3,2 < DAS28 < 5,1
Alta atividade: DAS28 = 5,1

Pacientes com EpA axial foram avaliados quanto ao escore de atividade
ASDAS-PCR [24], sendo classificados da seguinte forma:

Doenca inativa: ASDAS-PCR < 1.3

Baixa atividade: 1.3 < ASDAS-PCR < 2.1

Elevada atividade: 2.1 < ASAS-PCR < 3.5

Muito elevada atividade: ASDAS-PCR = 3.5

Para avaliar se os niveis sinoviais de OPG e RANKL foram influenciados pela
atividade da doenca, cada um dos grupos AR e EpA foram ainda divididos em dois
subgrupos, levando em consideracao valores de DAS28=3,2 ou ASDAS-PCR=2,1.
Em relacdo ao grupo OA, ndo foi realizada avaliacdo de atividade por ndo haver

escore especifico. Cada paciente foi classificado de acordo com Kellgren-Lawrence

para avaliar o estagio da OA no joelho puncionado [25].

4.7 Avaliacéo radiografica

Foram analisadas radiografias de maos e/ou joelhos de todos pacientes,
realizadas nos ultimos 12 meses, no intuito de classifica-los como portadores de

doenca erosiva ou ndo e a presenca de cistos subcondrais.

4.8 Avaliac&o laboratorial

A inflamacéo sistémica foi analisada através da PCR sérica por turbidimetria e
VHS pela técnica de Westergren, realizadas para todos participantes no mesmo dia
da coleta do LS.

Para pacientes com AR, fator reumatoide (FR) foi detectado por nefelometria,

com resultados positivos se concentragées > 10 Ul/mL. A deteccdo de anti-CCP (IgG)
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foi realizada usando kits comerciais de ELISA de acordo com as instrugcdes do
fabricante (Quanta Lite anti-CCP 2; Inova, San Diego, CA, EUA) e foi considerado

positivo em concentragbes > 20 Ul/mL.

4.9 Procedimentos experimentais

Apos consentimento, a artrocentese (de um dos joelhos, para todos os
pacientes) foi realizada sob técnica asséptica pela equipe assistente e o LS foi
coletado em tubos contendo EDTA para posterior centrifugacdo e analise padrao
dentro de duas horas, que consistiu em coloragdo com Giemsa para leucometria e
contagem diferencial sob microscopia optica. Uma aliquota de 1 mL de LS foi
armazenada a -80° C até o dia de realizagdo das dosagens de RANKL e OPG.

Niveis de RANKL e OPG nas amostras foram determinados por ELISA de
acordo com os protocolos dos fabricantes (Duo Set Human Osteoprotegerin, Duo Set
Human TRANCE/RANKL, R&D Systems, Minnesota, USA).

4.10 Analise estatistica

Numeros absolutos e percentuais foram comparados com o teste exato de
Fisher. Variaveis continuas sao apresentadas como média (ou mediana) e desvio-
padrdo (ou intervalo interquartil). Para comparagcdo dos niveis séricos de RANKL e
OPG e da relagdo RANKL/OPG, foi utilizada ANOVA (ou teste de Mann-Whitney). O
coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado para avaliar o grau de correlacao
entre valores de RANKL, OPG e parametros clinicos e laboratoriais. Para todos os

testes, p <0,05 foi considerado para significAncia estatistica.

5 RESULTADOS

5.1 Dados clinicos e laboratoriais

Oitenta e trés pacientes foram incluidos no estudo, 33 no grupo AR, 32 no grupo
EpA e 18 no grupo OA. As mulheres foram 28 (85%) no grupo AR, 8 (25%) no grupo
EpA e 16 (88%) no grupo OA. A mediana de idade foi 57 (53-65) anos no grupo AR,
46,5 (34,7 — 54) anos no grupo EpA e 68 (58,5-73,2) anos no grupo OA. As

caracteristicas clinicas e laboratoriais estdao apresentadas na Tabela 1. Dos 65
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pacientes com artropatia cronica imuno-mediada, AR e EpA, 20 (30,7%) tinham
menos de 2 anos de diagnostico, 6 eram virgens de tratamento, 16 estavam em
monoterapia com medicagdo modificadora do curso da doencga sintética (MMCDs)
e 33 (51%) com MMCD biolégico (MMCDDb), associado ou ndo a MMCDs. Dentre os
MMCDs, o metotrexato foi o mais utilizado, seguido por leflunomida e sulfassalazina.
Dentre os MMCDDb, os anti-TNF foram os mais frequentes. Nenhum paciente estava
em uso de prednisona com dose maior que 5 mg/dia.

