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RESUMO

Introducdo: O genoma humano contém aproximadamente 3,0 bilhdes de pares de
bases, as quais cerca de 8% sao derivadas de elementos retrovirais, chamados de
Retrovirus Endégenos Humanos (HERVS). Esses virus se inseriram ao genoma humano
se fixando no DNA de células germinativas e foram transmitidos as gerac¢des futuras por
heranca mendeliana. Evidéncias prévias indicam que os HERVs podem contribuir, ou
estimular a autoimunidade, por mecanismos que vao desde o mimetismo molecular até
a ativacdo de sensores intracelulares por RNA viral e modulacdo epigenética de genes
de resposta imune, portanto podem estar associados a patogénese de algumas doencas
autoimunes, dentre elas destaca-se a Artrite Reumatoide (AR). A AR é uma doenca
inflamatéria cronica que se caracteriza por poliartrite periférica e pode levar a
deformidades, destruicdo articulares e incapacidade funcional, consequentemente as
disfun¢des de marcha do individuo. Sua etiologia € desconhecida, mas a predisposi¢ao
genética adicionada a fatores ambientais, provavelmente infeccioso, podem gerar o
gatilho para essa autoimunidade. Os HERVSs, foram cotados como possiveis agentes
etioldgicos, em particular o HERV-K e o HERV-W. Objetivo: Avaliar o perfil de expressao
de Retrovirus Endogenos Humanos - HERVs da familia K e W e dos parametros de
marcha em individuos com Artrite Reumatoide — AR. Métodos: Esse € um estudo
transversal do tipo caso controle. Foram utilizados resultados da anélise de expresséo de
HERVs, (RNAmM por PCR) para anticorpos anti- HERV-K e W de soros de um total
individuos (N=32), 10 para o grupo controle GC (individuos saudaveis) e 22 para o0 GAR
o (grupo com artrite reumatoide). A quantificacéo relativa pelo método de -2AACt. Foram
quantificados e qualificados dados j& mensurados da avaliacdo de marcha do GAR e GC,
gue englobou a utilizacdo da passarela de 20 metros com cadéncia auto-selecionada e
Plataforma de pressao localizada no centro da passarela. Resultados: Apos a anélise
de expressdo do HERVs, observamos que o GAR, apresentou aumento na expressao
dos HERV-W e HERV-K quando comparados ao GC, a expressdo de HERV-W foi 4x
maior a expressao do HERV-K foi 2x maior no grupo GAR do que no grupo controle. Os
individuos do GAR e do GC, ndo apresentaram correlacdo da expressédo dos HERV-W e
HERV-K com o pico de pressédo durante para cada area dos pés durante a marcha,
mostrando nenhuma associagdo com a intensificar de expressdo viral do GAR.
Conclusao: Esses achados demonstraram um aumento da expressao viral HERV-W e
HERV-K em individuos com AR, principalmente a expressao viral de HERV-W mais elevada
do que HERV-K. Em contrapartida o estudo demonstrou que ndo ha nenhuma associacao
significativa da influéncia de expresséo viral de HERV com os parametros da marcha em
individuos com AR, nédo influenciando na capacidade funcional para andar ou permanecer
estavel.

Palavras chaves: Atrite Reumatoide, HERV-K, HERV-W , padrdo de marcha, analise
fisioterapéutica.



ABSTRACT

Introduction: The human genome contains approximately 3.0 billion base pairs, of which
about 8% are derived from retroviral elements, known as Human Endogenous
Retroviruses (HERVS). These viruses inserted themselves into the human genome,
becoming fixed in the DNA of germ cells and passed on to future generations through
Mendelian inheritance. Previous evidence indicates that HERVs may contribute to or
stimulate autoimmunity through mechanisms ranging from molecular mimicry to the
activation of intracellular sensors by viral RNA and epigenetic modulation of immune
response genes. Therefore, they may be associated with the pathogenesis of certain
autoimmune diseases, among which Rheumatoid Arthritis (RA) stands out. RA is a chronic
inflammatory disease characterized by peripheral polyarthritis and can lead to deformities,
joint destruction, and functional disability, consequently affecting the individual's gait and
balance. Its etiology is unknown, but genetic predisposition, combined with environmental
factors, likely infectious, may trigger this autoimmunity. HERVs have been considered as
potential etiological agents, particularly HERV-K and HERV-W. Objective: To evaluate
the expression profile of Human Endogenous Retroviruses (HERVS) of the K and W
families and gait parameters in individuals with Rheumatoid Arthritis (RA).

Methods: This is a cross-sectional case-control study. Results from HERV expression
analysis (MRNA by PCR) for anti-HERV-K and W antibodies were used from sera of a
total of 32 individuals, 10 in the control group (CG) (healthy individuals) and 22 in the RA
group (RAG) (individuals with rheumatoid arthritis). Relative quantification was performed
using the -2AACt method. Pre-measured data on gait and balance assessment for both
RAG and CG were quantified and qualified, including the use of a 20-meter walkway with
self-selected cadence and a pressure platform located in the center of the walkway.
Results: After analyzing HERV expression, we observed that the RAG showed an
increase in the expression of HERV-W and HERV-K compared to the CG. HERV-W
expression was four times higher, and HERV-K expression was two times higher in the
RAG compared to the control group. Individuals in both RAG and CG showed no
correlation between HERV-W and HERV-K expression with peak pressure for each foot
area during gait, indicating no association with the intensity of viral expression in the RAG.
Conclusion: These findings demonstrated an increase in HERV-W and HERV-K viral
expression in individuals with RA, particularly with higher expression of HERV-W
compared to HERV-K. On the other hand, the study showed no significant association
between viral expression of HERV and gait parameters in individuals with RA, suggesting
no influence on functional capacity to walk or maintain stability.

Keywords: Rheumatoid Arthritis, HERV-K, HERV-W, gait pattern, physiotherapeutic
analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Retrovirus Endégeno Humano (HERVS)

O Genoma Humano contém aproximadamente 3,0 bilhdes de sequéncias de
pares de bases, as quais cerca de 8% sao derivadas de elementos retrovirais
denominados de Retrovirus endégenos humanos (HERVSs).}?, do inglés endogenous
retroviruses ERVs.1? Os HERVs séo elementos remanescentes de infecgdes retrovirais
ancestrais que tiveram origem de retrovirus exégenos ao longo do tempo. 23

Os HERVs, foram descobertos no final dos anos 1960 e inicio dos anos 1970
(quando trés tipos de ERVs foram relatados por grupos independentes com poucos anos
de diferenca; virus da leucose aviaria (ALV), (virus da leucemia murina (MLV) e virus do
tumor mamario murino (MMTV) .7 Posteriormente em 1981, que se teve a confirmacéo
do primeiro HERV, usando sondas contra MLV em tecido humano, e consequentemente,
varios outros grupos de HERVs foram descobertos no genoma humano °.

Aintegracdo dos HERVs ocorreu ha milhdes de anos, desde antes da divergéncia
simio-macaco do Velho Mundo. #°> Ao longo do tempo, em muitas espécies de
vertebrados, os retrovirus exdgenos, infectaram suas células germinativas e desde entao,
em nossos antepassados hd milhBes de anos atras, vem ocorrendo varios eventos de
integracéo de retrovirus exdégenos distintos.>8 Inicialmente esta incorporacéo do HERVs
no genoma hospedeiro, foi em sua forma de replicacao ativa sendo transmitidos de forma
horizontal, mas, posteriormente, a transmissdo ndo ocorreu de maneira horizontal, e sim
por via vertical de maneira mendeliana (transmiss@o hereditaria) entre as geracoes,

(conforme representagéo na Figura 1).
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Figura 1 - Esquema do processo de endogeneizacao de virus exdgenos antigos,

resultando em HERVs

Transmissao hereditaria

Endogeneizagio e
transmissao horizontal

Fonte: traduzido de RANGEL, S. et al. Human endogenous retroviruses and the inflammatory
response: avicious circle associated with health and illness. Frontiers In Immunology v. 13, p. 1-
14, 23 nov. 2022.

1.1.1 Classificacdo dos HERVs

Antigamente a classificacdo do ERV baseava-se principalmente na similaridade
sequéncias/genomas por meio da hibridizacdo da sonda, analise de sequéncia e analise
da transcriptase reversa. Apés sua integracdo na linhagem germinativa dos vertebrados
ha 30 milhdes de anos.'® Existem pelo menos 31 tipos de familias de HERVs , sendo
baseados em sua similaridade com retrovirus exdégenos, classificadas em trés grupos
divididas em classes |, II, IIl.>

Os HERVs da classe | séo relacionados aos Gamaretrovirus, como o Murine
leukemia virus (MLV) e inclui, entre outras, as familias HERV-W e HERV-H. Os HERVs
da classe Il estédo relacionados aos betaretrovirus, como Mouse mammary tumor virus
(MMTV) e inclui os HERV-K. Por fim, a classe lll, os spumaretrovirus, que compreendem
o HERV-L e o HERV-S. Esta classificacdo se da levando em consideracao o aminoacido
correspondente ao sitio onde o RNAt se liga para iniciar a transcrigcdo reversa, como por
exemplo, o HERV que possui como sitio de inicio o triptofano, é classificado como HERV-
A
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1.1.2 HERVs e Acéo Fisiologica

Os HERVSs, séo retrovirus que tinham o seu ciclo assim como o de retrovirus
exdégenos.!® Eles eram capazes de transcrever o genoma de RNA em DNA de fita
complementar usando a transcriptase reversa (do inglés Reverse Transcriptase, também
conhecida como DNA polimerase RNA-dependente), (Figura 2).> O fragmento que é
inserido ao genoma do hospedeiro é chamado de provirus, onde ter4d também a
capacidade de infectar células germinativas (ovécitos, espermatozoides) por meio de seu
material genético, que € composto de acido ribonucleico (RNA),ou seus precursores com
um retrovirus e transmitir a geracdes futuras por meio de heranca Mendeliana.?3
Enquanto os retrovirus exdgenos infectam apenas células-alvo especificas e integram
suas copias de DNA apenas no genoma dessas células, (como no caso de HIV-1, células
T humanas CD4+ e mondcitos), os retrovirus endégenos (HERVS), sdo integrados no
genoma de todas as células do organismo e sao transmitidos aos progenitores como
genes celulares normais.? Muitos retrovirus endégenos foram encontrados em mudltiplas
copias em multiplos cromossomos, seja por transposi¢cdo ou reinfeccao, muitos deles
foram inativados durante a evolucao por delecdes e mutacdes, alguns deles ainda sao
produzidos como particulas virais, e alguns deles sdo liberados como particulas

infecciosas 2.
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Figura 2 - O mecanismo pelo qual novos HERVs foram gerados
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Fonte: adaptado de Tomas Mustelin M. et al. How Retroviruses and Retrotransposons in Our Genome
May Contribute to Autoimmunity in Rheumatological Conditions. Front. Immunol. 12 November 2020 Sec.
Autoimmune and Autoinflammatory Disorders Volume 11 - 2020

