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RESUMO

Introducéo: Pacientes com a sindrome de Sjogren primaria (SSp) apresentam maior
prevaléncia de alguns fatores tradicionais de risco cardiovascular, mas a relacéao entre
placa de aterosclerose carotidea e fatores tradicionais e ndo tradicionais de risco é
pouco estudada. Objetivo: Identificar a associacdo da placa de aterosclerose
carotidea com os fatores de risco tradicionais, caracteristicas da doenca, perfil de
citocinas e calprotectina em pacientes com a SSp. Métodos: Estudo transversal
controlado, sendo 63 pacientes com a SSp e 63 controles saudaveis voluntarios
pareados por sexo e idade, submetidos a avaliacdo clinica, laboratorial e
ultrassonografica de carotidas. As variaveis de placa de aterosclerose carotidea foram
identificadas em analise de regressédo univariada e multivariada. Resultados: Os
pacientes com a SSp tiveram maior frequéncia de aterosclerose carotidea (13% vs.
2%; p <0,05). A calprotectina, o receptor 2 para o fator de necrose tumoral (TNF-R2),
0 Hepatocyte Growth Factor (HGF), a Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL-2) e a
adiponectina foram mais elevados nos pacientes. Nas analises univariadas, a
calprotectina, a maioria dos fatores tradicionais de risco cardiovasculares (idade, sexo
masculino, sindrome metabdlica (SM), hipertensdo arterial, hipertrigliceridemia e
creatinina sérica) e alguns fatores de risco associados a doenca (uso de
glicocorticoide e de substituto salivar e, ESSDAI) foram associados com um risco mais
elevado para placa. Numa analise multivariada, a SSp foi fator de risco para a placa
de aterosclerose carotidea, independente de fatores tradicionais de risco (OR= 28,76,
[95% intervalo de confianca 1,69-490,19], p=0,02). A calprotectina sérica foi fator de
risco para placa de aterosclerose carotidea, independente da creatinina sérica e
hipertensdo (OR = 1,001 [95% intervalo de confianca 1,0001-1,001], p = 0,02).
Conclusdes: Pacientes com a SSp tém maior prevaléncia de placa de aterosclerose
carotidea, que é modulada por fatores tradicionais mais elevados de risco
cardiovascular, uso de glicocorticoide, atividade de doenca e calprotectina. A
calprotectina € um biomarcador de aterosclerose subclinica na SSp.

Palavras chaves: Sindrome de Sjogren primaria. Risco cardiovascular. Placa de

aterosclerose carotidea. Citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Patients with primary Sjogren’s syndrome (pSS) have increased
prevalence of some traditional cardiovascular risk, but the carotid atherosclerosis
plaque and its correlation with traditional and non traditional risk are not fully
understood. Objective: To identify the association of carotid atherosclerosis plaque
with the traditional cardiovascular risk, disease characteristics, cytokine profile and
calprotectin in pSS. Methods: Cross-sectional study with healthy control group
including 63 pSS patients and 63 controls volunteers underwent clinical, laboratory and
ultrasound of carotid arteries. The carotid atherosclerosis plaque variables were
identified in univariate and multivariate regression analysis. Results: Patients with pSS
had a higher frequency of carotid atherosclerosis plague (13% vs. 2%; p <0.05).
Calprotectin, tumoral necrosis factor receptor 2 (TNF-R2), hepatocyte growth factor
(HGF), Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL-2) and adiponectin than controls. In
univariate analyses, calprotectin, the most traditional cardiovascular (age, male sex,
metabolic syndrome, hypertension, hypertriglyceridemia, and serum creatinine), and
some disease-associated risk factors (glucocorticoid, saliva substitute use and
ESSDAI) were associated with a higher risk for plaque. In a multivariate analysis,
having SSp was risk factor for atherosclerosis plaque independent of traditional risk
factors (OR= 28.76, [95% confidence interval 1.69-490.19], p=0.02). Higher serum
calprotectin was the only biomarker associated with carotid atherosclerosis plague
independent of creatinine and hypertension (OR=1.001 [95% CI 1.0001-1.001],
p=0.023). Conclusion: Patients with pSS have higher prevalence of carotid
atherosclerosis, which are modulated by higher traditional cardiovascular risk,
glucocorticoid use, disease activity and calprotectin. Calprotectin is a biomarker of
subclinical atherosclerosis in pSS.

Key words: primary Sjogren’s syndrome. Cardiovascular risk. Carotid atherosclerosis

plaque. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 SINDROME DE SJOGREN: DEFINICAO, ETIOPATOGENESE,
EPIDEMIOLOGIA, CLINICA E TRATAMENTO

A sindrome de Sjogren (SS) pode ser definida como uma doenca inflamatéria crénica,
autoimune, de evolucao lenta e progressiva, caracterizada por um infiltrado linfocitario
que acomete o epitélio de glandulas exdcrinas, principalmente as salivares e lacrimais,
e causa uma diminuicdo da producado de lagrima e saliva. Além das manifestacfes
glandulares, apresenta manifestacdes extraglandulares que permitem classificar a SS

como uma doenca sistémica® 2.

E a segunda doenca reumatica autoimune mais frequente. Sua prevaléncia é em torno
de 0,5%34. No Brasil, estudo evidenciou uma prevaléncia de SS de 0,17 % em Vitoria,
Espirito Santo®. A SS é mais comum no sexo feminino, em uma relacdo 9:1, com pico

de incidéncia na perimenopausa, entre 40 e 60 anos®.

O acometimento glandular provoca manifestacbes clinicas de secura oral
(xerostomia), secura ocular (xeroftalmia), ceratoconjuntivite seca e aumento de
glandula pardétida. A xeroftalmia pode manifestar-se como sensagédo de areia nos
olhos, prurido, dor ocular ou vermelhid&o. A irritacao crénica e a destruicdo do epitélio

conjuntival bulbar e corneano caracterizam a ceratoconjuntivite seca’2.

A secura pode ocorrer em outros sistemas ou 6rgaos, como respiratorio, genitourinario
e pele. A hipofuncdo de glandulas mucosas do trato respiratério superior e inferior
ocasiona secura nhasal, orofaringianae traqueal (xerotraquéia), com tosse seca
persistente. A secura genital é representada pela vaginite seca, com irritacdo, prurido
e dor durante relacéo sexual (dispareunia). Diminuicdo das secre¢des das glandulas

exocrinas da pele leva a pele seca (xerodermia) e ao prurido cutaneo’°.

As manifestagdes extraglandulares da doenca podem ocorrer em mais da metade dos
pacientes e surgem de forma inespecifica, com sintomas constitucionais, tais como
fadiga, febre, perda de apetite e de peso. Podem vir acompanhadas de manifestacdes
sistémicas como: artralgias, artrites, vasculite cutanea, purpuras, ulceras cutaneas,

fendmeno de Raynaud, neuropatia periférica e central, vasculite de sistema nervoso,
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glomerulopatia, acidose tubular renal, insuficiéncia renal, miopatia autoimune, atrofia
géastrica, pancreatite autoimune, derrame pleural, doenca pulmonar intersticial,
pseudolinfoma, alveolite linfocitica, leucopenia, anemia hemolitica, plaquetopenia,

linfonodomegalias, linfoma, entre outras%t,

Os sintomas da SS séo diversificados, considerados vagos, de naturezas distintas e
nem sempre concomitantes, sendo assim frequentemente subdiagnosticados.
Consequentemente, o intervalo entre o inicio dos sintomas da SS e seu diagndstico é

geralmente longo,demorando em média dez anos?3.

A SS pode ocorrer isoladamente, chamada de Sindrome de Sjogren primaria (SSp),
ou associada a outra doenca autoimune sistémica (forma secundaria), especialmente
a artrite reumatoide (AR), ao lupus eritematoso sistémico (LES), a esclerose sistémica,

as vasculites e a polimiosite?®.

A etiologia da doenga ndo estd totalmente esclarecida, entretanto varios fatores
genéticos, infecciosos e autoimunes podem estar envolvidos na patogénese da SS.
Evidéncias apontam para uma interface entre fatores ambientais e genéticos, sendo
citado, na literatura, que infeccbes virais funcionam como gatilho para a ativacao
cronica do sistema imune. Os agentes infecciosos mais estudados para inducéo e
manutencao desse processo sao: o virus Epstein-Barr, o virus da hepatite C, HTLV 1

(Human T leukemia virus 1) e o Coxsackievirus#,

Em pacientes com a SS a ativagéo de células B é um achado consistente, ocorrendo
invasdo e destruicdo de tecidos de 6rgaos alvos por infiltrado linfocitico de células B
e T. As células B produzem imunoglobulinas locais, principalmente IgG, e
autoanticorpos o6rgaos-especificos contra antigenos celulares de ductos salivares,
glandula tireoide, mucosa gastrica, eritrocitos, pancreas, prostata e nervo periférico.
Autoanticorpos nao érgaos-especificos sdo achados em aproximadamente 60% dos
pacientes com SS e incluem fator reumatoide (FR), fator antintcleo (FAN) e anticorpos
contra os complexos Ro/SS-A e La/SS-B719,

A andlise histopatolégica da glandula salivar menor através de biopsia em mucosa
labial € considerada o padréo ouro para o diagnostico da doenca e deve conter um ou
mais foco-escore, definido como um infiltrado linfocitario? com mais de 50 células

mononucleares em uma area de 4 mma2.
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O Critério Classificatério Europeu-Americano para diagnéstico da SS visa eliminar as
possibilidades de diagnésticos diferenciais e documentar os elementos chave da
doenca, como a inflamacéao cronica e a autoimunidade?. Ele foi criado por um Grupo
Americano-Europeu de estudos de SS e possui sensibilidade de 96,1% e
especificidade de 94,2%. Avalia seis itens da doenca: a) queixa de secura oral; b)
gueixa de secura ocular; c) secura ocular confirmada por teste objetivo (teste de
Schirmer | ou teste de Rosa Bengala); d) secura oral confirmada por teste objetivo
(fluxo salivar ndo estimulado, sialografia de parotidas ou cintilografia de glandulas
salivares); e) presenca de anticorpos anti-Ro ou anti-La; f) biépsia de glandula salivar
menor com um ou mais foco-escore de infiltrado linfocitario. E classificado como SS
guando o individuo possui quatro dos seis critérios acima, desde que um deles seja
obrigatoriamente a presenca dos autoanticorpos anti-Ro ou anti-La ou da bidpsia
salivar positiva®. Ou ainda, quando o individuo apresenta trés dos quatro critérios
objetivos (itens c, d, e, f). Devem ser excluidos individuos com sarcoidose, linfoma
primario pré-existente, infeccédo por virus da hepatite C, HIV e HTLV, tratamento de
radiacdo de cabeca e pesco¢co no passado, doenca enxerto versus hospedeiro e
utilizacdo prévia de farmacos anticolinérgicos por tempo menor que quatro vezes a
meia vida da droga. Esses critérios estdo sendo revisados e um novo consenso
Americano-Europeu sera proposto em breve, a partir da base de dados do projeto
SICCA (Alianca Clinica de Colaboracdo Internacional de Sjogren), financiado pelo

National Intitutes of Health (NIH), para revisdo dos atuais critérios®®,

Apesar de alguns avancos no entendimento da fisiopatogénese da doenca, o
tratamento de pacientes com a SS € primariamente paliativo e direcionado
especialmente aos sintomas de secural’-?2, Drogas imunomoduladoras sdo usadas
empiricamente nas manifestacdes sistémicas, pois ndo existe bom nivel de evidéncia

para nortear o seu uso'!:23:95,

A atividade de doenca pode ser medida pelo EULAR Sjégren’s Syndrome Disease
Activity Index (ESSDAI)?82° (ANEXO C) e por marcadores bioquimicos da via da
inflamacé@o?>?6. Em pesquisas também utiliza-se elevacdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como Interferon (IFN) a e y , fator de necrose tumoral (TNF)
a,interleucina (IL-12 e IL-18), quimiocinas, IL-6 e B-cell Activating Factor (BAFF)?’. O
Eular Sjégren’s Syndrome Patient Reported Index (ESSPRI)3%:31 é utilizado na préatica
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clinica reumatolégica para avaliagdo funcional e da qualidade de vida do paciente e,
pode ser considerado um preditor de salde em pacientes com a SSp.

1.2 RISCO CARDIOVASCULAR E ATEROSCLEROSE NA SINDROME DE
SJOGREN

A aterosclerose é uma doenca importante e freqiiente em todo o mundo. E a principal
causa de morte em homens e mulheres na populacdo em geral®. Os pacientes com
doenca reumatica autoimune tém maior risco para doenca cardiovascular (DCV)16.94,
E bem descrito no lipus eritematoso sistémico (LES) e na artrite reumatéide (AR)34:3%,

mas a literatura sobre a SSp ainda é escassa.

A sindrome metabdlica (SM) engloba fatores de risco cardiovascular tradicionais,
como obesidade abdominal, baixo HDL, hipertenséo, hipertrigliceridemia e aumento
na glicemia de jejum ou diabetes®. Em pacientes com doencas reumatolégicas

cronicas, como o0 LES e a AR, esses fatores de risco encontram-se presentes.

A SSp compartilha caracteristicas clinicas e sorologicas tipicas da AR e do LES, o que
fala a favor do seu envolvimento na incidéncia de doencas cardiovasculares. Contudo,
na SSp, o curso da doenca € mais indolente, com padrdes inflamatérios mais brandos,
porém persistentes, necessitando de menos corticoterapia, que também pode
influenciar no perfil de risco cardiovascular**. Semelhante a AR e ao LES®, o risco
encontrado para infarto do miocardio®’ e acidente vascular cerebral isquémico3® e
hemorragico®®-3 foi 2 vezes maior na SSp, comparado com a populacdo em geral,
entre os pacientes da Suécia hospitalizados por doenca imune, mediada entre 1987 e
2008%637, e da Inglaterra, entre 1999 e 2011%,

Estudos anteriores demonstraram dislipidemia com HDL baixo®473 e
hipertrigliceridemia*?>°> associada a SSp. Numa grande série espanhola, que incluiu
624 pacientes, observou-se maior frequéncia de diabetes mellitus (27% versus 13%,
p<0.001) e hipertrigliceridemia (22% versus 15%, p=0.023) em pacientes com a SSp.
Curiosamente observaram menor frequéncia de hipertensdo (30% versus 46%,
p<0.001) e de tabagismo (19% versus 31%, p<0.001)*®, contrariando dados ingleses
gue observaram que pacientes com a SSp possuem 2 vezes maior prevaléncia de
hipertensdo e que ela é subdiagnosticada e subtratada na SSp*. Pacientes que

receberam glicocorticoide tiveram maior frequéncia de HAS, dislipidemia e
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hipertrigliceridemia®®>. Nesse mesmo estudo, pacientes com a SSp e pelo menos 3
fatores de risco cardiovascular eram mais velhos, tinham mais envolvimento hepético,
acometimento do sistema nervoso central e niveis elevados de PCR. Também,
curiosamente, esses pacientes tinham menor frequéncia de gamaglobulinas e anti-Ro
baixo.4®> As gamaglobulinas sdo marcadores de atividade de doenca, mas uma queda
em seus niveis pode indicar transformacédo para linfoma?®®. Gerli e outros também
encontraram associacado entre anticorpos Anti-Ro/La e niveis mais baixos de HDL
(p<0,03)*, reforcando uma associacdo entre dislipidemia e autoanticorpos SS-

especificos.