No grupo AR, tabagismo ativo teve frequéncia de 40%, enquanto FR e Anti-
CCP positivos ocorreram em 70% e 78%, respectivamente. Erosao na radiografia de
maos ou joelho ocorreu em 61% dos participantes. A mediana de tempo de
diagnostico foi 4 (2-11) anos, sendo que 76% apresentavam mais de 2 anos de
doenca. VHS e/ou PCR elevados foram encontrados em 73% dos pacientes; a
mediana de VHS foi 23 (7-37) mm/h, e a de PCR foi 0,95 (0,4-3,1) mg/dL. Quinze

pacientes (45,4%) apresentavam doencga ativa, com DAS28 = 3,2.

O grupo EpA foi composto por artrite psoriasica (APs, n=13), espondilite
anquilosante (EA, n=7), artrite enteropatica (AEp, n=7) e artrite reativa (Are, n=5). O
tempo médio de duracdo da doenca foi 4 (0,87 - 7,7) anos, sendo que 63% tinham
mais de 2 anos de doenca. Nove pacientes (28%) apresentaram erosao na radiografia
de maos ou joelho. DAS28 > 3,2 ou ASDAS-PCR = 2,1 foram encontrados em 14
(44%) pacientes. As provas de atividade inflamatoria (VHS e/ou PCR) estavam
elevadas em 75% dos pacientes.

O grupo OA apresentou tempo médio de doenga de 5 (2 - 7,75) anos, 88% com
diagnostico ha mais de 2 anos e todos em fase avangada de acometimento articular
na avaliacdo radiografica de joelhos (classificacdo de Kellgren-Lawrence 2 Il [23]).
Cistos subcondrais ou erosdes Osseas nas radiografias de maos ou joelhos foram
observados em 8 (44%) dos pacientes. Este grupo apresentou valores de provas de
atividade inflamatdria semelhantes aos do grupo de artropatia crénica imuno-mediada,
sendo que 38% possuiam VHS >20 mm/h e 55% PCR >1 mg/dL.

Em relagdo as provas de atividade inflamatéria, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. A celularidade no LS foi baixa em 95%
dos pacientes do grupo OA, com mediana de 800 (250 — 1225) células/mm3 e todos
tiveram cultura do liquido sinovial negativa. A contagem de leucécitos do LS foi mais
elevada nos pacientes com AR e EpA quando comparada a do grupo OA, mas nao

houve diferenca com significancia estatistica.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes do estudo.

Artrite Espondiloartrite Osteoartrite Ualar n

reumatoide (n=33) (n=32) (n=18)
Demogréaficas
Mulheres [n(%)] 28 (85) 8 (25) 18 (100) N/A
Idade [anos; mediana (11Q)] 57.0 (20-82) 46.5 (18-74) 68 (49-8273,2) N/A
Tempo de doenga <2 anos [n (%)] 8 (24) 12 (37) 4 (22) N/A
Comorbidades
Tabagismo [n (%)] 13 (40) 5 (15) 5 (28) N/A
Doenca cardiovascular [n (%)] 21 (64) 13 (40) 12 (66) N/A
Diabetes mellitus [n (%)] 2 (6) 3(9) 3(16) N/A
Dislipidemia [n (%)] 4(12) 3(9) 2(11) N/A
Obesidade [n (%)] 4(12) 2 (6) 5(27) N/A
Fibromialgia [n (%)] 5(15) 1) 2(11) N/A
Laboratoriais e radioldgicas
PCR [mg/dL; mediana (11Q)] 0,95 (0,4-3,1) 1.2 (0,6-6,3) 1,9 (0,5-3,4) ns
PCR >1,0 [mg/dL; n (%)] 16 (48) 17 (53) 10 (55) ns
VHS [mm/h; mediana (11Q)] 23 (7-37) 19 (8-40,7) 20 (6-26) ns
VHS >20 [mm/h; n (%)] 18 (54,5) 15 (46,8) 7 (38,8) ns
Celularidade [/mm?; mediana (11Q)] 7675 (862-16950) 8400 (2475-16825) 800 (250-1225) <0,01
Neutréfilos [/mm3/UL; mediana (11Q)] 77 (62-85) 72 (52-88) 70 (43-76) ns
Medicagbes
Metotrexato [n (%)] 8 (25) 2 (6) - ns
Leflunomida [n (%)] 8 (25) 13) - ns
Sulfassalazina [n (%)] 1) 5 (28) - ns
Anti-TNF [n (%)] 10 (30) 16 (50) - ns
Nao anti-TNF [n (%)] 6 (18) 1(3) - ns