O processo no qual cada retrovirus se endogeneizou consiste em um novo Um
retrovirus livre infeccioso infecta uma célula germinativa do hospedeiro, libera seu
genoma circular de RNA, que permanece protegido pelo nucleocapsideo derivado da gag
associado e outras proteinas centrais, enquanto o RT codificado por pol sintetiza a
primeira fita de cDNA linear comecando com a LTR e terminando apds a segunda copia
da LTR, seguida pela sintese da segunda fita. O dsDNA resultante de aproximadamente
9.500 pb € entdo inserido no genoma pela atividade endonuclease da proteina Pol. As
extremidades sdo entdo finalizadas pela maquinaria de reparo de DNA com alguns
nucleotideos adicionados. Ao longo dos tempos evolutivos, outras mudancas nos HERVs

incluiram o acumulo de mutag¢des pontuais (algumas introduzindo stop-codons), delecdes
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por recombinacdo homéloga e interrupgéo por insercées adicionais.>®

Os HERVs sao semelhantes a retrovirus simples e possuem genes principais: gag,
pol e env, além de duas regibes promotoras conhecidas como Long Terminal Repeats
(LTRs). O gene gag recebe esse nome devido a expressdo em inglés group-specific
antigen, e as proteinas codificadas por ele sdo geralmente conservadas e menos
imunogénicas gag. Os peptideos derivados dessa proteina sdo responsaveis pela
producéo do capsideo viral. O gene env é responsavel por sintetizar as glicoproteinas do
envelope viral. Essas sdo mais imunogénicas do que as do capsideo, e por estarem
expostas ao sistema imune do hospedeiro, comumente sao alvo de grande pressao
seletiva. O gene pol € responsavel por codificar as enzimas virais, incluindo a
transcriptase reversa e integrasse.®®°(Figura 3). As similaridades intensas entre HERV’s
e retrovirus atuais sdo deduzidas a partir de analises filogenéticas no dominio da
transcriptase reversa (RT) do gene pol ou na subunidade transmembrana (TM) do gene
env, que revela a interspersdo de ambas as classes de elementos e que uma vez mais,

sugerem uma histéria comum e ancestrais compartilhados. >°

Figura 3 - As trés principais proteinas codificadas no genoma retroviral: Gag, Pol

e Env.

B~~~ = HI

matrix protease

capsid reverse transcriptase || envelope
nucleocapsid integrase

Fonte: as trés principais proteinas codificadas no genoma retroviral: gag, pol e env. Stanford. 12/05/24.
Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2001037021004591
Mao et al., 2021

O genoma dos HERVs que se caracterizam completos, manifestam-se em
guadro genes principais. Brevemente, o gene gag codifica uma poliproteina estrutural, e
elementos estruturais da matriz e nucleocapsideo, o prol-pol por sua vez codifica as
enzimas protease, transcriptase reversa e integrasse, por fim, o gene do env codifica as

glicoproteinas do envelope viral. As LTRs por sua vez séo regides promotoras do
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virust25,

1.1.3 HERV e acédo patogénica nas doencas

Os HERVs podem contribuir no mecanismo da autoimunidade. Algumas hipéteses
foram levantadas e variam desde o mimetismo molecular até a ativacdo de sensores
intracelulares por RNA viral e modulagdo epigenética de genes de resposta imune.'!
Alguns fatores ambientais como (infec¢des, estrogénios, drogas/produtos quimicos,
exposicdo a UVB) podem despertar de forma epigenética a transcricdo de sequéncias
relacionadas ao HERVs. Essa redefinicdo epigenética pode ocorrer na autoimunidade e
no cancer e promover a transcricdo de genes imunes dependentes de LTR e a reativacao
de HERV. Infec¢Bes virais exdgenas (HIV, HTLV-1, virus influenza A,herpesvirus)
também podem resgatar HERVs de seu estado inativo. "1!

Os HERVs apresentam um padréo caracteristico de expressao tecido-
especifica. A maioria dos HERVs sdo expressados na placenta, teratocarcinomas e
outros tecidos malignos. Varios HERVs sao expressos em linfocitos normais do sangue
periférico, glandulas salivares, mama e queratindcitos. 2 Por isso frequentemente os
HERVs, tem sido associado ao cancer, doencas autoimunes e doencas neurolégicas,
exemplos (Artrite Reumatoide AR; Lupus Eritematoso Sistémico LES; Esclerose Multipla
EM; Esquizofrenia; Esclerose Lateral Amiantréfica ELA; HIV; dentre outras ainda sendo
estudadas. 1711121415 Mas isso tem se tornado um problema, uma vez que os HERVs
podem estar envolvidos em subtipos especificos de uma determinada doenca e tais
subtipos podem néo ser reconhecidos pelos critérios diagnésticos atuais. -/

1.2 Doengas Autoimunes

A atuacdo dos HERVs nas doencas autoimunes, tem sido estudada, pois esta
sugestao surgiu da descoberta de anticorpos antiretrovirais no soro de alguns pacientes
ou da presenca de antigenos de HERV em o6rgdos acometidos pelas doencgas
autoimunes.'>* Adotando esse exemplo alguns estudos usaram primers retrovirais
degenerados para amplificar sequéncias conservadas da regido pol dos retrovirus, nesta
linha puderam notar que os produtos que foram amplificados eram homdlogos aos
HERVSll,12,15
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Essas evidéncias da influéncia dos HERVs nas doencgas autoimunes,'?1° tem sido
ainda contestadas por varios estudo, como exemplo, tem sido estudado o Lupus
Eritematoso Sistémico, (LES ou apenas Lupus), que € uma doenca inflamatéria onde o
sistema imunolégico ataca os tecidos normais do préprio organismo.!'1214 Essa
associacao ocorre devido a observagcdo do aumento da expressdo do mRNA do HERV
em individuos com LES, assim como a deteccdo de anticorpos circulantes especificos
para os elementos do HERV.1112.14.15

Algumas literaturas também apontam a expressdo de HERV-W, em varios tecidos
e células humanas, predominantemente na placenta humana, assim como no
sistema nervoso central, SNC, que se refere particularmente em relacéo a inflamacéao?13,
Por exemplo, o HERV-W foi identificado pela primeira vez em uma busca por retrovirus
em pessoas com EM esclerose multipla, (MSRV), que € uma doenca autoimune do
Sistema Nervoso Central (SNC), € caracterizada pela lesdo das bainhas de mielina),
porém sua etiologia ndo é totalmente compreendida >'314, O mesmo HERV-W foi
recentemente detectado no liquido cefalorraquidiano e no tecido cerebral de pacientes
com Esquizofrenia e a varios transtornos psiquiatricos *. Na EM, o MSRYV foi relatado
como um biomarcador e um possivel efetor imunolégico da resposta autoimune 1014,

Embora se saiba que a expressdo do RNA do HERV esta mais aumentada em
uma variedade de HERVs da classe | e classe Il, em vez da expressdo de um Unico
provirus. Uma exce¢cdo € o subgrupo HERV-K (HML-2), mais jovem e ativo
biologicamente e geneticamente conservado, pode ser mais potente em termos de sua
capacidade de formar virions 12. A familia HERV-K pode-se dividir em dez subgrupos,
gue sdo denominados de HML -1 a HML —10, e tem sido implicado frequentemente a
Artrite Reumatoide AR 1111214 Ag qual se baseia este estudo e sera discutido logo

abaixo.

1.3 HERVs e Artrite Reumatoide (AR)

Sabe-se que etiologia da AR é desconhecida. Os HERVSs, recentemente foram
sugestivamente cotados como possiveis agentes etiologicos, incluindo uma
predisposicao genética acertada com gatilhos ambientais (agentes virais e bacterianos).
Em particular o HERV-W que tém potencial imunopatogénico in vitro e através de

mimetismo molecular, a proteina de HERV expressa pode ativar a resposta imune e
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essas proteinas virais apresentam regides peptidicas similares ao proteinas self
humanas?.

Estudos também tem demonstrados que respostas de anticorpos contra as
proteinas HERV-K foram observadas em individuos com artrite reumatoide (AR). Assim,
concomitantemente, foi relatada um aumento significativo nos niveis de atividade
transcricional HERV-K e presenca de anticorpos contra a proteina desse HERV cargas
virais elevadas de HERV K (HML-2) tipo 1 e tipo 2, tanto no plasma quanto no liquido
sinovial, e uma associacao foi observada entre a carga viral HERV-K tipo 1 no plasma e
a atividade da doenca. Os niveis de transcritos do superantigeno HERV-K18 também
parecem estar elevados em PBMCs e nas células mononucleares do liquido sinovial de
individuos com AR juvenil 15,

Varios séo os loci e HERV-K e W que podem estar ativos em pacientes com AR,
e desta dessemelhanca proteica viral sendo expressa hd uma probabilidade de
acionamento do sistema imune. Estudos descreveram uma resposta humoral anti HERV
em individuos com AR, que se associam a resposta autoimune intercedida por mimetismo

molecular 18,

1.4 Artrite Reumatoide

A AR é uma doenca autoimune, sisttmica e geralmente envolve mdultiplas
articulagbes, sobretudo dos pés e das maos !’.Caracterizada principalmente por
poliartrite crénica simétrica de grandes e pequenas articulagdes, com dores, com rigidez
matinal que levam ao comprometimento musculoesquelético, que promove dano e
instabilidade articular, afetando predominantemente as articulacbes do punho,
metacarpofalangeanas e interfalangeanas proximais nos membros superiores MMSS, e
nos membros inferiores MMII, resulta em atrofia concéntrica de metatarsos contribuindo

para impoténcia funcional, incapacidade e ineficiéncia fisica 17- 18,

1.4.1 Prevaléncia

Afeta aproximadamente, 1% da populagdo mundial adulta, sendo de duas as trés
vezes mais prevalente em mulheres. Em algumas popula¢des, a AR pode iniciar na

infancia, embora, de um modo geral, o inicio ocorre entre 35 e 60 anos de vida 20, Em
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2021, um estudo apresentou que na Ameérica do Sul, a prevaléncia é de 0,48%, e no
Brasil, € de 0,22%. Tem apresentacdo em todos 0S grupos étnicos, mas populacao

indigena apresentou maior prevaléncia 12,

1.4.2 Etiologia

A Etiologia da AR ainda néo é totalmente definida, podendo estar relacionada a

fatores ambientais (ex.: virus, bactérias, micoplasmas) 3¢ fatores genéticos e fatores

imunolégicos (em individuos geneticamente predispostos) 21.Do fator genético, a
suposicdes mais fortes, envolvem variacdes no sulco de ligacdo de antigenos das
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (em inglés, major
histocompatibility complex [MHC]) e afeta a imunidade adaptativa, embora outros
polimorfismos genéticos ou mecanismos epigenéticos, possam ser induzidos pelo meio
ambiente e contribuir para a suscetibilidade a doenca 2. Esses genes de suscetibilidade,
em associacdo com a producdo de ACPAs aumentam acentuadamente o risco de AR.
(Fig.4)192236,

Figura 4 - Vias para a Artrite Reumatoide

Perda Sinovite as3intomatica Astrite sintomantica
de tolerancia (infutr 330 colular) (Inchaco, dor, rigides, dano)

Mdonodo

FONTE: Adaptado de Smolen e colegas33 com permisséo de Elsevier, e Mclnnes
e Schett34 com permissao da Massachusetts Medical Society38

Em um hospedeiro geneticamente predisposto com genes de suscetibilidade,

insultos ambientais, modificacfes epigenéticas e modificagdes pds translacionais podem
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levar a perda de tolerancia com subsequente sinovite assintomatica, levando finalmente
a artrite clinicamente evidente. ACPA=autoanticorpos contra peptideos citrulinados.
FR=fator reumatoide .