Estudo de caso-controle avaliou a espessura médio-intimal (IMT) carotidea e femoral4®
e seus resultados mostraram que quase metade dos pacientes com a SSp tinham
aterosclerose subclinica e que esse espessamento era mais presente em pacientes
com anticorpos Anti-Ro e leucopenia. Estudo grego encontrou que a SSp foi fator de
risco independente para aumento na IMT quando fatores tradicionais de risco
cardiovascular como idade, sexo, hipertensédo, LDL, HDL e tabagismo foram avaliados
em analise multivariada® e ndo houve associacgéo entre presenca do anticorpo Anti-
Ro e a IMT, porém linfopenia foi preditor para placa de aterosclerose carotidea. Outros
estudos avaliaram a IMT, porém os resultados encontrados foram semelhantes entre

0s pacientes com a SSp e os controles®2:63.%,

A medida do indice tornozelo-braquial (ITB) € um reconhecido método de deteccdo
de aterosclerose subclinica; a avaliagdo do ITB em pacientes com a SSp mostrou
valor reduzido, porém nado houve associacdo com fatores de risco tradicionais ou

presenca de Anti-Ro*’.

A rigidez adrtica, medida pela velocidade da onda de pulso, reflete a tensdo mecanica
e elasticidade na aorta, e é um fator de risco independente para doencas
cardiovasculares e maior mortalidade“?. Foi observado correlacdo entre a rigidez
aortica e disfuncdo diastolica de ventriculo esquerdo em pacientes com a SSp,
indicando que esse método pode ser um bom preditor de risco cardiovascular nesses
pacientes®’. Outro estudo ecocardiografico mostrou maior massa ventricular esquerda

nos pacientes com a SSp sem manifestacéo clinica aparente?®,

Pirildar e outros demonstraram que a Flow-mediated vasodilation (FMV), mas nao

Nitrate-mediated Vasodilation (NMV), foi menor na SSp (N = 25) em comparac¢ao com
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os controles (N = 29), indicando disfuncéo endotelial na SSp”8. De forma semelhante,
outro estudo confirma que a FMV da artéria braquial foi menor em 35 pacientes com
a SSp em comparacao com 20 controles saudaveis pareados por idade e sexo, apesar

de IMT similares entre os grupos®.

1.3 BIOMARCADORES DE ATEROSCLEROSE NA SINDROME DE SJOGREN

A aterosclerose é caracterizada pela presenca de placas ateroscleréticas nas artérias
sistémicas, as quais sao formadas por depdésitos de lipidios, juntamente com a
infiltracdo de mondcitos, neutrdfilos e células T, envoltos pela capa fibrosa composta
principalmente de coladgeno produzido pelas células do masculo liso vascular. O
recrutamento de células inflamatérias, em todas as fases da doenca, é dirigido por
quimiocinas, moléculas de adesdo e os seus receptores®°l, As quimiocinas séo
expressas por ceélulas endoteliais ativadas, células musculares lisas e leucocitos
emigrados. Eles ndo sé controlam a emigracdo, mas também desempenham uma

funcéo quimioatrativa que modulam a ativacéo e a homeostase celular®?.

E descrito na literatura que os pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) teriam
dispositivos para uma continua migracao de células do sangue periférico para o local
da placa de ateroma, criando um ambiente inflamatério propenso ao desenvolvimento

da lesédo e influenciando na ruptura e no surgimento de eventos isquémicos®’.

O envolvimento de citocinas inflamatérias na resisténcia a insulina €
muito importante por duas razdes. Primeiro, as citocinas fazem a ligagéao entre o tecido
adiposo, uma fonte importante de citocinas inflamatorias em pacientes com obesidade
abdominal, com a resisténcia a insulina e, consequentemente, a SM. Em segundo
lugar, elas fornecem uma explicagdo plausivel para a inter-relacdo entre doencas
inflamatorias crbnicas, como a SSp, e SM/Doencas cardiovasculares a resisténcia

insulinicas.

Assim como a SSp, a aterosclerose é considerada uma doenca inflamatéria e ambas
compartilham citocinas pro-inflamatérias. E interessante observar que algumas
citocinas e quimiocinas, tais como interleucina 1B (IL-1B), interferon-a (INF-a),

Chemokine (C-C motif) Ligand 3 (CCL3, antigamente conhecida como proteina



18

inflamatéria de macréfagos-1 ou MIP-1), monocina induzido pelo interferon-y*® e
Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (CCL2, antigamente conhecida como proteina
quimioatrativa de mondcitos-1 ou MCP-1) associadas com o Germinal-like Centre
(GC) atuam na SSp e, sdo também muito importantes no processo de aterosclerose®.
Existem outras citocinas pré-inflamatérias associadas com a aterosclerose subclinica
na populagao em geral, tais como a interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e seus receptores (TNF-RI e TNF-RII)*°1, Alguns estudos avaliaram os
biomarcadores potencialmente importantes para a patogénese da aterosclerose na
SSp, mas nenhum mostrou associagdo com aterosclerose subclinica. Foram
observados maiores niveis de Anti-endothelial Cell Antibody (AECA), s-
Thrombomodulin  (sTM)®!, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)",
nytrosine®2, Asymmetric Dymethil Arginine (ADMA)>3 e a homocisteina®*. Por outro
lado, verificou-se niveis normais de Heat-shock Protein (anti-Hsp60 e anti-Hsp65)°! e
anticorpos antilipidios oxidados (anti-oxi-LDL) com resultados contraditérios em

relacdo a homocisteina®%°,

O Hepatocyte Growth Factor (HGF) € um fator de crescimento endotelial com potentes
propriedades angiogénicas e mitogénicas e esta associado a doencas
cardiovasculares; o aumento dos seus niveis sdo encontrados na sindrome
coronariana aguda e resisténcia a insulina®. O HGF pode influenciar na fibrindlise e
aterosclerose, alterando a expressao do Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1),
que é o principal inibidor fisiolégico da fibrindlise, conferindo risco trombético®3. O PAI-
1 é mais elevado em individuos com resisténcia a insulina e o tecido adiposo pode ser
uma importante fonte de PAI-1 pelo excesso de gordura e inflamacéo subclinica®.
Nas doencas reumatolégicas autoimunes, o TNF-a pode induzir a resisténcia a
insulina pela supressédo da enzima Glut4 (transportador de glicose insulino-sensivel
no musculo e tecido adiposo), inibindo a autofosforilagdo do receptor de insulina. De
forma semelhante, a IL-6 age inibindo a transducdo do sinal de insulina aos
hepatdcitos, aumentando a resisténcia a insulina“®.

As adipocitocinas sdao um grupo de citocinas liberadas, principalmente, pelos
adipdcitos e participam de inimeros processos fisioloégicos no sistema imunolégico,
inflamatdério, aterosclerético, sensibilizacdo de insulina, entre outros’t. Destacam-se

nesse grupo: a resistina, leptina e adiponectina.
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A resistina recebe este nome pelo fato de conferir resisténcia a insulina e, tém sido
atribuida a patogénese das complica¢gBes do diabetes bem como da prépria doenca.
Seus efeitos cardiovasculares se direcionam de forma pré-inflamatéria induzindo a
expressao de moléculas de adesao vasculares aumentando a infiltracdo de leucocitos
nos tecidos, principalmente no tecido adiposo, além de prejudicar a vasodilatacéo
dependente de bradicinina®?.

A leptina promove uma ligacéo interessante entre sistema imune e o status nutricional,
como observado em humanos com deficiéncia nesta citocina que desenvolveram
aumento no apetite, obesidade, hiperlipidemia, susceptibilidade a infeccao, células T
hiporresponsivas e hiperinsulinemia®?"t, No sistema imune atuam estimulando a
proliferacdo e diferenciacdo de mondcitos e consequentemente a liberacdo de
citocinas inflamatérias como o TNF-q, IL-6 e CCL-2. E também, agem na imunidade
adaptativa promovendo a proliferacao e ativacéo de linfécitos T e inducao da producéo
de citocinas Th1’!. No sistema cardiovascular age de forma dibia, como demonstrado
em modelo animal que apos infuséo de leptina induziu agudamente isquemia cardiaca
e numa fase mais tardia foi capaz de reduzir a area de infarto. Outras acdes
cardiovasculares sao: promover disfuncéo endotelial e aumentar os niveis de presséo

arterial32.

A adiponectina apresenta diversas atividades dependendo do receptor e peso
molecular, por exemplo, adiponectina de baixo peso molecular, forma circulante
plasmética mais comum em humanos, tem uma atividade anti-inflamatoria, enquanto
a de alto peso tem acdo pro-inflamatoria e € mais comumente encontrada no
plasma3?7t, Existem 3 tipos de receptores identificados: receptor-1 presente na
maioria das células, porém mais comumente encontrado em células musculares
esqueléticas; receptor-2 abundantemente encontrado no figado; e, a T-caderina
expressa em varios tipos de células, incluindo as endoteliais vasculares e musculares
lisas com efeito antiaterogénico'®. Outros papéis da adiponectina séo: antidiabético
e antiaterogénico’!. A adiponectina é inversamente proporcional a obesidade e a
resisténcia insulinica®’. Pouco sabemos da associacdo adiponectina e a SSp, porém
€ descrita sua expressao no epitélio da glandula salivar na SSp e seu valor sérico
aumentado nesses pacientes®. Em contraste com a obesidade, em doencas
inflamatorias crénicas, como a AR e o LES, observou-se aumento nos niveis de

adiponectina*'8%97 enquanto dados in vitro com condrécitos e fibroblastos sinoviais
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sugerem que a adiponectina pode exercer efeitos pro-inflamatorios, porém tais dados

sdo controversos e ainda néo totalmente compreendidos#&97.

A calprotectina € um biomarcador com potencial papel na aterogénese da doenca
autoimune. E expressa e secretada principalmente por neutréfilos e se liga aos
Receptors of Advanced Glycation end Products (RAGE) em células de musculo liso
vascular, fagécitos mononucleares e células endoteliais, modulando a resposta
inflamatoria, por meio de codificacdo de citocinas pro-inflamatérias relacionadas com
a aterosclerose, tais como IL-6, IL-1B, e TNF-q, ativando o sistema inato e estimulando
a producdo de citocinas pro-inflamatérias por macréfagos. A calprotectina € um
complexo protéico composto pelas proteinas S100A8 e S100A9, também referidas
como Myeloid-related Proteins (MRP) tipos 8 e 14, associados com aumento de

aterosclerose em estudos com animais®?.

Existem poucos estudos que avaliaram associacdo de placa de aterosclerose
carotidea com fatores de risco e biomarcadores na SSp. Sabemos que os fatores
tradicionais de risco cardiovascular estdo mais elevados na SSp, assim como no LES/
AR, porém isto ndo € suficiente para explicar a aterosclerose precoce e acelerada
nestes pacientes, por isso se faz necessario um estudo dos fatores tradicionais e ndo
tradicionais de risco cardiovascular na SSp e suas correlacdes com os fatores de
atividade da propria doenca. Além disso, a identificacdo de aterosclerose subclinica e
os fatores de risco associados na SSp sdo importantes para contribuir para uma
melhor assisténcia médica, melhorar a qualidade de vida e morbimortalidade neste
grupo de pacientes. O estudo de biomarcadores podera ser relevante na identificacao
da aterosclerose subclinica e dos possiveis mecanismos associados ao aumento do

risco cardiovascular na SSp.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de placa de aterosclerose carotidea e sua associagdo com fatores
tradicionais e nao tradicionais de risco cardiovascular em pacientes com a sindrome

de Sjogren primaria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar se a SSp € um fator de risco para placa de aterosclerose carotidea
independente de fatores de risco tradicionais;

2) Avaliar a associacao de placa de aterosclerose carotidea com fatores de risco

cardiovascular tradicionais;

3) Avaliar a associacdo de aterosclerose de carétida com caracteristicas clinicas e

atividade de doenca;

4) Avaliar se a calprotectina e um perfil de citocinas estdo associados a presenca de

placa de aterosclerose carotidea.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO E CASUISTICA

Em estudo transversal com grupo controle, composto por 63 pacientes com a SSp e
63 controles, os pacientes foram procedentes e estavam em seguimento regular em
2 hospitais universitarios federais brasileiros (Universidade Federal do Espirito Santo
e da Universidade Federal de Minas Gerais). Os controles foram voluntérios,
principalmente trabalhadores das universidades e estudantes. As coletas de dados

foram realizadas mediante preenchimento de ficha cadastral (ANEXO H).

No grupo dos pacientes (SSp) foram incluidos aqueles que preencheram os critérios
de classificacdo do Consenso do Grupo Americano e Europeu (ANEXO A) e
concordaram em participar do estudo, por meio de assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (ANEXO B).

Foram excluidos: 1) outras condicdes que se manifestam com xeroftalmia e
xerostomia, como: hepatite C, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
radioterapia de cabeca e pescoco no passado, linfoma, doenca enxerto-hospedeiro,
sarcoidose e sindrome de HiperlgG4; 2) outras doencas inflamatérias autoimunes; 3)
evento cardiovascular prévio; 4) insuficiéncia cardiaca, renal, pulmonar e/ou hepatica;
5) idade menor que 18 anos e maior que 70 anos e 6) presenca de infeccéo aguda no

altimo més ou infeccdo crbnica nos ultimos 6 meses.

Foram selecionados individuos voluntarios, de acordo os critérios de inclusdo e
exclusdo, sem doenca reumatica conhecida, pareados com o0s pacientes com SSp por

idade, sexo, indice de massa corporea (IMC) e presenga de sindrome metabdlica.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (ANEXO G) do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) em28/08/2013
(nimero de protocolo 407.199 / 2013).

3.2 AVALIACAO DE ATIVIDADE DE DOENCA
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Os pacientes foram submetidos aos exames de rotina, utilizados também para o
preenchimento do ESSDAI?®2% e incluem: hemograma, VHS (velocidade de
hemossedimentacdo), PCR ultrassensivel (proteina C reativa), imunoglobulinas,
eletroforese de proteinas séricas, complementos (C3 e C4), EAS (elementos anormais
e sedimentos).O ESSDAI?®2° foi preenchido por reumatologista experiente no
atendimento de pacientes com a SSp (ANEXO C); essa ferramenta varia de 0 a 123,
sendo considerado valor baixo de 0 a 5, moderado de 5 a 15 e valores >15 atividade
elevada. O ESSPRI®31¢ um questionario autoaplicavel em alfabetizados e foi
aplicado por um avaliador nos pacientes com menos de 8 anos de escolaridade
(ANEXO D); avaliado por 3 dominios: fadiga, dor e secura numa escala de 0 a 10 e,

considera-se aceitavel se escore total < que 53,

3.3 AVALIACAO DE CITOCINAS/ BIOMARCADORES

As amostras de soro foram obtidas por coleta de sangue periférico em BD Vacutainer®
SST™ |l Advanced. Para permitir a coagulacdo, os tubos foram incubados a
temperatura ambiente durante 30-60 minutos. Apés centrifugacédo a 1800 x g (Forga
gravitacional), durante 10 minutos, a camada de soro foi extraida, fracionada e
armazenada a -70 ° C no congelador até aanalise. As andlises de biomarcadores
(PCR, citocinas e calprotecina) foram realizadas no laboratério de pesquisa
Broegelmann, Noruega. As demais variaveis séricas foram dosadas no laboratério das
respectivas universidades, com técnicas e valores de referéncias equivalentes.

Proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us) e citocinas foram analisadas pelo sistema
multiplex, através do kit comercial Milliplex Map®. Foram estudados IL-1p3, IL-6, CCL-
2, HGF, Inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1), TNF-a e seus receptores | /

I, leptina, resistina e adiponectina.

A calprotectina foi investigada por kits comerciais de ELISA (CALPROLABTM,
Lysaker, Noruega).