11Q: intervalo interquartil; PCR: proteina C-reativa; VHS: velocidade de hemossedimentacao

5.2 RANKL, OPG e razdo RANKL/OPG no liquido sinovial

Os niveis de RANKL, OPG e razao RANKL/OPG no LS dos 3 grupos estao

apresentados na Tabela 2. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos.

Procedemos entédo a analise de acordo com atividade de doenca, definida pelo DAS28

ou ASDAS-PCR, conforme apresentado na tabela 3. Também n&o houve diferenca

com significancia estatistica entre RANKL, OPG e razao RANKL/OPG quando os
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grupos AR e EpA foram subdivididos em dois, de acordo com os valores de corte de

DAS28 ou ASDAS-PCR para doenca com moderada atividade, ou seja DAS2823,2
ou ASDAS-PCR=2,1.

Tabela 2. Comparacao de RANKL, OPG e RANKL/OPG

AR (n=33) EpA (n=32) OA (n=18)

p
RANKL 57 (39-87) 61 (39-85) 48 (45-89) 0.61
(pg/mL; mediana * 11Q)
OPG

14164 (6545-25496) 11222 (3372-32854) 14890 (9412-24656) 0,60
(pg/mL; mediana * 11Q)

RANKL/ OPG

4,5 (2,5-6,8) 6,3 (1,7-15,8) 3,8 (2,0-8,3) 0,56
(x103)

Dados expressos em [mediana (intervalo interquartil)]
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Tabela 3 - Comparacao de RANKL, OPG e razao RANKL/OPG de acordo com atividade de doenca.

AR (n=33) EpA (n=32) OA (n=18)
Valor
DAS28=3.2 DAS28<3.2 DAS28=3.2 ou ASDAS =2.1 DAS28<3.2 ou ASDAS <2.1 Todos pacientes p*
(n=15) (n=18) (n=14) (n=18) (n=18)

RANKL
(pg/mL: média + DP) 85+ 61 54 + 31 66 +43 53+24 65 + 36 0,45

OPG 18840 + 11460 14800 £ 10960 11310 £ 12160 21250 £ 14270 18160 £ 11040 0,16
(pg/mL; média £ DP)
RANKL/OPG (x10%) 38,6 £ 11,1 11,6 £ 10,4 16,7 £ 20,8 4,7+5,3 56+5,5 0,62

*Anova; DP: desvio padrao
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5.3 CorrelacBes com parametros laboratoriais e radiogréaficos

As correlagbes com os parametros laboratoriais e radiograficos foram testadas
e sao mostradas na Tabela 4. Nos pacientes com AR, houve correlagao positiva de
celularidade no LS com RANKL (r=0,59, p<0,05) e razdo RANKL/OPG (r=0,55,
p<0,05). Nao houve correlacdo de RANKL e OPG com PCR, erosdo e DAS28 ou
ASDAS-PCR.

Nos pacientes com OA, houve forte correlacdo positiva da PCR com a razdo
RANKL/OPG (r= 0,82, p <0,05) e ndo houve correlacdo com os demais parametros
avaliados. No grupo EpA, nao foram observadas correlacbes com significancia

estatistica.
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Tabela 4 - Correlacdo de RANKL, OPG e RANKL/OPG com parametros laboratoriais

e radiograficos.