1.4.3 Epidemiologia e fisiopatologia

Geralmente a AR é acompanhada pela destruicdo progressiva de cartilagens e
0Sso0s, e pela producdo de autoanticorpos como o (fator reumatoide, RF) e anticorpos
peptidicos anticitrulinosos, (em inglés, anti-citrullinated peptide antibodies ACPAs) 1921,
Os ACPAs sado altamente especificos para AR e podem ser detectados no soro de
individuos em até 10 anos antes do surgimento da doenca clinica ?1. Conforme referido,
a AR esta associada a autoanticorpos direcionados contra proteinas/peptideos
modificados poés-traducionalmente, incluindo citrulinados (ACPAs), carbamilados
(ACarPAs) e proteinas/peptideos acetilados (AAPAS) e/ ou autoanticorpos contra o
Porcdo Fc de IgG (fator reumatoide) 2. Considera-se que é uma doencga autoimune
impulsionada por células B que produzem anti-lgG, tendo uma associa¢cao com genes de
classe Il HLA-DR do MHC, o que acabou sugerindo o envolvimento das células T em sua
patogénese 4. A resposta T auxiliar do tipo 1 gera a producéo de interferon-gama (IFN-
Y), que estimula a liberacdo de interleucina-1 beta (IL-1B), IL-17A, TNF-a (fator de
necrose tumoral-alfa), metaloproteinases pelos macréfagos e fibroblastos sinoviais, que
continua ocupando lugar de destaque na doenca erosiva da articulacdo por meio da
ativacdo dos osteoclastos 2526

O tecido sinovial em AR se caracteriza pela presenca de fatores como hiperplasia
no revestimento da tunica intima (regido que mantém contato direto com liquido sinovial)
270 Acumulo de células inflamatérias incluindo células T, (que é formada por células de
memoria CD4+), células B, macréfagos e células plasméaticas que se acumulam na regiao
do revestimento interno no sub-revestimento e aumento nas efusdes sinoviais °. A
hiperplasia das células sinoviais, o infiltrado linfocitico e a neoangiogénese levam a
formagao do “pannus” (tecido sinovial proliferado), que atinge o osso subcondral e, em
seguida, a cartilagem articular, com destruicdo progressiva ?’.

Outras células encontradas na inflamacao sinovial, incluindo as células TH1 CD4
+ e TH17, sdo responsaveis por fazer o recrutamento de leucdcitos para a area de

articulacdo e ativam células sinoviais para produzir colagenases e outras enzimas, iSS0O
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acaba causando a destruicdo progressiva da cartilagem e do 0ss0.1°2°0s linfécitos B
ativados, plasmécitos e macrofagos e outras células inflamatorias produzem citocinas
pro-inflamatorias, incluindo IL-1, IL-8, TNF, IL-6, IL-17 e IFN-y (interferon-gama) e fatores

de crescimento que também podem ser identificadas no liquido sinovial 1°28,

1.4.4 Sinais e Sintomas

O inicio a AR, geralmente é insidioso, comecando com sintomas sistémicos e
articulares, que inicialmente, incluem fadiga generalizada a tarde e mal-estar, anorexia,
fragueza geral e os sintomas articulares incluem dor, edema e rigidez.Os sintomas
articulares séo simeétricos, quase sempre a rigidez dura > 60 minutos apds se levantar
pela manhd, mas pode ocorrer apds qualquer inatividade prolongada (chamada
gelificacdo) %°. Todas as articulages envolvidas ficam sensiveis, com eritema, hipertermia,
edema e limitacdo dos movimentos. Todas as principais articulagdes que sdo envolvidas,
incluem:

e Dos MMSS: Punho e articulagbes metacarpofalangicas do indicador e dedo médio

(inclusive sao as mais envolvidas);

e Articulacdes interfalangicas proximais; Articulagcdo metatarsofalangica;
e Ombros; Cotovelos;
e Dos MMII: Quadris; Joelhos e Tornozelos.

Entretanto, praticamente qualquer articulacdo, exceto as articulacbes
interfalangicas distais (IFDs), podem estar envolvidas. O envolvimento da parte lombar
da coluna néo é caracteristico da artrite reumatoide, mas a inflamacéo da parte cervical
pode resultar em instabilidade, que pode se tornar uma emergéncia 3°. As manifestacdes
iniciais também podem incluir:

¢ Monoartrite no joelho, no punho, no ombro ou no tornozelo;

e Apresentacdo semelhante a da polimialgia reumatica, predominantemente com
envolvimento da cintura escapular e do quadril, sobretudo em pacientes idosos;

e Reumatismo palindrémico, caracterizado por crises recorrentes de dor articular e
tendinea com edema,;

e Edema articular sem leséo articular cronica;

e Artrite reumatoide robusta com sinovite proliferativa e dor minima 3¢

A AR resulta em algumas deformidades fixas, particularmente as contraturas em
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flexdo, podem evoluir rapidamente; o desvio ulnar dos quirodactilos com deslizamento
dos tendbes extensores das articulacbes metacarpofalangicas é tipico, assim como
as deformidades em pescoco de cisne, é caracterizada por uma extenséo na articulacéo
interfalangica proximal e uma flexéo na articulagéo interfalangica distal, e deformidades
em botoeira que é caracterizada por flexdo na articulacédo interfalangica proximal e
hiperextensdo da articulacdo interfalangica distal. Também pode haver instabilidade
articular decorrente do estiramento da capsula articular e sinovite das articulacdes
metacarpofalangicas com desvio ulnar dos dedos . Cistos popliteos (Baker) podem se
desenvolver, produzindo edema e sensibilidade na panturrilha, sugestiva de trombose
venosa profunda e o envolvimento da parte cervical da coluna é comum na doenca ativa
de longa duracdo e geralmente se manifesta como dor e rigidez, as vezes com dor
radicular ou caracteristicas de mielopatia, com hiperreflexia e cefaleia occipital 232,

Existem ainda algumas Manifestacdes Extra articulares, (EXRA) como: os nédulos
reumatoides que geralmente ndo sdo um sinal inicial, mas sdo desenvolvidos em até 30%
dos individuos com AR, comumente em locais de presséo e irritagdo crbnicas (p. ex.,
superficie extensora do antebraco, articulagbes metacarpofalangicas e regiao plantar,
nos pés) 3031, Dentre as manifestacdes (ExRA), incluem: vasculite, causando Ulceras nas
pernas, isquemia digital ou mononeuropatia multipla (mononeurite multipla), neuropatia,
pericardite, pleurite, manifestacdes oftalmoldgicas miocardite, linfadenopatia, sindrome
de Felty, sindrome de Sjogren, escleromalacia e episclerite 313233, A mielopatia cervical
estd entre as manifestacbes (ExRA) e pode contribuir para a associacdo entre
incapacidade, mesmo havendo poucos relatos dessa associacéo 178,

Sabe-se que individuos com AR, tém maior risco de desenvolver doenca
coronariana, doenca 0ssea metabdlica, como osteopenia e osteoporose e varios tipos de
cancer, isso pode estar relacionado com processos inflamatérios sistémicos nao
controlados subjacentes, em especial, a mortalidade devido a doencga cardiovascular em
individuos com AR é um dado preocupante 3. Portanto a AR pode se manifestar de forma
bastante variavel, desde manifestagbes mais brandas, de menor duragédo, até uma

poliartrite progressiva e destrutiva 33,

1.4.5 Diagnéstico

O diagnostico da AR depende da associacdo de uma série de sintomas e sinais
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clinicos, achados laboratoriais e radiograficos, por isso o0 diagnéstico precoce dos
individuos com AR, compreende o0 prazo critico das primeiras 12 semanas de
manifestacdes, definidas como a “AR muito inicial” ou muito precoce (VERA — do inglés,
very early rheumatoid arthritis). Deste periodo em diante até antes de 12 meses de
sintomas articulares, sao classificados como “AR inicial tardia” (LERA — do inglés late
early rheumatoid arthritis). Sendo feito o diagnostico precocemente, pode alterar o curso
da AR, e seu prognostico, em relagéo as suas fases mais tardias. Os marcadores clinicos,
sorologicos ou genéticos, auxiliam neste diagndstico. Os individuos com Ar tardia,
delongam cerca de 17 a 19 meses entre a primeira consulta com o reumatologista e o
uso de uma DMCD (drogas modificadoras do curso da doencga), que resulta em agravante
no dano articular, mas a educacdo, numero de articulagcbes edemaciadas, idade e
ocupacéo podem ser determinantes para que isso ocorra .

Outros fatores como a presenca de autoanticorpos como FR (fator Reumatoide)
sérico; anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) elevacdo de provas de
atividade inflamatéria; velocidade de hemossedimentacdo (velocidade de
hemossedimentacao) (VHS) > 28 mm e proteina C-reativa (PCR) com média 10 mg/ L, e

a Radiografia contribuem no diagnéstico da AR 3033,

Por ser um diagnéstico muito dificil, para nortear com seguranca o diagnostico
clinico, em 2010, houve a necessidade de se implementar novos critérios classificatorios
de AR, pelo Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology),
(ACR) em conjunto com a Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR) 303334 Para essa
classificacdo um individuo com AR, precisa preencher quatro ou mais critérios, que
incluem: 1. Rigidez matinal em torno das articulacées de pelo menos 1 hora;2 Inchaco dos
tecidos de trés ou mais articulacdes; pelo menos uma articulacdo edemaciada,
caracterizada clinicamente como sinovite clinica, e essa sinovite ndo pode ser explicada
por outra doenca, como lupus eritematoso sistémico (LES), artrite psoriatica ou gota; 3.
Inchago das articulacdes interfalangianas proximais, as articulagbes do metacarpo ou
punho; 4. Artrite simétrica; 5. Nodulos subcutaneos; 6. Um teste positivo para fator
reumatoide (FR); 7. Radiografica de erosbes ou osteopenia periarticular na mao ou no
punho. Havendo ainda, duvidas quanto ao diagndstico, é necessaria a consulta com
reumatologista 3334, Esses novos critérios ttm como base um sistema de graduacéo de
sintomas de acordo com a Tabela (1) a seguir (1): Quando o resultado da soma dos itens

de 1 a 4 é igual ou superior a 6, os achados correspondem a AR definida. Embora
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pacientes com somatério inferior a 6 ndo sejam considerados com AR, 0s mesmos podem

ser retestados e os critérios, completados de maneira cumulativa no decorrer do tempo
34,35

Tabela 1 - Critérios classificatorios para AR (ACR e EULAR 2010)

Acometimento Escore Sorologia Escore  Duragdo  Escore Provas de Escore
articular dos atividades
Sintomas Inflamatorias
1 grande FR negativo <6 0 PCR normal e 0
articulacao semanas VHS anormal
2-10 grandes FR positivo >6 1 PCR anormalou 1
articulacdes em baixos semanas VHS anormal
titulos
1-3 pequenas 2 FR positivo 3
articulacdes em altos
titulos
4-10 3
articulacoes
pequenas
>10 5
articulacoes
(a0 menos
uma pequena)

FONTE: Adaptado de 33

Outros fatores como a presenca de autoanticorpos como FR (fator Reumatoide)
sérico; anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) elevacdo de provas de
atividade inflamatéria; velocidade de hemossedimentacdo (velocidade de
hemossedimentagéo) (VHS) > 28 mm e proteina C-reativa (PCR) com média 10 mg/ L
contribuem no diagnéstico da AR 3°32, OS exames de imagens como a Radiografia, a US
(Ultrassom computadorizada) e a RM, (ressonancia magnética), A RM principalmente
evidencia as alterag0es tanto de tecidos moles quanto de cartilagem e de ossos, todos

esses sdo de grande utilidade para o diagnostico da AR %,
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1.4.6 Tratamento Da AR

