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RESUMO 

Introdução.  A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune inflamatória crônica 

com envolvimento articular proeminente. O ultrassom de alta resolução (US) tem sido 

empregado de maneira crescente na avaliação diagnóstica e monitorização da doença. O 

desequilíbrio entre as funções de linfócitos T regulatórios (Treg) e Th-17, bem como o 

papel de citocinas pró inflamatórias são centrais em sua patogênese. Há escassez de 

estudos sobre a associação entre os achados ultrassonográficos de atividade da AR e dano 

estrutural com subtipos linfocitários e citocinas no sangue periférico. Métodos: Neste 

estudo transversal, foram incluídos 101 pacientes com AR de acordo com os critérios de 

1987 em tratamento com drogas remissivas não-biológicas. Uma amostra de sangue foi 

coletada imediatamente antes das avaliações clínica e ultrassonográfica, que foram feitas 

todas no mesmo dia, em sequência. Os linfócitos foram isolados e imunofenotipados por 

citometria de fluxo para identificar células T reg FoxP3+ e linfócitos produtores de IL-

17. Citocinas do perfil Th1-Th2-Th17 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-Ɣ) e 

VEGF foram quantificadas no plasma por citometria de fluxo utilizando-se o kit 

Cytometric Bead Array (CBA; BD biosciences). Atividade da doença foi quantificada por 

DAS28 e capacidade funcional, pelo HAQ, ambos realizados por reumatologista treinado, 

cegado em relação aos achados de US. Dois reumatologistas (cegados em relação aos 

dados clínicos) com treinamento em ultrassonografia realizaram avaliação de sinovite e 

presença de erosões em punhos, 2ª e 3ª articulações metacarpofalangeanas e 2ª e 3ª 

interfalangeanas proximais bilateralmente utilizando aparelho de alta resolução (MyLab 

60, Esaote, Itália, transdutor linear de 18 mHz). Proliferação sinovial na escala de cinzas 

(PS) e captação de power Doppler (pD) foram avaliadas utilizando uma escala semi-

quantitativa com variação de 0 a 3. Erosões foram classificadas como presentes ou 

ausentes. A soma dos escores individuais de PS e pD foi calculada (escore 10 PS e escore 

10 pD) e utilizada para correlacionar com dados clínicos e de laboratório. Teste de Mann-

Whitney, Kruskal-Wallis e coeficiente de correlação de Spearman foram usados na 

análise estatística, bem como regressão linear múltipla. Correlação intraclasse e estatística 

kappa foram usados para concordância interobservador. Resultados: Dentre os 101 

pacientes incluídos, obtivemos quantificação de células Treg e Th-17 em 90 pacientes e 

dosagem de citocinas em 64 indivíduos. Em sua maioria, a amostra foi composta por 

mulheres (80%) da raça branca (85%), com média de idade de 55,8 anos (±11.1anos), 

tempo de duração de doença de 6 (2-13) anos (mediana e IIQ). A média do DAS 28 (VSG) 
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foi de 4.28 (±1.64) e do HAQ 1.11 (±0.85). Valores de kappa para a concordância 

interobservador para o exame ultrassonográfico variaram de 0.53 a 1; a correlação 

intraclasse para o escore 10 PS foi de 0.964 (IC95% 0.899-0.986, P <0.001) e, para o 

escore 10 pD, 0.859 (IC95% 0.646-0.941, P <0.001). Não houve correlação entre escore 

10 PS e escore 10 pD com DAS28 e HAQ. Erosões ósseas foram associadas ao escores 

10 PS e pD (p=0.002), mas não com DAS 28 (P=0,079) e HAQ (P =0,057). Observamos 

correlação entre contagem de articulações edemaciadas com escore 10 PS e escore 10 pD 

(rS=0.54, P<0.001 e rS=0.39, P<0.001; respectivamente), bem como associação com a 

presença de erosões (P<0.001). Não observamos correlação entre contagem de 

articulações dolorosas com escore 10 GS (rS = -0.071 P = 0.524), escore 10 pD (rS = -0.196 

P = 0.078) ou associação com presença de erosões (P=0.248). Não houve correlação 

significativa de escore 10 PS e pD com Treg (rS=0.122, P=0.254 e rS=0,056, P=0.602, 

respectivamente) e Th-17 periféricas (rS=-0.083, P=0.438 e rS=-0.060, P=0,575, 

respectivamente). Não se observou associação entre percentual de células Treg e Th-17 e 

presença de erosões (P=0.831 e P=0.632, respectivamente). A concentração de IL-6, mas 

não de outras citocinas, se correlacionou ao DAS28 (rs 0.31 IC95% 0.07 a 0.52), VSG (rs 

0.43 IC95% 0.19 a 0.62) e contagem de articulações edemaciadas (rs 0.39 95%CI 0.15 a 

0.59), bem como com escore 10 pD (rs 0.33 IC95% 0.07 a 0.56), captação de pD em 

punhos direito e esquerdo (rs 0.34 IC95% 0.11 a 0.54 e rs 0.45 IC95% 0.21 a 0.64, 

respectivamente) e PS em punhos direito e esquerdo (rs 0.40 IC95% 0.20 a 0.59 e rs 0.35 

IC95% 0.08 a 0.57, respectivamente). Utilizando-se modelo de regressão linear múltipla, 

observou-se que o escore 10 pD foi positivamente associado a IL-6 independente de 

DAS28 (P=0.025). Não houve associação entre nenhuma das citocinas testadas e a 

presença de erosões ósseas (P 0.17 para todos os testes). Conclusões: Em pacientes com 

AR estabelecida sob uso de remissivos sintéticos, observamos: ausência de associação de 

escore 10 PS e pD com DAS28 e HAQ; associação entre escore 10 PS e pD e erosões 

ósseas; associação de contagem de articulações edemaciadas, mas não de articulações 

dolorosas, com sinovite e erosões no US; ausência de associação entre achados de US e 

linfócitos Treg e Th-17 no sangue periférico; associação entre IL-6 plasmática e achados 

de sinovite no US. A associação entre IL-6 e escore pD ocorreu  independente do DAS28. 

Palavras-chave: Artrite Reumatoide, ultrassom, power Doppler, Treg, Th-17, citocinas, 

IL-6. 
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ABSTRACT 

Introduction: Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune, inflammatory and chronic 

disease. Muskuloskeletal ultrasound (MSUS) has been increasingly used for diagnostic 

evaluation and monitoring of patients. Regulatory T cells (Tregs) and lymphocytes 

producers of IL 17 (Th17) imbalance and disfuntion, as well as pro inflammatory 

cytokines, have been implicated in the pathogenesis of RA. There are few studies on the 

association of circulating lymphocites subtypes and cytokines with MSUS findings in 

RA. Methods: One hundred and one RA patients (1987 American College of 

Rheumatology criteria) treated with disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) 

were included in this cross sectional study. A blood sample was taken just before clinical 

and ultrasonographic evaluation, which were all performed on the same day, 

consecutively and in a blinded fashion. Lymphocytes were isolated and 

immunophenotyped by flow cytometry to investigate regulatory FoxP3+ T cells and IL-

17+ cells. Plasma Th1-Th2-Th17 cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-

Ɣ) and VEGF were searched using a Cytometric Bead Array (CBA; BD biosciences) kit 

by flow cytometry. Disease acitivity and disability were measured using Disease Activity 

Score in 28 joints (DAS28) and Health Assessment Questionnaire (HAQ). MSUS 

(MyLab 60, Esaote, Genova, Italy, 18 MHz linear probe) was performed consecutively 

by two ultrassound-trained rheumatologists on the wrists, 2th and 3th metacarpophalangeal 

and 2th and 3th proximal interphalangeal joints of both hands. Gray-scale synovial 

hypertrophy (PS) and power Doppler signal (pD) were searched using a semi-quantitative 

scale (0-3). Erosions were classified as present or absent. The sum of the individual joint 

scores for PS and pD (10-joint PS and pD scores) was calculated and used to correlate 

with clinical and laboratory data. Mann-Whitney test, Kruskal-Wallis test and Spearman 

correlation coefficient (rS) were used for statistical analysis, as well as liner multivariate 

regression. Interater agreement was tested using kappa statistics and intraclass 

correlation. Results: Among 101 patients, we were able to measure Treg/Th-17 in 90 

individuals. Plasma cytokines were searched in 64 patients. Clinical and demographic 

features were: mean age, 55.8 ± 11 years; female gender, 80%; Caucasians, 85%; median 

(interquartile range) disease duration  6 (2-13) years; mean ± SD DAS28, 4.28 ± 1.64; 

mean ± SD HAQ score, 1.11 ± 0.85. Interobserver agreement (kappa) for US features 

varied from 0.53 to 1.0. Intraclass correlation for 10-joint PS score was 0.964 (95% CI 

0.899-0.986, P <0.000) and for 10-joint pD score was 0,859 (95% CI 0.646-0.941, P 
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<0.001). There was no significant correlation of 10-joint PS and pD scores with DAS28 

and HAQ score. The presence of bone erosions was associated with 10-joint PS and pD 

scores (p=0.002), but not with DAS 28 (p=0.079) or HAQ (0.057). Swollen joint count, 

but not tender joint count, was correlated with 10-joint PS and pD scores (rS=0.54, 

P<0.001 and rS=0.39, P<0.001; respectively), as well as associated with bone erosions 

(P<0.001). There was no significant correlation of with 10-joint PS and pD scores with 

peripheral Tregs (rS=0.122, P=0.254 and rS=0,056, P=0.602) and Th17 cells (rS=-0.083, 

P=0.438 and rS=-0.060, P=0,575). Tregs and Th17 cells were not associated with erosions 

(p= 0,831 and p=0,632, respectively). Among all tested cytokines, IL-6 was correlated 

with DAS28 (rs 0.31 IC95% 0.07 to 0.52), eritrocyte sedimentation rate (rs 0.43 IC95% 

0.19 to 0.62)  and swollen joint count (rs 0.39 95%CI 0.15 a 0.59). IL-6 was also correlated 

with 10-joint pD score (rs 0.33 IC95% 0.07 to 0.56), right and left wrists pD (rs 0.34 

IC95% 0.11 to 0.54 and rs 0.45 IC95% 0.21 to 0.64), and right and left PS (rs 0.40 IC95% 

0.20 to 0.59 and rs 0.35 IC95% 0.08 to 0.57). Using multivariate linear regression model, 

10-joint pD score was positively associated with IL-6 independently of DAS28 

(P=0.025). There was no association of any of the tested cytokines with bone erosions 

(P 0.17 for all tests). Conclusions: In established RA patients, treated with non 

biological DMARDs, we observed the following: lack of correlation of 10-joint PS and 

pD scores and DAS28 and HAQ; positive association of 10-joint PS and pD scores with 

bone erosions; positive association of swollen joint count, but not tender joint count, with 

MSUS synovitis and erosions; lack of correlation of MSUS features and circulating Treg 

and Th-17 cells; positive correlation of plasma IL-6 and MSUS synovitis. The association 

of IL-6 with 10-joint pD score was independent of DAS28. 