RANKL pg/mL OPG pg/mL RANKL/ OPG
Artrite reumatoide
PCR r 0,15 -0,20 013
p 0,51 0,26 0,54
Celularidade r 0,59 -0,08 0,55
p 0,004 0,68 0,008
Erosbes 6sseas r -0,22 0,12 -0,40
p 0,37 0,52 0,09
DAS 28 r 0,30 0,28 0,21
p 0,12 0,14 0,28
Espondiloartrite
PCR r 0,01 -0,13 0,18
p 0,98 0,52 0,58
Celularidade r -0,11 0,22 -0,09
p 0,72 0,28 0,77
Erosdes Osseas r 0,30 -0,19 0,20
p 0,7 0,38 0,56
DAS28 OU ASDAS-PCR r -0,35 0,08 0,02
p 0,054 0,79 0,89
Osteoartrite
PCR r 0,41 -0,41 0,82
p 0,28 0,17 0,006
Celularidade r -0,29 -0,12 -0,09
p 0,48 0,71 0,83
Cistos subcondrais ou r 0,36 -0,33 0.51
erosdes 6sseas p 0,25 0,20 0,09
Total
PCR r 0,40 -0,26 0,27
p 0,008 0,025 0,08
Cistos subcondrais ou r 0,05 -0,09 N/A
erosdes dsseas p 0,74 0,74 N/A

*Correlagao de Spearman; PCR: proteina C-reativa
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Ao analisar as amostras em conjunto, considerando todos pacientes do estudo,

observamos que a PCR apresentou fraca correlagdo negativa com OPG (r= -0,26 p=
0,02) e moderada correlacao positiva com RANKL (r=0,40, p=0,008) (Figura 4).
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Figura 4 - Correlacao de PCR com OPG e RANKL nos pacientes com artropatia

cronica.
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6 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo quantificar os niveis de RANKL e OPG no LS
de pacientes com AR, EpA e OA, avaliando sua correlagdo com parametros clinicos
e laboratoriais de cada doenca. N&o houve diferenga nos niveis sinoviais de RANKL,
OPG e razdo RANKL/OPG entre os grupos.

Nos pacientes com AR, o RANKL e a razdo RANKL/OPG sinovias foram
significativamente correlacionados com a celularidade do LS. Nao houve significancia
estatistica com outros parametros de atividade ou gravidade de doencga, como provas
de atividade inflamatoria, DAS28 e erosdes nas radiografias de maos. Diferente do
observado em nosso estudo, Ellabban et al. detectaram niveis séricos e sinoviais de
RANKL mais elevados em pacientes com AR comparados aos niveis de pacientes
com OA, havendo correlagdo significativa dos niveis sinoviais com parametros de
gravidade e atividade da doenca [26]. Skoumal et al. encontraram correlagdao negativa
para OPG e RANKL no LS na AR, mostrando niveis reduzidos de OPG e elevados de
RANKL [16]. Além disso, observaram correlacdo entre a razdo RANKL/OPG e
alteracdes radiograficas. Haynes et al., em analise semiquantitativa e quantitativa da
proteina OPG no tecido sinovial, detectada por imunocoloracdo, demonstraram que a
expressao de OPG esta marcadamente diminuida em pacientes com AR ativa em
comparacao aos pacientes com AR inativa, OA ou individuos saudaveis [18]. De forma
semelhante, Kong et al, demonstraram niveis de OPG no LS mais reduzidos na AR
em comparacdo com OA [27]. A OPG sinovial mais baixa pode refletir um efeito menos
protetor no 0sso, levando a destruicdo éssea mais precoce e mais pronunciada, como
a que ocorre na AR. A quantidade de RANKL em tecido sinovial € mais elevada em
individuos com AR ativa comparados a individuos com AR controlada e a individuos
com EpA e OA [18]. A razao RANKL/OPG é significativamente maior no tecido sinovial
reumatoide comparado a de outras artropatias inflamatérias crénicas, em especial
artrite reativa [28].