A importancia do tratamento imediato e direcionado da AR é enfatizada pelo fato
de que 80% dos pacientes insuficientemente tratados terdo articulagdes desalinhadas e
40% dos pacientes serdo incapazes de trabalhar dentro de 10 anos ap0s o inicio da

doenca 3435, E importante avaliar a progressao estrutural da doenca. O tratamento da
artrite reumatdide deve prevenir ou interromper as alteracdes estruturais e, assim,

minimizar ou reverter a incapacidade fisica 36:37

1.4 7Tratamento Farmacolégico

Atualmente, as classes de medicamentos mais utilizados no tratamento de AR,
incluem os anti-inflamatérios nédo esteroides, (AINES) 383° por exemplo, aspirina,
diclofenaco ou ibuprofeno efetivamente reduzem a dor e o inchaco e melhoram a funcgéo
articular, mas ndo modificam o curso da AR pois ndo previnem danos articulares
adicionais 8. Os glicocorticoides sdo amplamente utilizados por serem farmacos atuantes
como imunossupressores, anti-inflamatérios e destinam-se ao controle da dor e do
processo inflamatoério articular, como exemplos temos a hidrocortisona, prednisolona,
metilprednisolona e dexametasona 4%41.0s medicamentos antirreumaticos modificadores
da doenca (DMARD), que compreendem principalmente as trés substancias mais
utilizadas: metotrexato, hidrocloroquina e sulfadiazina, sdo drogas que visam a
inflamacdo reumatoide, assim, previnem mais danos nas articulacdes, melhoram a
funcéo fisica e inibem a progresséo do dano articular estrutural 4243, O acompanhamento
regular deve ser realizado, tanto para avaliar a eficacia terapéutica como a toxicidade dos
farmacos, utilizando-se marcadores inflamatdrios e outros componentes-chaves da
atividade da doenca “3.

A verificagdo regular de comorbidades deve ser feita, incluindo hipertensao,
doencas isquémicas do coracdo, osteoporose e depressdo 44. A opinido cirlrgica deve
ser procurada no inicio se o individuo ndo responder ao tratamento ndo cirdrgico, ndo se
deve aguardar comprometimento de varias articulacdes para entdo definir intervencéo
cirdrgica. Testes de avaliacdo de qualidade de vida sdo altamente recomendaveis para

avaliacdo da indicacéo cirtrgica dos individuos com AR .
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A terapia psicologica, que incorpora as estratégias de enfrentamento, a terapia de
relaxamento, a educacdo sobre a doenca e tratamentos, além de habilidades de
gerenciamento de estresse, reduz a dor e melhora a funcionalidade deste individuo com
AR 42,

1.5 Tratamento Fisioterapéutico para a AR

A Fisioterapia, € um tratamento indicado para individuos com AR, pois devido ao
processo inflamatério cronico e degenerativo da AR, que resulta em destruicdo das
estruturas capsulo-ligamentares; lesGes articulares; destruicdes Osseas; do tecido
conjuntivo; atrofia muscular; desequilibrio de grupos musculares; consequentemente,
ocasiona dor, edema e deformidades de membros inferiores, diminuindo assim a
capacidade fisica e habilidade funcional além dos fatores psicolégicos dos individuos
com AR Portanto o controle postural e o equilibrio sdo prejudicados, assim como as
Atividades de Vida Diarias (AVD’s), ex: caminhar, subir e descer escadas, o que afeta o
padrao de marcha e isso pode se tornar um grande fator de risco para quedas
46 Encontram-se na literatura uma grande variedade de recursos fisioterapéuticos
adequados para tratamento de individuos com AR. Esses exercicios auxiliam e
aumentam a capacidade fisica, (forca muscular, a aptiddo cardiorrespiratéria) e a
capacidade funcional, (exercicios aerdbicos e de fortalecimento)*’48.

Dentre os tratamentos fisioterapéuticos encontram-se: 0s agentes fisicos como a
Termoterapia (calor, imido, gelo, parafina); a Eletroterapia (como exemplo, o ultrassom,
a estimulacdo elétrica transcutanea, TENS, e o laser); também a cinesioterapia; a
hidroterapia; as terapias manuais (mobilizacdo articular e massagem); as orientacbes

gerais, dentre outras 5556

1.5.1 Termoterapia Na AR

A termoterapia é uma modalidade comumente usada no tratamento da ar AR. As
modalidades de termoterapia incluem fomentacdes superficiais de calor umido (bolsas
guentes) em diferentes temperaturas; e a crioterapia 55 (bolsas de gelo); banhos de
parafina 68. A termoterapia tem efeitos sobre a dor, espasmos musculares, circulagao e

inflamacéo, além disso, pode ser aplicado pelos pacientes em sua propria casa, conforme
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necessidade 55. Apesar do uso generalizado de calor e frio por pacientes com AR para
o controle da dor, esta aplicacdo clinica baseia-se exclusivamente em evidéncias
empiricas. Na verdade, a eficacia da aplicacdo de calor ou frio (ou seja,

crioterapia) em relagéo a um placebo, a terapias alternativas ou mesmo o seu papel como
adjuvante permanece obscura. %859, No entanto os pacientes preferem a termoterapia a

nenhuma terapia, que pode ser usada como terapia paliativa. 2,

1.5.2 Eletroterapia na AR

As modalidades eletroterapéuticas tém sido utilizados principalmente para reduzir
a dor, a efuséo e a rigidez na AR como por exemplo, utilizacdo da estimulacdo nervosa
elétrica transcutanea (TENS) 8. Pois contribui indiretamente para o aumento da ADM,
forca muscular, mobilidade, capacidade de marcha, estado funcional e aptidao fisica.
Assim, a eletroterapia € uma intervencdo promissoras, especialmente para poliartrites
inflamatérias como a AR, que podem apresentar sintomas inflamatérios subagudos e
crénicos dependendo do estagio da doenca (por exemplo, estagio crénico >1 ano).t%71

A Eletroterapia apresentam diversas vantagens pois sdo intervencdes nao
invasivas com poucos efeitos colaterais adversos e contraindicacdes: Administracao
rapida e convenientes para ambientes comunitarios; sao portateis (por exemplo, os
dispositivos de eletroterapia para estimulacéo elétrica nervosa transcutanea [TENS] 69
foram observados para o alivio da dor em repouso para TENS tipo acupuntura (baixa
frequéncia combinada com alta intensidade) em comparacédo com placebo °. O TENS
tem efeitos na forca muscular e na resisténcia do primeiro musculo interésseo dorsal e
também apresenta efeito benéfico na forca de preensdo e na resisténcia a fadiga em

pacientes com AR com atrofia muscular da méo’?.

1.5.3 Ultrassom (US) na AR

Dentro da Eletroterapia o Ultrassom US também é indicado no tratamento da AR.
Por ser uma modalidade de energia sonora longitudinal, de penetracao profunda, que, ao
ser transmitida aos tecidos biologicos é capaz de produzir alteragdes celulares por efeitos
mecanicos "2. Na literatura encontramos a eficacia do US, onde concluiram que o UST

foi capaz de diminuir a rigidez matinal e reduzir o nimero de articulacées com edema e



34

dor sem efeitos colaterais nocivos. 7172

1.5.4 Laserterapia na AR

Outra modalidade terapéutica muito utilizada é a Laserterapia, que demonstra ser
um recurso terapéutico eficaz em pacientes com AR, apresentando bons resultados
guanto ao alivio da dor e rigidez matinal, quando aplicada por duas a trés vezes por
semana, durante quatro semanas 5%6°

Dentre todos estes recursos de tratamentos conservadores, utilizados no controle
do quadro algico e modulacdo dos eventos inflamatérios, estd o laser de baixa
intensidade (LBI). A interacéo resulta no aumento do metabolismo, levando a transducéo
do sinal para outras regides celulares favorecendo o reparo tecidual. O uso do recurso
fisico pode ser associado a outras terapias ja estabelecidas para o controle inflamatorio

da doenca 52,

1.5.5 Cinesioterapia na AR

Estudos demonstram que o0s exercicios fisioterapéuticos, mais especificamente a
Cinesioterapia associados ou ndo a outras técnicas, mencionadas acima tem um 6timo
custo-beneficio e devolvem a qualidade de vida aos individuos com AR, como por
exemplo a melhora da funcdo das maos e a melhora do quadro algico, contribuindo para
0 ndo agravamento da AR 515 Simples exercicios fisioterapéuticos para as maos de
pacientes com AR proporcionam melhora significativa da forca manual dos flexores e de
extensores e da fungdo da mdo, mesmo com apenas 6 semanas de tratamento 2.

Achados ainda demonstram que, o treino de forca de alta intensidade em pacientes
com AR, com diferentes niveis da doenca e dano articular, apresentou um efeito
significativo na forca muscular, e levou a melhorias na dor e fungdo muscular 48, Em
relacdo ao exercicio dindmico, um estudo demonstrou uma redugéo da dor, melhora os

resultados funcionais e bem-estar de individuos com AR 60,

1.5.6 Terapias Manuais na AR

As terapias Manuais podem ser analisadas como benéfica a tais pacientes, ja que
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se refere a uma forma de tratamento que faz uso de técnicas de manipulacao,
mobilizacdo, bem como algumas técnicas em tecidos moles como, por exemplo,
musculos, fascia e ligamentos. No entanto devem ser evitadas as manipulacdes e as
técnicas de mobilizacdo articular que provocam dor ao paciente, sendo realizadas de
forma suave, ritmica e com movimentos repetitivos, proporcionando relaxamento dos
tecidos moles 7.

