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Resumo

Introdugdo: A Artrite Reumatdide (AR) é a mais comum das doengas reumaticas
autoimunes. Caracteriza-se por uma inflamacéo sinovial cronica que conduz a uma
destruicdo articular/6ssea, tendo, também, repercussdes extra-articulares, associadas a
elevada morbilidade e mortalidade. O tratamento dirigido para bloquear a doenca nas
suas fases iniciais tem evoluido significativamente; no entanto, continuam a existir
doentes ndo tratados convenientemente e que mantém actividade de doenga destrutiva
grave. A descoberta de uma nova linhagem de células que produzem preferencialmente
IL-17, as Th17, trouxe novas expectativas promissoras quanto a regulacdo do sistema
imune, sendo objecto de estudo actual.

Objectivo: Pretendia-se efectuar um estudo follow-up da frequéncia das células Th17 em
3 fases, de modo a verificar se 0 niumero destas células se altera em resposta a
terapéutica instituida e se é ou ndo transversal nos varios estadios da doenca em cada

caso individual.

Material e Métodos: Colheita de sangue periférico de 20 doentes em 3 fases, antes de
iniciar o tratamento com novo DMARD, ao primeiro més e apés trés meses, para analise
por citometria de fluxo da frequéncia de Th17. Recolha de dados laboratoriais analiticos a
partir da consulta do processo clinico electronico, na aplicacdo informética Sistema de

Apoio ao Médico®, e registo em Microsoft Office Excell 2007 para posterior comparagao.

Resultados: Dada a impossibilidade de realizar o estudo em tempo Uutil, efectua-se uma
revisdo dos conhecimentos actuais que apoiam e validam o proposto. O exposto, é uma
sistematizacdo do state-of-art actual acerca da patogenia subjacente a AR, tendo como
base a participacdo das Thl7 e IL-17 nos mecanismos da inflamacdo na VERA e a

necessidade de novas terapéuticas dirigidas para esse estadio.

Concluséo: A confirmacédo da participacdo e das funcdes pro-inflamatérias com caracter
destrutivo das Thl7 e II-17 na VERA contribui para a ideia de as tornar alvos
terapéuticos. Mais esclarecimentos relativamente a patogenia e interaccdo entre 0s
elementos envolvidos na inflamacéo serdo necessérios para se chegar a uma melhor
estratégia de abordagem e para atingir a remissao da doenca. A meta é tratar o mais
precocemente possivel, mas ha ainda limita¢des, tanto no desenvolvimento de farmacos
como nos custos, que tornam a AR mais uma doenca de dilema médico dos dias de hoje,

no qual tratamento efectivo ndo é acessivel a todos os que podem beneficiar dele.

Palavras-Chave: Artrite Reumatoéide; VERA; Células Th17; Interleucina 17; DMARDSs;




Abstract

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is the most common autoimmune rheumatic
disease. It is characterized by chronic synovial inflammation that leads to joint/bone
destruction, and has also systemic effects, associated with high morbidity and
mortality. The treatment aimed to block the disease in its early stages has evolved
significantly; however, there are still patients not adequately treated that maintain severe
destructive disease activity. The discovery of a new lineage of cells that electively produce
IL-17 - the Thl7 cells - has brought new expectations about the immune system
regulation, being the subject of current studies.

Objective: The aim was to make a follow-up study of the frequency of Th17 cells in three
phases in order to verify if the numbers of these cells change in response to therapeutic
regimens and whether or not there’s a variation of the account across the various stages

of the disease in each case.

Methods: Collection of peripheral blood from 20 patients in three phases - before starting
treatment with a new DMARD, the first month and after three months - to analyze the
frequency of Th1l7 by flow cytometry. Gather of laboratory analytical data from the
electronic clinical process, the SAM software application, and register in Microsoft Office

Excel 2007 for comparison.

Results: Given the inability to conduct the study in time, it was carried out a review of the
current knowledge that supports and validates the proposed work. The exposed is a
systematic view of the actual state-of-art of the underlying pathogenesis of RA, based on
the participation of Th17 and IL-17 in the mechanisms of inflammation in VERA and the
need for new therapies targeted to that stage.

Conclusion: The evidence of participation and of the pro-inflammatory functions of Th17
and 1I-17 in VERA contributes to the idea of making them targets for treatment. More
elucidation is needed regarding the pathogenesis and interaction between the elements
involved in the inflammation to reach the best approach and strategy to achieve remission
of the disease. The goal is to treat as early as possible, but there are still limitations not
only in drug development but also in their costs. This makes RA one more disease of the
medical dilemma of today, where effective treatment is not accessible to all who

can benefit from it.

Keywords: Rheumatoid arthritis; VERA; TH17 cells, Interleukin 17; DMARDS;
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Células Th17 e Interleucina 17 em Doentes com Artrite Reumatoide: Um novo alvo de tratamento?

Introducéo

A AR é uma doenca inflamatéria sistémica, autoimune e de etiologia desconhecida, que
acomete preferencialmente a membrana sinovial de pequenas articulagbes (das méaos e
pés), com subsequente destruicdo articular e podendo provocar erosdes cartilagineas e
Osseas. Afecta aproximadamente 1% da populacdo no mundo, com uma variagdo entre
0,3 a 1,5% dependendo da &area geografica onde o estudo populacional foi realizado ™.,
Em Portugal, estima-se uma prevaléncia de 0,36%, a semelhanga de outros paises
mediterranicos, como a Grécia e Espanha, com valores entre os 0,3% e o0s 0,5% 6l Ha
evidéncias de um aumento da incidéncia nos dltimos anos, sendo o género feminino trés