Keywords: Rheumatoid Arthritis, ultrasound, power Doppler, Treg, Th-17, cytokines, 

IL-6. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Artrite Reumatoide 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença sistêmica, crônica, inflamatória, 

autoimune, que compromete as articulações – em especial pequenas articulações das 

mãos e punhos - tendo como característica a formação de erosões ósseas e, 

consequentemente, deformidades (1). A prevalência mundial da doença varia de 0,5 a 1% 

dos adultos, predominando em mulheres de meia idade (2,3) , e está associada a um 

aumento da mortalidade, especialmente por complicações cardiovasculares secundárias a 

inflamação crônica (2,4). Além da maior incidência de eventos cardiovasculares, os 

portadores de AR sofrem com a história natural de desenvolvimento de deformidades 

articulares e consequente limitação funcional – com dificuldades na execução de 

atividades de vida diária e laboral - e diminuição da qualidade de vida (5,6). 

A etiologia da AR ainda não é completamente conhecida e totalmente elucidada, 

embora haja evidências de que fatores genéticos, imunológicos e ambientais estejam 

envolvidos (1). A principal característica da doença é a formação do pannus articular a 

partir da proliferação da membrana sinovial cronicamente inflamada, configurando um 

tecido altamente neovascularizado e rico em células e citocinas, com capacidade de 

destruir a articulação. Tais propriedades patológicas serão responsáveis pelas 

manifestações clínicas e radiológicas (7).  
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1.1.1 Diagnóstico 

O diagnóstico de AR tradicionalmente fora baseado em critérios clínicos, 

laboratoriais e radiográficos propostos em 1987 sendo necessário a presença de 4 itens 

para o diagnóstico e com duração dos sintomas de pelo menos 6 semanas. Tais critérios 

incluíam a presença de rigidez matinal superior a 1 hora, edema de pelo menos três 

articulações, edema de pequenas articulações das mãos ou punhos, artrite simétrica, 

nódulos reumatoides, fator reumatoide (FR) positivo, erosões ou rarefação óssea 

justarticular em raio X das mãos e punhos (8). Esses critérios foram baseados na análise 

de 262 pacientes com média de 7.7 anos de duração de doença, comparados a pacientes 

com outras doenças reumáticas e conseguem caracterizar adequadamente o paciente com 

doença estabelecida, de longa data e sem resposta ao (ou sem instituição de) tratamento 

modificador da doença, com sensibilidade de 91% e especificidade de 89%. 

Claramente, pacientes com doença inicial não são englobados nos critérios de 

1987. Somado a isso, a identificação e disponibilização comercial de um novo anticorpo 

com maior especificidade do que o FR, e que surge na fase pré-clínica da doença, o 

anticorpo anti peptídeo citrulinado cíclico (anti-CCP) (9–11), bem como o 

desenvolvimento de novas tecnologias de imagem para visualização de erosões ósseas, 

sinovite e tenossinovite – ultrassonografia de alta resolução (US) e ressonância magnética 

(RNM), tornaram necessária a revisão e atualização diagnósticas da AR. Em 2010, o 

Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e a Liga Europeia contra o Reumatismo 

(EULAR) propuseram novos critérios classificatórios com a ideia de discriminar, entre 

os pacientes que se apresentam com sinovite inflamatória indiferenciada, aqueles que 

estão em maior risco de doença persistente ou erosiva (12). Os critérios foram agrupados 

em formato de um escore que pode ser aplicado a qualquer paciente que apresente, pelo 

menos, uma articulação com artrite clínica no momento da avaliação e cuja artrite não 
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possa ser explicada por diagnóstico alternativo. O escore é composto por quatro domínios, 

pontuados, que incluem a observação de envolvimento articular (dor e/ou edema ao 

exame físico ou por método de imagem) em pequenas ou grandes articulações (pontuação 

de 0 a 5); presença de FR e/ou anti-CCP (pontuação de 0 a 3); alteração em provas 

inflamatórias – velocidade de hemossedimentação (VSG) e/ou proteína C reativa (PCR) 

(pontuação de 0 a 1); duração dos sintomas maior ou menor de 6 semanas (pontuação de 

0 a 1).  A pontuação máxima é de 10 pontos e são considerados com AR definida pacientes 

que atingirem 6 ou mais pontos no escore. Essa nova proposta de critérios classificatórios 

foca no estágio inicial da AR, possibilitando o diagnóstico precoce e instituição de 

tratamento que previna as complicações da doença estabelecida. 
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1.1.2 Índices Compostos de Atividade da Doença 

Atualmente, sabe-se que o controle estrito da atividade inflamatória deve ser alvo 

para todos os portadores de AR, sendo a mudança da estratégia terapêutica baseada em 

medidas clínicas objetivas, e feita em consultas frequentes com o especialista (13). 

Recomenda-se o uso de instrumentos validados, conhecidos como Índices Compostos de 

Atividade da Doença (ICAD), e progressão do tratamento de acordo com a avaliação do 

especialista aliado ao resultado do ICAD. 

Os ICAD mais utilizados são o DAS28 (escore de atividade de doença de 28 

articulações), o SDAI (índice simplificado de atividade de doença) e o CDAI (índice 

clínico de atividade de doença), que usam combinações de medidas objetivas (contagem 

de articulações edemaciadas, valor de velocidade de hemossedimentação ou proteína C 

reativa) e de medidas subjetivas (contagem de articulações dolorosas e avaliação global 

da atividade da doença pelo paciente e pelo médico) para avaliar o grau de atividade da 

doença (13). 

 De acordo com o ICAD, que pode ser escolhido pela preferência do 

reumatologista assistente, e deve ser usado no acompanhamento longitudinal do paciente, 

a atividade da doença é categorizada em remissão, atividade baixa, moderada ou alta. 

Dentre estes instrumentos, o DAS 28 é o mais amplamente empregado, sendo uma 

escala contínua e com distribuição normal, Gaussiana, na população com AR. Está 

baseado no número de articulações dolorosas e edemaciadas de um total de 28 

articulações (ombros, cotovelos, punhos, metacarpofalangeanas, interfalangeanas 

proximais e joelhos, excluindo pés e tornozelos), na avaliação global da doença através 

de uma escala analógica visual (EVA) de 0 a 100mm, e na avaliação laboratorial de 

atividade inflamatória pela velocidade de hemossedimentação (VSG) (14).  
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O valor do DAS 28 resulta de um cálculo cuja fórmula é: 0.56 * raiz 

quadrada(dolorosas28) + 0.28 * raiz quadrada(edemaciadas28) + 0.70 * log(VSG) + 

0.014 * EVA.  Considera-se remissão da AR quando a pontuação do DAS 28 é inferior a 

2,6, baixa atividade de 2,6 a 3,2 pontos, atividade moderada de 3,2 a 5,1 e atividade 

intensa acima de 5,1 pontos, sendo 10 a pontuação máxima do índice. Modificações no 

DAS28 de 1,2 são consideradas clinicamente relevantes (15).  
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1.1.3 Avaliação da capacidade funcional 

A incapacidade é um desfecho relevante e sempre estudado em AR. Resulta da dor, 

inflamação e destruição articular, desenvolvendo-se ao longo do tempo e podendo – ou 

não -  regredir. Para avaliação da capacidade funcional, ou do grau de incapacidade, 

utiliza-se como instrumento o questionário HAQ (Health Assessment Questionaire), 

autoaplicável, validado para a língua portuguesa (16), com 20 questões divididas em oito 

componentes representando atividades da vida diária (vestir-se e arrumar-se, levantar-se, 

alimentar-se, caminhar, higiene, alcançar objetos, preensão e desempenho de atividade). 

Valores de HAQ entre 0 e 1 indicam limitação leve; maior de 1 até 2 indicam limitação 

moderada; e maiores de 2 até 3, limitação grave (17). Recomenda-se utilizar o HAQ na 

assistência aos pacientes na avaliação incial e também em consultas subsequentes, sendo 

esperada a redução mínima de 0.22 pontos ao final do primeiro ano de acompanhamento 

(13).  
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1.1.4 Tratamento 

O tratamento farmacológico da AR envolve a utilização de drogas com ação no 

sistema imune, de maneira escalonada, rápida, e em doses e associações adequadas com 

objetivo de controle da atividade inflamatória a partir do momento em que há o 

diagnóstico da doença (13).  

Os medicamentos centrais no manejo da AR são divididos em drogas 

modificadoras do curso da doença (DMCD) sintéticas - metotrexate, hidroxicloroquina, 

difosfato de cloroquina, sulfassalazina e leflunomide - e DMCD biológicas. As DMCD 

biológicas agem de maneira imune específica, e estão aprovados para uso no Brasil 

atualmente: agentes anti-TNF (adalimumabe, certolizumabe, etanercepte, infliximabe e 

golimumabe), bloqueador da coestimulação do linfócito T (abatacepte), depletor de 

linfócito B (rituximabe) e bloqueador do receptor da interleucina 6 (tocilizumabe) (13). 

Recentemente, também foi aprovado para uso no Brasil outra DMCD sintética, mas alvo-

específica, inibidor seletivo das Janus quinases (JAK) que surge como outra opção 

terapêutica em pacientes selecionados (18). 

Com o tratamento, objetiva-se atingir estado de remissão ou baixa atividade 

inflamatória definido pelo ICAD. O tratamento deve ser otimizado (doses ajustadas ou 

associação de DMCD sintéticas entre si ou associação de DMCD sintéticas com 

biológicas) de acordo com a pontuação no ICAD escolhido para acompanhamento do 

paciente, em cada consulta, sistematicamente. A estratégia de manter um alvo terapêutico 

de, no mínimo, estado de baixa atividade inflamatória é denominada tratamento por metas 

e é comprovadamente eficaz reduzindo, portanto, progressão da doença, dano estrutural 

e incapacidades quando comparado ao manejo convencional da AR (19,20). 
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1.2 Citocinas e subtipos linfocitários na artrite reumatoide 

A complexa fisiopatogênese da AR envolve, entre outros aspectos, a inter-

relação entre células do sistema imune inato e adaptativo através da produção de citocinas 

de forma autócrina (ação sobre as células que as produziram) ou parácrina (ação sobre 

células próximas) (21). As citocinas são pequenas proteínas com papel fundamental na 

sinalização celular, e que estimulam a proliferação, apoptose, diferenciação e ativação 

celulares com ações que podem ser sinérgicas e/ou redundantes (21). São, classicamente, 

divididas em pró e anti-inflamatórias ou supressoras.  

São consideradas citocinas pró inflamatórias o fator de necrose tumoral (TNF), 

interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-17 (IL-17) e ligante do receptor 

do fator nuclear kappa-B (RANKL). São consideradas citocinas supressoras interleucina-

4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10). 

Recentemente, diversas novas citocinas (interleucina-7, interleucina-15, 

interleucina-18, interleucina-21) e fatores de crescimento – entre eles o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) - foram identificados e implicados na patogênese 

da AR  (21,22). As citocinas atuam integrando a ativação imune patológica da AR em 

suas diversas fases (pré clínica, precoce, estabelecida). No entanto, apesar do grande 

número e de funções ora distintas, ora sobrepostas das citocinas, acredita-se haver uma 

posição hierárquica nesta trama, ocupada em especial pelo TNF e IL-6, e corroborada 

pela evidência inequívoca de benefício clínico com seu antagonismo (23,24). 