Simples exercicios fisioterapéuticos para as maos de pacientes com AR
proporcionam melhora significativa da forca manual dos flexores e de extensores e da

funcdo da mdo, mesmo com apenas 6 semanas de tratamento %3,

1.5.7 A Hidroterapia Na AR

Ha indicios que a Fisioterapia Aquética, ou seja, a Hidroterapia, também é indicada
para o tratamento de individuos com AR, pois ela funciona como analgesia, reduzindo a
inflamacé&o, consequentemente as dores e assim proporcionando alivio nas articulacdes
49 Segundo alguns estudos, a 4gua quente promove alivio da dor, induz ao relaxamento
muscular e promove um exercicio mais eficaz 5461, Assim promovendo melhora da
qualidade de vida, da forca muscular e do condicionamento aerébico 2. Com a imerséo,
obtém-se diminuicdo do edema, melhora do retorno venoso, inducao da bradicardia e
centralizac&o do fluxo sanguineo periférico 3. Diante dos estudos mencionados, observa-
se que sao inumeros os objetivos do exercicio aquatico nos pacientes com diagndstico de
AR 61,63

Considerando que o processo degenerativo natural da AR, que se agrava ainda
mais com o repouso, a indica¢éo da Fisioterapia na AR com a pratica de atividade fisica
orientada de forma individualizada, € de fundamental importancia para esses pacientes.
O condicionamento fisico realizado por atividades aerdbicas, exercicios resistidos,
alongamento e de relaxamento, promove a melhora da forca muscular e do bem-estar,

potencializando a funcionalidade do individuo com AR.#5:47,64-66

1.5.8 A Analise De Marcha

A AM., (Analise de Marcha), tém sido fundamental no auxilio do tratamento

fisioterapéutico, de patologias que envolvem o aparelho locomotor, em especial da A.R.
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Assim a A.M., permite extrair a velocidade, (cronometrando-se 0 tempo para percorrer
uma distancia conhecida) e cadéncia (contando quantos passos sdo dados em uma
unidade de tempo)50.A Fisioterapia e a Pesquisa Clinica,tém se beneficiado muito com
a aplicacdo da Analise da Marcha (A.M.), pois compreende e diferencia 0s mecanismos
envolvidos na marcha normal e na marcha em condicbes patologicas visando a
repercussdes de uma patologia sobre a marcha. Para que uma A.M., deve-se conhecer
bem as diferentes estruturas dos pés e os mecanismos envolvidos nha marcha humana.
50,73_

O ciclo da marcha ou passada é classificada por um ciclo, que corresponde ao
periodo entre o toque de calcaneo de um pé, o inicio do ciclo (0%) ,e o préximo toque
de calcaneo do outro pé que finaliza o ciclo (100%). Assim, uma passada contém dois
passos. O ciclo de marcha é dividido em 2 fases:1°: Fase de Apoio: contato inicial;
resposta de carga; apoio médio; apoio terminal; desprendimento. 2°: Fase de balanco:
balanco inicial; balangco médio; balanco final. Cada fase da marcha possui suas préprias

subdivis6es, as quais podem ser verificadas na figura a seguir (FIG.5) 50.73.74,

Figura 5- O ciclo e fases da marcha humana

Apoio Balanco

Fonte: Adaptado - Marcha humana e movimentos no meio fluido/ Cinesiologia e Biomecanica.
(n.d.). (2018, p.146)
Legenda: A - Fase de apoio: Al - contato inicial; A2 - resposta a carga; A3 - apoiomedio;
A4 - apoio final; A5 - pré-balanco. B - Fase de balancgo: B1 - balancgo inicial; B2 -
balanco médio; B3 - balanco final. 1 - Tarefa funcional; 2 - Aceitacdo do peso; 3 - Apoio

Simples; 4 - Avanco do Membro; 5 - Tarefa Funcional; 6 - Avan¢o do membro.
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No conhecimento sobre a marcha, deve-se levar em consideracao que existem
3 tipos de classificacdo para 0s pés, que sdo: pés normais, pés planos e pés cavos,
conforme mostra a (Fig. 6) 4.

Figura 6 - Classificacdo de diferentes tipos de pés

Pé plano Pé normal Pé cavo

=
@

Segundo um estudo, foi observado que ha diferentes picos de pressédo para o

Fonte:74

caminhar normal nos trés diferentes tipos de pés. Nos pés planos e normais, durante o
caminhar ocorrem pressdes, na regido do meio do pé (arco plantar), enquanto que, nos
pés cavos, ndo ocorrem pressdes nessa regido. No pé cavo observou-se pressdes
elevadas no calcanhar e na parte anterior, geralmente mais lateralizado. Nos pés planos,
as pressoes localizadas na regido do meio do pé sdo mais elevadas, e com area de
contato maior, comparadas com os pés normais, conforme demostrado na Fig.7.7
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Figura 7 - Picos de presséao para o caminhar normal nos trés diferentes tipos depés.

Pé plano Pé normal Pé cavo

Fonte:74

A marcha humana envolve uma série de acontecimentos velozes e intrincados. E
complexo, mas através da observacdo clinica, podemos avaliar esses fenébmenos e
determinar o seu nivel de desvio da normalidade. Em alguns estudos, a A.M.,
demonstraram que a progressao dos sintomas da A.R. esté relacionada com a duracgéo
e gravidade da doenca, com muitas articulacdes do pé afetadas, promovendo dores, 0
desalinhamento, devido a subluxacao; a diminuicdo da amplitude de movimento; a rigidez
e aumento do estresse mecanico, isso influencia diretamente no padrédo da marcha %077,

Ainda em relacdo aos membros inferiores, ha um aumento da pressdo plantar
devido a dores nos pés e diminuicdo capacidade funcional, que pode ter um efeito
negativo na qualidade de vida do individuo com A.R., proporcionando o aumento do risco
de quedas e a instabilidade ao caminhar. 7677
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2 JUSTIFICATIVA

A Artrite Reumatoide AR, é uma doenca inflamatdria cronica que se caracteriza
por poliartrite periférica e pode levar a deformidades, destruicdo articulares e
incapacidade funcional, consequentemente a disfungdes de marcha do individuo com
AR. Recentemente os retrovirus endégenos humanos HERVs, foram sugestivamente
cotados como possiveis agentes etioldgicos, juntamente com uma predisposicéo
genética acertada com gatilhos ambientais (agentes virais e bacterianos).Em especial os
HERVs que fazem parte da familia HERV-K e HERV-W.

Portanto um entendimento mais profundo sobre a influéncia de HERV-K e W na
AR, ajudard a compreender as possiveis alteracdes e 0s desvios nos parametros de
marcha em individuos com AR. A saber se essa elevacao dos niveis de expressao de
HERV-K e W, estdo mesmo associados diretamente a uma piora clinica funcional
contribuindo para uma marcha deficitaria e anormal.

Ou seja, se quanto maior for a expressao de HERVS, se maior serd o processo
inflamatério devido a resposta autoimune, que consequentemente causara um processo
degenerativo mais agressivo no individuo afetado, resultando assim em deformidades e
incapacidade funcional.

Ao mesmo tempo, estes resultados poderdo contribuir nas intervencdes
terapéuticas ja existentes como a fisioterapia. Além disso, influenciara no
desenvolvimento de tecnologias em que haja uma possivel manipulacdo de expressao
de HERVSs, onde a desregulacédo dos HERVs estara implicada, detectando precocemente
e assim intervir com este tipo de tratamento, amenizando as sequelas que a AR traz em
seu prognostico, no qual contribuira para uma qualidade de vida melhor para os

individuos com AR.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de expressao de Retrovirus Endégenos Humanos da familia K e W

e dos parametros de marcha em individuos com Artrite Reumatoide.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os parametros de marcha em individuos com AR

e Identificar possiveis alteracfes no padrédo de marcha caracteristicas de individuos
com AR

e Analisar os niveis de expressdo de HERV K e W em individuos com AR em
comparacao com individuos saudaveis

e Avaliar os niveis de expressao entre as familias de HERV.
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4. METODOS

Trata-se de um estudo observacional transversal do tipo caso controle, sob a
aprovacao do CEP UNISA sob a aprovagéao do CEP UNISA 5.046.978 (Anexo 1).

4.1 Pacientes

Para este estudo foram recrutados individuos com diagnostico de AR e que séo
acompanhados no Ambulatério de Reumatologia da Universidade Santo Amaro (UNISA)
em Sao Paulo.

Para o compor o GRUPO ARTRITE REUMATOIDE — GAR, foram incluidos nesse
estudo, 22 individuos com laudo confirmatorio para AR, que leram e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2). Além disso, s6 foram incluidos
Individuos que deambulam, entre 18 e 85 anos, que ndo apresentaram outras
manifestacdes clinicas de doengas autoimunes.

Para 0 GRUPO CONTROLE — GC, foram incluidos 10 individuos saudaveis sem
diagndstico de AR, sem historico de doencas autoimune na familia e maiores de 18 anos.
Foram excluidos desse grupo, individuos que apresentaram quaisquer outras doencas
gue desfavorecam a deambulacéo.

Os pacientes incluidos em ambos os grupos foi por uma amostragem de
conveniéncia. Além disso, foram coletados dados sociodemogréficos de cada individuo.
Ao todo foram incluidos no estudo 32 individuos, sendo 22 individuos do grupo Artrite
Reumatoide (GAR) e 10 individuos do grupo controle (GC).
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4.2 Logistica Laboratorial

4.2.1 Analise De Expressao De HERVs

Para a andlise de expressao de HERVSs, os leucécitos de todos os individuos, tanto
do GAR (N=22) e do GC (N=10), foram processados e submetido a analise por PCR em
Tempo Real para investigacdo da expressdo de HERV-K e HERV-W por quantificacdo
relativa pelo método de -2AACt, toda as etapas laboratoriais foram realizadas no URC na
Universidade Santo Amaro- UNISA (campus 1).

De cada paciente foram coletadas 2 amostras de sangue (uma em tubo EDTA e
uma em tubo seco). Amostras foram encaminhadas para o laboratério de pesquisa da
Universidade Santo Amaro (UNISA). O tubo com EDTA foi centrifugado a 1500 x g para
separacao das trés fases sanguineas. Em seguida o buffy coat (300 pL) foi coletado para
tratamento com buffer de lise de eritrocitos (Buffer EL, Qiagen), seguindo instru¢des do
fabricante. Os pellets de PBMC foram armazenados em freezer -80°C até o momento de
sua utilizagdo. Para as amostras do tubo seco, as amostras foram centrifugadas em 1500
X g para separacéo do soro, o qual foi aliguotado e armazenado em freezer -20°C até o

momento de sua utilizacao.

4.2.2 Obtencéo e purificagdo do RNA

As amostras foram submetidas a extracdo de RNA pelo método de Trizol
(Thermo). Brevemente, aproximadamente 1000 pL de Trizol foram adicionados ao pellet
de cada amostra a qual foi homogeneizada até a completa rompimento das células. Em
seguida foi adicionado 200 pl de cloroférmio a mistura. Para que fosse possivel quebra/
separacao das fases ap0s essa etapa, entdo as amostras foram centrifugadas a 15000
rpm a 15 minutos. Em seguida, toda a fase aquosa (600ul) foi separada em novo tubo. A
etapa de precipitacdo foi iniciada com auxilio de isopropanol (500 ul), € uma nova
centrifugacédo a 15000 rpms a 15 minutos. O pellet foi lavado com etanol a 70%, uma

centrifugacéo foi realizada a 15000 rpms a 10 minutos. O pellet de RNA foi secado a
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temperatura ambiente 15 minutos. E o RNA foi resuspendido em 40pul de H20 nuclease
free. Todas as etapas da extracao foram realizadas a 4°C.