vezes mais atingido que o masculino, com um pico entre os 35-45 anos ",

Varios factores etiologicos podem estar envolvidos na AR, sem que nenhum seja
prevalente e responsavel Unico pela patologia; é proposto que em individuos
geneticamente predispostos, factores ambientais especificos possam activar reacgoes
imunes potencialmente patogénicas, incluindo a formacdo de anticorpos. Anos mais
tarde, eventos adicionais, como traumatismos ou infec¢bes, podem contribuir para o
despoletar da doenca, dirigindo reac¢gBes imunes contra as articulagbes. Ao mesmo
tempo, factores socioeconémicos, psicolégicos e o préprio estilo de vida (como o
consumo de tabaco) podem influenciar a evolugdo mais ou menos insidiosa e o

prognostico da doenca 2,

A manifestacdo clinica pivot € a de uma sinovite poliarticular, bilateral e simétrica,
associada a dor, tumefac¢éo (decorrente do edema e espessamento da sinovial) e rigidez
articular. No entanto, a natureza cronica, autoimune e debilitante da patologia pode
perturbar praticamente qualquer 6rgdo ou sistema, do cardiovascular ao nervoso,
atingindo pele, pulméo, olho, rim (entre outros). Assim, doentes com AR estabelecida
podem ndo s6 apresentar um compromisso irreversivel da sua capacidade funcional, com
limitacbes nas actividades sociais, de lazer e profissionais, como também ter graves

15,9136 para o

comorbilidades, com reducéo da qualidade e esperanca média de vida !
evitar, € essencial uma intervencao precoce e apropriada nas fases iniciais da doenca —

na AR muito inicial ou muito precoce (VERA — Very Early Rheumatoid Arthritis).

O conceito de VERA surge com a evolugdo nos conhecimentos da fisiopatogenia e da
divisdo do ‘ciclo de vida’ da AR em fases. E definido como as primeiras 6-12 semanas de

sintomatologia, um periodo critico de janela de oportunidade terapéutica na qual a
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Células Th17 e Interleucina 17 em Doentes com Artrite Reumatoide: Um novo alvo de tratamento?

intervencdo adequada podera modificar o curso da doenca, com melhoria do prognéstico
(1617 Contudo, esta definicdo n&o é linear: Dixon e Symmons, através do Registo de
Artrite de Norfolk (NOAR) ™ abordaram o curso da doenca, sugerindo que, em vez do
conceito de AR inicial, dever-se-ia considerar o doente como tendo artrite inflamatoria
indiferenciada *°. Outros estudos chegaram a conclusdes semelhantes, constatando que,
dos doentes com artrite de curta duracdo, apenas cerca de um terco desenvolviam AR;
entre os restantes, alguns tinham resolucdo espontanea do quadro e outros conservavam

a forma indiferenciada ou desenvolviam outra patologia reumatolégica 2%,

Assim, a dificuldade prendia-se com o reconhecimento e diagndstico de VERA,
principalmente pelo uso dos Critérios de Classificagdo da AR de 1987 da American

College of Rheumatology (ACR) .

Em vez de critérios direccionados para a
identificacdo de uma doenca estabelecida, era fundamental determinar marcadores
clinicos, serolégicos ou genéticos que permitissem verificar quais os doentes que
evoluiriam para AR e que precisariam de terapia apropriada, mais ou menos agressiva,
para diminuir a probabilidade de desenvolver doenca persistente ou lesdes erosivas 2.
Em Abril de 2010, num estudo colaborativo entre ACR e a European League Against
Rheumatism (EULAR), Aletaha D et al propdem uma nova classificacdo para a AR, que
se baseia em seis critérios. Dois sdo considerados essenciais: evidéncia de sinovite em
pelo menos uma articulacdo e inexisténcia de uma etiologia especifica para a mesma.
Aos restantes critérios (1.forma e extensao do atingimento articular; 2. serologia - factor
reumatoéide (FR) e anticorpo antipéptido citrulinado (ACPA); 3. parametros de fase aguda-
velocidade de sedimentacdo globular (ESR) e proteina C reactiva (CRP); 4. duracéo da
sinovite) é atribuida uma pontuacéo. O diagnéstico da doenca devera ser efectuado com
uma contagem igual ou superior a 6 (nos possiveis 10 pontos). Sdo incluidos neste
diagnostico todos os doentes que tiverem erosfes radiograficas, tipicas da AR, com
histdria clinica consistente e aqueles que tiverem doenca (mesmo que inactiva) que no

passado tenha completado os critérios estipulados #°.
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Score

Target population (Who should be tested?): Patients who
1) have at least 1 joint with definite clinical synovitis {swelling)
2) with the synovitis not better explained by another diseaset
Classification criteria for RA (score-based algorithm: add score of categories A-D;
a score of 26/10 is needed for classification of a patient as having definite RA)
A. Joint involvement
1 large joint
2—10 large joints
1—3 small joints {with or without involvement of large joints)
4 —10 small joints (with or without involvement of large joints)
=10 joints (at least 1 small joint)
B. Serology (at least 1 test result is needed for classification)
Megative RF and negative ACPA
Low-pasitive RF ar low-positive ACPA
High-positive RF or high-positive ACPA 3
C. Acute-phase reactants (at least 1 test result is needed for classification)
Mormal CRP and normal ESR 0 0
Abnormal CRP or normal ESR 1 1
D. Duration of symptoms
< b weeks 0
26 weeks 1

N 2 R = O

B O

Tabela 3 — Critérios de Classificagdo da ACR/EULAR para a AR (2010)

ACPA - anticorpo antipéptido citrulinado; CRP — proteina C reactiva; ESR — velocidade sedimentag&o globular®®