Encontramos correlagao positiva entre a contagem celular do LS com RANKL
e a razao RANKL/OPG na AR. De fato, o infiltrado articular de células inflamatorias é
maior na AR em atividade, comparada aos casos de doenga menos ativa ou as demais
artropatias cronicas [10]. A presenca de células no LS, como neutrdfilos, células B e
T, induzem a expressdo de RANKL, que estimula ativagao, proliferagdo e interagao

com células dendriticas, contribuindo para remodelagcdo 6ssea [29,30].
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Na analise dos 3 grupos em conjunto, encontramos correlacdo negativa da
PCR com OPG e correlagao positiva com RANKL, sugerindo o papel importante deste
marcador na fisiopatologia da inflamacdo sinovial. O denosumabe, anticorpo
monoclonal que se liga especificamente ao RANKL, inativando-o, foi avaliado em
pacientes com AR [31-33]. Hu et al, em metanalise com um total de 1758 pacientes,
mostraram que o denosumabe aumentou significativamente percentuais de DMO e
reduziu escore de danos radiograficos [34].

Nossos resultados mostram forte correlagdo positiva da razdo RANKL/OPG
com PCR nos pacientes com OA. Niveis elevados de RANKL sinovial foram
encontrados em individuos com OA, sendo mais altos naqueles com OA nodal erosiva
comparados a pacientes com OA nao erosiva, havendo correlacdo com nédulos de
Heberden e Bouchard, pontuacédo de Kellgren-Lawrence e com as alteracdes erosivas
encontradas na radiografia de maos [26]. Pilichou et al também demonstraram
correlacdo da razdéo RANKL/OPG com gravidade de doenca na OA primaria, porém
em dosagem sérica, ndo no LS [19].

Em relacdo a inflamacao sistémica, encontramos valores elevados e
semelhantes de PCR e VHS séricos entre os grupos. O grupo OA apresentou maiores
frequéncias de obesidade e diabetes mellitus. A obesidade em mulheres é uma
condicdo bem conhecida relacionada a elevacdo da PCR sérica devido a uma
inflamacao sistémica de baixo grau [35], resultando em valores acima de 1,0 mg/dL.
A inflamagao de baixo grau devida ao diabetes mellitus esta associada a elevagdes
séricas da PCR [36] e pode ter contribuido para nossos resultados. Em relagdo a VHS,
valores do grupo OA semelhantes aos de AR e EpA podem ser associados a
totalidade de mulheres desse grupo e a média de idade consideravelmente maior.
Sexo feminino e idade sao duas condicoes conhecidas por elevar a VHS [37]. Além
disso, devemos mencionar que incluimos pacientes com escore Kellgren-Lawrence |lI
ou IV e isso, a longo prazo, aumenta a chance de resultar em inflamacao sinovial
relevante [8].

Nos pacientes com EpA nao encontramos correlagdes entre RANKL, OPG e os
parametros clinicos e radiolégicos avaliados. A expressdao de OPG e RANKL foi
semelhante a dos pacientes com AR, apesar das diferengas marcantes entre o padréao
de acometimento ésseo, com extensa neoformacdo O0ssea na primeira e marcadas
erosOes 6sseas focais nesta ultima [38]. Essa semelhanca também foi observada por

Vandooren et al ao analisar tecido sinovial de pacientes com APs, outras EpA e AR
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[14]. Nossos dados sao concordantes com este estudo e podem sugerir que as
diferencas no padrao e extensao das erosdes dOsseas entre essas doencas nao se
relacionam com a expressao sinovial dessas proteinas. Estes resultados devem ser
analisados com cautela devido a heterogeneidade da amostra em ambos os estudos.

Dados relativos a EA sao conflitantes. Em 2019, Chen et al, em metanalise com
1592 pacientes e 1064 controles saudaveis, concluiram que os niveis séricos de OPG,
RANKL e razdo RANKL/OPG foram significativamente maiores que em controles
saudaveis [39]. Um subgrupo de pacientes com marcadores de atividade inflamatoria
(VHS e PCR) elevados, menor tempo de duracao de doenca e indice de atividade
de doenca elevada apresentou niveis séricos mais altos de OPG e RANKL. Os autores
concluiram que OPG, RANKL e razdo RANKL/OPG podem ser usados como
potenciais biomarcadores para atividade na EA [39].