Apbs a extracdo o DNA gendmico foi removido com auxilio do kit Turbo DNA-free
(Thermo), seguindo instru¢gdes do fabricante, em seguida a confirmacéo da auséncia de
DNA gendmico contaminante foi realizada por PCR em Tempo Real através com genes

complementares ao gene enddégeno GAPDH, conforme descrito anteriormente.3

4.2.3 Deteccéao e nivel de expressdo dos HERVS

O PCR em Tempo Real foi realizado baseado na plataforma Sybr Green com
primers complementares ao gene do envelope de HERV-W?’ e ao gene pol do HERV-K?38
que amplifica um total de 10 subfamilias do HERV-K, e como gene enddgeno utilizaremos
o primers complementares ao gene endégeno de GAPDH. Os primers a serem utilizados
estéo descritos na tabela 2:

Tabela 2 - Primers que foram utilizados em ensaios de PCR em tempo real

GENE/ALVO FORWARD (PRIMER SENSO) REVERSE (PRIMER ANTISSENSO)
HERV-W- CCAATGCATCAGGTGGGTAAC GAGGTACCACAGACAAAAAATATTCCT
ENV

HERV-K- TCCCCTTGGAATACTCCTGTTTT CATTCCTTGTGGTAAAACTTTCCA

GAG

GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGAC TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT

As condicbes de ciclagem para deteccao dos HERVs se iniciaram com 0 cDNA,
devido ao kit One-step (Sigma), com 44°C a 30 minutos e 94°C a 2 minutos. Seguido de
40 ciclos de 95°C por 15s, 50°C por 1 minuto e 60°C por 1 minuto. Para a ciclagem do
GAPDH utilizamos os seguintes parametros: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C por e 15s 60°C por 1 minuto. uma etapa final para obter a
Temperatura de Melting. A atividade transcricional dos HERVSs, foi avaliada de forma
qualitativa (auséncia ou presenca) e de forma quantitativa (nivel de expressao), atraves

de quantificacao relativa dos HERVs com relagdo ao GAPDH do grupo com AR e a
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relacdo dos HERVs com o GAPDH do grupo controle, esses dados foram expressos
através do método de -2AACt.3°

Tabela 3 - Volume dos reagentes utilizados nas reacfdes de PCR

Reagentes Concentragao Volume
1U 0,125 L

M-MLV REVERSE TRANSCRIPTASE

SYBR GREEN TAQ READY MiX 1x 12,5uL
FOR QUANTITATIVE

REFERENCE DYE FOR 1x 0,25 uL
QUANTITATIVE 100X
SOLUTION
MAGNESIUM CLORIDE SOLUTION 3vMM luL
AGUA ULTRAPURA 6,2 uL
PRIMER FORD 3.2PMOL 1uL
PRIMER REVERSE 3.2PMOL 1uL
AMOSTRA (RNA) 150NG 3uL
VOLUME TOTAL 25 uL

A descricédo do volume e das concentragdes estao descritos na tabela 3.

4.3 Analise da Marcha

Para analise da Marcha, foram quantificados e qualificados dados ja mensurados
da avaliacdo de marcha de individuos com Artrite Reumatoide (N=22), GAR e individuos

saudaveis, grupo controle GC (N=10). Que englobou a utilizacdo da
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passarela de 20 metros com cadéncia auto-selecionada; Frequéncia de amostragem de
100 Hz; com Média de coleta: 6 passos de cada lado do pé (D e E) totalizando 12 passos
e Plataforma de presséo localizada no centro da passarela, juntamente com variaveis
como: pico pressao, forca maxima, area de contato e tempo de contato com percepcao
da oscilacao corporal e avaliacdo de 4 regides do pé (Antepé; Mediopé; Retropé medial e
lateral). LOCAL: LABIREM, na Universidade Santo Amaro- UNISA (campus 1).

4.3.1 Avaliacdo Biomecanica do Equilibrio Estatico

Para mensuracdo desta analise foi feita a avaliacdo biomecanica do equilibrio
estatico, onde foi utilizada a plataforma de pressdo (Loran®, Italia), com a paciente
posicionada em apoio bipodal e unipodal, com os olhos abertos e fechados, durante a

permanéncia na postura estéatica quieta por 10 segundos consecutivos.

Figura 8 - Plataforma de presséo (Loran®, Itélia)

Fonte:82

A captacdo dos dados é feita por uma plataforma composta por sensores que
detectam: a postura do individuo em posicao ortostatica (em pé); o equilibrio postural; as
compensacdes posturais; a distribuicdo do peso corporal e dos picos de presséo nos pes;
o tipo de pé (normal, cavo ou neutro); o tipo de pisada: neutra, pronada (para dentro) ou

supinada (para fora); as alteragcdes na marcha; alteracdes nos peés, joelhos (valgo ou
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varo) quadril e coluna; além de problemas passiveis de correcao por meio da utilizacao

das palmilhas posturais.

4.3.2 Avaliacdo Biomecanica da distribuicao da pressao plantar durante a Marcha

Para a avaliacdo biomecéanica da distribuicdo da pressdo plantar durante a
marcha, foi utilizada a mesma plataforma de pressdo (Loran®, Italia). Faz parte do
equipamento, sensores resistivos de sensores de pressdo, distribuidos
homogeneamente. A plataforma foi conectada a um notebook de mesa para transmissao
dos dados que foram coletados a uma frequéncia 100Hz. Os individuos deste estudo

realizaram a marcha em uma cadéncia pré-estabelecida.

4.4 Andlise Estatistica

O numero de amostra foi coletado por conveniéncia. Estes dados foram
correlacionados, estratificados e avaliados por meio de estatistica quantitativa e
qualitativa. Os dados coletados foram inseridos em banco de dados construido no
programa GraphPad Prism versdo 10(La Jolla, California) e avaliados por meio de
estatistica descritiva com célculos percentuais, frequéncias e médias assim como a
elaboracdo dos graficos. Variaveis quantitativas com médias e desvio-padrdo foram
avaliadas pelo teste de andlise de variancia e o nivel de significAncia adotado para p<
0,05.

Foram obtidos dados descritivos e, para a comparagcado das pontuacdes entre 0s
diferentes grupos, foram utilizados testes paramétricos e ndo paramétricos de acordo
com a distribuicdo normal dos dados. Os testes utilizados foram os seguintes: O teste de
normalidade foi efetuado pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para analisar a expressao de HERV entre os grupos, e o teste do coeficiente de

Pearson para a analise de correlagao.
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5.RESULTADOS

5.1 Dados demogréficos dos individuos incluidos no estudo
Foram entrevistados e incluidos neste estudo, 32 individuos, sendo 22 grupos

artrite reumatoide (GAR) e 10 no grupo controle (GC). Os dados demograficos dos

individuos incluidos no estudo estdo demostrados na tabela abaixo. (tabela 4)

Tabela 4 - Dados demograficos dos individuos incluidos no estudo

Variaveis GAR (22) GC (10)
GENERO F/M 20/02 09/01
% (91% - 9%) (90% - 10%)
IDADE
(MEDIA +/- DP) 61,4 +10,7 49,7+6,72
IDADE 34-84 38-62
ETNIA (N) NEGRAS (6 /27%) NEGRAS (1/10%)
% PARDAS (8/36%) PARDAS (2/20%)
BRA/NCAOS BRANCAS (6/60%)
(8/36%) ORIENTAL (1/10%)

F/M: Feminino/Masculino; DP: Desvio-padrédo; AR: Artrite Reumatdéide; GC: Grupo
controle.

Dentre os individuos do GAR, eram 20 mulheres e 2 eram homens,
correspondendo a 91% e 9% respectivamente, com idade média de 61,4 anos, a variacdo
esta entre 34 e 84 anos de idade, dentre os individuos do GC, eram 9 mulheres e 1 era
homem, correspondendo a 90% e 10% respectivamente, com idade média de 49,7 anos,
a variacao esta entre 38 e 62 anos de idade. Em relacdo a caracteristica étnica dos
participantes, do GAR, oito se autodeclararam brancos, seis negros e oito pardos,

correspondendo a 36,%, 27% e 36%, respectivamente. Em relacdo a caracteristica étnica
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dos participantes do GC, seis se autodeclararam brancos, um negro, dois pardos e um

oriental correspondendo a 60%,10%, 20% e 10% respectivamente.
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5.2 Caracteristicas clinicas dos individuos incluidos no estudo

As caracteristicas clinicas dos individuos deste estudo foram descritas conforme
tabela abaixo. (Tabela 5).

Tabela 5 - Dados clinicos dos individuos incluidos no estudo

Variaveis GAR GC
QUANTO ANOS DE 5 ANOS =NI TD NAO SE
DOENCA (AR)= (22,7%) APLICA

2 ANOS=0-5TD
TEMPO DE DOENCA (9,0%)
(TD) 4 ANOS= 6-10 TD
% (18,1%)
3 ANOS =11-20 TD
(13,6%)
5 ANOS = 21-25TD
(22,7%)
3 ANOS = 26-30 TD
MEDICAMENTOS Sim (20/90,9%) NAO SE
RELACIRNRADOS A NAO (2/9,0%) APLICA
(N/%) NI (2/1%)

UPADACITINIBE; CODEINA;SULFATO;
ENDOFOLIN; GOLUNUMABE;
SILIZOMABE; DICLOFENACO; HIDROXICLOROQUINA
, (1/4,5%)
ACIDO FOLICO;CITRATO DETOFACITINIBE; GABAPENTINA
(2/9,0%)
ADALIMUNABE; APATACEPTI
(3/13,6%)
TOCILIZUMABE
(4/18,1%)

METOTREXANO
(8/36,3%)
PREDINISONA
(11/50%)
POSsuUi OUTRA NAO (12/54,5%) Sim (10/45,5%) NAO
DOENCA
(N/%) DIABETES; ANSIEDADE;DEPRESSAO (1/4,5%)

(10/100%)
DISLIPIDEMIA (2/9,0%)

HIPERTENSAO (8/36,3%)
Legenda: AR: Artrite Reumatdide; GC: Grupo controle; NI: N&o informado; TD: tempo de doenca.
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Dos individuos do GAR, em ralacdo ao tempo de doencga, cinco nao informaram
ou ndo sabem o tempo da doenca, 0 que representa 22,7%; dois individuos responderam
ter até 5 anos de diagnéstico, ou seja (9,0%); quatro individuos de 6 a 10, ou seja (18,1%);
trés individuos de 11 a 20 (13,6%); cinco individuos de 21 a 25 (22,7%) e outros trés 3
individuos de 2 a 30 (13,6%). Em relacdo aos medicamentos relacionados a AR, a maior
porcentagem foi de 50% para a Prednisona, ou seja, 11 individuos fazem uso desta
medicacdo. A andlise de presenca de outras comorbidades do GAR, mostrou que um
pouco mais da metade das pessoas, ou seja, 12 pessoas ou (54,5%), ndo apresentavam
nenhuma outra doenca além da AR. Enquanto 10 pessoas, ou (45,5%) possuiam outras
doencas, sendo elas: Hipertensao (36,3%); Dislipidemia (9,0%); Diabetes, Ansiedade e
Depresséo, representando (4,5%) respectivamente.

5.3 Caracteristicas antropométricas dos individuos incluidos no estudo
As caracteristicas antropométricas destes individuos foram descritas na Tabela 6.

Os resultados nos mostram que nao foram encontradas diferencas significativas entre o

GAR e GC, conforme tabela abaixo:

Tabela 6 Caracteristicas antropométricas entre paciente com atrite reumatoide e controle

VARIAVEIS GAR GC P
ALTURA (CM) 1,60+£0,1 1,61+0,1 0,862
MASSA CORPORAL (KG) 68,8+ 15,0 70,2+10,3 0,423
INDICE DE MASSA CORPORAL 27,655 28,5+ 6,1 0,274

(KG/cm3)

*Teste t Student independente, considerando diferencas estatistica p<0,05.
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5.4 Expresséao dos e HERV-K e HERV-W do GAR e GC

Grafico 1- Expressdo de HERV W no GC e GAR. Dados expressos em média e desvio padréo.
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Comparando os dois grupos podemos observar que 0 GAR expressa em média

quatro vezes mais o HERV-W do que o GC (p<0,01)

Gréfico 2 - Expressédo de HERV K no GC E GAR Dados expressos em média e desvio padrao.
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Assim como HERV-W, o HERV-K também esta mais expresso no GAR em
comparacao ao GC, cerca de 2 vezes mais (p<0.01)

Os individuos avaliados do GAR, apresentaram aumento na expressao dos HERV-
W e HERV-K quando comparados ao GC, sendo o que no GAR, o HER-W, expressa em
média quatro vezes mais do que o GC, mostrando maior comprometimento da AR para

intensificar a expresséo viral dos pacientes.