Praticamente em simultineo com a publicacdo dos novos critérios de classificagéao,
Smolen JS et al. sugerem as Recomendagfes da EULAR para o Controlo da AR com
disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDS) bioldgicos e sintéticos %, Nesta esta
presente a metodologia a ser seguida na abordagem da doenca, tanto inicial como
estabelecida, com informacgéo para reumatologistas, doentes e agéncias de seguranca
social e de reembolso. Apesar de se constatar 0os avancos terapéuticos conseguidos
nesta ultima década, admite-se a necessidade de investigacdes futuras para direccionar
o tratamento de modo mais selectivo e estabelecer o melhor agente (ou combinacdo de
agentes) para determinado doente, com base no seu fenotipo e nos factores de risco

modificaveis que possa apresentar 727,
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A Interleucina-17 (IL-17) e o seu receptor, IL-17R, foram descobertos em meados da
década de 90. Constatou-se que é uma citocina pro-inflamatéria produzida por células T
e com capacidade de promover a activacao e maturacado de neutréfilos, o que conduziu a
uma associacdo imediata a AR. Com avanc¢o nas investigacdes, concluiu-se que nao era
Unica: fazia parte de uma familia de citocinas (que inclui IL-17A a F), de sequéncia

diferente mas com efeitos semelhantes 229

. Apesar do conhecimento da existéncia
desta familia ha alguns anos, apenas em 2005/6 foram identificadas as células
produtoras, as T helper 17 (Th17). Sdo uma linhagem de células T CD4+, diferentes das
ja estudadas e conhecidas T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2), com uma contribuicdo
major na patogenia de varias doeng¢as autoimunes (da AR a Psoriase, Doenca de Crohn,
Esclerose Multipla) %33, Além da producéo de citocinas (IL-17A, IL-22, factor de necrose
tumoral a(TNF-a), IL-6), estdo, também, envolvidas nas interac¢Bes entre células através
da expressdo do Receptor Activator of Nuclear Factor kB Ligand (RANKL) e no
recrutamento e sobrevivéncia de neutréfilos B4, Contudo, a sua contribuicdo e efeito no

inicio a ao longo da evolucdo da AR n&o estdo completamente esclarecidos .

O tratamento direccionado para citocinas inflamatérias com os mais variados inibidores
(como os anticorpos monoclonais contra TNF ou o receptor celular de IL-6) permitiram
extrapolar a possibilidade de inibir a actividade de IL-17 nos estadios precoces da AR, de

modo a evitar a sua evolugéo.

Para aprofundar o conhecimento nesta area e melhor entender a progressdo da doenca
com o tempo, procurou-se estudar a frequéncia de células Th17 no sangue periférico de
doentes com AR que tivessem iniciado uma nova terapia com DMARDSs biolégicos ou nao
biolégicos (Vde Material e Métodos e Anexos) - Anasar do esforgco para continuar o estudo, os prazos
estabelecidos para iniciar e efectuar o follow-up ndo foram cumpridos devido a atrasos na
obtencdo de todas as autorizacdes necessarias, tendo sido o autor obrigado a adia-lo
para uma futura investigacdo. Por isso, efectua-se a revisdo de artigos publicados em
revistas referidas no Index Medicus utilizando para tal os motores de busca PUBMED e
MEDLINE OVID, com as Palavras-chave: a) “Rheumatoid arthritis” b) “VERA” c) “Th17” d)
‘IL7” e) “DMARDs”. Foram incluidos todos os tipos de artigos, publicados até 2011,
referentes a epidemiologia, fisiopatologia, clinica, diagnostico e tratamento da AR, assim
como aqueles referentes as células Thl7 e a IL-17, nomeadamente, a diferenciacéo,
producdo de citocinas, funcéo e interaccdo na AR e a terapéutica dirigida. Foi procurado
obter informacao relativa ao nosso pais através do site da Sociedade Portuguesa de
Reumatologia (http://www.spreumatologia.pt/), com consulta da Acta Reumatoldgica

Portuguesa.
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Objectivos

O estudo follow-up descritivo proposto procurava:

o Estudar a frequéncia de células Thl7 em 3 fases: antes do inicio terapéutico,
ap6s um més e apos trés meses;

o Verificar se a frequéncia das células Thl7 se altera em resposta a terapéutica
instituida;

o Verificar se a frequéncia das células Thl7 é ou ndo transversal nos varios
estadios da doenca em cada caso isolado e correlaciona-la com a actividade da
mesma, expressa através da 28-joint count Disease Activity Score - DAS28.

Pretende-se efectuar uma sistematizagdo da etiopatogenia da AR inicial com base na
participacdo das células Thl7 e IL17 nos mecanismos de inflamacéo, apresentar a
metodologia de tratamento da doenca e reforcar a necessidade de novas terapéuticas
dirigidas para um estadio precoce.
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Material e Métodos

Doentes e Amostras Colheitas de sangue periférico seriam efectuadas em 20 doentes
com AR, que estivessem para iniciar uma nova terapéutica com um DMARD, biolégico ou
nado biolégico. Estes doentes provavelmente teriam diferente actividade da doenca entre
si, definida pelo valor de DAS28, avaliado durante cada consulta. O acompanhamento
seria efectuado em simultdneo as consultas do 1° e do 3° més pds-terapia, com
prescricdo de novas colheitas de sangue em cada uma destas. Para comparacao, seriam
utilizadas amostras 20 dadores saudaveis como controlos. O estudo foi aprovado por
parte do Gabinete Coordenador de Investigacdo/Departamento de Ensino Formacéo e
Investigacdo e pela Comisséo de Etica para a Satde (N/REF.2 262/10 (175-DEF1/239-
CES)). Todos os patrticipantess seriam informados correctamente do estudo através do
consentimento informado ©™° Y com garantia da seguranca do material colhido, do
armazenamento e da confidencialidade dos dados. N&o existe qualquer risco ou despesa
para os participantes.