3.4 AVALIACAO DO RISCO CARDIOVASCULAR
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A avaliacéo dos fatores ndo tradicionais de risco cardiovascular, além da dosagem de
citocinas e biomarcadores, foi realizada com a pesquisa de aterosclerose subclinica
em todos os pacientes e controles, através de ultrassonografia de carétida, para
determinar a frequéncia de placa e IMT, feita por um radiologista experiente e cego
quanto a presenca de doenca cardiovascular ou de fatores de risco, bem como quanto
as caracteristicas da SSp; usando um ultrassom modo-B (MyLab70Xvision, Esaote),
6-18 MHZ transdutor Linear (LA435). A IMT foi medida na parede posterior da artéria
cardtida comum distal direita e esquerda, transversal e longitudinalmente, seguindo o
protocolo padrdo®7°, Trés medidas foram realizadas, calculando-se a média.
Consideramos o valor de IMT alterado se >1,0 mm®. Placa de aterosclerose
carotidea foi definida como: protuberéancia dentro do ltmen > 0,5 mm; protusdo para
o lumen >50% da IMT oulMT=21,5 mm (medida na parede posterior de ambas as

carétidas comum distal direita e esquerda 1-2 centimetros da bifurcagéo)®®.

Placa de aterosclerose carotidea € definida por estruturas focais invadindo o [imen
arterial de pelo menos 0,5 mm ou 50% do valor IMT circundante, ou espessura > 1,5
mm, medida a partir da interface intima-limen para o interface de médio-adventicia®®.
As outras definicbes de doenca cardiovascular e dos fatores de risco para doenca

arterial crénica aterosclerética encontram-se no Quadro 1 (ANEXO E).
A avaliacdo dos fatores tradicionais de risco cardiovascular seguiu 0s critérios abaixo:

- Historia familiar foi obtida por autorrelato de doenca arterial coronariana
prematura (parente de primeiro grau com < 55 anos para homens e < 65 para

mulheres), morte subita e acidente vascular cerebral®;

- Hipertenséo: pressao arterial sistélica (PAS) aferida com valor = 140 mmHg e
pressao arterial diastolica (PAD) =2 90 mmHg ou quando se utiliza o tratamento anti-
hipertensivo. Aferiu-se a pressao arterial de acordo com o protocolo padrao descrito

na Diretriz de Hipertensdo da Sociedade Brasileira de Hipertens&o®®;

- Tabagismo: uso de qualquer quantidade de tabaco no momento da entrevista,

autorreferido pelo paciente;

- Indice de massa corporal (IMC): foi feita medida da altura (metros) e pesagem
(kilogramas) em balanca digital, calibrada, pertencente ao setor de radiologia. Foi

considerado obesidade se IMC230 kg/m?;
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- Circunferéncia abdominal (CA): medida com fita métrica tracando uma linha
imaginéria num ponto equidistante entre a borda inferior da 122 costela e a crista iliaca
superior altura da cicatriz umbilical obtendo a medida da CA. Foi considerada
obesidade abdominal quando CA = 80 centimetros para mulheres e = 94 centimetros

para os homens, de acordo com a Diretriz Brasileira de Dislipidemia®;

- Diabetes: considerou-se a diabetes em casos de glicemia de jejum = 126 mg

/ dl ou o tratamento medicamentoso para hiperglicemia;

- Dislipidemia: quando o colesterol total 2 200 mg / dl ou HDL <40 mg / dl ou
LDL = 130 mg / dl ou tratamento com estatina®*;

- Hipertrigliceridemia se triglicerideos = 150 mg / dL%%;

- Sindrome metabdlica (SM): foi classificada como sindrome metabdlica quando
presente = 3 de 5 dos critérios a seguirt*¢: 1) Obesidade abdominal (= 94 centimetros
para homens e = 80 centimetros para mulheres); 2) HDL (<40 mg / dl para homens e
<50 mg/ dl para mulheres); 3) Hipertensao (PAS = 130 mmHg ou PAD = 85 mmHg ou
tratamento medicamentoso anti-hipertensivo); 4) Hipertrigliceridemia (=150 mg / dL);
5) Glicemia de Jejum =100 mg / dL;

- Escore de Risco Global (ERG) total e taxa de risco foram calculadas
considerando as variaveis sexo, idade, HDL, colesterol total, PAS, tabaco e diabetes.
A partir da soma de pontos, fornecida por cada variavel, foi estimado o risco de evento
cardiovascular em dez anos. Taxa de risco < 5% baixo risco; para mulheres: 25% e <
10% risco intermediario e >10% risco alto; para homens: 25 e < 20% risco

intermediario e > 20% risco alto®+67.68 (ANEXO F).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica utilizou Kolmogorov-Smirnov para testar a distribuicdo de Gauss.
Mann-Whitney e t-teste foram utilizados para comparar as variaveis quantitativas, e
teste do qui-quadrado para parametros qualitativos. Regressao univariada e
multivariada foram utilizadas para avaliar se cada fator estudado poderia ser um risco

para a placa. Critérios para a inclusdo de variaveis em modelos multivariados foi
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alcancar valor de p <0,1 na analise univariada. Para todas as andlises, p <0,05 foi
considerado significativo.
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4 RESULTADOS

A maioria dos pacientes com a SSp incluidos na pesquisa eram mulheres, em idade
perimenopausal, e miscigenados, com média de 10 anos de duracdo de doenca. Dos
pacientes com a SSp estudados, 69% apresentaram Anti-Ro-SSA positivo, faixa
normal de PCR, indice de sintoma aceitavel, avaliado por ESSPRI, e baixa a
moderada atividade da doenca avaliada por ESSDAI. Mesmo n&o tendo alto valor de
ESSDAI, 71,4% tinham pelo menos uma manifestagcéo sistémica ativa (Tabela 1). As
caracteristicas gerais dos pacientes e controles mostraram que 0S Qrupos

estavampareados por idade, género e etnia (Tabela 1).

Ambos os grupos apresentaram alta frequéncia da SM e hipertensdao. No entanto, o
grupo controle apresentou niveis de colesterol, PAS e PAD, glicemia de jejum e
triglicerideos mais elevados, indicando que eles ndo estavam sendo tratados ou ndo
estavam com tratamento otimizado para esses importantes fatores tradicionais de
risco. Isso pdde ser confirmado pela maior taxa de pontuacéo total e porcentagem de

risco pelo ERG no grupo controle (Tabela 1).
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TABELA 1 - CARACTERISTICAS GERAIS DA POPULACAO ESTUDADA

SSp Controle p- valor
(N=63) (N=63)
Idade (anos) 50+11 50 + 10 0,930
Feminino (%) 93,7 95,2 0,687
Etnia 0,053
Caucasianos (%) 19 33,3
Miscigenados (%) 74,6 54

Negros (%) 6,3 12,7
Peso(kg) 67,42 + 12,93 70,13+ 12,25 0,231
IMC (kg/m?) 26,52 + 4,43 28,03+ 5,04 0,072
Circunferéncia Abdominal(cm) 88,8 £ 30 90,9+12.3 0,355
Sindrome Metabdlica (%) 44 49 0,581
Hipertensao (%) 40 43 0,717
Diabetes (%) 10 10 0,91
PAS (mmHg) 129 + 19 137 + 22 0,021
PAD (mmHg) 81+11 90 + 10 <0,001
Colesterol Total (mg/dl) 181+ 30 244 + 26,7 <0,001
LDL (mg/dI) 101,77 + 26 134,63+ 30,98 <0,001
HDL (mg/dl) 51+11 51+ 10 0,988
Triglicerideos (mg/dl) 135+ 77 149 + 207 0,752
Tabaco (%) 3 3 0,894
Menopausa (%) 55 45 0,180
ERG total 86 11+6 0,04
Taxa de Risco Global (%) 7,24 +6,72 9,12 + 7,45 0,074
Glicose de jejum (mg/dL) 91+16 99+ 29 0,013
Hemoglobina (g/dL) 13,1+1,2 13,3+ 0,9 0,136
Leucdcitos 5869 £ 2287 6092 £ 1625 0,530
Linfécitos 1598 + 828 2008 £ 473 0,001
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(cont.)
SSp Controle p- valor
(N=63) (N=63)
VHS (mm/1h) 31+18 23+18 0,219
Uréia (mg/dl) 29+9 24+8 0,001
Creatinina (mg/dl) 0,71+ 0,13 0,61+0,12 <0,001
ESSPRI 5,53+£2,78
ESSDAI 5,16 + 5,96
Duracao da doenca (meses) 111 +76
Manifestacao sistémica atual (%) 71,4
Anti-Ro-SSA (U/ml) (%) 69,8
Anti-La-SSB (U/ml) (%) 30,2
ANA (%) 90,3
FR (Ul/ml) (%) 19,1
Gamaglobulina (g/dl) 1,47 £ 0,54

IgG (mg/dl)

IgM (mg/dI)

IgA (mg/dl)

C3 (mg/dl)

C4 (mg/dl)

PCRus (mg/dl)
Glicocorticoide (%)

Hidroxicloroquina (%)

1475,96 + 593,42
154,99 + 141,71
317,87 + 144,66
152,90 + 33,34

32,80 + 11,77
4,09 * 8,67
32
40

IMC= indice de massa corporal; LDL= lipoproteina de baixa densidade; HDL = lipoproteina de alta
densidade; PAS= presséo arterial sistolica; PAD= presséao arterial diastolica; ERG= Escala de risco
Global; VHS= velocidade de hemossedimentacdo; SSp= Sindrome de Sjogren primaria; ESSDAI=
EULAR SS DiseaseActivity; ESSPRI= EULAR SS Patient Repor Index; IgG= Imunoglobulina G ; IgM=
Imunoglobulina M; IgA= Imunoglobulina A ; C3= Complemento 3 ; C4= Complemento 4 ; PCR-us=
Proteina C reativa ultrassensivel; Anti-Ro-SSA= anticorpo anti-Ro-SSA; Anti-La-SSB= Anticorpo anti-
La-SSB; FR= Fator Reumatoide; ANA= anticorpo anti-nuclear.

Fonte: Elaboracdo da autora (2015).
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Apesar de ter menor ERG, 0s pacientes com a SSp apresentaram maior prevaléncia

(13% vs. 2%, p = 0,015) e maior risco para placa de aterosclerose carotidea (Tabela

2). Nas andlises univariadas, a maioria dos fatores de risco cardiovasculares

tradicionais foram associados com maior risco de placa de aterosclerose carotidea na

populagédo total do estudo (Tabela 2). Na anélise multivariada, a presencga da SSp foi

preditora de maior risco independente dos fatores de risco cardiovascular tradicionais

(Tabela 3).

TABELA 2 - FATORES DE RISCO CARDIOVASCULAR PARA PLACA DE
ATEROSCLEROSE CAROTIDEA EM SSp E CONTROLES

Fator de risco Grupo Placa OR OR 95%CI  p-valor
Sim (N=9) Nao
(N=117)
SSp SSp 8 (88%) 55 (47%)
9,02 1,09-94,41 0,040
Controle 1(11%) 62 (53%)
Sexo Masculino 2 (22%) 5 (4%) 6,4 1,05-39,86
Feminino 7 (78%) 112 (96%) 0,040
SM Sim 7 (88%) 51 (44%) 8,92 1,06-74,86 0,040
Nao 1 (13%) 65 (56%)
Hipertensdo Sim 7 (78%) 45 (38%) 5,6 1,11-28,16 0,044
Nao 2 (22%) 72 (62%)
Hipertrigliceridemia Sim 6 (67%) 30 (26%)
5,8 1,37-24,64 0,017
Nao 3 (33%) 87 (74%)
Histdria familiar de IAM ~ Sim 7 (88%) 45 (41%) 10,27 1,22-86,33 0,002
1 (13%) 66 (59%)
Uso de glicocorticoide  Sim 6 (67%) 17 (15%) 11,76 2,68-51,59 0,001
Nao 3 (33%) 100 (85%)
ERG 15£292 9+621 084 073093 0,009
Creatinina (mg/dL) 068351 0,67 £ 0,18 0,04 0,01-0,55 0,016
Idade (anos) 61,22 + 48,72 + 0,86 0,78-0,95 0,002
5,19 10,85

Teste Qui-quadrado, teste de Fisher, teste Mann Whitney e teste “t”. Andlise estatistica univariada.
OR= 0Odds ratio. Cl=intervalo de confian¢ca. SS= Sindrome de Sjogren, SM= Sindrome Metabdlica,
IAM= Infarto Agudo do Miocardio, ERG= Escala de risco Global.

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).
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TABELA 3 - FATORES DE RISCO PARA PLACA DE ATEROSCLEROSE
CAROTIDEA EM SSp APOS AJUSTE PARA IDADE, HIPERTRIGLICERIDEMINA,
HIPERTENSAO ARTERIAL E NiVEL DE CREATININA

Fator de risco Modelol Modelo2
OR 95% ClI 95% CI p- OR 95% ClI 95% CI  p-valor
valor

Limite Limite Limite Limite

inferior superior inferior  superior
SSp 28,76 1,69 490,19 0,020 - - - -
Idade 0,82 0,72 0,94 0,004 - - - -
Hipertensao 1,89 0,27 13,05 0,519 1,04 0,99 1,09 0,004
Hipertrigliceridemia 10,07 1,16 87,33 0,036 - - - -
Creatinina 1,07 0,01 23,06 0,965 10,20 0,60 166,67 0,055
Calprotectina - - - - 1,001 1,000 1,001 0,023

Andlise de regressdo multivariada. SSp= sindrome de Sjégren, OR= Odds ratio, Cl= intervalo de
confianca.

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).

No grupo dos pacientes com a SSp, os fatores de risco associados a doenca, como 0
uso atual de glicocorticoide, menopausa, ESSDAI no dominio constitucional e uso de
substituto salivar, tiveram maior risco de placa de aterosclerose carotidea (todos
p<0,05) (Tabela 4). Em contraste, ndo houve associacdo com a pontuacao total do
ESSDAI ou qualquer outro dominio de ESSDAI ou com a presenca de auto-anticorpos,
nivel de leucdcitos ou linfocitos. Investigou-se também se pacientes com SM e SSp
estavam em uso de glicocorticoide. Frequéncia de uso de glicocorticoide foi
semelhante entre pacientes com e sem a SM (44% versus 29%, p = 0,225, Qui-

guadrado).

Os niveis sérico de TNF-R2 e algumas citocinas (CCL-2 e HGF) potencialmente
importantes na patogénese da aterosclerose foram mais elevadas na SSp (Tabela 5).
A leptina e resistina foram semelhantes em ambos os grupos. Paradoxalmente, a

adiponectina foi maior em pacientes com a SSp.

Entre todos os biomarcadores, curiosamente a calprotectina apresentou niveis mais
elevados e foi associada com a presenca de placa de aterosclerose carotidea

(Tabelas 3 e 4). A calprotectina foi também associada com inflamacédo (PCR), com



32

citocinas envolvidas na SM e resisténcia insulinica (resistina) e com a aterogénese
(HGF e receptores de TNF) (Tabela 5).