5.5 Distribuic&o da pressao plantar durante a marcha entre GAR e GC

Na tabela 8, pode-se observar que a area de contato do antepé foi reduzida nos
pacientes com AR em relacdo aos pacientes controles (p=0,004), mas sem diferencas
estatisticas para as areas de mediopé e retropé (medial e lateral). Além disso, 0s
pacientes com AR mostraram um aumento significativo do pico de pressdo em todas as
areas dos pés (antepé, mediopé e retropé medial e lateral), mostrando grande impacto
de sobrecarga de forca plantar durante a marcha quando comparado aos pacientes
controles, levando a maior limitagéo funcional do andar. A forca maxima, sobre cada area
dos pés, ndo mostrou diferencas significantes quando comparada entre os grupos: AR e

controle, mantendo-se aumentada durante o andar para ambos 0S grupos.
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Tabela 7 Distribuicdo da pressédo plantar durante a marcha entre individuos GAR e GC

Marcha Grupos Antepé Mediopé Retro.pe Retropé lateral
medial
Artrite 10,9+ 2,0 18,3+9,9 18,4429 17,0435
. Reumatoide
Area de
Conztato Controle 159+7,0 13,3+8,4 18,8 + 3,8 19,1+ 3,9
(cm?) P
*
(inter-grupos) 0,004 0,055 0,990 0,437
Artrite
e 308,4+68,0 161,4+99,1 289,5+110,6 279,3+107,5
. Reumatdide
Pico de
Pressao Controle 239,0+94,0 87,3+65,6 225,0+120,1 216,8+119,7
(kPa) 9
* * * *
(inter-grupos) 0,008 0,010 0,045 0,040
Artrite 14,7 + 4,6 134+99  26,7+117 25,8 £ 12,2
Reumatodide
Forca
Maxima 13,4+ 3,7 8,754 27,3+10,9 24,7 + 10,6
(N/BW) ControIS
0,185 0,543 0,153 0,195

(inter-grupos)
*Teste t Student independente, considerando diferencas estatistica p<0,05.

5.6 Correlacédo da expressao do HERV virus com os pardmetros de sobrecarga plantar
durante a marcha do GAR.

Os individuos do GAR ndo apresentaram correlacao da expressdo dos HERV-
W e HERV-K com o pico de pressdo durante para cada area dos pés durante o andar,
mostrando nenhuma associacdo com a intensificar de expressao viral dos pacientes

acometidos pela doenca, conforme observado na tabela 8.
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Tabela 8 Correlagcdo da expresséo do HERV virus com a parametros de sobrecarga plantar
durante a marcha do GAR

Pico

Areas dos ~ r r
Pés Presséo HERV-W HERV-K (HERV-W) p (HERV-K) p
(kPa)

Antepé 308,4+68,0 3,72+0,47 2,76+ 0,51 -0,15 0,440 -0,21 0,284
Mediopé 161,4£99,1 3,72+047 2,76+ 0,51 0,12 0,546 0,16 0,404
E‘Ztéfge 289,5+110,6 3,72+047 2,76+ 051 014 0479 -011 0,565
Retropé

\ateral 279,3+107,5 3,72+0,47 2,76+0,51 0,12 0556 -0,11 0,532

*Teste de correlacao de Pearson, considerando diferencas estatistica p<0,05.

5.7 Correlacdo da expressdo do HERV virus com os parametros de sobrecarga plantar
durante a marcha do GC.

Os individuos do GC controles, sem a doenca, também ndo apresentaram
correlacdo da expressdo dos HERV-W e HERV-K com o pico de pressdo durante para

cada area dos pés durante o andar, conforme observado na tabela 9.
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Tabela 9 Correlagdo da expressdo do HERV virus com os parametros de sobrecarga plantar
durante a marcha do paciente controles

Antepé 239,0£940  372+047 276+051 0,03 0886 o9 0658

Mediopé 87,3+656  3,72+047 2,76+051 0,04 0884 4 0,790
Retrope 2250+120,1 3,72+047 2,76+051 0,12 0,552 0331
medial 0,19

Retrope 216,8+119,7  372+047 2,76:051 008 0,680 0429
lateral 0,16

*Teste de correlacdo de Pearson, considerando diferencas estatistica p<0,05.
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6.DISCUSSAO

O presente estudo apresentou resultados da expressédo génica de HERV-W e
HERV-K x GC, demonstrando que houve uma expressao alterada de HERV-W e HERV-
K nos individuos com AR, (GAR).Os resultados obtidos neste estudo, sintetizaram que
o HERV-W tem uma intensificacdo da expressao viral em média quatro vezes maior nos
pacientes com AR, quando comparada a um grupo controle GC (pessoas saudaveis),
mediando a ideia de que iSSO possa contribuir para um maior comprometimento da AR.
Ao mesmo tempo 0 GAR expressou HERV-K também esteve mais expresso, dado esse
esperado onde individuos saudaveis tendem a expressar menos HERV do que individuos
com doencas autoimunes. 78

Alguns estudos trazem o conceito da possivel ligacdo dos HERVs nas
patogéneses de algumas doencas do SNC como a Esclerose Mdltipla (EM); Esclerose
Lateral Amiantrofica (ELA) e algumas doencas autoimunes como como a LES (LUpus
Eritematoso Sistémico ou Lupus); a Artrite Reumatoide (AR); e até mesmo no Diabetes
Melittus 1 (DM1) entre outras. 141215

Contribuindo com o0 nosso achado, ja existem alguns estudos, que demonstraram
a elevacgédo dos niveis de HERV-W, em algumas das doencas mencionadas acima 51415,
como o caso da EM e ELA e recentemente foi detectado no liquido cefalorraquidiano e
no tecido cerebral de pacientes com Esquizofrenia (EQZ), e a varios transtornos
psiquiatricos 18 . Em dois estudos foram identificados que as proteinas do envelope
codificadas por HERV (env) podem atuar como fortes estimuladores imunoldgicos
(superantigenos). Assim, a progresséo lenta da EM, ap6s a neurodegeneracao pode ser
induzida pela reativacdo da expressdo do HERV diretamente, em especifico o HERV-
W_l,81

Um outro estudo, fez uma comparacéo da populacdo da Russia e do Reino Unido
e evidenciou que existe uma diferenca entre as populacdes estudadas, pois detectou um
nivel elevado de expressdo HERV-W em relacédo ao grupo controle . Em outro estudo
publicado em 2013, foi observado que, a semelhanca entre a proteina do env do HERV-
W com a MOG (glicoproteina de oligodendrdécitos de mielina), somatizando a ideia de que

ERVEW?2 pode estar envolvido na imunopatogénese da EM, talvez facilitando o
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reconhecimento da MOG pelo sistema imune, ou seja, uma expressao elevada de HERV-
W na EM, quando comparado ao grupo controle.8?

O HERV-W tem o papel direto na regulacdo das respostas imunes, além das
alteracbes na producdo de citocinas semelhantes aquelas em pacientes com LES, a
proteina env do HERV-W, também chamada de sincitina, estimula a expressédo do
receptor de retrovirus de mamiferos tipo D na placenta e pode ser induzida por sinais
ambientais e ativacdo do sistema imune.? A subativacdo subsequente da proteina do
envelope HERV-W (HERV-W-Env) promove ainda mais o0 atague autoimune pancreatico,
levando a DM1, como ja mencionado, CVB e HERV-W-Env exercem efeito citotoxico
direto sobre as células B pancreéticas, contribuindo para a patogénese do DM1. Em
conjunto, esses dados fornecem argumentos substanciais para considerar o HERV-W-
Env na interface entre suscetibilidade genética, fatores ambientais e cascatas
patogénicas a jusante que levam a DM1.1°

EM nossos resultados foi encontrado que a maior expressao anti- Herv é a que se
refere ao HERV-W, podendo ser embasado por dados contido em um estudo ja existente,
onde demostrou que a ativacdo do sistema imune inato pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, e um possivel papel de CD14 e TLR4
em doencas autoimunes/pré-inflamatérias, pois neste estudo o nivel de CD14 soluvel
naturalmente presente no plasma dos individuos, estava elevado em doencas como EM,;
AR ou LES.*4

Mas sabemos que a literatura possui poucos dados que associam ou mesmo
elucidam esse achado, de um nivel de expressdo maior de HERV-W do que de HERV-K
na AR. Pois encontramos uma diversidade de publicacdes mostrando que o HERV-K,
tém sido frequentemente associado as possiveis patogéneses das doencas citadas
acima, principalmente quando nos referimos a AR (Artrite Reumatoide) 1516

Em um estudo, que comparou a ARJ (artrite reumatoide juvenil) com pacientes
com LES (lUpus eritematoso sistémico) e um grupo controle (individuos saudaveis),
apresentou que nos pacientes com ARJ se comparado com 0s outros grupos, obtiveram
o resultado de uma elevagcdo do nivel da expressdo de HERV-K16 no sangue periférico
destes pacientes, sugerindo um possivel mecanismo de autoimunidade.” Em relacéo ao

LES, um outro estudo observou a expressdo de HERV-K como uma das possiveis



58

etiologias da doenca, mas isso ainda precisa ser mais esclarecido, o que se sabe é que
existe a presenca de anticorpos anti HERV-K no LES 141279,

Essa divergéncia de resultados nos estudos citados pode apontar a
heterogeneidade da AR, e de grupos populacionais Unicos e que eventualmente podem
exibir um perfil de expresséo distinto desses retrovirus. E até serem explanados por
guestdes de metodologias aplicadas, uma vez que as areas analisadas podem ser
distintas das analisadas neste presente estudo. Embora, geralmente, ndo haja consenso
sobre quais familias de HERVs estdo mais acionadas em certas doencas autoimunes
51415 Desta forma, observamos que varios sdo os loci e HERV-K e HERV-W que podem
estar ativos em pacientes com AR, e proveniente dessa diversidade proteica viral que
decorre sendo expressa, ha uma probabilidade de acionamento do sistema imune. 6.

No nosso estudo, a analise de correlacdo entre os niveis de expressédo de HERVs
e as os parametros de marcha ndo apresentaram correlacdo positiva. No entanto,
mudancas no pico de pressao plantar mostrou padrées distintos de individuos controles
e individuos com AR. Por exemplo, observou-se que a area de contato do antepé foi
reduzida no GAR, mas nao houve diferencas estatisticas para as demais areas do
mediopé e retropé (medial e lateral). O GAR apresentou um aumento significativo do pico
de pressdo em todas as areas dos pés (antepé, mediopé e retropé medial e lateral),
mostrando grande impacto de sobrecarga de forca plantar durante a marcha quando
comparado ao GC, levando a maior limitacédo funcional do andar %77, Ainda em relacédo
aos membros inferiores, h4 um aumento da pressao plantar devido a dores nos pés e
diminuicado capacidade funcional, que pode ter um efeito negativo na qualidade de vida
do individuo com A.R., proporcionando o aumento do risco de quedas e a instabilidade ao
caminhar. 78

Em alguns estudos, que a A.M., demonstram que a progressao dos sintomas da
A.R. esta relacionada com a duracéo e gravidade da doencga, com muitas articulacdes do
pé afetadas, promovendo dores, o desalinhamento, devido a subluxacdo; a diminuicao
da amplitude de movimento; a rigidez e aumento do estresse mecanico , isso influencia
diretamente no padrao da marcha . A forca maxima, sobre cada area dos pés, mantendo-
se aumentada durante o andar para ambos os grupos 50,77.