Em nossa amostra, 59 dos 65 pacientes com doenca reumatica imunomediada
estavam em uso regular de MMCD, o que pode ter interferido em nossos resultados.
Em estudo com 50 pacientes com AR, Vassev et al avaliaram o efeito da terapia anti-
TNF em combinagdo com metotrexato na remodelacdo éssea e osteoclastogénese.
Apos 15 meses de tratamento, observaram reduc¢do dos marcadores de reabsorcao e
razao RANKL/OPG e aumento dos marcadores de formacao Gssea,
independentemente do tipo de anti-TNF utilizado [40]. A alta frequéncia de
tratamentos com bDMARDs (51%) em nossa coorte pode explicar a semelhanga nos
niveis de SF de OPG e RANKL que encontramos.

Nosso estudo tem algumas limitagées, como a nao avaliagdo concomitante dos
niveis séricos de RANKL e OPG. A heterogeneidade da amostra com relacdo ao
tempo de doenga e os diferentes tratamentos € outra limitagdo, uma vez que menos
de um terco dos pacientes com artropatia imunomediada apresentava doenga precoce

e menos de 10% eram virgens de tratamento.
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7 CONCLUSAO

Em conclusao, os niveis sinoviais de RANKL e OPG, bem como a relagao
RANKL/OPG, nao foram capazes de diferenciar os trés grupos de individuos com
artropatia crbénica estudados. Os niveis sinoviais da razdo RANKL/OPG mostraram
correlagcdo com a celularidade do LS em pacientes com AR e com PCR sérica em

pacientes com OA.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario Monte Alegre, fone: 36366-1000, Fax: 3633-1144
CEP: 14048-900, Ribeirdo Preto, Sao Paulo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: “Anélise de RANKL, OPG e RANKL/OPG no liquido sinovial de pacientes
com artropatias inflamatérias crénicas.”

Vocé estd sendo convidado a participar dessa pesquisa porque apresenta diagndstico
de artrite reumatoide, artrite psoridasica ou espondiloartrite. Elas sdo causadas por uma
alteracdo em seu proprio organismo (no sistema imunoldgico), que provoca inflamagdo em
suas juntas, gerando dor e inchacgo. Se ndo for tratada adequadamente, a doenga pode deixar
deformidades nas juntas. Para um melhor entendimento de como tratar a doenga, varias
pesquisas estdo em desenvolvimento e algumas delas realizam exames para avaliar a presenga
de algumas substancias no liquido das juntas. Entre essas substancias estda o RANK, RANKL e

OPG.

Caso aceite participar do estudo, iremos utilizar uma pequena quantidade do liquido
(2 mL) que serd colhido de sua junta, conforme indicacdo da equipe médica que o atendeu.
Para a coleta deste liquido uma agulha serd introduzida dentro de sua articulagdo, apds
limpeza da pele com antissépticos. Este procedimento, que foi indiciado como necessario pela
equipe médica da reumatologia, pode resultar em dor no local e, muito raramente, infecgdes
ou sangramentos e dura cerca de 10 minutos. Neste liquido avaliaremos a substancia relatada

acima.

Como utilizaremos o liquido que serd coletado de sua junta por necessidade para o
tratamento da sua doenca, vocé ndo sera submetido(a) a nenhum procedimento adicional. O
Unico risco a que vocé serda submetido ao participar da pesquisa é o de ter divulgadas
informacBes contidas no seu prontudrio, porém a equipe de pesquisa tomara todos os

cuidados para que as informagdes contidas em seu prontudrio ndo sejam acessadas por
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terceiros. Por outro lado, participar da pesquisa também ndo trara beneficios diretos para seu

tratamento.

Gostaria de enfatizar que vocé estda sendo CONVIDADO, e a participacdao na pesquisa é
completamente VOLUNTARIA. Vocé pode se negar a participar dessa pesquisa e isso n3o lhe
trara qualquer prejuizo para seu tratamento pela equipe de reumatologia. Ou seja, vocé
continuard com seu seguimento médico continuo e gratuito, independente da participacdo no
estudo. Os dados coletados serdo mantidos sob sigilo médico e serdo utilizados apenas para

fins de pesquisa.