Talvez a via mais estudada de gatilho para o desenvolvimento clínico da AR 

seja a de ativação de linfócitos T nos tecidos sinoviais. Esses linfócitos, ao serem ativados 

por moléculas antigênicas do complexo HLADR, apresentados por macrófagos, linfócitos 

B ou sinoviócitos, se diferenciam em linfócitos auto reativos Th-1 e Th-17. A partir desta 

diferenciação, secretam TNF, IL-1, IL-6, IL-17 e RANKL que estimulam a perpetuação 
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do processo inflamatório através de ativação, migração e adesão leucocitária, ativação 

endotelial e angiogênese, ativação de condrócitos, expressão de outras citocinas, ativação 

de osteoclastos, e supressão da atividade das células T regulatórias 

(22,23,25,26).Também estão envolvidas na perpetuação do processo inflamatório da AR 

citocinas como inteferon gama (IFN Ɣ) e interleucina-2 (IL-2). Outras citocinas tentam 

controlar a destruição óssea, promovendo efeito osteoblastogênico, como a interleucina-

4 (IL-4) e exercendo papel supressor sobre os linfócitos ativados, como IL-10 (22,23).  

Acredita-se que a quebra da auto tolerância imunológica, associada a um fator 

ambiental ainda desconhecido, seja o mecanismo inicial que leva à resposta imune 

aberrante, desregulada, aos auto antígenos com perda da homeostase tecidual (23,27).  

A regulação imune ocorre através da ação de uma subpopulação de linfócitos T 

com propriedades supressoras/regulatórias associadas à manutenção da tolerância 

antígeno-específica, com capacidade in vitro de inibir ativamente a proliferação e função 

de outras células T: as células T regulatórias (Treg) (28). As  células Treg expressam fator 

de transcrição Foxp3, e altos níveis de CD25 (receptor de IL-2)(29), CTLA-4 (antígeno 

associado ao linfócito citotóxico) (30) e receptor de fator de necrose tumoral induzido por 

corticoide (GITR) (31), além de alta expressão de CD95 e, em humanos, baixa expressão 

de CD45RB e CD127 (32,33). Tais marcadores servem para identificação das células 

Treg. Classicamente, Treg conseguem suprimir linfócitos CD4+ e CD8+, mas também 

são capazes de suprimir a atividade de células B, células assassinas naturais (natural killer 

cells), células dendríticas e outras células apresentadoras de antígenos. O mecanismo 

exato de atuação das Treg ainda é desconhecido, mas acredita-se que envolva contato 

célula a célula através de receptores de membrana e secreção de citocinas regulatórias, 

como IL-10 e TGF-β (27).  

As células Treg têm uma relação próxima, embora antagônica, com outro 
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subtipo linfocitário recentemente descrito, o linfócito Th-17, que expressa o fator de 

transcrição receptor nuclear C órfão relacionado ao receptor de ácido retinóico (RORC) 

e secreta a citocina pró inflamatória IL-17 (34).  A partir de um linfócito T näive, na 

dependência de TGF-β, e na presença de IL-1 e IL-6, ocorre a diferenciação para Th-17. 

Na presença isolada de TGF-β, sem IL-1 e IL-6, o linfócito T näive se diferencia em Treg. 

Os linfócitos Treg mantém sua ação supressora, enquanto Th-17 age de maneira pró 

inflamatória através da produção de IL-17. Observa-se que pacientes com AR ativa 

apresentam número aumentado de Th-17 e baixo de Treg comparado a controles 

saudáveis (35,36), embora haja resultados controversos em relação à quantidade das Treg 

em AR. Em portadores desta enfermidade, acredita-se haver um desequilíbrio entre Th-

17 e Treg, sendo Th-17 resistente a supressão pelas células Treg (37), contribuindo para 

a resposta patogênica a auto-antígenos. 

Existem diversas publicações sobre células Treg em AR que evidenciam 

conclusões variadas: alguns estudos relatam proporções diminuídas (38–40), normais 

(41) ou aumento no nível circulante de linfócitos Treg (42–44). Dentro da articulação 

inflamada, no entanto, sabe-se que há um aumento no número de linfócitos Treg (45), o 

que sugere haver, de fato, uma alteração na função dessas células, ou seja, uma alteração 

qualitativa e não quantitativa de linfócitos Treg, quando inseridos no ambiente sinovial  

inflamatório, impedindo sua ação regulatória (26,38,39,46–49).   
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1.3 O uso do ultrassom de alta resolução na artrite reumatoide 

A radiografia convencional é a maneira habitual de avaliar e monitorar o dano 

articular nos pacientes com AR. No entanto, não é possível, pela radiografia, avaliar o 

processo inflamatório articular que envolve estruturas não ósseas. O US, por outro lado, 

têm demonstrado ser uma técnica confiável e reprodutível, inclusive em nosso meio (50), 

estando presente nas recomendações internacionais de uso de métodos de imagem na 

avaliação e acompanhamento de pacientes com AR (51) e também em recomendações de 

especialistas (52).  

Além do diagnóstico de doença erosiva (53–55), achados recentes em estudos de 

US justificam um amplo espectro de indicações em sujeitos com AR, principalmente na 

avaliação da sinovite articular e seguimento da atividade inflamatória pelo sinal de power 

Doppler (pD), que consegue identificar microvasos (neoangiogênese) na sinóvia 

inflamada (56–59). 

Há diversas evidências de que o US é mais sensível do que o exame físico para a 

detecção de artrite (60–65). Ainda, sabe-se da utilidade do US na avaliação objetiva do 

grau de atividade inflamatória (62,66), seja através da detecção de sinovite subclínica 

(67–69), predição de dano estrutural com a persistência de captação de pD intrarticular 

(70–72), predição de piora clínica  - inclusive em pacientes em remissão candidatos a 

redução da terapia com DMCD biológicas -(73–75) e, consequentemente, auxílio no 

manejo terapêutico (75–78).  

Gartner e colaboradores demonstraram captação de sinal de pD em até 20% dos 

pacientes em remissão pelo DAS28, e associação de maior grau de captação de sinal de 

pD com piores escores no HAQ (69). Especialmente nesses pacientes em remissão 
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clínica, a relação entre persistência de captação de pD  com piora clínica (flare)  está bem 

estabelecida, com odds ratio de 3.2 [(95% CI 1.8, 5.9), P = 0.0001, I2 = 0%]  demonstrado 

em metanálise (79).  

Novamente, Gärtner e colegas fizeram avaliação por US de articulações 

clinicamente sem edema em 90 pacientes com AR em remissão e verificaram, de maneira 

retrospectiva, qual o período de inatividade da referida articulação. Foi observado que 

articulações com baixa atividade de pD tinham tempo médio desde o último episódio de 

edema articular clínico mais longo, sugerindo que a atividade ultrassonográfica subclínica 

possa atenuar ao longo do tempo (80). 

Em estudo utilizando o US como complemento ao DAS 28 envolvendo pacientes 

com AR inicial, observou-se que, em 30% dos casos, os achados no US foram 

contraditórios ao DAS 28 e levaram a modificação de decisão terapêutica, seja ela 

adicionar ou diminuir a imunossupressão (81).  

Em pacientes sem diagnóstico reumatológico definido e sintomas articulares 

inflamatórios de menos de 12 meses de duração, referenciados para clínica de AR inicial 

por clínicos gerais, o ultrassom aumentou a certeza do reumatologista em diagnosticar a 

presença ou ausência de artrite inflamatória (33% pré teste e 71.8% pós teste), bem como 

de AR (31% pré teste e 61% pós teste) de maneira estatisticamente significativa (p<0.001 

para ambas as condições) (82).  

Em pacientes com AR estabelecida, o exame ultrassonográfico de punhos e 

metacarpofalangeanas aumentou a confiança do médico assistente em sua decisão clínica, 

independentemente do DAS 28, e aumentou a confiança do paciente na decisão do médico 

(83). 
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O quanto o US efetivamente contribui no manejo de pacientes com AR – seja 

doença estabelecida ou doença inicial-  ainda não é uma questão totalmente elucidada. 

Recentemente, os resultados do estudo ARTIC TRIAL foram apresentados, onde se 

comparou, após randomização de 238 pacientes, a estratégia de tratamento intensiva em 

pacientes com AR inicial (pacientes com menos de dois anos de doença e ainda sem 

tratamento) com e sem a adição do exame ultrassográfico durante 24 meses (objetivando 

DAS28 < 1.6 e/ou nenhuma articulação com captação de power Doppler) (84). Este 

estudo não encontrou diferença entre as duas estratégias na probabilidade de atingir 

remissão clínica sustentada e na progressão radiográfica. Ambas as abordagens 

demonstraram melhora sustentada nos desfechos clínicos e mínima progressão 

radiográfica neste grupo de pacientes. 

Há outros dois ensaios clínicos em andamento para quantificar o impacto desta 

tecnologia no manejo global da doença (Registro americano de ensaios clínicos: 

NCT02140229 Is Ultrasound Remission a Real Remission? Does Ultrasound Permit to 

Achieve and Maintain the Remission in Rheumatoid Arthritis Patients More Efficiently 

Than Clinical Scores? (REVECHO); NCT02410304 Pragmatic Study Comparing the 

Clinical Evlauation Methods and / or Ultrasound Method in Rheumatoid Arthritis to 

Adapt Treatment), sendo, portanto, um assunto ainda em debate. 

Acredita-se, mesmo frente ao resultado do ARTIC TRIAL, que a incorporação do 

US no manejo da AR seja benéfica, com vistas à redução de custos, otimização de 

tratamento e, possivelmente, à melhor adesão e compreensão dos pacientes em relação à 

sua enfermidade. Ainda, essa incorporação pode ter desfechos diversos quando o US é 

inserido no contexto clínico da assistência a pacientes com AR estabelecida versus AR 

inicial. 
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1.3.1 Escores ultrassonográficos na artrite reumatoide 

Atualmente, não existe conformidade sobre quais articulações devam ser avaliadas 

por ultrassonografia de maneira sistemática para pesquisar inflamação em AR. Foram 

sugeridos diversos escores ultrassonográficos para avaliação de sinovite, mas o conjunto 

ideal de sítios para exame ainda não foi completamente definido na literatura, sendo 

questão constante de discussão.  

Em revisão sistemática publicada em 2011 (85), onde todos os escores publicados 

até aquela ocasião foram analisados quanto a responsividade, confiabilidade e 

factibilidade, concluiu-se que ainda não havia consenso sobre o tema, sendo uma tarefa 

desafiadora definir o número mínimo de articulações a ser incluído em um escore global 

e que represente, realmente, a atividade inflamatória no paciente como um todo. 