Follow-up analitico As colheitas de sangue efectuadas nos trés tempos - inicio, 1°més,
3°més - seriam destinadas a realizacdo de analises de rotina da Artrite (incluindo RCP,
ESR, FR e ACPA) e a avaliagdo da frequéncia de células Thl7. Esta ultima requer uma
colheita especifica para o estudo, ou seja, que nao € rotina de doentes com Artrite, e
inclui 1 tubo de Hemograma (3 ml por tubo). A sua quantificacdo é efectuada num
citbmetro de fluxo Epick XL Coulter (de acordo com instru¢des do fabricante) apdés um
protocolo de activacdo, fixacdo e permeabilizacéo celular @3,

Dados Os dados analiticos e clinicos necessarios serdo recolhidos com a consulta do
processo electrénico dos participantes, através do sistema informatico de Sistema de
Apoio ao Médico®. Seriam registados a nivel do Microsoft Excel 2007 para posterior

analise e descricao.
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Resultados/Desenvolvimento

FEWl nflamacéo articular na AR: células Th17 e producéo de citocinas

A maioria dos elementos imunolégicos tem um papel fundamental no inicio, evolugéo e
manutencdo do processo autoimune da AR, sob um mecanismo complexo e nao
totalmente esclarecido. O defeito na regulacdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatérias, com producdo excessiva da primeira, € fundamental no processo de
inflamac&o que conduz a destruicéo articular ¥°%”, A figura 1 é um modelo esquematico
do processo imunolégico subjacente a AR.
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Figura 6 - Processo imunolégico na articulagédo com artrite

Parte superior: inflamagcao articular; parte inferior: destruicao articular’®

Células B produtoras de anticorpos (FR, ACPA) podem ter, também, actividade de
células apresentadoras de antigénios (APCs, assim como 0s macréfagos e células
dendriticas). Estas comunicam com receptores das células T e a sua activacdo ocorre
apenas se estiver na presenca de sinais co-estimuladores mediados através da familia de
receptores CD28-B7. Posteriormente, estas células T podem activar macréfagos e outras

células, como fibroblastos sinoviais, responsaveis pela producdo de varias citocinas pro-
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inflamatérias, o TNF-a, IL-1, IL-6. Estas citocinas criam um ambiente que induz a

diferenciacdo de células T em diferentes fenétipos, como as células TH17 B238

e
perpetuam a inflamacgédo, com aumento da expressdo de moléculas de adesao celular e

hiper-producéo de factores de crescimento e outras moléculas efectoras .,

4.1.1. Expresséo da citocina IL-17

Nestes Ultimos anos, evidéncias mostram que as citocinas da familia da IL-17 (em
particular a IL-17A) tém um papel preponderante na patogenia da AR. A IL-17A é a
signature citokyne das células Th1l7, mas também é produzida noutros tipos celulares

39,40

(neutrdfilos, células Natural Killer (NK), entre outras), 39401 A Tabela 2, faz uma breve

referéncia & sua actividade nos Humanos em diferentes situagdes .

Human studies

[L-17 expression

IL-17 1n
mflammation

IL-17 in early
arthritis

IL-17 in
established
arthritis

[L-17 and
mierplay with
TNF and 1L-1

[L-17 in bone
damage

[L-17 in cartilage
damage

I'h17

Spontancously produced by RA synovium/synovial fluid

IL-17 stimulates 1L-6 and 1L-8 in fibroblast, endothehal and
epithelial cells

[L-17 stimulates TNE, [L-1 in macrophages

IL-17 stmulates GM-CSF, PGE2 in synoviocyles

Distinet but transient synowvial fluid cytokine profile,
mcluding IL-17

IL-17 and TNF most pronounced with shorter disease
duration

Synovial expression of 1L-17, IL-1, TNF, IL-10

IL-1 more pronounced with longer disease duration
[FN-v protective

Enhances [L-1 mediated [L-6 in RA synoviocytes as well
as TNF-induced synthesis of 1L-1, 1L-6, IL-8

IL-17 synergize with IL-1, TNF

IL-17 mduces RANKL m cultures of osteoblasts

Synergy between [L-17 and TNFE

IL-17 induces NO
and chondrocytes
Synergy between [L-17 and TNFE

metalloproteinases in synoviocyles

IL-17-producing cells in the synovium of RA patients
(Th(¥Th1 but not Th2)

Tabela 4 — Resumo do papel de IL-17A em estudos Humanos de artrite®®
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A presenca sustentada da IL-17 é um dos mecanismos que conduz a destruicdo

cartilaginea e 6ssea, podendo estas células patrticipar:

1. Na producgéo de outras citocinas/quimiocinas (que promovem e recrutam outras
células inflamatérias); de enzimas por neutrdfilos (B-glucuronidase, elastase); na
secrecao de metaloproteinases da matriz (MMPSs) por macréfagos e sinoviécitos; e
no aumento de prostaglandina-2 (PGE-2): que contribuem para a degradacéo de

proteinas estruturais da matriz extracelular da cartilagem B%:

2. No recrutamento e migracdo de mondcitos e de fibroblastos semelhantes a
sinoviocitos (FLS), com proliferacéo local dos mesmos, o que provoca a formacéo
de uma membrana hiperplastica com capacidade de invasdo de tecidos,

designada pannus “Z;

3. Na inducdo de neoangiogénese através da producdo de factor de crescimento

endotelial vascular (VEGF) e outros factores angiogénicos por FLSs 3,

4. Na diferenciacdo e activacdo de osteoclastos através do eixo
RANKL/RANK/Osteoprotegina (OPG), no qual uma desregulagdo conduz a um
predominio de RANKL em detrimento de OPG e activacdo de RANK (figura 1)
93744 " Os mecanismos tém um alvo preferencial, cartlagem ou 0sso, como foi

demonstrado por Cohen et al num estudo com inibidor selectivo de RANKL, no

qgual foram prevenidas erosdes 6sseas mas nao inflamag¢do ou diminuicdo do

espaco articular %,

O interesse nesta citocina cresceu gracas aos modelos animais, que demonstraram que
auséncia/bloqueio da IL-17 parecia suprimir a indugdo e diminuir a progressdo da
doencga. De facto, verificou-se que niveis mais elevados de IL-17 e TNF-a, presentes no
soro e sinovial de doentes com VERA, prognosticam uma pior progressdo e dano
articular, ao contrario da presenca de interferdo y (IFN-y), que prenuncia proteccédo de

uma progressdo deletéria 1648

. Estes achados e a evidéncia da presenca de células
Th17 nas fases descritas, déo pistas sobre como mecanismos de estimulacdo de células

T in situ podem iniciar a inflamag&o crénica na sinovial da AR.