TABELA 4 - FATORES ASSOCIADOS A PLACA DE

ATEROSCLEROSE CAROTIDEA EM SSp

Fator de risco Grupo Placa p-valor*
Sim (N=8) N&o (N=55)
Uso de Glicocorticoide Sim 6 (75%) 17 (31%) 0,016
N&o 2 (25%) 38 (69%)
Substituto Salivar Sim 3 (38%) 6 (11%) 0,045
Nao 5 (63%) 49 (89%)
Menopausa Sim 6 (100%) 29 (55%) 0,032
Nao 0 (0%) 24 (45%)
Anti-Ro-SSA Sim 7 (88%) 37 (69%) 0,270
Nao 1 (13%) 17 (31%)
ESSDAI constitutional Sim 1 (13%) 0 (0%) 0,046
N&o 7 (88%) 55 (100%)
5,38 £5,88 5,13 +6,03 0,967
ESSDAI
Tempo de atraso 88 + 71,47 57,84 63,93 0,265
Duracgéo da doenca 138 +96,55 107,16 +72,18 0,451
Calprotectina (ng/mL) 3035 £ 2825,40 1681,89 + 1341,55 0,025

*Teste Qui-quadrado, Mann Whitney ou t-test. ESSDAI= EULAR SS DiseaseActivity; Anti-Ro-SSA=

anticorpo anti-Ro.

Fonte: Elaboracéo da autora (2015).
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TABELA 5 - COMPARACAO DE BIOMARCADORESDE INFLAMACAOENTRE
PACIENTES E CONTROLES E SUA RELACAO COM CALPROTECTINA

Biomarcadores

SSp (N=63) Controles (N=63) p-valor* Spearman p-
valor**
Calprotectina 1878,8 + 1501,1 1215 + 520 0,039 - -
IL-1B (pg/ml) 1,9 +5,45 0,49 + 0,65 0,732 0,46 0,622
IL-6 (pg/ml) 11,65 + 23,38 5,21 +9,23 0,229 0,019 0,839
TNF-a (pg/ml) 4,7+5,0 36+34 0,239 -0,138 0,136
TNF-R1 (pg/ml) 1113,65 + 691,39 919,01 + 408,53 0,435 0,277 0,002
TNF-R2 (pg/ml) 8144,32 +4106,39  5914,74 + 2458,23 0,002 0,269 0,003
CCL-2 (pg/ml) 251,8 + 139,5 208,3 + 83,8 0,186 0,081 0,382
Leptina (pg/ml) 3056,8 + 2295,3 2786,6 + 1881,1 0,704 -0,83 0,373
Resistina (pg/ml) 12031,8 + 4923,6 12902,2 + 4226 0,241 0,379 0,000
Adiponectina (pg/ml) 152558,2 + 40875,65 + 0,000 0,100 0,280
28456,5 38121,54

HGF (pg/ml) 266,1 + 189,5 206,6 + 150,7 0,047 0,182 0,049
PCR(mg/dL) 4,09 + 8,67 3,36 + 7,09 0,115 0,391 0,000

SSp= Sindrome de Sjégren, IL=interleucina, TNF= fator de necrose tumoral, TNF-R1= fator de necrose
tumoral receptor 1, TNF-R2= fator de necrose tumoral receptor 2, CCL-2= Chemokine (C-C maotif)
Ligand 2, HGF= Hepatocyte Growth Factor, PCR= Proteina C reativa. *Teste t ou Mann-Whitney

comparando os dois grupos, **Teste Spearman avaliando a correlagdo entre calprotectina e

todas as citocinas.

Fonte: Elaboracdo da autora (2015).
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5 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a SSp esta associada a aumento na frequéncia de placa
de aterosclerose carotidea independente dos fatores tradicionais de risco
cardiovasculares. Em particular, este estudo mostrou que a calprotectina esta elevada
em pacientes com a SSp e independentemente associada a presenca de placa de
aterosclerose carotidea, indicando que a calprotectina pode ser utilizada como um

biomarcador de aterosclerose subclinica na SSp.

E bem conhecida, a partir de outras populacdes, que a aterosclerose subclinica,
avaliada pela presenca de placa de aterosclerose carotidea por ultrassonografia, é
preditiva de morte cardiovascular, IAM e acidente vascular cerebral isquémico, bem
como aumenta significativamente a predicéo de risco cardiovascular’. Os resultados
deste estudo demonstraram que a presenca da SSp estd associada com maior risco
de aterosclerose subclinica, somando-se a outros estudos que relatam maior IMT por
ultrassonografia®®%4, maior rigidez aértica %343 e menor PWV®%2.78 em pacientes com a

SSp, comparados com controles saudaveis.

Nota-se, ainda, que a maioria dos fatores tradicionais de risco cardiovascular,
incluindo idade, sexo masculino, SM, hipertrigliceridemia, hipertensdo, uso de
glicocorticoides, e a funcéo renal relacionam-se com placa de aterosclerose carotidea
no presente estudo. Nossos achados apontam para a importancia da identificacéo e

controle dos fatores tradicionais de risco para prevenir a aterosclerose na SSp.

O fato de os controles apresentarem valores mais elevados de presséao arterial, niveis
lipidicos e glicemia de jejum pode indicar que a participacéo no projeto foi motivada
pelo conhecimento do risco cardiovascular aumentado nesse grupo. Apesar desse
fator de confuséo, placa de aterosclerose carotidea foi mais comum entre os pacientes

com a SSp, sugerindo que a propria doenca é um risco para a aterosclerose.

Fatores tradicionais de risco, como hipertensao e dislipidemia, sdo mais prevalentes
na SSp, como demonstrado em trés grandes grupos da Espanha, Reino Unido e
Italia3%4245, Nosso estudo mostrou alto indice de hipertensio e foi duas vezes mais

elevado, tomando-se a populacéo geral brasileira como referéncia®®,
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A SM é mais frequente e parece ser um importante fator de risco cardiovascular na
SSp*L. Foi um fator de risco para a presenca de placa de aterosclerose carotidea em
nosso estudo e, na mesma linha, outro estudo encontrou maior velocidade da onda
de pulso e associou com maior nimero de critérios na SM“. Augusto e
outrosencontraram quase 50% dos pacientes com a SM e niveis mais elevados de
adiponectina, IL1B e resistina, sugerindo que o perfil de citocinas na SSp pode
favorecer o desenvolvimento da SM#L, Outros estudos*1-8%97 também concordam com

a nossa observacédo de elevacdo de adiponectina em pacientes com a SSp.

Diversos estudos de coorte tém demonstrado diferentes perfis lipidicos na SSp, em
especial o HDL baixo*+5473 e hipertrigliceridemia®?>4°, que s&o mais frequentes do que
a hipercolesterolemia®. A presente pesquisa demonstra que a hipertrigliceridemia foi
particularmente associada com a placa de aterosclerose carotidea em andlise

multivariada.

O uso de glicocorticoide foi um fator de risco para placa de aterosclerose carotidea
em nosso estudo e foi fator de risco independente para eventos cardiovasculares na
SSp numa coorte italiana3®. Seus efeitos colaterais metabdlicos incluem obesidade
abdominal, hipertenséo, dislipidemia e diabetes. Mesmo que, potencialmente, agrave
0S seus parametros, em outro estudo a SSp mostrou frequéncia maior da SM,
independente do uso de glicocorticoides, o que indica que a medicacao utilizada para
o tratamento ndo é a Unica razdo para o desequilibrio metabdlico na SSp*'. Nosso
estudo mostrou que a frequéncia da SM em pacientes com ou sem usO pregresso

e/ou atual de glicocorticoides foi semelhante.

Alguns aspectos da doenca podem potencialmente aumentar os fatores tradicionais
de risco e também a sua relevancia no contexto da doenca. Por causa de fadiga,
depresséao e baixa qualidade de vida, os pacientes com a SSp provavelmente tém um
estilo de vida mais sedentario. Nao foram investigados sedentarismo e fadiga, mas
seria interessante saber o quanto eles contribuem para aumentar os fatores

tradicionais de risco.

Menopausa, glicocorticoide, manifestagdo glandular indicada pelo uso de substituto
salivar e manifestacdo sistémica constitucional foram associados com a presenca de
placa de aterosclerose carotidea. O dominio constitucional representa sintomas

sistémicos e condicdo mais inflamatoria. N&o se encontrou associacao de placa de
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aterosclerose carotidea com a atividade da doenca avaliada por valor total de
ESSDAI. Outro autor constatou que o indice de dano na Sindrome de Sjégren (SSDI),

mas ndo ESSDAI, foi associado com maior velocidade da onda de pulso*3.

A aterosclerose subclinica indica a presenca de danos estruturais no vaso, e € mais
|6gico ter associacdo com intenso processo inflamatdrio durante muitos anos, tal como
representado pelo indice de dano. N&o se avaliou o indice de dano na Sindrome de
Sjogren, mas mesmo pareados por idade, a creatinina foi maior no grupo de pacientes,

provavelmente por envolvimento renal cronico.

Parece que a frequéncia de tabaco é muito baixa na SSp, como foi demonstrado por
varios estudos3%4245, O presente estudo também mostrou baixa frequéncia de tabaco,
gue nao foi associado com a placa de aterosclerose carotidea. Foi observada
anteriormente baixa freqiiéncia de pontuacédo no foco escore nos individuos fumantes,
levantando a questéo se o tabaco poderia diminuir envolvimento glandular salivar na
SSp4.

Hidroxicloroquina é um fator de protecdo no LES’®. Recente, e talvez Unico, estudo
avaliou os efeitos na dislipidemia de pacientes com a SSp em uso de Hidroxicloroquina
e encontrou significativa reducdo nos niveis de triglicerideos e aumento no HDL sem
correlacdo com uso de glicocorticoide, idade ou atividade de doenca’®. Por causa do
tamanho da amostra, ndo encontramos associagdo com imunossupressao ou
hidroxicloroquina (resultados nédo publicados). Acreditamos, que, semelhante ao LES,
o0 uso de Hidroxicloroquina possa reduzir o risco cardiovascular. Estudos futuros

devem avaliar tal hipotese.

O perfil clinico, biolégico e genético, associado com a aterosclerose, comotambém a
interagdo entre fatores tradicionais de risco cardiovascular e associados a doenga ndo
sdo conhecidos na SSp. Aterosclerose subclinica e disfungdo endotelial tém sido
relacionadas a PCR#%4546.63  |eucopenia®*4677, anti-Ro*®7377  fendbmeno de
Raynaud’®, comprometimento articular’® e aumento da parétida’. Além disso, a
leucopenia e anti-Ro sdo um subconjunto de pacientes que mostraram HDL
inferior#446:54, Essas manifestacdes laboratoriais e clinicas estéo relacionadas com um
perfil mais sistémico e inflamatério da doenca. Recente pesquisademonstrou que 0s
pacientes com envolvimento visceral e central tinham um risco mais elevado para o

evento cardiovascular, e aqueles com mais angina tinham leucopenia®®.
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Surpreendentemente, dois outros estudos ndo encontraram associagdo entre a
aterosclerose subclinica ou evento cardiovascular com a presenca do anti-Ro e anti-
La3%43, Na verdade, os pacientes com anti-La positivo tiveram maior freqtiéncia de
velocidade da onda de pulso normal*®, e os pacientes com anti-Ro apresentaram
menor nivel de hipertensado e hipertrigliceridemia. S&o necessarias outras e maiores
investigagdespara confirmar e entender por que os pacientes com anti-Ro ou anti-La
tém menos fatores tradicionais de risco cardiovascular, mesmo possuindoa doenca

sistémica e mais grave, ou se € apenas um truque estatistico.

Foram encontrados niveis elevados de quatro biomarcadores (calprotectina, TNF-R2,
CCL-2, HGF) que séo ou podem ser potencialmente envolvidos na aterogénese. Entre
eles, os pacientes com a SSp nao s6 apresentaram maiores niveis de calprotectina,

mas também essa associou-se a presenca de placa de aterosclerose carotidea.

Calprotectina € preditora de eventos cardiovasculares em populacdo saudavel e
associada com a gravidade e os sintomas na SSp527°, E uma conexao interessante
para explicar a maior prevaléncia de fatores tradicionais de risco cardiovascular na
SSp. Em estudo noruegués, calprotectina foi associada com fadiga®2 que poderia levar
ao sedentarismo, piorando o perfil metabdlico nesses pacientes. Dois estudos em AR
observaram nivel de calprotectina, antes do tratamento com Infliximabe®® e
Adalimumabe®, e seu descréscimo apoés controle da atividade de doenga. Outro, em
pacientes com AR, avaliou o tratamento de anti-inflamatério, com o de anti-TNF,que
foi associadoa uma reducao da rigidez da aorta, da placa de aterosclerose carotidea
e de calprotectina®. Nesta pesquisa, encontrou-se calprotectina associada com a
PCR-us elevada e perfil anormal de biomarcadores da aterosclerose (HGF e TNF),
sugerindo que a presenca de calprotectina indicaum grupo de pacientes com maior
risco. Neste estudo, a associacdo encontrada com placa de aterosclerose carotidea
na SSp indica que calprotectina € um biomarcador de aterosclerose subclinica nessa

populacao de pacientes.

Os macréfagos sao células importantes para iniciar e manter o processo inflamatério
na aterosclerose. A CCL-2 é uma quimiocina produzida pelos macréfagos e também
estd associada com a presenca de estruturas CG na SSp8%81, podendo indicar um
subconjunto mais grave de pacientes em maior risco. N&o se avaliou a presenca de

CG, mas com certeza seria interessante saber se um subgrupo com acometimento
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grave de CG teria mais aterosclerose subclinica. Foram encontrados,também, niveis
mais elevados de TNF-R2 nos pacientes com SSp. A presenca de mais receptores de
TNF-a (1 e 2) tem sido associada a um risco cardiovascular. Encontrou-se o HGF
maior na SSp. Paradoxalmente, os controles apresentaram niveis mais elevados de
PAI-1, possivelmente por causa de alta frequéncia da SM e niveis mais elevados de
glicemia de jejum nesse grupo.

Tivemos uma limitacdo para obter pessoas voluntarias dispostas a participar da
pesquisa, limitando no N do estudo. Outra limitacao foi perfil clinico diferente entre os
pacientes procedentes dos hospitais universitarios da UFMG e da UFES. Isto se
justificou pelo diagndstico basear-se nos anticorpos na UFMG e na biopsia na UFES.

A gravidade dos pacientes procedentes da UFMG foi maior.
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6 CONCLUSAO

Pacientes com a SSp tém maior frequéncia de placa de aterosclerose carotidea, que
€ modulada por fatores tradicionais de risco cardiovascular mais elevado, bem como
a atividade da prépria doenca. A SSp é fator de risco para placa de aterosclerose

carotidea independente de fatores tradicionais de risco cardiovascular.

N&o houve associacdo com risco cardiovascular na pontuacao total do ESSDAI e
emqualquer outro dominio de ESSDAI, nemcom a presenca de auto-anticorpos, nivel

de leucécitos ou linfécitos.

Idade, sexo masculino, SM, hipertrigliceridemia, hipertenséo, uso de glicocorticoides
e a funcao renal relacionam-se com placa de aterosclerose carotidea na SSp no

presente estudo.

Placa de aterosclerose carotidea estd associada com uso de glicocorticoide,

menopausa, ESSDAI no dominio constitucional e uso substituto de saliva.

s

Calprotectina € um fator de risco independente para a presenca de placa de

aterosclerose carotidea e pode ser um biomarcador de aterosclerose subclinica SSp.

As citocinas CCL-2 e HGF e, o TNF-R2, foram mais elevados na SSp e poderiam ter
algum papel na patogénese da aterosclerose na SSp, embora este estudo nédo tenha
demostrado associacdo com placa de aterosclerose carotidea.
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ANEXO A — CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DO AMERICAN-

EUROPEAN CONSENSUS GROUP (AECG) PARA O DIAGNOSTICO DA
SINDROME DE SJOGREN

Classificacdo internacional revisada

Sintomas oculares: uma resposta positiva em uma das seguintes perguntas:
. Vocé tem sensacéo de olho seco diariamente por mais de trés meses?