Dentre os escores disponíveis, o mais utilizado nos trabalhos científicos até o 

momento é o proposto por Backhaus e colaboradores, que desenvolveram o escore 7 (7-

joint score - composto por 5 articulações da mão e 2 articulações do pé do lado dominante) 

para sumarizar os achados ultrassonográficos na prática clínica. O escore 7 conseguiu 

refletir atividade da doença e resposta ao tratamento, e foi o primeiro escore a descrever 

alterações erosivas e inflamatórias, demonstrando coeficientes de correlação com DAS 

28 que variaram de 0.31 a 0.44 (86,87). No entanto, estudos recentes continuam 

enfocando a busca por um escore ideal, havendo novas propostas na literatura (88–91), 

inclusive com inclusão da avaliação bilateral do tendão extensor ulnar do carpo, além das 

tradicionais pequenas articulações das mãos, carpo e pequenas articulações dos pés (90).  
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1.4 Achados de US e citocinas/linfócitos 

A pesquisa envolvendo achados ultrassonográficos articulares em pacientes 

com AR com citocinas plasmáticas, teciduais ou em líquido sinovial é recente e ainda 

pouco explorada. 

Em indivíduos saudáveis (n =30), pesquisou-se a correlação de achados 

ultrassonográficos de proliferação sinovial pela escala de cinzas e captação de sinal de 

power Doppler (presentes em uma minoria de pessoas hígidas) em articulações periféricas 

que compõe o DAS 28, com citocinas pró inflamatórias. Observou-se correlação de 

captação de sinal de power Doppler com fator de crescimento endotelial vascular – VEGF 

(r =0.395, P=0.046) (92). Não se observou correlação de achados ultrassonográficos com 

demais citocinas testadas (IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, TNFα, IFNϒ) no sangue 

periférico desses indivíduos sem doença.  

Ao avaliar 55 pacientes com AR em remissão clínica, por outro lado, observou-

se, naqueles pacientes que apresentavam sinovite ultrassonográfica, correlação da 

captação de power Doppler com elevação de mediadores séricos de angiogênese (VEGF 

entre eles) mas não de citocinas pró inflamatórias (93). 

Ainda, um estudo incorporando o US articular na avaliação da AR e pesquisa 

de citocinas pró-inflamatórias na sinóvia evidenciou ligação entre a presença de linfócitos 

Th-17 no líquido sinovial e presença de sinal de power Doppler (pD) persistentemente 

positivo (94). Recentemente, em pacientes com AR estabelecida, a correlação entre IL-

17 sérica e a presença de hipertrofia sinovial e captação de power Doppler no US de 

articulações das mãos foi demonstrada (rs = 0.433; P=0.007 e rs=0.433; P=0.000) (95). 

Há, também, estudos recentes que associam IL-6 plasmática com sinovite 

ultrassonográfica em pacientes com AR inicial (96) e em pacientes portadores de lúpus 

eritematoso sistêmico (97). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Na última década, o uso do ultrassom de alta resolução como extensão do exame 

físico conquistou espaço importante na prática reumatológica, sendo útil no diagnóstico 

e monitorização do tratamento de patologias articulares inflamatórias, entre elas, a AR. 

O ultrassom de alta resolução traz informações que indicam inflamação articular 

através da visualização de proliferação sinovial em escala de cinzas e da captação de sinal 

de power Doppler na área da proliferação da sinóvia, além de identificar dano estrutural 

ósseo pela visualização da interrupção da cortical óssea, configurando erosão. 

A relação de achados ultrassonográficos que avaliam inflamação e dano articular 

com níveis séricos de citocinas inflamatórias e de células T regulatórias e Th-17 na AR 

estabelecida ainda não foi completamente explorada no meio acadêmico, o que justifica 

o corrente estudo. 
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3 HIPÓTESES   

 

H0: Não há correlação entre achados ultrassonográficos articulares e índices de 

atividade clínica, subtipos linfocitários e citocinas circulantes em pacientes com AR. 

 

H1: Há correlação entre achados ultrassonográficos articulares e índices de 

atividade clínica, subtipos linfocitários e citocinas circulantes em pacientes com AR. 
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4 OBJETIVOS 

 

 Objetivo geral 

Avaliar parâmetros inflamatórios e dano estrutural ósseo utilizando 

ultrassonografia musculoesquelética de alta resolução; correlacionar estes achados com 

atividade clínica, subtipos linfocitários e citocinas circulantes em pacientes com AR. 

 

Objetivos específicos 

1. Correlacionar o grau de proliferação sinovial, captação de sinal de power Doppler e 

presença de erosões no exame ultrassonográfico de alta resolução com escore clínico de 

atividade da doença Disease Activity Score 28 joints (DAS 28) e questionário de avaliação 

de limitação funcional Health Assessment Questionaire (HAQ) em pacientes com AR. 

2. Correlacionar os parâmetros ultrassonográficos com percentual de células T regulatórias 

e Th-17 circulantes em pacientes com AR. 

3. Correlacionar os parâmetros ultrassonográficos com níveis séricos de IL2, IL4, IL6, IL 

10, IL17, TNF, IFN Ɣ e VEGF em pacientes com AR. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Delineamento 

Estudo observacional transversal. 

 

5.2 População do Estudo 

Os pacientes foram avaliados no ambulatório de AR do Serviço de Reumatologia do 

Hospital São Lucas da PUCRS no período de novembro de 2013 a maio de 2015 e 

incluídos de maneira consecutiva no protocolo após consentirem através do termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) e preencherem as características descritas 

abaixo. Critérios de Inclusão:  

 

1. Diagnóstico de AR de acordo com o ACR (1987). 

2. Concordância em participar do estudo e assinatura do TCLE. 

3. Tratamento da AR com DMCD sintéticas (metotrexate, hidroxicloroquina, sulfassalazina 

e leflunomide) isolados ou em qualquer combinação. 

4. Sujeitos de ambos os sexos, com idade a partir de 18 anos. 

 

Critérios de exclusão: 

1. Tratamento com drogas biológicas associadas aos DMCD sintéticas ou em uso isolado. 

2. Deformidades graves em mãos que dificultem a avaliação ultrassonográfica das estruturas 

articulares. 

 

Avaliação clínica, exame ultrassonográfico e coleta de amostra de sangue foram 
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realizadas durante a visita ao ambulatório, em sequência, todas no mesmo dia. 

 

5.3 Avaliação Clínica 

Foi realizada a contagem articular, com cálculo do escore DAS28 (98,99) e aplicação 

do questionário de avaliação capacidade funcional (HAQ) (100) por reumatologista 

treinado, cegado em relação aos resultados do exame de US. Dados demográficos, 

clínicos e de tratamento em uso foram coletados dos prontuários dos pacientes.  

 

 

5.4 Citocinas e subtipos linfocitários 

Coleta de sangue periférico, separação do plasma e células mononucleares do sangue 

periférico:  

Foram coletados 20 ml de sangue periférico em tubos de 4ml contendo 

anticoagulante EDTA. O plasma foi extraído por centrifugação por 10 minutos a 1800 

rotações por minuto (RPM). As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

foram isoladas por gradiente de centrifugação (Ficoll Histopaque). Posteriormente as 

PBMCs foram contadas por microscopia eletrônica (100x) e a viabilidade celular foi 

avaliada através do método de azul tripan (Sigma).  

Dosagem de Citocinas e Imunofenotipagem: 

As interleucinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-Ɣ e VEGF foram 

quantificadas no plasma (congelado a -80oC) por citometria de fluxo utilizando-se o Kit 

Cytometric Bead Array (CBA; BD biosciences) de acordo com as instruções do 
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fabricante. Para a análise das citocinas plasmáticas foi utilizado o software FCAP array 

(BDbioscience), e os resultados foram expressos em pg/ml.  

Para a pesquisa de células Treg e de células T CD4 produtoras de IL-17, a 

quantidade de 1x106 PBMCs foram estimuladas com phorbol-ester (PMA; Sigma- 

Aldrich) e ionomicina (Sigma- Aldrich) e colocadas em cultura a 37 ºC e atmosfera 

contendo 5% de CO2 durante 5 horas. Após, as células foram imediatamente 

permeabilizadas e coradas de acordo com as instruções do fabricante do kit utilizado 

(Human Th-17/Treg Phenotyping Kit; BD Biosciences, San Jose, CA, USA).  As células 

foram adquiridas por citometria de fluxo (BD FACS Canto II), onde um mínimo de 

50.000 linfócitos foram imunofenotipados por tamanho e granulosidade. Os resultados 

foram expressos em percentuais de células Th-17 e Treg. A sensibilidade e desempenho 

geral do citômetro foram verificados e garantidos através do Cytometer Setup e Tracking 

beads (BD Biosciences) antes da aquisição das amostras. Os dados foram analisados pelo 

software FlowJo V10 (TreeStar US, Ashland, OR). 

As dosagens citadas acima foram efetuadas também em grupo de controles, 

composto por voluntários saudáveis provenientes da comunidade, pareados por sexo e 

faixa etária em relação aos casos portadores de AR. 

Os testes foram realizados no laboratório de Imunologia e Envelhecimento do 

Instituto de Pesquisas Biológicas da PUCRS. 
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5.5 Avaliação Ultrassonográfica 

O exame ultrassonográfico de pequenas articulações com equipamento de alta 

resolução modelo My Lab 60 (ESAOTE, Gênova, Itália), pertencente ao Serviço de 

Reumatologia do Hospital São Lucas da PUCRS, com transdutor linear de alta freqüência 

(18 MHz) foi realizado por dois reumatologistas com treinamento em ultrassonografia 

reumatológica, imediatamente após a avaliação clínica (exame físico articular). Exemplos 

das imagens obtidas estão no apêndice A.  Ambos reumatologistas eram cegados em 

relação às avaliações clínica, laboratorial e tratamento dos pacientes e também entre si. A 

avaliação ultrassonográfica foi feita pelo reumatologista 1 e, em seguida, pelo 

reumatolgista 2, seguindo o mesmo protocolo de obtenção de imagens, usando o mesmo 

aparelho. Os parâmetros de aquisição das imagens na busca de captação de sinal de power 

Doppler foram os seguintes: frequência para power Doppler de 10 a 12 MHz, com 

frequência de repetição de pulso (PRF) de 0,5 a 0,7 KHz, ajuste do ganho até 

desaparecimento dos artefatos e filtro baixo. Para as imagens em escala de cinzas, 

utilizou-se frequência de 18mHz. 

Para avaliação de proliferação sinovial (PS), captação de power Doppler (pD) e 

presença de erosões, foi realizado o exame em ambas as mãos, nas seguintes articulações, 

com um total de 10 sítios: punhos, 2ª e 3ª metacarpofalangeanas (MTC) e 2ª e 3ª 

interfalangeanas proximais (IFP). As imagens foram feitas nos planos longitudinais e 

transversais. Os punhos, 2ª e 3ª metacarpofalangenas foram analisados na face dorsal. As 

2ª e 3ª articulaçãoes interfalangeanas proximais foram analisadas na face volar. Foi 

realizada a avaliação qualitativa e semi-quantitativa de proliferação sinovial pela escala 

de cinzas e da presença de sinal de pD, como utilizada em estudos prévios (62), descrita 

a seguir: 
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Avaliação semiquantitativa pela escala cinza da proliferação sinovial foi 

classificada como: 

 0 = ausente, 

 1 = leve (discreta imagem hipoecoica/anecoica na cápsula articular), 

 2 = moderada (elevação da cápsula articular), 

 3 = severa ou marcada (caracteriza importante distensão da cápsula articular) 

Avaliação semiquantitativa da atividade inflamatória sinovial, através da captação 

de sinal de power Doppler: 

 0 = ausente (nenhum sinal de pD, ou seja, sem fluxo intra-articular), 

 1= leve (um sinal de pD), 

 2 = moderada (2 ou mais sinais de pD, ou seja <50% de fluxo intra-articular), 

 3 = severa ou marcada (> 50% de fluxo intra-articular).  