Em concordancia, uma recente revisdo de Ferraccioli e Zizzo ¥, defende o envolvimento
das células Th1l7 na evolucdo de uma inflamacéo base, inicial, mediada por imunidade
inata, para a inflamacgé&o cronica, auto-imune e dificiimente reversivel da AR. Um exemplo

para tal associacdo é a relacdo entre Thl7/IL-17 e FLS, acima referida. Esta pode

representar 0 mecanismo de base para a cronicidade da doenca, jA que ocorre uma
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constante activacao reciproca entre estas células: é a producéo de citocinas pelas Th17
que promove a “transformacdo” de FLS e a sua conversdo no fendtipo destrutivo
presente na AR — pannocytes, de pannus 4. Estas Gltimas, por sua vez, expressam
proteinas oncogénicas sinalizadoras que conduzem a producdo descontrolada de IL-6 e
IL-15 (expresso na forma ligada a superficie da membrana de FLS da AR), recentemente
relacionado a areas de grande acumulacdo e activacdo de células T CD4+, como a

medula éssea justa-articular .

4.1.2. Diferenciagéo das Th17

Desde h& varios anos sao propostos modelos nos quais células T helper CD4+ séo
modeladas e diferenciam-se consoante o ambiente de citocinas presente [F7495
Resumindo, havia evidéncias da existéncia de dois subtipos de células T, as Thl ou Th2
(derivadas da reaccdo a sinais 1-12 e IFN-y ou IL-4, respectivamente), que, no entanto,
ndo explicavam a patogenia de algumas doencgas. Infante-Duarte et al, efectuaram um
estudo de estimulagdo de APCs com lipopeptideos da Borrelia burgdoferi e células T, no
gual ocorreu a secrecao de IL-17 e TNF-a, associados a pior prognostico, mas nao IFN-y
ou IL-4, concluindo que um outro fenétipo de células seria responsavel pelo mecanismo

imune B4,

Foi este o impulso para a procura da nova linhagem e ap0s o avanco nas investigacoes,
a descoberta de IL-23 e 0 uso de modelos animais, as tentativas de diferenciacdo deste
grupo de células com diferentes citocinas e as varias controvérsias relativamente ao seu
desenvolvimento e activagdo, chegou-se a conclusdes essenciais para a compreensao
do seu funcionamento, resumidas por Ghilardi e Ouyang num artigo de revisdo de 2007
52 De forma sintética, a figura 2 propde o mecanismo de diferenciacéo de células Th17
em ratinhos, que parece ter algumas diferencas comparada com a humana . Células T
CD4+ indiferenciadas responderiam a citocinas promotoras como IL-1B, IL-6, IL-21 e
doses baixas de transforming growth factor 8 (TGF-B) ¢, activando o sinal transdutor e
activador da transcricdo 3 (STAT-3). Este, por sua vez, induz a producdo de interferon
regulatory factor 4 (IRF-4), related orphan receptor C (RORC — ortélogo de RORyt de
ratos), receptor da interleucina 23 (IL-23R) e IL-21. A expressao do IL-23R nesta fase
permite a accdo com IL-23, essencial a patogenia e expansao das Thl7, e explica o
porqué desta citocina néo agir na diferenciacéo das células T naive ¥4, A producéo de IL-
21 permite um feedback positivo autécrino que, através da promocdo da activacao de

STAT3 e da expressdo de RORC, reforca a diferenciagdo de mais células Thl7 e
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estabiliza a presenca deste fendtipo. Pode, também, ter um papel preponderante ao
contrariar a supressao por células T reguladoras (Treg), o que leva a alteracdo do
equilibrio TCD4+/Treg 249465253 Outras citocinas proinflamatérias séo produzidas, como
0 TNF-a e a IL-22, indutor de quimiocinas, proteinas de fase aguda como RCP,
defensinas, hiperplasia, que pode promover ou limitar a inflamac&o dependendo do tipo

de tecido onde actua.

IL-17
IL-17F
IL-21
(IL-22)

@ IL-1B, TNFa, STAT-4 {for IL-17 production)

. IFN=y, IL-2, IL-4, IL-13, IL-27, IL-25, STAT1, STAT5, retincic acid

Figura 7 -Modelo de mecanismo de diferenciagéo das células Th17%

No individuo saudavel, as respostas inflamatérias tém de ser cuidadosamente
balanceadas para evitar consequéncias deletérias. Como tal, ha varias citocinas que
contrariam o efeito das acima referidas, inibindo a diferenciacdo destas células ®*. Sao
exemplo disso, citocinas produzidas por células Thl e Th2, o IFN-y e a IL-4; a IL-2 e IL-
25 que diminuem a actividade; a IL-10, produzida pelas préprias Th1l7, com um efeito
imunoregulador negativo nas células produtoras e que aumenta as células Treg no

sangue e na sinovial articular B3 e a IL-27 que, através do STAT1l e de forma

7

independente de outras células, é provavelmente o supressor mais potente da

diferenciacado de células Th17 1,

Actualmente procura-se verificar até que ponto este mecanismo ocorre na VERA, como
se exprimem as células Thl7 e se podem ou nado ter um papel na transicdo da fase
aguda da inflamacdo para uma fase cronica. Ou seja, pretende-se averiguar se as
citocinas que induzem a activacao, proliferacédo e actividade das Th17 estéo ja presentes
no ambiente inicial da inlffamacéo, e qual € a diferenca de expressao de citocinas entre as

fases iniciais e a AR estabelecida.
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Cascdo et al estudaram a rede de citocinas responsavel pela activacao de neutroéfilos e
Th17 em doentes com AR inicial ndo tratada . Os resultados evidenciaram que os niveis
de IL-17 estdo aumentados em doentes com VERA em comparacdo com controlos,
mostrando apenas um pequeno aumento naqueles com AR estabelecida. Tal observacéo
esta de acordo com o estudo de Kokkonen et al *”: a concentracédo de IL-17 atinge o seu
maximo em “pré-doentes”, 3 anos antes da AR estabelecida. O mesmo ocorre com IL-1j3,
IL-6 e IL-22, cujos niveis eram mais elevados na VERA, em comparag¢do com controlos.
A IL-6 mantinha-se elevada em todos os grupos de doentes, enquanto a IL-1B estava
aumentada s6 na VERA e a IL-22 na VERA e na AR estabelecida (figura 3). Em
contraste, ndo foram encontradas diferengcas nos niveis de citocinas promotoras da
diferenciagdo de Thl e Th2 nos diferentes estadios de individuos com patologia. Assim,
concluiram que o padrdo de citocinas na VERA (IL-1B, IL-6) favorece a diferenciacéo de
células Thl7, que por sua vez secretam IL-17 e IL-22, que tém funcdo na patogenia de

doencgas autoimunes.