. Vocé tem sensacéo de areia nos olhos?

w N

. Vocé usa lubrificante ocular mais de trés vezes por dia?

Sintomas orais: uma resposta positiva em uma das seguintes perguntas:

1. Vocé tem sentido boca seca diariamente por mais de trés meses?

2. Vocé tem inchaco de glandulas salivares recorrentes ou persistentes na idade
adulta?

3. Vocé usa com frequéncia liquidos para ajudar a engolir alimentos secos?

e Sinais oculares: evidéncia de envolvimento ocular definido como um teste positivo
em um dos seguintes:

1. Teste de Schirmer tipo I, sem anestesia (<5mm em 5 minutos);

2. Escore de Rosa Bengala ou outro teste de olho seco (escore >4 de van Bijsterveld).
e Histopatologia: presenca de sialoadenite focal linfocitica em glandula salivar menor
(obtida de mucosa de aparéncia normal), lida por patologista experiente, com um
escore de foco >1, definida como o numero de foco linfocitico (que sdo adjacentes aos
acinos de aparéncia normais e contendo mais de 50 linfécitos) por 4mm? de tecido
glandular.

e Envolvimento de glandula salivar: envolvimento objetivo definido por um teste
positivo em um dos seguintes:

1. Fluxo salivar total ndo estimulado (<1,5ml em 15 minutos);

2. Sialografia de paro6tidas mostrando a presenca de sialectasias difusas (padrédo
puntata, cavitario ou destrutivo), sem evidéncia de obstru¢cdo em ductos maiores;

3. Cintilografia salivar mostrando reducdo da captagdo, da concentragdo e/ou
excrecao reduzida do tracador.

e Presenca de autoanticorpos: anti-SSA(RO), anti-SSB(LA) ou ambos

Critérios revisados de classificacao

Sjogren primario:
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a) a presenca de 4 itens, desde que o item IV ou VI seja positivo.

b) a presenca de 3 dos 4 critérios objetivos (itens Ill, IV, V ou VI).
Sjégren secundario:
Pacientes com doenca potencialmente associada (por exemplo outra doenca do

tecido conjuntivo bem definida), a presenca dos itens | ou Il e mais dois dos itens lll,
IV ouV.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
TITULO DA PESQUISA: Avaliacgdo de fatores de risco cardiovascular tradicionais e

nao tradicionais na Sindrome de Sjégren

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Valéria Valim

JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E PROCEDIMENTOS DA PESQUISA: A Sindrome de
Sjogren Primaria (SSP) € uma doenca reumatica que provoca principalmente secura
na boca e nos olhos, fadiga e dor articular, mas também pode afetar qualquer 6rgéao.
Varias doencas reuméticas provocam maior risco cardiovascular devido a varios
fatores de risco. Acredita-se que na Sindrome de Sjégren isso também aconteca. Se
esta hipotese se confirmar, o tratamento destes fatores deve fazer parte do tratamento
da doenca. Esta pesquisa tem o objetivo de estudar a formacdo da aterosclerose
(placas nas artérias) precoce e alteracdes das artérias por meio de ultrassonografia,
bem como correlacionar com a presenca de fatores de risco tradicionais (hipertenséo,
obesidade, dislipidemia, idade, histéria familiar) e fatores de risco relacionados a
doenca como marcadores de inflamacéao, citocinas e atividade de doencga por meio de
exames de sangue e de urina. Além dos exames, vocé também preencherd um
guestionario sobre secura, dor e fadiga.

DESCONFORTO E POSSIVEIS RISCOS ASSOCIADOS A PESQUISA: Além da
avaliacéo clinica para preenchimento do ESSDAI, os pacientes serdo submetidos aos
seguintes procedimentos: analise sanguinea, analise imunoldgica, andlise urinaria e
ultrassonografia de carétidas, membros inferiores e superiores. Estes sdo exames de
baixo risco e utilizados rotineiramente na avaliagao clinica destes pacientes.

O preenchimento do questionario ndo oferece qualquer risco ao paciente.

BENEFICIOS DA PESQUISA: Os pacientes serdo beneficiados pela avaliacdo
criteriosa e acompanhamento de todos os sistemas que podem ser envolvidos pela
Sindrome de Sjogren para adequada intervencao terapéutica. Pacientes com
aterosclerose e elevado risco cardiovascular poderéo ser beneficiar de medidas de
prevencao para complicacoes cardiovasculares.

METODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES: O Unico método alternativo existente é
a experiéncia clinica do médico no momento da avaliacdo do paciente.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: Quando necesséario, o
voluntario recebera toda a assisténcia médica aos agravos decorrentes das atividades
da pesquisa. Para os moradores do Espirito Santo, basta procurar o(a) pesquisador
(a) Valéria Valim Cristo, pelo telefone 3325-7325, e também no endereco HUCAM -
Hospital Cassiano Antdnio Moraes/ Servigo de Reumatologia (casa 06) — Av. Marechal
Campos s/n° - Maruipe — Vitoria/ES.

ESCLARECIMENTOS E DIREITOS
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Em qualquer momento, o voluntario podera obter esclarecimentos sobre todos os
procedimentos utilizados na pesquisa e nas formas de divulgagao dos resultados. Tem
também a liberdade e o direito de recusar sua participacdo ou retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem prejuizo do atendimento usual
fornecido pelos pesquisadores.

CONFIDENCIALIDADE E AVALIACAO DOS REGISTROS

As identidades dos voluntarios serdo mantidas em total sigilo por tempo
indeterminado, tanto pelo pesquisador como pela universidade onde sera realizado.
Os resultados dos procedimentos executados na pesquisa serdo analisados e
divulgados em palestras, conferéncias, periddico cientifico ou outra forma de
divulgacdo que propicie o repasse dos conhecimentos para a sociedade e para
autoridades normativas em salde nacionais ou internacionais, de acordo com as
normas legais regulatérias de protecao nacional ou internacional.

RESSARCIMENTO DE DESPESAS E INDENIZACOES:

Os pacientes nao terdo qualquer despesa com o0s procedimentos clinicos e
laboratoriais da pesquisa.

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAO

Eu, )
portador da Carteira de identidade n° expedida pelo
Orgéo , por me considerar devidamente informado (a) e

esclarecido(a) sobre o conteudo deste termo e da pesquisa a ser desenvolvida,
livremente expresso meu consentimento para inclusdo, como sujeito da pesquisa. Fui
informado que meu numero de registro na pesquisa é e recebi
copia desse documento por mim assinado.

Assinatura do Participante Voluntéario DATA
Impresséo Dactiloscopica

(p/ analfabeto)

Assinatura do Responsavel pelo Estudo Data

Caso vocé tenha dificuldade em entrar em contato com o pesquisador responsavel,
comunique o fato a Comissao de Etica em Pesquisa do pelo telefone 33357504 ou
pelo e-mail cep@ccs.ufes.br.”
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ANEXO C —-ESSDAI
ESSDAI- EULAR Sjégren’s Syndrome Disease Activity Index

Dominio constitucional (3*)

Por favor, atengdo para ndo avaliar sintomas constitucionais nao relacionados a doenca (como febre de origem
infecciosa, perda voluntaria de peso).

Nenhuma atividade |auséncia dos sintomas a seguir ] 0

Atividade baixa febre moderada ou intermitente (37,5°-38,5°C) / suores noturnos ou ] 1
perda de peso involuntaria de 5% a 10% do peso corporal —

Atividade moderada | febre alta (>38,5°C) / suores noturnos ou ] 5

perda de peso involuntéria de > 10% do peso corporal

*peso de cada dominio

Dominio de linfadenopatia (4)

Nenhuma atividade

auséncia das caracteristicas a seguir

Atividade baixa

linfadenomegalia 2 1 cm em qualquer regido ou = 2 cm na regido inguinal

Atividade moderada

linfadenomegalia =22 cm em qualquer regido ou = 3 cm em regido inguinal ou
esplenomegalia (clinicamente palpavel ou avaliada por exame de imagem)

Atividade alta

doenca proliferativa maligna das células B recente

Dominio glandular (2)

Por favor, atencdo para ndo avaliar aumento do volume glandular ndo relacionado a doenca (como litiase ou

infeccdo).

Nenhuma atividade

auséncia de aumento glandular

Atividade baixa

pequeno aumento glandular com:

e pardtida aumentada (< 3cm) ou aumento discreto submandibular ou lacrimal?

Atividade moderada

aumento glandular maior com:

e parétida aumentada (>3cm) ou aumento importante submandibular ou lacrimal®

1 A distingéo entre aumento discreto ou importante do volume glandular submandibular ou lacrimal fica a critério médico

Dominio articular (2)

Por favor, atencdo para ndo avaliar envolvimento articular ndo relacionado a doenga, como a osteoartrite.

Nenhuma atividade

auséncia de envolvimento articular ativo no momento

Atividade baixa

artralgia nas méaos, punhos, tornozelos e pés acompanhados por rigidez matinal
(>30 min)

Atividade moderada

1 a 5 artrites dentre as 282

Atividade alta

> 6 artrites dentre as 282

2 As 28 articulagdes incluidas no célculo do DAS28 (Disease Activity Score 28) sdo ombros, cotovelos, punhos, metacarpofalangicas, interfalangicas

proximais e joelhos.
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Dominio cutaneo (3)

Por favor, atengdo em avaliar como “Nenhuma atividade” les6es antigas e estaveis mais relacionadas ao dano
(sequela) do que a atividade da doenca ou envolvimento cutaneo ndo relacionado a doenca.

Nenhuma atividade |auséncia de envolvimento cutaneo ativo no momento

Atividade baixa eritema multiforme

Atividade moderada |vasculite cutanea limitada, incluindo vasculite urticariforme? ou pdrpura limitada aos

pés e tornozelos ou lupus cutaneo subagudo

Atividade alta

vasculite cutanea difusa, incluindo vasculite urticariforme? ou parpura difusa ou
Ulceras relacionadas a vasculite

3 Vasculite cutanea limitada envolve <18% da area de superficie corporal; Vasculite cutanea difusa envolve >18% da area de superficie corporal. Area de

superficie corporal (ASC) é definida utilizando a regra dos nove (usado para avaliar a extensdo de queimaduras) como vem a seguir: Palma (excluindo os
dedos)= 1% ASC; cada membro inferior = 18% ASC; cada membro superior = 9% ; tronco (frontal) = 18% ASC; tronco (dorsal) = 18% ASC; face e

pescoco=9% ASC.

Dominio respiratério (5)

Por favor, atengdo em avaliar como “Nenhuma atividade” les6es antigas e estaveis mais relacionadas ao dano
(sequela) do que a atividade da doenc¢a ou envolvimento respiratério ndo relacionado a doenga (ex.cigarro).

Nenhuma auséncia de envolvimento pulmonar ativo no momento
atividade —!
Atividade tosse persistente ou envolvimento brénquico sem nenhuma alteragéo radioldgica no raio X || |
baixa simples ou evidéncia de doenc¢a pulmonar intersticial ao Rx simples ou TCAR, com: —

e nenhuma dispnéia e

e prova de fungéo pulmonar normal
Atividade envolvimento pulmonar moderadamente ativo, tal como doenc¢a pulmonar intersticial E
moderada diagnosticada pela TCAR com:

e dispnéia aos grandes esforgcos (NYHA?# Il) ou prova de fungdo pulmonar alterada dentro

dos seguintes parametros: 70% >DLCO5 = 40% e/ou 80% > CVF® =2 60%

Atividade envolvimento pulmonar altamente ativo como doenca pulmonar intersticial diagnosticada E
alta pela TCAR com:

o dispnéia aos pequenos esfor¢cos ou ao repouso (NYHA# Ill, 1V) ou prova de fungéo
pulmonar alterada: DLCO5< 40% e/ou CVF®< 60%

Para o diagnéstico da doenga pulmonar intersticial a TCAR (Tomografia computadorizada de alta resolugéo) ou radiografia simples sdo necessarias e

devem ter sido realizadas nos Ultimos dois anos. 4 NYHA (classificagdo funcional da New York Heart Association). 5 DLCO (Prova de difuséo de diéxido de

carbono); 6 CVF (Capacidade vital forcada).
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Dominio renal (5)

Por favor, atengdo em avaliar como “Nenhuma atividade” lesées antigas e estaveis mais relacionadas ao dano
(sequela) do que a atividade da doenca e envolvimento renal nao relacionado a doenca.
Se a bhidpsia for feita, favor classificar a atividade baseada, primeiramente, nas caracteristicas histologicas.

Nenhuma auséncia de envolvimento renal ativo no momento: 0
atividade e proteinuria< 0,5g/d, nenhuma hematuria, nenhuma leucocitiria, nenhuma acidose —
ou
e proteindria estavel de longa duracdo devido ao dano/seqiela
Atividade evidéncia de envolvimento especifico da atividade renal, limitada a: _1
baixa e acidose tubular sem insuficiéncia renal ou —
e envolvimento glomerular:
- com proteindria (entre 0,5 e 1 g/dl) e
- sem hematdria ou insuficiéncia renal (TGF’=60ml/min)
Atividade atividade renal moderada: |:|2
moderada e acidose tubular com insuficiéncia renal (TGF’< 60 ml/min) ou

e envolvimento glomerular:

- com proteindria entre um e 1,5g/dl e

- sem hematuria ou insuficiéncia renal (TGF’= 60ml/min) ou
e evidéncia histoldgica:

- glomerulonefrite e/ou

- infiltragdo intersticial linféide importante

Atividade alta

atividade renal alta:

e envolvimento glomerular:
- proteinaria> 1,5 g/dl e/ou
- hematuria e/ou
- insuficiéncia renal (TGF’< 60 ml/min) ou

e evidéncia histolégica de:
- glomerulonefrite proliferativa ou
- crioglobulinemia relacionada ao envolvimento renal

7 TGF (Taxa de filtrag&o glomerular) calculada com a férmula MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)

Dominio muscular (6)

Por favor, atengdo para ndo avaliar envolvimento muscular ndo relacionado a doenga, como fraqueza devido a

corticosteroéides.

Nenhuma auséncia de envolvimento muscular ativo no momento 0
atividade —
Atividade miosite levemente ativa diagnosticada pela EMG ou bi6psia com: _1
baixa e auséncia de fraqueza e creatinaquinase alterada (N* < CK < 2N) —
Atividade miosite moderadamente ativa diagnosticada pela EMG ou biépsia com: _2
moderada e fraqueza (déficit maximo de 4/5) ou creatinaquinase elevada (2N < CK < 4N) —
Atividade miosite altamente ativa diagnosticada pela EMG ou biépsia com: _3
alta o fraqueza (déficit < 3/5) ou creatinaquinase elevada (> 4N) —

*N=normal (valor de referéncia). EMG= eletromiografia
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Dominio do sistema nervoso periférico (5)

Por favor, atengdo em avaliar como “Nenhuma atividade” les6es antigas e estaveis mais relacionadas ao dano
(sequela) do que a atividade ou envolvimento do sistema nervoso periférico ndo relacionado a doenca.