A soma dos escores articulares individuais para PS e para captação de sinal de pD 

(escore 10 PS e escore 10 pD) foi usada para correlação com as variáveis clínicas, 

subtipos linfocitários e perfil de citocinas. Assim, os escores 10 PS e pD variam de 0 a 

30, sendo 0 ausência de sinovite e 30 sinovite máxima em todas as articulações. 

A presença ou ausência de erosões, representando dano estrutural da AR, foi 

pesquisada de acordo com a definição para erosão dos critérios OMERACT (presença de 

interrupção da cortical óssea vista em dois planos perpendiculares) (101). As erosões 

foram avaliadas de maneira dicotômica (presente ou ausente). 

A avaliação das imagens obtidas foi feita de maneira independente pelos dois 
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examinadores. Todas as imagens foram armazenadas em HD externo e também em 

sistema de armazenamento virtual de dados, protegidos por senha. 

 

5.6 Cálculo do tamanho da amostra 

O tamanho da amostra foi calculado para a pesquisa de células Treg e Th-17 em 

pacientes com AR, subdividos em grupos por nível de atividade da doença (remissão, 

atividade leve, moderada e alta) e controles. Para poder de 80% considerando-se valor 

estatisticamente significante valor P ≤ 0.05, estimou-se obter 20 pacientes em cada grupo 

e 20 controles saudáveis. 

 

5.7 Aspectos Éticos 

Todos os participantes receberam um termo de consentimento livre e esclarecido 

(apêndice A), que abordava as questões do projeto, bem como a garantia de 

confidencialidade. O estudo foi aprovado pelo Comitê Científico e pelo Comitê de Ética 

do HSL da PUCRS (Parecer CEP 425.110). 
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6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa SPSS (Statistical 

Package for Social Sciences) para Windows, versão 20.0 (IBM, Chicago, IL, EUA). 

Variáveis quantitativas foram estatisticamente (teste de Kolmogorov-Smirnov) e 

graficamente analisadas quanto à normalidade da distribuição. Quando possível, 

as variáveis quantitativas não-normais foram transformadas logariticamente para permitir 

o uso de testes paramétricos. Variáveis categóricas foram descritas como números e 

percentuais. 

Variáveis com distribuição normal foram apresentadas como média e desvio 

padrão (DP), e comparações entre os grupos foram feitas usando Teste t de Student ou 

análise de variância (ANOVA). 

Variáveis ordinais ou quantitativas com distribuição não-normal foram descritas 

como mediana e intervalo interquartis (IIQ, representando os valores dos percentis 25 e 

75), e as comparações entre grupos foram feitas usando os testes de Mann-

Whitney ou Kruskal-Wallis. 

Para pesquisa de correlação, utilizou-se o teste de correlação 

de Spearman (rS, para análises envolvendo variáveis não-normais) ou teste de correlação 

de Pearson (rP, para análises incluindo apenas variáveis com distribuição normal). Os 

intervalos de confiança (IC95%) para as correlações foram estimadas usando o 

método Bootstrapping com 1000 iterações. Nos casos em que se identificou graficamente 

a possibilidade de casos extremos (outliers) estarem influenciando o coeficiente de 
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correção de Pearson, foi realizado o teste de correlação de Spearman, bem como remoção 

dos casos extremos identificados por regressão linear simples. 

Valores de P iguais ou inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. 

             Modelos de regressão linear múltipla foram construídos para avaliar a 

possibilidade de associação entre achados ultrassonográficos e citocinas 

independentemente da atividade clínica da doença avaliada através do DAS28. A análise 

para identificação de casos extremos e casos altamente influentes foi feita como descrita 

em trabalho prévio (102). Coeficientes de regressão parcial e IC95% foram estimados 

para as variáveis independentes incluídas nos modelos.  

A concordância interobservador para análise das imagens ultrassonográficas das 

articulações individuais foi avaliada através da estatística kappa. A correlação intraclasse 

foi utilizada para análise das variáveis contínuas na avaliação ultrassonográfica (escore 

10 PS e escore 10 pD). 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Características da população em estudo 

Foram incluídos 101 pacientes, com média de idade de 55,8 anos (±11.1anos), 

tempo de duração de doença de 6 (2-13) anos (mediana e IIQ). A média do DAS 28 (VSG) 

foi de 4.28 (±1.64) e do HAQ 1.11 (±0.85). 

Houve perda de um paciente na análise das imagens ultrassonográficas e de 11 

pacientes em parte da análise de subtipos linfocitários, por questões inerentes ao citômetro 

de fluxo. Plasma congelado foi disponível para a pesquisa das citocinas em 64 pacientes 

(a partir do paciente 38 até o paciente 101). As amostras de plasma dos primeiros 37 

pacientes recrutados sofreram descongelamento acidental, o que impediu seu uso para o 

estudo. 

As características da população estão descritas na tabela 1, havendo predomínio 

no sexo feminina e da raça branca. A maioria dos pacientes apresentava fator reumatoide 

positivo e estava em tratamento com metotrexate.  

O número de pacientes em cada categoria de DAS28 está descrito na tabela 2, 

sendo que a maioria dos pacientes apresentava atividade moderada da doença.  

Foram obtidas, aproximadamente, 2040 imagens de 1020 articulações para a 

realização deste estudo. 
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TABELA 1 - Características da população (n = 101). Resultados apresentados em números 

absolutos e percentuais:   

 Número de pacientes 

 

 

Sexo feminino 81 (80.19%)  

Raça branca 86 (85.14%)  

Fator Reumatoide positivo 64 (63.36%)  

Tabagismo 15 (14.85%)  

Fibromialgia 4 (3.96%)  

Uso de metotrexate 84 (83.16%)  

Uso de leflunomide 40 (39.60%)  

Uso de hidroxicloroquina 25 (24.75%)  

Uso de sulfassalazina 7 (6.93%)  

 

 

 

 

 

TABELA 2 - Número de pacientes (n = 101) por categoria de DAS 28*. Resultados 

apresentados em números absolutos e percentuais:   

 Remissão Atividade Leve Atividade Moderada Atividade Alta 

Número 

de 

pacientes 

 

15 (14.85%) 

 

14 (13.86%) 

 

39 (38.61%) 

 

33 (32.67%) 

*Remissão: DAS28 até 2.6; Atividade leve: DAS28 2.6 a 3.2; Atividade moderada: DAS28 3.2 a 

5.1; Atividade alta: DAS 28 acima de 5.1 

 

 

  



42 
 

7.2 Concordância interobservador para o exame ultrassonográfico 

A concordância interobservador para o exame ultrassonográfico variou de 0.53 a 

1, ou seja, de moderada a excelente. A melhor concordância foi observada na avaliação 

de presença ou ausência de erosões e o menor valor de kappa, na avaliação de proliferação 

sinovial em punhos (tabela 3). 

A correlação intraclasse para o escore 10 PS foi de 0.964 (IC95% 0.899-0.986, P 

<0.001) e, para o escore 10 pD, 0.859 (IC95% 0.646-0.941, P <0.001). 

TABELA 3 - Valores de kappa para cada sítio de aquisição de imagem* e alteração 

ultrassonográfica específica**: 

Escaneamento ultrassonográfico Kappa   

Punho PS 0.53   

Punho pD  0.76  

2 MTC PS  0.71  

2 MTC  pD 

2 MTC erosão 

2 MTC radial erosão 

 0.88 

1 

1 

 

3 MTC  PS  0.86  

3 MTC pD 

3 MTC erosão 

 1 

0.87 

 

2 IFP  PS  0.85  

2 IFP  pD  0.79  

3 IFP PS  0.92  

3 IFP  pD 

2ª  IFP erosão 

0.94 

1 

3ª IFP erosão 1 

Nível de concordância interobservador de acordo com os valores de kappa: <0.20, concordância 

pobre; entre 0.21 e 0.40, concordância razoável; entre 0.41 e 0.60, concordância moderada; entre 0.61 e 

0.80, concordância boa; entre 0.81 e 1 concordância excelente (103).  

*MTC = articulação metacarpofalangeana; IFP = articulação interfalangeana proximal; **PS = 

proliferação sinovial na escala de cinzas; pD = captação de sinal de power Doppler. 
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7.3 Correlação entre achados ultrassonográficos e clínicos 

As correlações entre os escores ultrassonográficos e as medidas clínicas de 

avaliação da doença estão descritas na tabela 4. A correlação entre o escore 10 PS e o 

DAS 28 foi limítrofe, não havendo outras correlações. 

 

TABELA 4 - Coeficientes de correlação (rS) entre os escores ultrassonográficos e as medidas 

de avaliação clínica (n=101):  

 DAS 28 HAQ  

Escore 10 PS* 0.195  

P = 0.051 

-0.074 

P=0.462 

 

Escore 10 pD** 0.065 

P=0.518 

 -0.028 

P=0.781 

*Escore 10 PS = soma dos escores individuais de proliferação sinovial das 10 articulações examinadas 

**Escore 10 pD = soma dos escores individuais de captação de power Doppler das 10 articulações 

examinadas. 

 

 

Pacientes que apresentavam pelo menos uma erosão óssea em qualquer um dos 

sítios examinados pelo ultrassom apresentaram DAS 28 numericamente mais elevado em 

relação aos pacientes que não apresentavam erosão (média de DAS 28 4.56 ± 1.76 versus 

3.86 ± 1.40). No entanto, não houve associação de erosão com DAS 28 (P=0.079). 

Também não se observou associação de erosão com escore HAQ (P=0.057).  

Por outro lado, erosão se associou com escore 10 PS e com escore 10 pD de 

maneira significativa (P=0.002 para ambas variáveis, figuras 1 e 2, respectivamente). Do 

total de 100 pacientes com imagens ultrassonográficas, em dois deles as imagens de 

erosão não foram registradas. 
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FIGURA 1 - Associação entre escore 10 PS e presença de erosões (teste de Mann-Whitney, n=98) 

 

 

 

FIGURA 2 - Associação entre escore 10 pD e presença de erosões (teste de Mann-Whitney, n=98) 
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Ao avaliarmos os achados de exame físico articular e os achados 

ultrassonográficos, observamos associação estatisticamente significante da contagem de 

articulações edemaciadas com escore 10 PS e escore 10 pD (rS=0.54, P<0.001 e rS=0.39, 

P<0.001; figuras 3 e 4, respectivamente), bem como com a presença de erosões (P<0.001; 

figura 5). Não observamos associação entre contagem de articulações dolorosas com 

escore 10 PS (rS = -0.071 P = 0.524), escore 10 pD (rS = -0.196 P = 0.078) ou presença de 

erosões (P=0.248).    