; p<0.0001

10000+ p=0.023 1600 : 0,008 :
p=0.026
= | P=0.0002
1000+ L] B
L] = u L ]
0' 4k L] E 100 L] :
100{ o0 8
* . = = bt [ 3
L] - | [ ]
——— L] = 104 - *
. * a
10 ~ - L - # &
s e = = L™ aty h
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| p=0.0016
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p=0.004
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= e L
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Figura 8- Citocinas relacionadas com a diferencicdo em Th17 estdo aumentadas no sangue periférico de doentes com
VERA e no liquido sinovial de doentes com AR estabelecida’

Um outro assunto de particular interesse e por vezes esquecido € a plasticidade entre
linhagem de células Th. A diferenciacdo para fenétipos especificos Th1/Th2/Th17/Treg

ndo é fixa, ou seja, pode ocorrer interconversdo entre estes subtipos de células

58]

consoante 0 ambiente inflamatério * Nistala et al, num estudo pormenorizado da
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plasticidade de células T ¥, analisaram directamente as propriedades de transcricdo, a
funcdo e caracteristicas clonais das Thl7 e a sua possivel conversdo em células que
expressem um fenétipo intermediario Th17/Thl (produtoras de IL-17 e IFN-y) ou mesmo
Thl. Concluem que as células Th1l7 realmente tém plasticidade num microambiente de
citocinas favoravel, nomeadamente com a presenca de IL-12, e que expressam factores
de transcricdo (mais especificamente, RORC2) comuns a ambos os fenétipos Thl7 vs
Th17/Thl. O mesmo nado parece acontecer com as Thl, que mantém o seu fendtipo
mesmo com variagdes de citocinas. No local de inflamacéo, Th1l7 e Th17/1 estéo restritas
a populacao com receptor quimiocinas tipo 6 (CCR6+), o que pode reflectir o papel do
seu ligando, chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20), como essencial ao recrutamento
de mais Th17. Por fim, constatam a possivel identificacdo de células Thl com ancestral
Th17 através do cluster of differentiation 161 (CD161), ou seja, a populagéo de células
Th1l CD161+ encontrada no local de inflamacdo pode resultar da plasticidade das Th17.
Se se confirmar que este processo de conversao ocorre e esta acelerado na AR, pode-se
explicar a concentracdo elevada de células Thl, e ndo Th17, no liquido sinovial da AR
estabelecida.

S&o estes estudos e outros semelhantes que apoiam o facto de um tratamento bioldgico
direccionado para a linhagem de Th17 poder conduzir ao controlo precoce da doenca
numa parte dos doentes afectados, ja que provam que a sua frequéncia é mais elevada
em fases iniciais da AR, demonstram o seu papel na patogenia e na gravidade da
doenca, com evolugdo para cronicidade, e ainda reflectem sobre a possibilidade de estas
células serem a base de outras presentes em fases mais avancadas da patogenia e

responsaveis pela erosao grave e debilitante na AR estabelecida.
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Tratamento da Artrite Reumatéide
4.2.1. Breve Introducao

O tratamento Optimo da AR é multifacetado e multidisciplinar, requer a integracdo de
medidas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas: uso de DMARDs, anti-inflamatérios néo
esterdides (AINEs), analgésicos, glucocorticdides, imunomoduladores, terapia
ocupacional e exercicio fisico, aconselhamento psicolégico e, em dultima instancia, a

intervencao cirrgica 2%,

Nesta Ultima década, o uso optimizado DMARDs, nomeadamente metrotexato, e a
disponibilidade de novos agentes bioldgicos, particularmente os direccionados contra
TNF-a, II-1R e IL-6R, permitiram um maior sucesso no tratamento e aumentaram a
oportunidade de progredir para novas estratégias de controlo da AR, com o objectivo de
chegar a sua remisséo clinica ou, se esta ndo for alcangavel, uma baixa actividade de
doenca 32526395961 Egtag estratégias incluem a referéncia e instituicdo precoce de
DMARDs e o controlo apertado através de medidas da actividade da doenca (DAS28, o
index de actividade da doenca simplificado (SDAI) e o indice de actividade clinica da
doenca (CDAI), health assessment questionnaire — HAQ,?), com mudanca do
tratamento farmacol6gico quando apropriado. Por isso, inverteu-se a ideologia “start low,
go slow” da piramide de abordagem da AR e o tratamento com DMARDs passa a ser
iniciado ao efectuar o diagnéstico (Figura 4). Assim que niveis prolongados e satisfatérios
de controlo da doenca sejam atingidos, as doses farmacologicas podem ser

cuidadosamente reduzidas até ao nivel minimo necessario para manter essas condicées
[65]
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Figura 9 — PirAmide de abordagem invertida no tratamento da AR
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E nesta sequéncia que, em 2010, foram criadas as 15 recomendacdes da EULAR 29,
sujeitas a avaliacdo econdmica para verificar o seu balanco custo/efectividade. Com base

nestas, elaboraram um algoritmo de abordagem da AR, representado na figura 5.