Nenhuma auséncia de envolvimento ativo do sistema nervoso periférico, no momento 0
atividade —
Atividade evidéncia de envolvimento ativo do sistema nervoso periférico, como: _1
baixa e polineuropatia periférica axonal diagnosticada pelo ECN/JENMG ou —
e neuralgia do nervo trigémio (V nervo craniano)
Atividade evidéncia de envolvimento moderadamente ativo, do sistema nervoso periférico, como: _2
moderada e neuropatia axonal motora e sensorial diagnosticada pelo ECN/ENMG, sem déficit | —
motor ou
e neuropatia sensorial pura com a presenca de vasculite crioglobulinémica ou
e gangliopatia® com sintomas restritos a ataxia moderada ou
e polineuropatia inflamatdria desmielinizante crénica (CIDP)° com deficiéncia funcional
moderada (sem déficit motor ou ataxia moderada) ou
e envolvimento do nervo craniano de origem periférica - exceto nervo do Trigémio (V)
Atividade evidéncia de envolvimento altamente ativo do sistema nervoso periférico, como: |:|3
alta e neuropatia axonal motora e sensorial diagnosticada pela ECN/ENMG com déficit

motor < 3/5 ou

e envolvimento do nervo periférico atribuido a vasculite (mononeurite maltipla) ou

e ataxia severa atribuida a ganglionopatia® ou

e polineuropatia inflamatéria desmielinizante croénica (CIDP)° com deficiéncia funcional
severa: déficit motor < 3/5 ou ataxia grave

8 Deficiéncia sensorial pura com ataxia e deficiéncia difusa ou aboli¢cdo do potencial sensitivo no ECN (estudo da condugédo nervosa)

9 Poliradiculoneuropatia com sintomas clinicos sugestivos (déficit sensoriomotor dos 4 membros, déficit motor proximal, arreflexia generalizada, sintomas

sensoriais iniciais afetando membros superiores, e/ou associado a envolvimento do nervo craniano), nivel de proteina aumentado e/ou ECN anormal

(laténcia distal motora prolongada, velocidade da condugéo nervosa reduzida, laténcia prolongada da onda F , bloqueio da condugéo e/ou dispersdo

temporal).

Dominio do sistema nervoso central (5)

Por favor, atencdo em avaliar como “Nenhuma atividade” lesbes antigas e estaveis mais relacionadas ao dano
(sequela) do que a atividade da doencga ou envolvimento do sistema nervoso central ndo relacionado a doenca.

Nenhuma auséncia de envolvimento ativo do SNC no momento 0
atividade —
Atividade manifestagdes clinicas moderadamente ativas do SNC, como: _2
moderada e envolvimento de nervo craniano de origem central ou —
e neurite 6ptica ou
e sindrome semelhante a esclerose multipla com sintomas restritos a deficiéncia
sensorial pura ou deficiéncia cognitiva comprovada
Atividade manifestagdes clinicas altamente ativas do SNC, como: |:|3
alta e vasculite cerebral com acidente vascular cerebral ou ataque isquémico transitorio

convulsdes ou

mielite transversa ou

meningite linfocitica ou

sindrome semelhante a esclerose multipla com déficit motor
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Dominio hematolégico (2)
Por favor, atencao: levando em conta anemia, neutropenia e trombocitopenia, somente a citopenia auto-imune
deve ser considerada; ndo avaliar citopenia que nado esteja relacionada a doenca (como deficiéncia de vitamina
ou de ferro, citopenia induzida por droga, como por exemplo, linfocitopenia associada a ciclosfosfamida).

Nenhuma auséncia de citopenia auto-imune _0
atividade —
Atividade citopenia de origem auto-imune com: _1
baixa e neutropenial® (1000 < neutréfilos < 1500/mm3) ou anemial! (10 < Hb < 12g/dl) ou | —

trombocitopenia’? (100.000 < plaquetas < 150.000/mm?3) ou linfopenia
(500<linf6citos<1000/mmS3)

Atividade citopenia de origem auto-imune com: >

moderada e neutropenial® (500 < neutrofilos < 1000/mm3) ou anemia!! (8 < Hb < 10g/dl) ou | —
trombocitopenia'? (50.000 < plaquetas < 100.000/mm?3) ou linfopenia (<500/mm3)

Atividade alta | citopenia de origem auto-imune com: _3

e neutropenial® (neutréfilos < 500/mms3) ou anemia®! (Hb < 8 g/dl) ou trombocitopenial? | —
(plaguetas < 50.000/mms3)

10Neutropenia sem nenhuma etiologia conhecida.
11Anemia com o teste de Coombs positivo e aumento na contagem de reticul6citos
12 Trombocitopenia de origem periférica com nenhuma outra etiologia encontrada, ou em caso de dificuldades para realizacéo de identificacéo de auto-

anticorpos anti-plaquetas e/ou a presenga de megacariécitos de aspirado de medula 6ssea e/ou anemia auto-imune associada.

Dominio biolégico (1)

Nenhuma auséncia de qualquer uma das seguintes alteracdes 0

atividade —

Atividade e pico clonal ou hipocomplementemia (C4 ou C3 ou CH50 baixos) ou _1

baixa hipergamaglobulinemia ou nivel de 1gG entre 1600 e 2000mg/dL —

Atividade e presenca de crioglobulinemia ou hipergamaglobulinemia ou nivel alto de IgG > _2

moderada 2000mgdL ou inicio recente de®® hipogamaglobulinemia ou diminui¢éo recente de —
nivel de 1gG (<500mg/dL)

13 Nos Ultimos 6 meses
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ANEXO D - ESSPRI
ESSPRI

EULAR Sjégren’s Syndrome Patients Reported Index

Seu médico pediu que vocé respondesse algumas perguntas relacionadas com a sua doenca. Para
responder as perguntas, favor levar em consideracdo a gravidade de seus sintomas nas piores fases
apenas durante as duas ultimas semanas.

Por favor, assinale a alternativa que melhor descreve sua resposta.

Por favor, responda todas as perguntas com atencao.

Exemplo:
Maximo de dor
Nenhuma dor 0 10 . .
imaginavel

1) O quanto a sua secura tem sido grave durante as duas ultimas semanas?

Nenhuma Maximo de
secura ressecamento

0 10 imaginavel

2) O quanto a sua fadiga tem sido grave durante as duas ultimas semanas?

Nenhuma

fadiga

10

Maximo de fadiga
imaginavel

3) O quanto a sua dor(dores nas juntas ou musculos, nos seus bragos ou pernas) tem sido grave durante

as duas ultimas semanas?

Nenhuma

dor

10

Madximo de dor
imaginavel




ANEXO E — FATORES DE RISCO PARA DOENCA ARTERIAL CRONICA

ATEROSCLEROTICA E DE EVENTOS CARDIOVASCULARES

ATEROSCLEROTICOS
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Quadrol: Definicdo de fatores de risco para doenca arterial crbnica aterosclerotica e
de eventos cardiovasculares ateroscleroéticos

Fatores de risco
Evento coronariano prévio

AVCI

Histéria familiar positiva
para DAC

Hipertenséo arterial
sistémica

Tabagismo

Obesidade
Obesidade abdominal

Diabetes melitus

Dislipidemia

Hipertrigliceridemia
Menopausa

Definigcbes

Relato de histéria de IAM, angioplastia ou
CRVM

Histdria de AVC com déficit focal com duracéo
maior do que 24 horas ou sequela ao exame
fisico

Histéria de IAM, angioplastia, CRVM ou morte
subita cardiaca em parentes de primeiro grau
(idade inferior a 55 anos em homens e 65
anos em mulheres)

PAS = 140 mmHg ou PAD = 90 mmHg em
pelo menos duas ocasides ou uso de anti-
hipertensivo

Auto referido
indice de massa corporal acima de 30 kg/m2

Circunferéncia abdominal, medida com fita
métrica tracando uma linha imaginéria num
ponto equidistante entre a borda inferior da
122 costela e a crista iliaca superior altura da
cicatriz umbilical, acima de 80 cm em
mulheres e 94 cm em homens é considerada
alterada

Glicemia de jejum = 126 mg/dl em, pelo
menos, duas ocasifes, ou uso de
hipoglicemiantes orais ou insulina

Colesterol total =2 200 mg/dl ou c-HDL < 40
mg/dl ou c-LDL = 130 mg/dl ou uso de
hipolipemiantes orais

Triglicerideos = 150 mg/dl

Ultima menstruacéo espontanea ha mais de
um ano; ou uso de TRH; ou irregularidade
menstrual ou amenorréia h4d menos de um
ano

DAC = doenca arterial coronariana; IAM = infarto agudo do miocardio; CRVM = cirurgia de
revascularizacdo miocéardica; AVCI = acidente vascular cerebral isquémico; PAS = pressédo arterial
sistémica; PAD = pressdo arterial diastolica; ColT = colesterol total; c-HDL = colesterol de alta
densidade; c-LDL = colesterol de baixa densidade; TGLs = triglicerideos; TRH = terapia de reposicéo

hormonal.



ANEXO F -ESCORE DE RISCO GLOBAL
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MULHER
Colesterol PAS nao
Pontos Idade [HDL |total tratada PAS tratada | Tabagismo | diabetes
-3 <120
-2 60
-1 50-59 <120
0|30-34 |45-49 | <160 120-129 NAO NAO
1 35-44 | 160-199 130-139
2(35-39 | <35 140-149 120-129
3 200-239 130-139 SIM
4|40-44 240-279 150-159 SIM
51|45-49 280+ 160 | 140-149
6 150-159
7| 50-54 160+
8|55-59
9|60-64
10| 65-69
11|70-74
12 75+

XAVIER, H.T.;IZAR, M.C.;FARIA NETO, J.R.;ASSAD, M.H.;ROCHA, V.Z.et al. [V Consenso Brasileiro
de Dislipidemias e da Prevencéo de Aterosclerose]. Arg. Bras. Cardiol., v. 101, n. 4, p. 1-20, 2013.

HOMEM
Colesterol PAS ndo | PAS
Pontos Idade [HDL |total tratada tratada Tabagismo | Diabetes
-3 <120
-2 60
-1 50-59
0]30-34 {45-49 | <160 120-129 <120 NAO NAO
1 35-44 | 160-199 130-139
2135-39 |[<35 |200-239 140-159 120-129
3 240-279 160|130-139 SIM
4 280+ 140-159 SIM
5140-44 160+
6 | 45-49
7
8|50-54
9
10 |55-59
11| 60-64
12 | 65-69
13
14| 70-74
15 75+

XAVIER, H.T.;IZAR, M.C.;FARIA NETO, J.R.;ASSAD, M.H.;ROCHA, V.Z.et al. [V Consenso Brasileiro
de Dislipidemias e da Prevencao de Aterosclerose]. Arg. Bras. Cardiol., v. 101, n. 4, p. 1-20, 2013.



PONTUAGCAO RISCO
DO
HOMENS

PONTO RISCO (%)
<-3 <1
2 1.1
-1 1.4
0 1.6
1 1.9
2 2.3
3 2.8
4 3.3
5 3.9
6 4.7
7 5.6
8 6.7
9 7.9
10 9.4
11 11.2
12 13.2
13 15.6
14 18.4
15 21.6
16 25.3
17 29.4
18+ >30

PONTUACAO DO RISCO
MULHERES

PONTO RISCO
(%)
<-2 <1
-1 1.0
0 1.2
1 1.5
2 1.7
3 2.0
4 2.4
5 2.8
6 33
7 3.9
8 4.5
9 5.3
10 6.3
11 7.3
12 8.6
13 10.0
14 11.7
15 13.7
16 15.9
17 18.5
18 21.5
19 24.8
20 28.5
21+ >30

60

XAVIER, H.T;IZAR, M.C.;FARIA NETO, J.R.;ASSAD, M.H.;ROCHA, V.Z.et al. [V Consenso Brasileiro

de Dislipidemias e da Prevencéo de Aterosclerose]. Arg. Bras. Cardiol., v. 101, n. 4, p. 1-20, 2013.



ANEXO G — PROTOCOLO DE APROVACAO CEP

HOSPITAL UNIVERSITARIO of -

CASSIANO ANTONIO DE %0!' - o
MORAES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo do Risco Cardiovascular na Sindrome de Sjogren
Pesquisador: valéria valim

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 20976613.4.0000.5071

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 407.199
Data da Relatoria: 28/08/2013

Apresentacao do Projeto:

A Sindrome de Sjdgren é a segunda doenga autoimune mais prevalente, e sua associagdo com doenca
cardiovascular ainda néo foi bem esclarecida como ja o foi em outras doengas reumaticas. E provavel que a
SS incorra em maior risco cardiovascular por maior frequéncia considerando mecanismos comuns em sua

patogenese e na patogenese da doenga cardiovascular aterosesclerotica

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral deste estudo é avaliar aterosclerose sub-clinica e estabelecida e fatores associados em
pacientes com Sindrome de Sjogren primaria. Tal avaliacéo dar-se-a por meio de ultrassonografia de artéria
braquial e ultrassonografia de cardétida (para determinar a frequéncia de placa e espessura do complexo
medio-intimal, indice tornozelo-braquial e fatores de risco tradicionais e néo tradicionais (PCR,
gamaglobulinas, imunoglobulinas), citocinas (interleucina-6, sistema TNF - TNF-alfa, receptor 1 e 2 do TNF,
guimiocinas (MIG e MCP-1),

adipocinas e fator de ativagéo de célula B (BAFF) - Correlacionar disfung&o endotelial e aterosclerose com
atividade de doenga, marcadores biologicos (PCR, gamaglobulinas, imunoglobulinas), citocinas (interleucina
-6, sistema TNF - TNF-alfa, receptor 1 e 2 do TNF, quimiocinas (MIG eMCP-1), adipocinas e fator de
ativacéo de ceélula B (BAFF)

Enderego: Avenida Marechal Campos, 1355

Bairro: Santos Dumont CEP: 29.040-001
UF: ES Municipio:
Telefone: (273)335-7130 Fax: (273)335-7130 E-mail: cephucam@gmail.com

Pagina 01 de 02

61



HOSPITAL UNIVERSITARIO
CASSIANO ANTONIO DE Wm
MORAES

Continuacdo do Parecer: 407.199

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O presente estudo ndo acarreta risco ao paciente e traz como beneficio direto um analise minuciosa do seu
perfil de risco cardiovascular.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo observacional de avaliacdo de risco cardiovascular e da presenca de doenca
aterosclerotica em um grupo de pacientes com Sindrome de Sjogren.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagédo obrigatdria:

Adequado

Recomendagodes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Estudo aprovado

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do relator.

26 de Setembro de 2013

Assinador por:
Fausto Edmundo Lima Pereira

(Coordenador)
Enderego: Avenida Marechal Campos, 1355
Bairre: Santos Dumont CEP: 29.040-001
UF: ES Municipio:
Telefone: (273)335-7130 Fax: (273)335-7130 E-mail: cephucam@gmail.com
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ANEXO H - FICHA CADASTRAL PARA COLETA DE DADOS

DADOS PESSOAIS
PRONTUARIO HUCAM:

NOME:

SEXO: FEMININO () MASCULINO ( ) COR:
ENDERECO: NO:
COMPLEMENTO: BAIRRO:

CIDADE: ESTADO: CEP:

TELEFONE FIXO: CELULAR:

DATA DE NASCIMENTO: IDADE:

NATURALIDADE: NACIONALIDADE:

Data dos primeiros sintomas da Sindrome de Sjogren: / /
Data de diagnéstico da Sindrome de Sjogren: / /

1. CRITERIOS DE INCLUSAO (VITALI,2002)
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|. Sintomas oculares Sim | Nao

Resposta positiva a pelo menos 1 das questdes abaixo:

Vocé tem tido secura nos olhos que incomodam
diariamente e persistente por mais de 3 meses?

Vocé tem uma sensagao recorrente de areia ou
cascalho nos olhos?

Vocé usa colirio por mais de 3 vezes por dia?

[l. Sintomas orais Sim | Nao

Resposta positiva a pelo menos 1 das questdes abaixo:

Vocé tem tido sensacéo de boca seca por mais de 3
meses?