 

FIGURA 3 – Associação do número de articulações edemaciadas com escore 10 PS.    

rS: coeficiente de correlação de Spearman 
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FIGURA 4 – Associação do número de articulações edemaciadas com escore 10 pD.    

rS: coeficiente de correlação de Spearman 

 

 
 

 

FIGURA 5 – Associação do número de articulações edemaciadas com erosões ósseas. 
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7.4 Achados ultrassonográficos, clínicos e linfócitos Treg e Th-17 

 As correlações entre subpopulações linfocitárias e achados ultrassonográficos, 

DAS28, e contagem de articulações edemaciadas e dolorosas estão expostas na tabela 5; 

não houve significância estatística nestas correlações. 

 Não se observou associação de células Treg e Th-17 com presença de erosões 

ultrassonográficas (P=0.831 e P=0.632, respectivamente). 

Quando a atividade da doença foi categorizada de acordo com o DAS 28, um 

percentual mais elevado de células Treg se associou estatisticamente com baixa atividade 

da doença reumatoide (P=0.002, figura 6). Uma eventual associação de células Th-17 

com o DAS 28 categorizado em remissão, baixa atividade, moderada atividade e alta 

atividade não foi confirmada (P=0.070).  
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TABELA 5 - Coeficientes de correlação (rS) entre subpopulações linfocitárias e escores 

ultrassonográficos, DAS28 e número de articulações edemaciadas e dolorosas (n=90) 

 

 Treg Th-17    

Escore 10 PS 0.122 

P = 0.254 

0.083 

P=0.438 

   

Escore 10 pD 0.056 

P=0.602 

   -0.060 

P=0.575 

DAS28 -0.181 

P=0.088 

   -0.089 

P=0.402 

Contagem de articulações dolorosas 

 

-0.0186 

P=0.079 

   -0.084 

P=0.430 

Contagem de articulações edemaciadas 

 

-0.0083 

P=0.437 

   -0.015 

P=0.886 
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FIGURA 6 - Associação entre percentual de células Treg e nível de atividade de doença pelo DAS 

28 (teste de Kruskal-Wallis, n=90). 
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7.5 Achados ultrassonográficos, clínicos e citocinas 

Plasma congelado para dosagem de citocinas foi disponível em 64 pacientes. As 

citocinas também foram dosadas em 30 controles saudáveis, pareados por sexo e idade, 

provenientes da comunidade. As características dos pacientes testados para citocinas e 

controles estão descritas na tabela 6, havendo predomínio de mulheres brancas com 

doença de longa evolução, com fator reumatoide positivo, sob tratamento com 

metotrexate. 

A maioria dos 64 pacientes testados para citocinas (42.2%) apresentava atividade 

da doença moderada pelo DAS28; 23.4% apresentavam doença com alta atividade; 20.3% 

apresentavam doença em baixa atividade e 14.1% estavam com a doença em remissão. 
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TABELA 6–Características dos pacientes testados para citocinas e controles 

 

 Pacientes (n=64) Controles (n=30) 

Idade – média ± DP (anos) 55.3 ± 9.8 55.9 ± 11.1 

Sexo feminino– n (%) 50 (78.1) 23 (76.7) 

Brancos – n (%) 55 (85.9) 27 (90) 

Tempo de duração da AR 

 mediana e IIQ (anos) 

5 (2-11)  

Fator reumatoide positivo – n (%)** 39/62 (62.9)  

Fibromialgia – n (%) 4 (6.2)  

Tabagismo – n (%) 9 (14.1)  

Prednisona – n (%)† 39 (60.9)  

Metotrexate – n (%)† 52 (81.2)  

Leflunomida  – n (%)† 26 (40.6)  

Hidroxicloroquina ou cloroquina  – n (%)† 14/64 (21.8)  

Sulfassalazina– n (%)†                6 (9.4)  

HAQ – mediana e intervalo interquartil               1.3 (0.2 – 1.8)  

DAS28 – média ± DP               4.02 ± 1.5  

* Apenas 20 controles foram testados para VEGF. **Dado não disponível para todos os pacientes; 

os números representam pacientes com resultado positivo sobre o total de pacientes testados. †Uso corrente. 

DP: Desvio-padrão. IIQ: intervalo interquartil. AR: artrite reumatoide. mg: miligramas. HAQ: health 

assessment questionnaire. DAS28: escore de atividade da doença em 28 articulações. 
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Os níveis plasmáticos de citocinas foram significativamente mais elevados nos 

pacientes com AR do que nos controles, exceto para VEGF, conforme descrito na tabela 

7. 

 

TABELA 7 –Comparação dos níveis de citocinas plasmáticas entre pacientes e controles 

 

 Pacientes (N=64) Controles (N=30) * 
P** 

Citocinas 

(pg/ml) Média (DP) Mediana (IIQ) Média (DP) Mediana (IIQ)  

IL-2 7.35 (0.92) 7.02 (6.78 a 7.73) 6.75 (0.59) 6.68 (6.46 a 6.88) < 0.001 

IL-4 7.49 (1.08) 7.19 (6.75 a 7.90) 6.70 (0.52) 6.52 (6.41 a 6.94) < 0.001 

IL-6 10.37 (1.88) 10.03 (9.04 a 10.91) 8.76 (0.77) 8.57 (8.27 a 8.97) < 0.001 

IL-10 11.52 (1.45) 11.05 (10.64 a 12.01) 10.4 (0.64) 10.36 (9.98 a 10.85) < 0.001 

IL-17 8.77 (3.34) 8.15 (6.86 a 9.84) 7.18 (1.80) 7.18 (6.21 a 8.28) 0.017 

TNF 8.52 (1.00) 8.27 (7.95 a 8.92) 7.72 (0.46) 7.83 (7.37 a 8.06) < 0.001 

IFN-γ 8.21 (1.79) 7.75 (7.09 a 8.83) 7.18 (1.05) 7.42 (6.50 a 7.72) 0.011 

VEGF 10.94 (6.12) 8.87 (7.05 a 13.10) 12.63 (6.74) 10.19 (7.00 a 16.86) 0.268 

* N=30 para todos as citocinas, exceto para VEGF que foi testado em 20 controles ** Teste T de Student para 

comparação de IL-6 e IL-17; Teste de Mann-Whitney para demais citocinas. DP: Desvio-padrão; IIQ: intervalo interquartil. 
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 As correlações entre as citocinas individuais nos pacientes com AR estão 

apresentadas na tabela 8. Todas as citocinas se correlacionaram entre si, exceto por 

VEGF. 

TABELA 8 –Correlação entre citocinas nos pacientes com AR (n=64). Números apresentados 

correspondem ao coeficiente de correlação de Spearman (rs) 

 

CITOCINAS IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IL-17 TNF IFN-Γ VEGF 

IL-2  0.738** 0.376** 0.559** 0.372** 0.744** 0.243* 0.216* 

IL-4   0.459** 0.619** 0.360** 0.749** 0.302** 0.121§ 

IL-6    0.514** 0.218* 0.490** 0.205* 0.124§ 

IL-10     0.376** 0.639** 0.412** 0.219* 

IL-17      0.340** 0.308** 0.121§ 

TNF       0.319** 0.154§ 

IFN-ϒ        0.101§ 

*Associação estatisticamente significativa com P ≤ 0.05. ** Associação estatisticamente 

significativa com P ≤ 0.01. §Associação não significativa estatisticamente. 

 

As correlações das citocinas com parâmetros clínicos e ultrassonográficos estão 

descritas nas tabelas 9 e 10, respectivamente. Entre todas as citocinas testadas, IL-6 foi 

associada estatisticamente de modo consistente com DAS28 e parâmetros 

ultrassonográficos de atividade inflamatória (Figura 7 e 8, respectivamente).  

IL-6 foi associada a DAS28 (rs 0.31 IC95% 0.07 a 0.52), VSG (rs 0.43 IC95% 

0.19 a 0.62) e contagem de articulações edemaciadas (rs 0.39 95%CI 0.15 a 0.59). Não 

houve associação de IL-6 com contagem de articulações dolorosas e HAQ. 
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Observou-se associação estatística de níveis de IL-6 com escore 10 pD  (rs 0.33 

IC95% 0.07 a 0.56), captação de pD em punhos direito e esquerdo (rs 0.34 IC95% 0.11 a 

0.54 e rs 0.45 IC95% 0.21 a 0.64, respectivamente) e PS em punhos direito e esquerdo (rs 

0.40 IC95% 0.20 a 0.59 e rs 0.35 IC95% 0.08 a 0.57, respectivamente). Não houve 

associação entre IL-6 e escore 10 PS. 

Não houve associação entre nenhuma das citocinas testadas e a presença de 

erosões ósseas (P 0.17 para todos os testes). 
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TABELA 9 –Correlações entre todas as citocinas testadas nos pacientes com AR (n=64) e parâmetros 

clínicos. Números apresentados correspondem ao coeficiente de correlação de Spearman (rs) e 

intervalos de confiança 95% (IC95%). 

 

 

 

 

*Estatisticamente significante  com P≤0.01.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DAS28 HAQ VSG Dolorosas Edemaciadas Idade 

IL-2 -0.08 

(-0.33 a 0.17) 

-0.06 

(-0.29 a 0.17) 

-0.14 

(-0.39 a 0.09) 

-0.03 

(-0.29 a 0.23) 

0.06 

(-0.18  a 2.71) 

-0.16 

(-0.40 a 0.11) 

IL-4 -0.004 

(-0.26 a 0.25) 

-0.06 

(-0.33 a 0.18) 

0.01 

(-0.26 a 0.27) 

0.02 

(-0.25 a 0.28) 

0.17 

(-0.74 a 0.39) 

-0.02 

(-0.28 a 0.25) 

IL-6 0.31 

(0.07 a 0.52) * 

0.14 

(0.10 a 0.39) 

0.43 

(0.19 a 0.62) * 

0.09 

(-0.17 a 0.32) 

0.39 

(0.15 a 0.59) * 

0.23 

(-0.43 a 0.48) 

IL-10 -0.11 

(-0.37 a 0.14) 

-0.05 

(-0.31 a 0.20) 

-0.03 

(-0.26 a 0.22) 

-0.12 

(-0.37 a 0.14) 

0.09 

(-0.14 a 0.31) 

-0.04 

(-0.29 a 0.20) 

IL-17 0.08 

(-0.17 a 0.33) 

0.13 

(-0.09 a 0.35) 

-0.16 

(-0.40 a 0.10) 

0.12 

(-0.15  a 0.35) 

0.17 

(-0.91 a 0.40) 

-0.13 

(-0.36 a 0.15) 

TNF -0.01 

(-0.27 a 0.23) 

-0.04 

(-0.29 a 0.21) 

-0.004 

(-0.25 a 0.23) 

0.03 

(-0.24 a 0.30) 

0.07 

(-0.15 a 0.32) 

-0.04 

(-0.29 a 0.22) 

IFN -0.09 

(-0.34 a 0.17) 

0.004 

(-0.25 a 0.24) 

-0.22 

(-0.45 a 0.03) 

0.05 

(-0.19 a 0.32) 

-0.04 

(-0.29 a 0.19) 

-0.14 

(-0.38 a 0.12) 

VEGF 0.18 

(-0.77 a  0.41) 

0.12 

(-0.14 a 0.36) 

0.07 

(-0.20 a  0.33) 

0.15 

(-0.12 a 0.40) 

0.14 

(-0.13 a 0.41) 

-0.06 

(-0.30 a 0.20) 
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TABELA 10 –Correlações entre todas as citocinas testadas nos pacientes com AR (n=64) e 

parâmetros ultrassonográficos. Números apresentados correspondem ao coeficiente de correlação de 

Spearman (rs) e intervalos de confiança 95% (IC95%). 