Os individuos de ambos os grupos, GAR e GC, ndo apresentaram correlagdo da

expressdo dos HERV-W e HERV-K com o0 pico de pressao para cada area dos pés
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durante o andar, mostrando nenhuma associa¢cédo com a intensificar de expressao viral
do GAR.

Para ambos os grupos nao houve diferenca em relacdo ao género nos niveis de
expressdo viral ou para a influéncia no padrdo da marcha. Embora o estudo tenha
apresentado nos dois grupos, que a maioria dos individuos eram do sexo feminino ( 90%),
nao existem evidéncias na literatura que demonstre diferencas na prevaléncia entre
homens e mulheres.

Em relacdo a idade, o0 GAR, apresentou uma variacao de idade entre 34 e 84 anos,
com a média de 61,4 anos, o que esta de acordo com os dados relatados na literatura
visto que a reativagdo das familias HERV-K e HERV-W esta associada a doencas
humanas que se desenvolvem principalmente na idade adulta e / ou senescéncia e para
as guais uma alteracdo paralela da metilacdo do DNA relacionada a idade é conhecido
8. E importante mencionar que todos os individuos do GC ndo tém uma doenca
autoimune diagnosticada e a idade média desse grupo era de 49,7 anos. A etnia
predominante em todos os grupos foi a branca, sendo que no GAR, estava dividido
igualmente em brancos e pardos respectivamente.

Em relagéo ao tempo de diagnostico da AR, cinco individuos 22,7% responderam
ter entre 21 a 25 anos de diagndéstico e também 22,7% ou seja, cinco, ndo informaram
ou ndo sabiam o tempo da doenca. O que nos arremete a estudos anteriores que
sugerem um nivel de expressao das familias HERV-K e HERV-W na AR, se modulam
conforme a medida que a doenca avanca, pois 80% dos pacientes desenvolvem alguma
anormalidade articular permanente no apés 10 anos de diagnéstico.3® Em relagcdo aos
medicamentos relacionados a AR, a maior porcentagem foi de 50% para o uso de
Prednisona, ou seja, 11 individuos fazem uso desta medicacdo, que é um anti-
inflamatorio esteroide que age no sistema imunolégico e pode estar diminuindo a
resposta humoral,’”® que consequentemente estes pacientes ndo se encontravam em
condicdes clinicas de surto da AR, 0 que possivelmente representaria um quadro mais
inflamado e pudesse favorecer uma maior transcricdo e/ resposta contra antigenos de
HERYV. Um estudo anterior a este mostra que a resposta humoral pode ser modulada
uma vez que a condicdo inflamatéria dos pacientes esteja mais controlada. Isso foi

observado em pacientes com Esclerose Mdltipla, o0 uso constante de Natalizumab por um
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periodo prolongado, foi capaz de reduzir os niveis de anticorpos anti HERV-W de forma
significativa apés 6 meses de tratamento.®°

A analise de presenca de outras comorbidades do GAR, mostrou que mais da
metade das pessoas, ou seja, 12 pessoas ou (54,5%), ndo apresentavam nenhuma outra
doenca além da AR. Enquanto 10 pessoas, ou (45,5%) possuiam outras doencas, sendo
elas: Hipertensdo (36,3%); Dislipidemia (9,0%); Diabetes, Ansiedade e Depresséao,
representando (4,5%) respectivamente 8. E fundamental entender que as comorbidades
muitas vezes decorrem diretamente da presenca da AR. Para exemplificar em um estudo
mostrou que a hipertenséo arterial sistémica em pacientes com AR esta associada a
inflamacao sistémica e ao uso de medica¢des utilizadas na AR, como anti-inflamatérios
n&o hormonais, corticoides e DMCD, como leflunomida e ciclosporina 8.

Com os resultados obtidos neste estudo podemos encontrar alguns fatores
limitantes, como por exemplo, o fato do estudo transversal, de modo que a relagéo causal
entre a funcdo do pé, avaliada por meio da andlise da pressao plantar, péde néo ser
determinada fielmente, uma vez que os participantes do estudo sdo orientados a andar
de forma mais aproximada ao natural de seu proprio caminhar, mas estando eles na
presenca dos avaliadores, podem obter uma forma de mascarar sua marcha e como se
portar durante a avaliagdo biomecanica.

Ainda existe também a diferenca do tempo de diagndstico de cada paciente do
GAR, e o uso de medicactes durante a fase do estudo, que pode influenciar tanto no
aumento da expressao viral, quanto na forca de pressao capturados para todas as
regides do pé, devido a diferenca do nivel de inflamacao articular durante o avancar dos
anos na AR, ou se tem uma reposta humoral mais elevada do que nos pacientes controle
devido ao tratamento farmacoldgico realizado por muito tempo. Os resultados podem néo
ser generalizaveis para todas as pessoas com AR.

Uma possivel forma de resolver essa problematica seria realizar o estudo com
pacientes em fase de surto da doenca, que nao facam uso de medicamentos para AR,
para ser observado se isso acaba mesmo se tornando um viés do nosso estudo. Mas
isso se torna um grande desafio, uma vez que as condi¢des clinicas se iniciam de
maneira abrupta e sem sintomas patognomoénicos da doenca. Além de que todo

diagndstico da AR, levar um tempo estimavel para se concluir, ndo podemos assegurar
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gue os dados estdo sdo totalmente veridicos. Em conjunto com essas medidas, a
comparacao da atividade do HERV entre pacientes e controles, pareados por idade/sexo,

deve ser feita para evitar falsos dados.



62

7.CONCLUSAO

Este estudo mostrou que o HERV-W é expresso quatro vezes mais nos individuos
com AR, que no GC, ja o HERV-K também é expresso tanto no GAR quanto no GC, em
média 2 vezes mais.

Em contrapartida o estudo demonstrou que nao houve correlagéo significativa da
influéncia dessa expresséao viral de HERV-W e HERV-K com os parametros da marcha
em individuos com AR, portanto nédo influenciando na capacidade funcional para andar
ou permanecer estavel.

Sao necessarios mais estudos na area para elucidar o papel do HERV na
patogénese da AR, também seria importante realizar estudos com outros pacientes com
a doenca (AR), em diferentes estagios, seria também interessante realizar uma analise
da marcha nos pacientes, em surto ou medica¢des suspensas, em ambiente controlada
e monitorado, para elucidar de que forma esses medicamentos estdo relacionados com
a resposta humoral e se a diferenca no grau da AR pode contribuir de forma negativa na

marcha deste individuo. Sendo necessario mais estudos para somar a este resultado.
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO
PROTOCOLO: EXPRESSAO E RESPOSTA HUMORAL ANTI RETROVIRUS ENDOGENO HUMANOS EM
PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE
Estes esclarecimentos estfo sendo apresentados para solicitar sua participagio no projeto PERFIL DE EXPRESSAO DE

RETROVIRUS ENDOGENOS HUMANOS E RESPOSTA HUMORAL ANTI HERV-K E W EM PACIENTES COM
ARTRITE REUMATOIDE do programa de P6s-graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade Santo amaro — UNISA, que
serd realizado pela pesquisadora Bruna Reimberg Flose como dissertacdo para obtencao do titulo de mestre sob orientacdo do
prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali.

1. Descrigdo do estudo e objetivos

Estamos realizando um estudo de carater observacional em pacientes com Artrite Reumatoide (AR) com o objetivo de avaliar
o perfil de expressdo de Retrovirus endégenos humanos (HERVS) e a reposta humoral anti HERV em pacientes da zona sul de Sao
Paulo. Gostariamos de investigar a frequéncia e niveis de expressdo dos HERVs K e W e investigar os niveis de IgG e IgM anti
peptideos de HERV-W e K em pacientes com AR. Vale destacar que a sua participagdo ou ndo, nao acarretard nenhuma
interferéncia em seu atendimento médico ou em seu tratamento. Sendo assim, o objetivo deste termo é convida-lo a participar do
nosso estudo.

2. Procedimentos da pesquisa

Apos ter sido esclarecido sobre o estudo, vocé podera ou ndo participar do estudo. Caso aceite, vocé serd solicitado a assinar
esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, uma cdpia deste documento Ihe seré fornecida. O seu acompanhamento médico
ndo sera afetado no decorrer do estudo, além disso, vocé podera optar por ndo participar mais do estudo a qualquer momento, sem
que quaisquer implicagdes para ti. Caso aceite participar, coletaremos uma amostra de sangue. O material bioldgico coletado
durante esse projeto sera utilizado apenas para o objetivo desse estudo.

3. Benéficos e obrigacGes do participante

Vocé ndo terd despesas pessoais por participar deste estudo, e nem quaisquer obrigagdes. Também néo haverd compensacéo
financeira por sua participagdo. A principio, este estudo nao trard nenhum beneficio imediato para vocé. Entretanto, as
informacdes obtidas nesse estudo poderao servir de base para compreender a expressao do Retrovirus Endégeno Humano na
populacéo e a possivel etiologia da Artrite Reumatoide.

Comité de Etica em Pesquisa — Unisa.
Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340 cep: 04829-300 Sdo Paulo - SP Fone: (11) 2141-8687
www.unisa.br

ISA :

Universidade Santo Amaro

Desconfortos e riscos

Por ser um estudo observacional, ou seja, sem quaisquer tipos de intervengdes, esse estudo oferece riscos minimos aos
voluntarios. A coleta de sangue é pouco invasiva e oferece riscos minimos, onde hd um desconforto por conta da coleta e pode, no
maximo, gerar alguns hematomas.

5. Garantia de acesso aos pesquisadores
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E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais duvidas, ou informacdes sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Os pesquisadores responsaveis sdo a biomédica Bruna Reimberg Flose e prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali, podem ser
encontrados na Universidade Santo Amaro no endereco Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP, campus I,
telefone 11 2141-8702 no setor Pés-graduagdo em Ciéncias da Salde.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o comité de Etica em pesquisas
(CEP-UNISA) — Rua prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — tel.: 2141-8687.

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo (nexo causal comprovado), a qualquer tempo,
fica assegurado ao participante o respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indenizag¢Ges por danos eventuais.
Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Séo Paulo, / /

(Bruna Reimberg Flose) (Prof Dr. Luiz Henrigue Da Silva Nali)
Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espaco determinado abaixo e coloque seu nome e 0 n° de seu documento
de identificag&o.
NOme: (dO PArtiCIPANTE): ....o.veeeiieieiisieeee s
Doc. 1dentifiCagao: .......ccovvvveriniiice s
A, bbbt

Nome: (do representante 1egal) ........ccceiiiiiiiiiiie e
DOC. 1AENTITICAGAD: ....vevivetieeiiieeee ettt
Nivel de representagdo: (genitor, tutor, curador, procurador.) .........ccccceeerereresenerienenns
Nome do partiCipante: ........c.ccccveveveeieeieie e

Comité de Etica em Pesquisa — Unisa.
Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340 cep: 04829-300 Sdo Paulo - SP Fone: (11) 2141-8687
www.unisa.br

SA

Universidade Santo Amaro

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste participante (ou do
representante legal deste participante) para a participacdo neste estudo, conforme preconiza a Resolucdo CNS 466, de 12 de
dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo Data / /