Vocé tem tido inchago recorrente e persistente de
parétidas?

Vocé costuma beber liquidos para ajudar a engolir
alimentos secos?

[1l. Sinais oculares Sim | Nao | Nao realizado

Ha evidéncia objetiva de envolvimento ocular com
resultado positivo em pelo menos um dos dois
seguintes testes.

Teste de Schirmer sem anestesia (<5 mm em 5
minutos)
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Pontuacédo do Rosa bengala ou outra pontuacéo de
olho seco (>4 de acordo com o sistema de
pontuacao de van Bijsterveld)

IV. Histopatologia: Sim | N&o

Nao realizado

Nas glandulas salivares menores, sialoadenite
linfocitica focal, avaliada por um perito histopatologista,
com uma pontuacdo foco > 1, definida como um
namero de focos linfocitarios (que € adjacente ao
normal-aparecem &4cinos mucosos e contém mais de
50 linfocitos) por 4 mm2 de tecido glandular

V. Envolvimento da glandula salivar: Sim | N&o

Nao realizado

Evidéncia objetiva de envolvimento da glandula salivar
definida por um resultado positive em pelo menos um
dos seguintes testes diagnosticos:

Fluxo salivar ndo estimulado (<1.5 ml em 15
minutos)

Sialografia da parétida mostrando a presenca de
sialectasias difusas (padréo puntiforme, cavitario ou
destrutivo), sem evidéncia de obstrugdo na maioria
dos ductos

Cintilografia salivar mostrando captacéo retardada,
concentracdo reduzida e/ou excrecao retardada de
contraste

VI. Auto-anticorpos: Sim | Nao

N&o realizado

Presenca de auto-anticorpos a antigenos Ro(SSA) no
soro

Presenca de auto-anticorpos a antigenos La(SSB) no
soro

CRITERIOS DE EXCLUSAO

O paciente possui

Sim Nao

Artrite reumatoide

LUpus eritematoso sistémico

Esclerose sistémica

Doenca Mista do Tecido Conjuntivo

Menor de 18 anos

Hepatite C

SIDA

Radioterapia de cabeca e pesco¢o no passado

Linfoma

Doenca enxerto-hospedeiro

Sarcoidose

Sindrome de HiperlgG4
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| O paciente pode ser incluido no estudo? Sim[] Né&o[]]

ATIVIDADE DE DOENCA

1. ESSDAI: (DATA: I/ )
2. ESSPRI: (DATA: /| )
(DOR:SECURA:FADIGA: /TOTAL: MEDIA FINAL: )

Medicamento de uso atual (dose):

Medicamento de uso prévio (dose/tempo de uso):

AVALIACAO DO RISCO CARDIOVASCULAR

FATORES TRADICIONAIS

O paciente possui Sim Nao
Hipertensédo arterial sistémica

Diabetes mellitus

Obesidade (IMC=30Kg/m2) ALTURA= PESO=

Escore de Risco Global B
Dado RESPOSTA/ VALOR PONTUACAO TOTAL

IDADE

COLESTEROL TOTAL

HDL

TABAGISMO

DM

PAS

PAD

TOTAL -

( ) alto risco: > 10% para mulheres e >20% para homens
( ) risco intermediario: entre 5-10% mulheres entre 5-20% para homens
() risco baixo: <5%

SINDROME METABOLICA:

( ) obesidade abdominal : homem >94 cm e mulher >80 cm

( ) hipertrigliceridemia : = 150 mg/dI

( ) baixos niveis de HDL :< 40 mg/dl para homens e < 50 mg/dl para mulheres

( ) pressao arterial sistélica : = 135 mmHg ou presséao arterial diastdlica = 85 mmHg
( ) resisténcia a insulina: glicemia de jejum = 110 mg/dl ou diagnéstico de diabetes
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Devem estar presentes pelo menos trés dos cinco itens. Preenche critérios para SM?
( ) sim () néo

FATORES NAO TRADICIONAIS

- USG doppler de carétidas (IMT):
DIREITA:
ESQUERDA:

- Presenca de placa: ( ) sim ( ) ndo.

HISTORIA FAMILIAR DE DOENCA CARDIOVASCULAR:

1-ALGUEM DA SUA FAMILIA TEVE INFARTO/ AVE/ AVC/ MORTE SUBITA/ HAS/
DM?

( YNAO

()SIM. Quem? ( )Mae ( )Pai ()Irm&o ( )Avbs (Materno/ Paterno)

QUAL EVENTO? _
SE INFARTO OU MORTE SUBITA, QUAL A IDADE NO EVENTQO?

HISTORIA PESSOAL:
1. VOCE JA INFARTOU (IAM)? ( )SIM () NAO
QUAL SUA IDADE NO EVENTO?
2. VOCE JA TEVE DERRAME (AVC OU AVE)? ( ) SIM () NAO
3. VOCE JA FEZ ANGIOPLASTIA? ( ) SIM ( ) NAO
4. VOCE TEM DOENCA RENAL CRONICA? () SIM ( ) NAO

*PARA MULHERES: )
5-VOCE ESTA NA MENOPAUSA? ( )SIM ( ) NAO
6-VOCE FAZ REPOSICAO HORMONAL? ( ) SIM () NAO
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Abstract

Objective: We aimed to identify the association of carotid atherosclerosis with the traditional
risk factors, disease features, cytokine profile, and calprotectin in patients with primary
Sjogren’s syndrome (pSS).Methods: 63 primary pSS patients and 63 age-sex matched
healthy controls underwent carotid ultrasound, clinical, and laboratory evaluations. The
presence of carotid plaques was taken as carotid atherosclerosis. The covariates of carotid
atherosclerosis were identified in univariate and multivariate regressions.Results: Patients
with pSS had higher prevalence of carotid atherosclerosis (13% vs. 2%, p<0.05), calprotectin,
tumoral necrosis factor receptor 2 (TNF-R2), hepatocyte growth factor (HGF), and monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) than controls. Mean while, sex, menopause, and the
prevalence of traditional cardiovascular did not differ (all, p>0.05). In univariate analyses,
serum calprotectin, the most traditional cardiovascular (age, male sex, MetS, hypertension,
hypertriglyceridemia, and serum creatinine), and some disease-associated risk factors
(glucocorticoid or saliva substitute use, ESSDAI) were associated with a higher risk for plaque.
In a multivariate analysis, a higher serum calprotectin was associated with carotid
atherosclerosis independent of creatinine and systolic blood pressure (OR=1.001[95% CI
1.0001-1.001], p=0.023). Conclusion: In patients with pSS, calprotectin is a biomarker of
carotid atherosclerosis, is modulated by traditional cardiovascular risk factors, as well as the

disease itself.

Key words: Sjogren’s syndrome, subclinical cardiovascular disease, atherosclerosis, risk

factors, biomarkers, calprotectin
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Introduction

Cardiovascular disease is a frequent and potentially severe complication of the
autoimmune rheumatic disease, well described in systemic lupus erythematosus (1) and
rheumatoid arthritis (RA) (2-4) while the literature about primary Sjégren’s syndrome (pSS) is
scarce. But recent studies from different countries showed that the risk for a cardiovascular

event is also higher in pSS as well (5-9).

Atherosclerosis is accelerated in autoimmune diseases, such as SLE and RA, and has
been associated with a higher burden of traditional risk factors, production of atherogenic pro-
inflammatory cytokines, imbalance between damage and endothelium repair, disease activity
(10),and treatment-associated vascular damage (2). Previous research has demonstrated that
traditional risk factors like hypertension, hypertriglyceridemia, and low-HDL are also more
prevalent in pSS (11-13), but the relationship between atherosclerosis, traditional risk factors,

and disease activity is not well explored (7, 14).

A few circulating biomarkers of atherosclerosis have been evaluated in pSS (15-17).
Calprotectin may be of potential interest as a biomarker of atherosclerosis. It binds receptors
of advanced glycation end products (RAGE), thereby activating the innate system and
stimulating pro-inflammatory cytokine production by macrophages in the atherosclerotic

plague (18, 19).

So far, only a few studies evaluating the relation between inflammatory biomarkers,
traditional cardiovascular risk factors, and carotid atherosclerosis have been published from
pSS patients and with conflicting results (15, 20-22). Thus, the objectives of this study were to
evaluate if carotid atherosclerotic plaque prevalence was higher in pSS compared to healthy
controls and to identify the association of carotid atherosclerosis with traditional risk factors,

disease features, cytokine profile, and with calprotectin.



72

Patients and Methods

Design and study population

In this case-control study, 63 pSS patients classified according to the American-
European Consensus Group(23) and 63 age-sex matched controls were included. The
patients and controls were recruited from 2 Brazilian university hospitals (The Federal
University of Espirito Santo and Federal University of Minas Gerais). The controls were
volunteers, mainly workers at the university and were recruited through posters distributed in
the hospital. The exclusion criteria for both groups were any other autoimmune inflammatory
disease, chronic infection, previous cardiovascular event, and cardiac, renal, respiratory,
and/or liver disease or insufficiency, and age < 18 or = 70 years. The study was approved by
the Ethics Committee of the University, Hospital Cassiano Antdnio de Moraes (protocol

number 407.199/2013), and all participants gave written informed consent.

Clinical parameters

Self-reported information on age, sex, ethnicity, family history of premature
cardiovascular disease, history of cardiovascular risk-factors, and use of medication was
collected using a structured interview facilitated by the same physician (24). Blood pressure
measurement was performed in accordance with the guidelines of the Brazilian Society of
Hypertension (25), which was considered present if the clinical systolic blood pressure (SBP)
= 140 mmHg, diastolic blood pressure (DBP) = 90 mmHg, or when using antihypertensive drug

treatment.

Body height and weight were measured, and body mass index (BMI) was calculated.
Obesity was considered present if the BMI 230 kg/m?. Waist circumference (WC) was

measured at the level midway between the 12" costal arch and the anterior superior iliac crest
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and considered increased (abdominal obesity) if WC = 80cm for women and = 94cm for men,
in accordance with the Brazilian Guidelines (26). Diabetes was considered present if fasting

glucose = 126 mg/dl or use of hypoglycemic drug treatment.

Dyslipidemia was considered present when total cholesterol = 200 mg/dl or high-
density lipoprotein (HDL) cholesterol < 40 mg/dl or low density lipoprotein (LDL) cholesterol =

130 mg/dl or statin treatment or triglycerides =2 150 mg/d| (26).

Metabolic syndrome (MetS) was identified if = 3 of the following 5 criteria were present
(27): WC (2 94 cm for men and = 80 cm for women), HDL-cholesterol (< 40 mg/dl for men, and
< 50 mg/dl for women), hypertension (SBP = 130 mmHg or DBP = 85 mmHg or
antihypertensive drug treatment), hypertriglyceridemia (=150 mg/dl) or fasting glucose = 100
mg/dl. We calculated the Global risk score taking sex, age, total and HDL-cholesterol, SBP,

smoking and diabetes into account (26, 28, 29).

Carotid Ultrasound

All individuals underwent carotid ultrasound examination performed by the same
experienced radiologist (CCD), using B-mode ultrasound (My Lab 70 Xvision, Esaote) and a
6-18 MHZ linear transducer (LA435). The common, external and internal carotid arteries were
evaluated on both sides, following a standardized protocol (30, 31). Carotid atherosclerosis
was defined as presence of atherosclerotic plague, i.e. identification of either a protrusion into
the lumen > 0.5 mm, or a protrusion into the lumen > 50% of intima-media thickness (IMT) at

adjacent area, or IMT = 1.5mm.

Blood collection and serum storing

Serum samples were obtained by peripheral blood collection in BD Vacutainer® SST™

II Advanced plus blood collection tubes. To allow clotting, the tubes were incubated at room
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temperature for 30-60 min. Following centrifugation at 1800 x g for 10 min, the serum layer

was extracted, aliquoted and stored at -70°C until analysis.

High-sensitive C-Reactive protein and cytokines analyses

Some biomarkers associated with inflammation and cardiovascular disease were
analysed. High-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), and interleukins (IL) were analysed by
Multiplex system, using commercial kits Milliplex Map®. Beyond hs-CRP, it was included IL-
18, IL-6, IL-8, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), hepatocyte growth factor (HGF),

TNF-a and receptors I/1l, leptin, resistin, and adiponectin.

Calprotectin

Calprotectin was investigated by commercial kits (CALPROLAB™, Lysaker, Norway).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS version 21 program (IBM, Almond,
United States of America). The Kolmogorov-Smirnov test was used to identify Gaussian
distribution. Mann-Whitney and t-test were used to compare quantitative variables, as
appropriate, and Chi-square test to qualitative parameters. Univariate and multivariate logistic
regression analyses were used to identify factors associated with carotid atherosclerosis
(plague). Criteria for including variables in the multivariate models was reaching p value < 0.1

in univariate analysis. For all analysis, p < 0.05 was statistically significant.

Results
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Traditional cardiovascular risk factors like hypertension, diabetes, smoking,
hypertrygliceridemia, BMI, WC, and MetS did not differ between patients and controls (Table
1). However, the control group showed higher blood pressure, fasting glucose, and cholesterol
levels, indicating that knowledge of elevated traditional cardiovascular risk factors may have
been a driving force for participation in the project (Table 1). Despite of that, pSS patients had
higher prevalence of carotid atherosclerosis (13% vs. 2%, p=0.015) (Table 2). In univariate
analyses, most traditional cardiovascular risk factors were associated with higher risk for
presence of carotid atherosclerosis in the total study population (Table 2). In multivariate
analysis, having pSS predicted higher risk for presence of carotid atherosclerosis independent

of traditional cardiovascular risk factors (Table 3)

Among pSS patients, disease-associated risk factors including glucocorticoid use,
constitutional ESSDAI-domain and use of saliva substitute were associated with carotid
atherosclerosis plaque (all p<0.05) (Table 4). In contrast, presence of carotid atherosclerosis
was not associated with ESSDAI total score or any other domain of ESSDAI, or with presence
of auto-antibodies or leucocyte or lymphocyte count (Table 1). Furthernore, TNF-R2 and some
cytokines (MCP-1 and HGF) potentially important in the pathogenesis of atherosclerosis were
higher in pSS (Table 5). Interesting, among all measured circulating biomarkers, only
calprotectin was independently associated with presence of carotid atherosclerosis in the
patient group (Table 3). Of note, this association was independent of serum creatinine and
presence of hypertension (Table 3). Calprotectin was also associated with inflammation (CRP)
and with cytokines involved with metabolic syndrome (resistin and adiponectin) and with

atherogenesis (HGF and TNF receptors) (Table 5).



76

Discussion

The present study demonstrates that having pSS is associated with increased
prevalence of carotid atherosclerosis independent of traditional cardiovascular risk factors. In
particular calprotectin was higher in pSS patients and independently associated with presence
of carotid plaque, indicating that calprotectin may be used as a biomarker of subclinical

atherosclerosis in pSS.

It is well known from other populations that subclinical atherosclerosis evaluated by
presence of carotid atherosclerotic plaque by ultrasound is predictive of cardiovascular death,
myocardial infarction and ischemic stroke, and significantly improves risk prediction beyond
that of clinical risk factor assessment (32). The present results demonstrate that presence of
pSS is associated with increased risk for subclinical atherosclerosis, adding to smaller previous
studies reporting higher carotid intima-media thickness by ultrasound and higher aortic
stiffness measured by pulse wave velocity in pSS patients compared to healthy controls (21,
22, 32). Of note, although most traditional cardiovascular risk factors including age, male
gender, MetS, hypertrigliceridemia, hypertension, use of glucocorticoids, and renal function
correlated with carotid atherosclerosis in the present study, having pSS predicted presence of
carotid atherosclerosis independent of presence of these risk factors. However, our findings
also point to the importance of identification and control of traditional risk factors to prevent

subclinical atherosclerosis in pSS.