 

 

*Associação estatisticamente significativa com P≤0.05. ** Associação estatisticamente significativa com 

P<0.01. 

 

  

 Punho direito pD Punho esquerdo pD Punho Direito PS Punho esquerdo  PS Escore 10  pD Escore 10 PS 

IL-2 0.17 

(-0.07 a 0.40) 

0.05 

(-0.21 a 0.32) 

0.22 

(-0.01 a 0.49) 

0.05 

(-0.20 a 0.30) 

-0.04 

(-0.29 a 0.22) 

-0.12 

(-0.37 a 0.15) 

IL-4 0.26 

(0.01 a 0.48) 

0.20 

(-0.58 a 0.46) 

0.29 

(0.05 a 0.54) * 

0.15 

(-0.11 a 0.39) 

0.03 

(-0.21 a 0.29) 

-0.04 

(-0.29 a 0.21) 

IL-6 0.34 

(0.11 a 0.54) ** 

0.45 

(0.21 a 0.64) ** 

0.40 

(0.20 a 0.59) ** 

0.35 

(0.08 a 0.57) ** 

0.33 

(0.07 a 0.56) ** 

0.23 

(-0.03 a 0.46) 

IL-10 0.19 

(-0.05 a 0.43) 

0.12 

(-0.11 a 0.34) 

0.17 

(-0.12 a 0.43) 

0.06 

(-0.17 a 0.28) 

0.04 

(-0.21 a 0.30) 

-0.08 

(-0.34 a 0.18) 

IL-17 0.16 

(-0.13 a 0.41) 

0.18 

(-0.10 a 0.44) 

0.14 

(-0.10 a 0.38) 

0.12 

(-0.12 a 0.34) 

0.02 

(-0.24 a 0.27) 

-0.08 

(-0.35 a 0.17) 

TNF 0.23 

(-0.02 a 0.47) 

-0.03 

(-0.31 a 0.23) 

0.17 

(-0.08 a 0.43) 

0.002 

(-0.25 a 0.25) 

-0.11 

(-0.36 a 0.16) 

-0.15 

(-0.39 a 0.10) 

IFN -0.10 

(-0.34 a 0.14) 

0.06 

(-0.18 a 0.31) 

0.02 

(-0.26 a 0.29) 

0.03 

(-0.24 a 0.29) 

-0.20 

(-0.45 a 0.09) 

-0.25 

(-0.47 a 0.02) 

VEGF 0.04 

(-0.20 a 0.26) 

-0.05 

(-0.29 a 0.20) 

0 

(-0.26 a 0.23) 

-0.1 

(-0.35 a 0.14) 

-0.10 

(-0.35 a 0.15) 

-0.009 

(-0.27 a 0.23) 
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FIGURA 7. Correlação de DAS28 com IL-6 (rP= 0.40, IC95% 0.14 a 0.59, P=0.001). A correlação 

estatística foi confirmada usando correlação de Spearman (rS= 0.31, IC95% 0.07 a 0.52, P=0.013) e 

removendo 4 outliers (rP= 0.32, IC95% 0.06 a 0.51, P=0.015).  rP= Coeficiente de correlação de 

Pearson; rS= Coeficiente de correlação de Spearman. 

 

 

 

FIGURA 8. Correlação de escore 10 pD com IL-6 (rs= 0.33, IC95% 0.06 a 0.56, P=0.008).  

rS= Coeficiente de correlação de Spearman. 
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Utilizando modelo de regressão linear múltipla, observou-se que o Escore 10 pD 

foi positivamente associado a IL-6 independente de DAS28 (P=0.025; tabela 11). Após 

remoção de 6 casos identificados como outliers, a associação independente de escore 10 

pD e IL-6 foi reforçada (P=0.009, tabela 12). 

 

 
TABELA 11: Modelo de regressão linear múltipla sendo IL-6 a variável dependente* 

Variáveis 

Independentes 
Coeficiente de Regressão Parcial IC95% P 

Escore 10 pD 0.142 0.018 a 0.266 0.025 

DAS28 0.513 0.226 a 0.801 0.001 

Constante 7.715 6.365 a 9.064 <0.001 

 *Resultados adicionais do modelo de regressão linear múltipla: R2 0.231; R2ajustado 0.205 

 n =63. Teste de Kolmogorov-Smirnov P=0.719.  

 

 

 

TABELA 12: Modelo de regressão linear múltipla sendo IL-6 a variável dependente* após remoção 

de 6 casos identificados como outliers 

Variáveis 

Independentes 
Coeficiente de Regressão Parcial IC95% P 

Escore 10 pD 0.176 0.046 a 0.306 0.009 

DAS28 0.336 0.113 a 0.558 0.004 

Constante 8.121 7.047 a 9.194 <0.001 

*Resultados adicionais do modelo de regressão linear múltipla: R2 0.227; R2ajustado 0.199  

 n =63. Teste de Kolmogorov-Smirnov P=0.719.  
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8 DISCUSSÃO 

 

 A investigação da relação entre imagens ultrassonográficas que representam 

inflamação e erosão ósseas com as células e seus produtos responsáveis diretamente pelo 

processo inflamatório é um tema que tem interessado os pesquisadores em AR envolvidos 

com ultrassonografia. Neste contexto, examinamos clinicamente pacientes com 

diagnóstico inequívoco de AR, adquirimos imagens de US das articulações das mãos, 

pesquisamos subtipos linfocitários e citocinas de importância na patogênese da doença, e 

buscamos suas correlações. 

Neste estudo transversal incluímos uma amostra consecutiva de pacientes com AR 

estabelecida em tratamento com DMCD sintéticas. Não selecionamos pacientes com uso 

de DMCD biológicas por conta da ação imune específica dessas drogas, que poderia 

influenciar diretamente a pesquisa de subtipos linfocitários e citocinas proposta. 

Apesar de termos recrutado 101 pacientes, a pesquisa de células Treg/Th-17 só pode 

ser feita em 90 indivíduos por perdas durante a citometria de fluxo. Plasma congelado 

para a dosagem das citocinas foi disponível apenas em 64 pacientes. Tais perdas foram 

não intencionais e não configuraram perda seletiva de amostras. 

Nossa amostra, composta predominantemente por indivíduos do sexo feminino, de 

meia idade, caucasianos, com fator reumatoide positivo, obedece às características da 

população de AR descritas na literatura, na população brasileira (104). Observamos, ao 

subdividirmos os pacientes por categoria de DAS28, que a maioria se encontra na faixa 

de atividade moderada da doença. Há menor quantidade de indivíduos em baixa atividade 

e remissão, o que poderia refletir, na prática, o menor interesse dos pacientes em fazer a 
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avaliação ultrassonográfica e participar da pesquisa no momento em que estão sem 

sintomas da doença. 

Os resultados para concordância interobservador e correlação interclasse para o 

exame ultrassonográfico demonstram que ambos os examinadores do estudo estavam 

alinhados quanto à técnica ultrassonográfica empregada, aquisição e interpretação das 

imagens.  

A introdução da ultrassonografia como método complementar ao exame físico na 

assistência aos pacientes durante as consultas com reumatologista ainda não é 

amplamente disponível em nosso país, estando concentrada em centro terciários de ensino 

e pesquisa, e em consultórios privados das regiões sul e sudeste do Brasil (105). 

O treinamento em ultrassonografia para o reumatologista não é, ainda, formalizado 

pela Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR), embora haja o apoio da SBR na 

realização de cursos teórico-práticos específicos durante o congresso brasileiro de 

reumatologia e haja um projeto para certificação oficial. No exterior, cursos específicos 

são periodicamente promovidos durante os maiores congressos internacionais da 

especialidade, e há preocupação com a padronização da educação do reumatologista no 

método de imagem, originando estudos que propõe fluxogramas de aprendizagem, ensino 

e avaliação de habilidades (106). 

 Nos últimos três anos, tanto o EULAR como o ACR divulgaram em seus sítios 

eletrônicos programas de certificação do reumatologista em US: Eular Competency 

Assessment in MSUS e Musculoskeletal Ultrasound Certification in Rheumatology 

(RhMSUS). 

Além dos treinamentos teórico e práticos disponíveis, todavia, especialistas 

afirmam a importância do treino rotineiro sob supervisão de um investigador experiente, 
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e de aperfeiçoamento constante para que o reumatologista consiga desenvolver as 

habilidades necessárias para a prática do US (107).  

Em nosso trabalho, os escores 10 PS e pD não se correlacionaram com a avaliação 

de atividade da doença pelo DAS28 e de capacidade funcional pelo HAQ. Por questões 

logísticas na implementação do estudo, que envolviam estrutura física da sala de 

atendimento, posicionamento da maca de exame e do ecógrafo, além de tempo disponível 

para exame de cada paciente, optamos por usar um escore que incluísse apenas 

articulações das mãos, sendo, assim, facilitada a aquisição das imagens. O uso de um 

escore que incluísse articulações dos pés implicaria em alterações organizacionais que 

dificultariam a coleta de dados. O escore que optamos utilizar, composto por articulações 

das mãos exclusivamente, foi previamente usado para acessar anormalidades 

ultrassonográficas em AR inicial, e encontrou correlações com DAS28 que variaram de 

0.31 a 0.35 (108).  

Apesar de ainda não haver consenso sobre qual o melhor conjunto de articulações 

(e talvez tendões) a ser empregado na avaliação ultrassonográfica da AR, o fato de termos 

excluído a avaliação dos pés pode ter contribuído para não encontrarmos correlação dos 

escores ultrassonográficos com DAS28 em nossa população de AR estabelecida, sendo 

uma limitação do nosso estudo. 

No entanto, sabe-se que, em pacientes com AR estabelecida, o exame físico articular 

pode ser de problemática execução e interpretação, especialmente porque os ICAD nem 

sempre configuram métricas de simples aplicabilidade na prática. Já foi demonstrado que, 

em doença de longa evolução, a contagem articular pode ser enviesada pelas 

deformidades (109,110) e que os ICAD amplamente utilizados na assistência perdem 

acurácia quando há associação de fibromialgia com AR (102). Ainda, a avaliação 

criteriosa de cada componente do DAS28 no momento de tomada de decisão terapêutica 
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é necessária a fim de evitar erros de interpretação do índice por elevação velocidade de 

hemossedimentação secundária a outros motivos que não atividade da AR, por exemplo 

(111).  

Apesar de não termos encontrado associações entre US e DAS28, observamos 

associação de contagem de articulações edemaciadas com os achados de imagem do US. 