Phase |
No contraindication for methotrexate Clinical diagnosis Contraindication for methotrexate
of rheumatoid
Combine with Start leflunomide,
Start methotrexate + ‘h°""t:"‘}‘ low or intramuscular gold or
sulfasalazine
Fallure phase I: Achieve target*
go to phase || <— No | 4~ within3-6 months [ | Yes |—p| Continue

e [

Prognostically unfavourable

Prognostically unfavourable
Failure or lack of o 2

factors present andlor factors absent
such as RF/ACPA, esp. at high levels; toxicity in phase |
very high disease activity;

sarly joint damage

Add a biological drug Achieve target*
(especialty a TNFnhibitor) | 4— N° | <= within 3.6 menths

oreventually as
combination therapy
{with or without addtion of

glucocorticokds as above)
Failure phase |I: Achieve target*
go to phase |l < No | € within 3-8 months [—>| Yo8 |—p»| Continue
Biological agent t synthetic DMARD Failure or lack of
efficacy and/or

toxicity in phase Il

Change the biological treatment:

Switch to second TNF-blocking
drug (+ DMARD) e
or hieve h'. get
Replace TNF-blocking drug by within 3-6 months [~ | Yes
abatacept (+ DMARD) or
rituximab (4 DMARD) or
tocilizumab (£ DMARD) 1 l

T No Continue

Figura 10 — Algoritmo para a abordagem da Ar baseado nas recomendac¢6es da EULAR[10]

* target do tratamento definido como remissao clinica da doenca ou, pelo menos, baixa actividade da doenga %

Desde a sua introducédo, o Metotrexato (MTX, inibidor do metabolismo do acido folico)
tem sido o pilar da terapia inicial e o componente chave na maioria das combinagdes.

Uma das caracteristicas do tratamento com este DMARD é o uso concomitante com
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suplementos de acido félico que diminua a sua toxicidade. Novas evidéncias para o0 seu
uso optimizado continuam a surgir, nomeadamente na area da posologia e farmacologia,
de modo a tentar aumentar o nimero de doentes que responde a esta terapéutica. A
Hidroxicloroquina, a Sulfasalazina e a Leflunomida, continuam a ser farmacos relevantes
nos doentes refractarios ao tratamento, sendo efectivos tanto em monoterapia como

quando em associacao °*.

Apesar de serem os farmacos de segunda linha eleitos e dos mais utilizados para o
tratamento da AR, os bloqueadores de TNF-a (Infliximab, Etanercept, Adalimumab)
também ndo sdo bem sucedidos em todas as situagdes. Lina C. et al, num estudo
publicado no dltimo més (Maio 2011), procuraram investigar se a desregulagéo Th1/Th2 e
Thl7/Treg poderia ser revertida por Etanercept e se estaria relacionada com uma
melhoria clinica (avaliada com DAS28). Em doze semanas compararam a frequéncia das
células e a quantidade de citocinas relacionadas em trés grupos (um de controlo, outro
com terapia com MTX e o terceiro com terapia combinada MTX e Etanercept). Chegaram
a conclusdo que a terapia combinada era a mais eficaz: diminuia a actividade da AR ao
normalizar a distribuicdo de Th17 e Treg e das suas citocinas, com melhores resultados
que a monoterapia com MTX ¥ Tal achado apoia novamente a ideia concebida da
accao fundamental das células Thl7 na inflamacdo, com diminuicdo do DAS28 nos

doentes com terapia que de alguma forma actue sobre estas células.

De modo semelhante, Tocilizumab, um anticorpo contra o receptor da IL-6, mostrou
eficacia no tratamento da AR ®; como referido, estas citocinas sdo importantes na
diferenciagédo das Th17 e acabam por ser induzidas pelas IL-17, num eixo de feedback
positivo. O mesmo pressuposto poderia ser valido para os antagonistas do receptor de
IL-1, j& que esta é uma citocina que também induz a diferencia¢@o das Th17. No entanto,
Anakinra ndo se mostrou eficaz na AR, o que deixa algumas davidas em relacdo ao seu

mecanismo de ac¢éo B4,

Outros agentes dirigidos, como o Rituximab, e bloqueadores da co-estimulacdo, como
Abatacept, melhoraram as respostas em alguns doentes previamente ndo-responsivos a
terapéutica. No entanto, ainda ndo foi possivel induzir a remissédo em todos os doentes,
com particular dificuldade naqueles cuja terapia prévia com bloqueador de TNF-a nao
funcionou. Tal facto € mais um apoio a necessidade de direccao da atencdo cientifica
para o grupo de novas citocinas, como as IL-17, reguladoras fundamentais da resposta

inflamatdria 13:5°:6¢1,
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4.2.2. Novas Abordagens

Actualmente, na era da terapéutica dirigida e com objectivo delineado, investigadores
procuram desenvolver novas moléculas para um grande numero de alvos da cascata
inflamatéria. A inibicdo selectiva de citocinas continua a ser a area de investigacdo
preferencial, seguida da abordagem dirigida para células e, por Gltimo, os mais recentes

inibidores para pequenas moléculas .

Ustekinumab é um anticorpo monoclonal Humano com actividade na subunidade p40 da
IL-12 e IL-23, que tem sido testado em doengas como psoriase, esclerose multipla,
doenca de Crohn [7,15]. Ao considerar a acg¢do destas citocinas na inflamagéo, néo
admira que a inibicdo de IL-23 seja de interesse em doengas que envolvem as células
Th17, enquanto a inibicdo de IL-12 interessa aquelas que envolvem as Thl ou ambas. O
mecanismo de acc¢do imunoldgico deste farmaco € ainda desconhecido e ainda ndo ha
muita informacédo sobre a sua eficacia na AR. Outras moléculas, como a STA-5326,tém
sido avaliadas para o bloqueio da familia de citocinas IL-12. Novas evidéncias serdo

necessarias para concluir a eficacia e beneficios da sua implementacéo *”,

Uma outra possivel abordagem das doengas reumaticas inclui as tirosina cinases. Apos a
aplicacdo clinica do Imatinib em véarias doengas oncoldgicas, surgem outros farmacos
inibidores destas enzimas, como o Tofacitinib, um inibidor da Janus cinase 3. Os
resultados iniciais com este farmaco tém sido promissores e espera-se, num futuro

préximo, iniciar ensaios de fase 2 7.