O estudo serd feito no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, toda quarta-feira, em horario de funcionamento do
ambulatério (07h30min as 12h00min). Em caso de duvida, o contato podera ser feito com o
Dra. Thaise Oliveira Quaresma (médica assistente da disciplina de Reumatologia do Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto e realizador do estudo), neste mesmo endereco ou pelo telefone

(16) 98224-4568.

Um Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é composto por um grupo de pessoas que s30
responsaveis por supervisionarem pesquisas em seres humanos que estdo sendo feitas na
instituicdo e tem a funcdo de proteger e garantir os direitos, a seguranca e o bem-estar de
todos os participantes de pesquisa que se voluntariam a participar da mesma. O CEP do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto esta localizado no Subsolo

do Hospital e funciona das 08h00min as 17h00min. O telefone de contato é o (16) 3602-2228.

Caso vocé tenha sido devidamente orientado(a) quanto a proposta do estudo, como

serd a sua participacdo, bem como os riscos e beneficios, assine nas duas linhas abaixo:

”EU, ,

no dia / / , concordo voluntariamente em participar deste estudo, sabendo que

poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem qualquer penalidade ou
prejuizo no meu atendimento no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. Declaro ainda que
recebei uma via dia desse termo de consentimento devidamente assinada pelo pesquisador

responsavel.”
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Assinatura do paciente ou responsavel legal:

Nome do paciente ou responsdvel legal:

Data / /

Assinatura da testemunha:

Nome da testemunha:

Data / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo:

Nome do responsavel pelo estudo:

Data/ /

Se houver alguma dudvida quanto a parte ética do projeto, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa, localizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto Campus Universitario s/n Monte Alegre — Ribeirdo Preto, SP, telefone: (16)

3602-2228 ou pelo email: cep@hcrp.fmrp.usp.br


mailto:cep@hcrp.fmrp.usp.br
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Abstract

Introduction In chroric artrenpattues, there are seymeal machariums of joint destnuction. in mcent yers, studies
have repcnad the Implication of meeptoc acthator of ruclear facior kappo-3 iigand (RANKL) and osteoprotegerin
{0RG) in the process of activation and ciffeeentivtion of casteockysts, 3 key cell In the develnpment of bore =avon
The AANKLIOPG ratio ts cressed in the serum of patients with malignant dissasess and itic bone disase, 2t well 23
rheamnataid arthrits (FAL The chjertive of this study was %5 measuee and compare the concentrations of OPG and
RANKL in the symovial fluld (5F) of patients with rheamatold arthritts, spendyloarthntts (SpA) and osssarthtis (0A)
Mathods This was an obaervaticnal and ccss-sacticoal stugy with 83 patlents, 33 with RA, 32 with Sph and 18 with
OA fcliowsd wup gularly in the putpatient clings of the Sreuratclogy Depactrent of the Cinics Hospital of the
Rbeirdo Preto Madical SchootSP Al patients wes assessed for indications far arthrocenteds by the atisnding st
tiars 2t the tme of SF colection 2nd wae evabated for demographic weelibles 2nd medication use. Diwease actity
was anzssad in rdvicuals with FA and SpA. The quentification of 3F OPG anc RANKL keveds wars performed by HSA
and the roendations of the resubs with ciinicy, boeatory and radiological parametars were astesed.

Rasults W found mo statisocally sgrdficant dfiemnce i the RANKL and ORG leve's among the groups Patients
with flA showed 3 peattive comelaben betwaen the 5F cell count and RANKL leved (7 = 0.55; p <005} ang the HANKL/
ORG ratis i = 01.55; p< COS). Patients with OA showed a strong comelation between C-imactive pratein (P9 2od the
RANKLIORG rata {7 = 022, p <003}, There was no conekition betwesn the OPG and TANKL kel and markers of
vaammaary aciivity ar the divease activity Indexin patlents with RAor SpA.

Condlusion Witkin this patient cobeet, the AANKL/ORG ravo was conrebited with the 5 cefl count in patients with
BA anc withs senam (P10 patients with 8, which may sogoest a relatierahip with actve rfammation and mone
destrucitve joint dhee
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