Traditional risk factors like hypertension and dyslipidemia are more prevalent in pSS
as demonstrated in three large cohorts from Spain, United Kingdom and ltaly (7, 12, 13). Our
study found the same high prevalence of hypertension as demonstrated by these studies, 2-
fold higher that in Brazilian general population(33). Almost 50% of patients in the present
population had MetS, pointing to clustering of cardiovascular risk factors in pSS. The finding
that controls had higher blood pressure and higher levels of serum lipids and fasting glucose

indicate that participation in the project was motivated by knowledge of increased
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cardiovascular risk among the controls. In spite of this confounding factor, carotid
atherosclerosis was more common among pSS patients, confirming that disease itself is a risk

for atherosclerosis.

Different studies have shown different lipid profile in pSS. In particular lower HDL (11,
16, 34) and hypertriglyceridemia(12, 13), more than hypercholesterolemia(7) have been
reported from different pSS cohort studies. The present study demonstrates that
hypertriglyceridemia was particularly associated with carotid atherosclerosis in multivariate

analysis.

As demonstrated, we found that postmenopausal status, use of glucocorticoid, renal
dysfunction, constitutional systemic manifestation, and glandular manifestation indicated by
use of saliva substitutes, were associated with presence of carotid atherosclerosis plaque.
Constitutional domain represents systemic constitutional symptoms and more inflammation.
Recently, Bartolini et al. demonstrated that pSS patients with visceral and central involvement
had higher risk for cardiovascular events in a retrospective cohort study, and those with
leukopenia had more angina pectoris(7). In the present study, we did not find an association
of disease activity evaluated by total ESSDAI and presence of carotid atherosclerosis. Others
have reported that Sjogren’s syndrome damage index (SSDI) but not ESSDAI was associated
with higher aortic stiffness measured by pulse wave velocity (14). Subclinical atherosclerosis
indicates the presence of structural damage in the vessel, and it is more logical to have
association with an intense inflammatory process for many years, as represented by SSDI. We
did not evaluate SSDI, but even matched for aging, creatinine was higher in the patients group

and the renal involvement with chronic renal disease was associated with plaque.

Glucocorticoid is a known disease-risk factor that leads to abdominal obesity,
hypertension, dyslipidemia and diabetes, all factors predisposing for subclinical
atherosclerosis. In pSS, glucocorticoids therapy was associated with higher cardiovascular

event rate in an lItalian cohort (7). In the present population, use of glucocorticoids was
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independently associated with presence of carotid atherosclerosis in multivariate analysis,
after adjusting for hypertension and dyslipidemia (data not shown). It points that glucocorticoid

should use as less as possible in pSS to avoid cardiovascular risk increase.

As demonstrated, serum levels of calprotectin, TNF-R2, MCP-1, and HGF were higher
in pSS than controls, and could potentially contribute to the higher prevalence of carotid
atherosclerosis. However, in multivariate analysis, only calprotectin was associated with
presence of carotid atherosclerosis, while no independent association was found with serum
levels of pro-inflammatory cytokines despite the higher levels in pSS patients compared to
controls. Calprotectin is a protein complex compounded by the S100A8 and S100A9 proteins,
also referred to as myeloid-related proteins (MRP)-8 and MRP-14, which is secreted by
activated neutrophils and monocytes and binds to receptors on advanced glycation end-
products and has been associated with enhanced atherosclerosis in animal studies (35). In
pSS patients, higher serum calprotectin has been associated with fatigue, potentially leading
to sedentary lifestyle and worsening of metabolic risk profile (35). Calprotectin is therefore an
interesting biomarker of integrated arterial inflammation and cardiovascular risk factor burden.
The present study adds to this knowledge by demonstrating that serum calprotectin is
associated with subclinical atherosclerosis in pSS. As proof of concept, anti-inflammatory
treatment with tumor necrosis factor alpha (TNFa) inhibitor in rheumatoid arthritis was
associated with reduction in aortic stiffness, carotid atherosclerosis and circulating calprotectin.
Calprotectin is a biomarker of inflammation and it was associated with CRP in our studied
population. Interestingly it was associated with abnormal profile of adipocytokines and with
biomarkers of atherosclerosis such as HGF and TNF receptors, suggesting that the presence

of calprotectin indicates a cluster of patients with higher risk.

In conclusion, the study demonstrates that patients with pSS have a higher prevalence
of carotid atherosclerosis, which is associated with higher serum calprotectin level independent
of traditional cardiovascular risk factors. Our findings suggest calprotectin as a biomarker of

subclinical atherosclerosis in pSS.
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Table 1. Baseline characteristics of study population
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pSS Controls p- value
(N=63) (N=63)
Age (years) 50 +11 50+ 10 0.930
Female (%) 93.7 95.2 0.687
Ethnicity 0.053
Caucasian (%) 19 33.3
Mixed ethnicity (%) 74.6 54
Black (%) 6.3 12.7
Weight (36) 67.42 +12.93 70.13+£12.25 0.231
BMI (kg/m?) 26.52+4.43 28.03+£5.04 0.072
Abdominal circumference (cm) 88.8 £30 90.9+12.3 0.355
Metabolic syndrome (%) 44 49 0.581
Hypertension (%) 40 43 0.717
Diabetes (%) 10 10 0.991
SBP (mmHg) 129 + 19 137 + 22 0.021
DBP (mmHg) 81 +11 90 + 10 <0.001
Total Cholesterol (mg/dl) 181 £30 244 + 267 <0.001
LDL cholesterol (mg/dl) 101.77 £ 26 134.63+ 30.98 <0.001
HDL cholesterol (mg/dl) 5111 51+10 0.988
Triglycerides (mg/dl) 13577 149 + 207 0.752
Tobacco (%) 3 3 0.894
Menopause (%) 55 45 0.180
Global risk score 8+6 11+6 0.04
Global risk rate (%) 7.24 £6.72 9.12 + 7.45 0.074
Fasting glucose (mg/dL) 91+16 99 + 29 0.013
Hemoglobin (g/dL) 13.1+1.2 13.3+0.9 0.136
Leucocyte 5869 + 2287 6092 £1625 0.530
Lymphocyte 1598 + 828 2008 + 473 0.001
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(cont.)
Platelets (Units/1,000) 2545 +73.9 248.9 +61.9 0.646
ESR (mm/1h) 31+18 23+18 0.219
Urea (mg/dI) 29.18 +8.85 24 +8 0.001
Serum creatinine (mg/dl) 0.71+0.13 0.61+0.12 <0.001
ESSPRI 553+2.78
ESSDAI 5.16 + 5.96
Disease duration (months) 111+ 76
Current systemic manifestation (%) 71.4
Anti-Ro-SSA (U/ml) (%) 69.8
Anti-La-SSB (U/ml) (%) 30.2
ANA (%) 90.3
RF (Ul/ml) (%) 19.1
Gamma globulins (g/dl) 1.47 +0.54

IgG (mg/dl)

IgM (mg/dl)

IgA (mg/dl)

C3 (mg/dl)

C4 (mg/dl)

hsCRP (mg/dl)
Glucocorticoid (%)

Hydroxychloroquine (%)

1475.96 + 593.42

154,99 + 141.71

317.87 + 144.66

152.90 + 33.34

32.80 £ 11.77

4.09 = 8.67

32

40

pSS= primary Sjogren’s syndrome; BMC= body mass index; LDL= low density

lipoprotein; HDL= high density lipoprotein; SBP= systolic blood pressure; DBP= diastolic

blood pressure; ERS= erythrocyte rate sedimentation; t-test, Mann-Whitney and chi-

square tests were used. ESSDAI= EULAR SS Disease Activity; ESSPRI=EULAR SS

Patient Report Index; lIgG= Immunoglobulin G;

IgM=Immunoglobulin M;

IgA=

Immunoglobulin A; C3= Complement 3 ; C4= Complement 4 ; hsCRP= high sensitive C-
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Reactive Protein; Anti-Ro-SSA= anti-Ro-SSA antibodies; Anti-La-SSB= anti-La-SSB

antibodies; RF= Rheumatoid Factor; ANA= anti-nuclear autoantibody.

Table 2. Cardiovascular risk factors for carotid atherosclerosis in pSS and controls.

Risk Factor Group Plaque OR OR 95%CI  p-value
Yes (N=9)  No (N=117)

pSS disease pSS 8 (88%) 55 (47%) 9.02 1.09-94.41 0.040
Controls 1 (11%) 62 (53%)

Gender male 2 (22%) 5 (4%) 6.4 1.05-39.86
female 7 (78%) 112 (96%) 0.040

MetS Yes 7 (88%) 51 (44%) 8.92 1.06-74.86 0.040
No 1 (13%) 65 (56%)

Hypertension Yes 7 (78%) 45 (38%) 5.6 1.11-28.16 0.044
No 2 (22%) 72 (62%)

Hypertriglyceridemia  Yes 6 (67%) 30 (26%) 5.8 1.37-24.64 0.017
No 3 (33%) 87 (74%)

Familiar history of Yes 7 (88%)] 45 (41%)  10.27 1.22-86.33  0.002

myocardial infarct No 1 (13%) 66 (59%)

Glucocorticoid use Yes 5 (63%) 15 (27%) 11.76  2.68-51.59 0.001
No 3 (38%) 40 (73%)

Global risk score Yes 15+2.92 9+6.21 0.84 0.73-0.93 0.009
No

Serum creatinine 0.89+0.25 0.67 £0.18 0.04 0.01-0.55 0.016

(mg/dL)

Age (years) 61.22 +5.19 48.72 + 0.86  0.78-0.95  0.002

10.85

Cl= confidence interval. OR= odds ratio. pSS= primary Sjégren’s syndrome, MetS= Metabolic

Syndrome.
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Table 3. Sjégren’s syndrome disease-risk for carotid atherosclerosis after adjusting for age,

hypertriglyceridemia, hypertension and creatinin level.

Risk factor Model

1

OR 95% 95% p-

Cl Cl value

Lower  Upper

Limit Limit
Sjogren’s syndrome 28.76 1.69 490.19 0.020
Age 0.82 0.72 0.94 0.004
Hypertension 1.89 0.27 13.05 0.519
Hypertriglyceridemia 10.07 1.16 87.33 0.036
Serum creatinine 1.07 0.01 23.06  0.965

Calprotectin

Model
2
OR 95% 95% p-
Cl Cl value
Lower  Upper
Limit Limit
1.04 0.99 1.09 0.004
10.20 0.60 166.67 0.055
1.001 1.000 1.001 0.023

Cl= confidence interval, OR= odds ratio.



Table 4. Disease-factors associated with carotid atherosclerosis plaque in pSS.
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Risk Factor Group Plaque p-value
Yes (N=8) No (N=55)
Glucocorticoid use yes 6 (75%) 17 (31%) 0.016
no 2 (25%) 38 (69%)
Saliva substitute yes 3 (38%) 6 (11%) 0.045
no 5 (63%) 49 (89%)
Menopause yes 6 (100%) 29 (55%) 0.032
no 0 (0%) 24 (45%)
Anti-Ro-SSA yes 7 (88%) 37 (69%) 0.270
no 1 (13%) 17 (31%)
ESSDAI constitutional yes 1 (13%) 0 (0%) 0.046
No 7 (88%) 55 (100%)
5.38 £5.88 5.13+6.03 0.967
ESSDAI
Lag time 88 +71.47 57.84 £63.93 0.265
Disease duration 138 £96.55 107.16 +72.18 0.451

Calprotectin (ng/mL)

3035 + 2825.40

1681.89 £1341.55 0.025

pSS= primary Sjogren’s syndrome; ESSDAI= EULAR SS Disease Activity; Anti-Ro-SSA=

anti-Ro-SSA antibodies.



Table 5. Comparison of inflammation and cytokines between patients and controls and its

correlation with calprotectin

Biomarker pSS (N=63) Controls (N=63) Spearman p-
value
Calprotectina 1878.8 + 1501.1 1215 + 520 - -
IL-1B (pg/ml) 1.9+5.45 0.49 + 0.65 0.46 0.622
IL-6 (pg/ml) 11.65 + 23.38 5.21 +9.23 0.019 0.839
TNF-a (pg/ml) 4.7+5.0 36+34 -0.138 0.136
TNF-R1 (pg/ml) 1113.65 + 691.39 919.01 + 408.53 0.277 0.002
TNF-R2 (pg/ml) 8144.32 + 4106.39 5914.74 +2458.23* 0.269 0.003
MCP-1 (pg/ml) 251.8 +139.5 208.3 + 83.8* 0.081 0.382
Leptin (pg/ml) 3056.8 + 2295.3 2786.6 + 1881.1 -0.83 0.373
Resistin (pg/ml) 12031.8 + 4923.6 12902.2 + 4226 0.379 0.000
Adiponectin (pg/ml) 152558.2 + 40875.65 + 38121.54* 0.100 0.280
28456.5
HGF (pg/ml) 266.1 + 189.5 206.6 + 150.7* 0.182 0.049
CRP (mg/dL) 4.09 + 8.67 3.36 + 7.09 0.391 0.000

pSS= primary Sjogren’s syndrome. IL=interleukin, TNF= tumoral necrosis fator,
TNF-RI= tumoral necrosis fator receptor 1, TNF-RIl= tumoral necrosis fator
receptor II, MCP-1= monocyte chemoattractant protein 1, HGF= hepatocyte growth
fator, CRP= C-reactive protein. * Comparison between controls and patients, p-

value<0,05.



Legends

Table 1. Baseline characteristics of study population

pSS= primary Sjégren’s syndrome; BMC= body mass index; LDL= low density
lipoprotein; HDL= high density lipoprotein; SBP= systolic blood pressure; DBP=
diastolic blood pressure; ERS= erythrocyte rate sedimentation. t-test, Mann-
Whitney and chi-square tests were used. ESSDAI= EULAR SS Disease Activity;
ESSPRI=EULAR SS Patient Report Index; IgG= Immunoglobulin G ; IgM=
Immunoglobulin M; IgA= Immunoglobulin A ; C3= Complement 3 ; C4=
Complement 4 ; hsCRP= high sensitive C-Reactive Protein; Anti-Ro-SSA= anti-
Ro-SSA antibodies; Anti-La-SSB= anti-La-SSB antibodies; RF= Rheumatoid

Factor; ANA= anti-nuclear autoantibody.

Table 2. Cardiovascular risk factors for carotid atherosclerosis in pSS and controls.

Cl= confidence interval. OR= odds ratio. pSS= primary Sjégren’s syndrome, MetS=

Metabolic Syndrome.

Table 3. Sjogren’s syndrome disease-risk for carotid atherosclerosis after adjusting

for age, hypertriglyceridemia, hypertension and creatinin level.

Table 4. Disease-factors associated with carotid atherosclerosis plaque in pSS.

pSS= primary Sjogren’s syndrome; ESSDAI= EULAR SS Disease Activity; Anti-Ro

-SSA= anti-Ro-SSA antibodies.

Table 5. Comparison of inflammation and cytokines between patients and controls

and its correlation with calprotectin

pSS= primary Sjogren’s syndrome. IL=interleukin, TNF= tumoral necrosis fator,

TNF-RI= tumoral necrosis fator receptor 1, TNF-RII= tumoral necrosis fator
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receptor Il, MCP-1= monocyte chemoatractant protein 1, HGF= hepatocyte growth
fator, CRP= C-reactive protein. * Comparison between controls and patients, p-

value<0,05.
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