O leque de potenciais alvos terapéuticos inclui muitos outros elementos além dos
referidos, como por exemplo proteases, canais idnicos, respostas do sistema imune inato,
sendo um tema muito extenso e discurso para outra revisdo. Em resumo, o desafio actual
prende-se com a identificacdo de como melhor integrar estas novas e avancadas terapias

na pratica clinica do dia-a-dia e como avaliar a sua seguranca e eficacia a longo termo
[66,67]
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BlDiscussdo: Th17/IL-17 targeting

Como foi referido na introdugcdo ao tratamento da AR, uma significativa proporcdo de
doentes nado responde totalmente aos agentes disponiveis, e as taxas de remissao a
longo-termo permanecem baixas; assim, existe um grande numero de afectados com
manifestacdes clinicas de AR estabelecida grave, com repercussdes nefastas na sua
gqualidade de vida. Tendo em conta os efeitos pro-inflamatérios exuberantes da IL-17,
acima descritos, e a sua presenca em maior himero ser numa fase inicial com potencial
de resposta terapéutica elevado, parece sensato pensar no blogueio desta para limitar a

inflamacéo.

As estratégias para o bloqueio de efeitos de uma molécula como a IL-17 podem convergir
para mecanismos prévios ou posteriores a sua producdo, além da citocina em si.
Exemplos desta premissa sdo a evidéncia dada pelo uso de farmacos como o Etanercept
ou o Tocilizumab, que ao inibirem TNF-a e a IL-6 actuam na diferenciagdo das células
Th1l7, e a deplecdo de células B, que diminui a producéo de citocinas de diferenciagéo

46,67]

Th17/inducéo IL-17 e a quantidade de APCs presente

As Unicas terapias actualmente em estudo direccionadas para a citocina IL-17 per se tém
por base dois clones de anticorpo monoclonal anti-IL-17, que ja se demonstraram

[39,46]

efectivos em modelos animais, e no tratamento da psoriase . Ensaios clinicos de

fase Il para melhor avaliar a sua eficacia, seguranca e tolerabilidade estdo neste

momento a decorrer para casos de doentes com AR [047]

. As observagdes iniciais de
ensaios clinicos de fase | evidenciaram a reducdo de sinais e sintomas da AR, assim
como do valor de DAS28, apds o tratamento com estes bloqueadores de IL-17, sem
efeitos adversos de preocupacdo maior (cefaleias, diarreia e, raramente, leucopenia,
neutropenia, rinite). No entanto, o papel da IL-17 na defesa do hospedeiro, com acc¢ao
contra bactérias gram negativas e fungos, ndo pode ser esquecido: é necessario avaliar
correctamente até que ponto estes provocam imunossupressao e se Sao seguros, nao
aumentando a propensdo a infeccbes. Outra consideracdo em causa € o facto da
existéncia de uma familia IL-17, na qual pelo menos duas isoformas tém propriedades
pro-inflamatérias — IL-17A e IL-17F. O bloqueio eficaz da IL-17 tera de efectuar a

neutralizacéo de ambas as moléculas 9%,

Uma abordagem directa para a IL-17 pode também implicar o bloqueio dos seus
receptores, moléculas complexas constituidas por pelo menos duas unidades de IL-17RA
e um IL-17RC %3 mas que pode existir em mais de uma forma de juncéo molecular.

N&o é ainda claro qual subunidade a considerar como alvo. Outras possiveis propostas
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poderdo ser o desenvolvimento de inibidores da transducdo de sinal, que pudessem
actuar tanto no IL-17R como em outros receptores de citocinas da diferencia¢do de Thl7,

ou de inibidores dos factores de transcricdo essenciais para a Th17, como o RORC ¢,

A complexidade das células Th17, da sua diferenciacdo, da plasticidade, do mecanismo,
e as incertezas que as rodeiam, tornam essenciais uma bateria de testes pormenorizados
para melhor as caracterizar. Os ensaios clinicos em curso seguramente trardo novas
informacBes que complementem a base de conhecimentos ja estabelecidos,

principalmente em relacdo ao ser humano.
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[ Conclusdes

Actualmente considerada uma doenca em rapida transi¢cdo, a AR passa de uma sindrome
de causa desconhecida para uma na qual se distinguem varios subtipos. Novas
evidéncias a nivel genético e molecular, e o reconhecimento de factores de risco,
poderdo ser a base para novas estratégias preventivas, dependendo do fenétipo de cada

individuo.

O estudo da VERA e inflamacao inerente permitiu considerar que o blogueio nesta fase
podera evitar a progressdo da doenca. Conclui-se que a meta € tratar o mais
precocemente possivel, havendo ainda limita¢des, tanto no diagndstico imediato por falta
de acessibilidade do doente ao especialista, como na resposta de cada doente aos
diferentes esquemas de tratamento. Para se chegar a uma melhor estratégia de
abordagem e para atingir a remissdo da doenca € necessario evoluir tanto no
desenvolvimento de novos farmacos como na diminuigdo dos custos que tornam a AR
mais uma das doencas de dilema médico dos dias de hoje, no qual tratamento efectivo
nao € acessivel a todos os que podem beneficiar dele.

A confirmacdo da participacdo e das fungbes pro-inflamatorias com caracter destrutivo
das Th1l7 e IL-17 na VERA contribui para a ideia de as tornar alvos terapéuticos. No
entanto, a pletora de citocinas que também o podem ser, exige a procura de mais

conhecimentos, tanto relativamente a patogenia e interaccdo entre os elementos

envolvidos na inflamacao, como no papel prioritario exibido pelas diferentes moléculas.

O estudo proposto poderia trazer uma visdo da resposta das Thl7 a farmacos ja
vulgarmente utilizados, sendo relevante por efectuar uma descrigcdo da variagdo destas

células num periodo de tempo no qual o efeito terapéutico estaria no seu pico de acgéao.
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