De modo muito interessante, o mesmo não foi observado com a contagem de articulações 

dolorosas. Sabidamente, a atividade inflamatória é superestimada pelo DAS28 em 

pacientes com fibromialgia - uma condição cuja exacerbação da dor é predominante - 

associada a AR (112), e estudo recente não documentou  associação de achados de US 

com DAS28 nesse mesmo grupo de indivíduos com fibromialgia e AR (113). Do mesmo 

modo, Wolfe e colegas demonstram que o US é útil em detectar atividade inflamatória 

verdadeira em pacientes com AR e fibromialgia e ,também, sustentam que os ICAD são 

falhos nessa população, pois confundem a dor inflamatória com dor por outras razões 

(114). Considerando que a percepção da dor é altamente subjetiva e pode ser influenciada 

por diversas variáveis, incluindo fatores sócio culturais (115), podemos considerar a 

possibilidade de que, assim como ocorre na fibromialgia, a dor possa não refletir 

isoladamente atividade inflamatória na AR estabelecida, podendo confundir a avaliação 

da atividade da doença nesse grupo de pacientes. 

Por outro lado, observamos correlação de edema articular com proliferação 

sinovial, captação de power Doppler e presença de erosões. Em conjunto, esses achados 

sugerem que a contagem de articulações edemaciadas em AR estabelecida está mais 

proximamente relacionada a atividade da doença e dano estrutural do que a contagem de 

articulações dolorosas.  

A progressão estrutural na AR tem sido associada com edema e não dor articular 

em estudo prévios (18-19). Dougados e colegas reportaram que a presença de sinovite 
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persistente (presença simultânea de edema articular ao exame físico com PS e pD ao US) 

está relacionada a deterioração estrutural na AR (71). De fato, observamos, também, em 

nosso estudo associação entre escores PS e pD com a presença de erosões ósseas.  

Até hoje, os estudos de US em AR, independente do escore ultrassonográfico 

utilizado, demonstram coeficientes de correlação no máximo moderados com os ICAD 

(85–91). A falta de correlações boas ou excelentes pode estar relacionada a grande 

dificuldade em expressar a atividade inflamatória global de uma doença tão complexa 

como a AR em um único escore, seja ele clínico ou de imagem. Os reumatologistas têm 

utilizado o DAS28 e outros ICAD como padrão ouro para acessar clinicamente o grau de 

atividade da AR há muitos anos (99), e essas ferramentas claramente trouxeram grande 

progresso no monitoramento e na abordagem terapêutica dos pacientes. No entanto, 

apesar de os ICAD serem atualmente os melhores métodos validados para monitorização 

da AR, o instrumento ideal para medir objetivamente inflamação na assistência ao 

paciente parece ainda não existir, sendo essa preocupação já presente em editorial, 

publicado há mais de dez anos, por Pope and Harth (116).  A falta de perfeição dos ICAD 

é corroborada, por exemplo, pelo fato de técnicas de imagem serem mais sensíveis do que 

o exame físico na detecção de artrite (63,117–119), e pelo fato de o US possivelmente ser 

mais confiável que o DAS28 para avaliar atividade da doença (65).  A melhor maneira de 

combinar os dados clínicos, de laboratório e de imagem na quantificação de atividade 

inflamatória em pacientes com AR ainda necessita ser definida.  

 Não encontramos neste estudo associação dos subtipos linfocitários Treg e Th-

17 com DAS28, HAQ, escores de PS e pD e erosões no US. Ao categorizarmos o DAS28 

por nível de atividade da doença, observamos que o estado de baixa atividade se associou 

a percentual maior de Treg no sangue periférico, o que está de acordo com o papel 

regulatório desses linfócitos proposto na literatura (38). Não identificamos estudos 
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prévios abordando Treg/Th-17 e achados de ultrassom em AR, e nossos achados foram 

negativos. No entanto, em contraposto à utilização de sangue periférico em nosso 

trabalho, podemos hipotetizar que a pesquisa local desses linfócitos, ou seja, intrarticular, 

no ambiente sinovial (por artrocentese e/ou biópsia sinovial) talvez possa se correlacionar 

com PS e pD da articulação em questão, in situ.  

 Observamos, em nossa amostra, que todas as citocinas do sangue periférico, 

com exceção de VEGF, foram mais elevadas em pacientes com AR do que em controles 

saudáveis de maneira estatisticamente significante. As citocinas, nos pacientes com AR, 

se correlacionaram entre si, com exceção, também, de VEGF.  

 Apesar de estarem em concentrações mais elevadas em pacientes do que em 

controles, as citocinas testadas, com exceção de IL-6, não se associaram 

significantemente com as variáveis clínicas e ultrassonográficas.  

 Como esperado, IL-6 foi associada a atividade clínica da AR pelo DAS28 e 

elevação de VSG (120). Também observamos associação de IL-6 com a contagem de 

articulações edemaciadas. Ressaltamos o fato de não ter ocorrido associação de IL-6 com 

contagem de articulações dolorosas, apenas edemaciadas, um parâmetro objetivo de 

exame físico, também associado a alterações no US, conforme descrito previamente. 

 Nosso principal achado foi demonstrar a associação de IL-6 plasmática com 

sinovite ultrassonográfica global, representada pelo escore 10 pD, em pacientes com AR 

estabelecida em uso de DMCD não biológicas. Essa associação foi estatisticamente 

independente de DAS28, o padrão para avaliação da atividade da doença em AR. 

Também observamos a associação de IL-6 com inflamação em articulações individuais 

de clássica importância na AR (pD e PS em punhos). Até o momento, não encontramos 

publicações similares envolvendo AR estabelecida. Um estudo prévio recente também 

demostrou associação de IL-6 com achados ultrassonográficos de sinovite, mas em uma 
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população diversa: pacientes com AR inicial sem tratamento imunossupressor 

introduzido (96).  Nossa amostra foi composta de pessoas com AR de longa data 

recebendo DMCD sintéticas e, portanto, as características da população do nosso estudo 

diferem da maneira importante das publicadas por Baillet e colaboradores (96). 

 O fato de termos encontrado associações apenas de IL-6 (dentre as demais 

citocinas) com sinovite no US poderia, em parte, ser explicado pela constatação de que o 

ambiente sinovial inflamado é uma fonte proeminente desta citocina na AR. IL-6 estimula 

angiogênese (121), o que fortalece sua associação com os escores de pD – que capta a 

presença de microvasos e constitui o grande sinal de inflamação ativa no US. 

Observamos, ainda, associação de IL-4 com PS em punho direito, mas este foi, 

provavelmente, um evento espúrio. 

 Há outros poucos estudos envolvendo IL-6 e parâmetros de US em diferentes 

cenários. Um deles demonstrou associação de produção local de IL-6 em tecido sinovial 

(obtido por biópsia sinovial de articulações das mãos) com sinovite detectada por RNM 

e US em pacientes com AR (122). Um estudo genético testando polimorfismos para IL-

6 (IL-6-174G/C, relacionado com aumento da produção de IL-6) e transforming growth 

factor β (869C/T) identificou associação desses alelos com erosões ósseas detectadas por 

US; dados sobre PS e pD ou IL-6 plasmática não foram reportados (123). Ball e 

colaboradores encontraram associação de IL-6 no plasma com sinovite no US em 

pacientes com lúpus eritematoso sistêmico que apresentavam artrite como característica 

proeminente da doença (97). 

 IL-6 é uma citocina pró inflamatória cuja principal fonte vem de macrófagos 

ativados e sinoviócitos intrarticulares em portadores de AR (121). IL-6 atua nas respostas 

imunes inata e adaptativa, através da mediação de dano ósseo e cartilaginoso, incluindo 

a indução de proteínas de fase aguda e estimulação de linfócitos T e B, sinoviócitos e 



66 
 

osteoclastos (23,124). Juntamente com TNF, IL-6 é considerada uma citocina central na 

patogênese da AR, sendo hierarquicamente importante em relação às demais citocinas 

envolvidas no processo de perpetuação da inflamação (23). Tanto IL-6 como TNF são 

atualmente considerados potenciais biomarcadores no contexto da AR (125), ressaltando 

novamente sua relevância. 
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9 CONCLUSÕES 

 

Podemos concluir, em nossa amostra de pacientes com AR estabelecida em 

tratamento com DMCD sintéticas, que: 

 

 Escore 10 PS, escore 10 pD e erosão óssea no US não foram associados 

estatisticamente com DAS 28 e HAQ. 

 A presença de erosão óssea no US foi associada estatisticamente a escore 

10 PS e escore 10 pD. 

 A contagem de articulações edemaciadas foi associada estatisticamente 

com escore 10 PS, escore 10 pD e erosões ósseas no US. 

 A contagem de articulações dolorosas não foi associada estatisticamente 

com escore 10 PS, escore 10 pD e erosões ósseas no US. 

 Maior percentual de linfócitos Treg do sangue periférico foi associado 

estatisticamente a escores baixos de atividades da doença avaliados no 

DAS 28. 

 Linfócitos Treg e Th-17 do sangue periférico não foram associados 

estatisticamente com escore 10 PS, escore 10 pD e erosões ósseas no US. 

 Os níveis séricos de IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF e IFN-Ɣ e VEGF não 

foram associados estatisticamente ao DAS28, HAQ, escore 10 PS, escore 

10 pD e erosões ósseas no US. 

 

 A concentração plasmática de IL-6 foi associada estatisticamente a 

DAS28, VSG e contagem de articulações edemaciadas 

 A concentração plasmática de IL-6 não foi associada estatisticamente a 
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presença de erosões ósseas no US. 

  A concentração plasmática de IL-6 foi associada estatisticamente a escore 

10 pD, pD e PS em punhos. A associação com escore 10 pD ocorreu 

independente de DAS28.  
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10 PERSPECTIVAS 

 

Novos estudos comparando parâmetros ultrassonográficos articulares com perfis 

linfocitários e citocinas circulantes serão benvindos e poderão confirmar nossos achados. 

No futuro, a avaliação de perfis linfocitários e de citocinas poderá ser executada no 

ambiente sinovial. A comparação in loco de parâmetros ultrassonográficos com tipos 

linfocitários e citocinas trará avanços na compreensão da patogênese da AR, com 

potenciais benefícios terapêuticos. 
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INTRODUCTION 

       High-resolution muskuloskeletal ultrasound (MSUS) enables assessment of 

intraarticular abnormalities in rheumatoid arthritis (RA). MSUS allows early detection of 

bone damage and synovial proliferation through gray scale [GSS] images, as well as 

circulatory abnormalities via power Doppler (pD) signal. We herein averiguate the 

association of clinical examination with GSS and pD in the hands of patients with 

established RA. 

METHODS 

Eighty-four RA patients (according to the 1987 American College of 

Rheumatology criteria) treated with non-biologic disease-modifying antirheumatic drugs 

(DMARDs) were included in this cross-sectional study. A Rheumatologist unaware of 

ultrasound findings carried out physical examination of the hands (pain and/or edema). 

MSUS – MyLab 60, Esaote, Genova, Italy, linear probe 6-18 MHz – was performed on 

the wrists, 2th and 3th metacarpophalangeal (MCP) and 2th and 3th proximal 

interphalangeal (PI) joints of both hands by two ultrassound-trained Rheumatologists 

(unaware of clinical data) immediately after physical examination. GSS and pD were  

evaluated using a semi-quantitative scale ranging from 0 to 3 as described in previous 

studies (1). The sum of individual joint scores for GSS and pD (10-joint score) was 

calculated and utilized to correlate with clinical variables. Presence of bone erosions was 
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defined according to the OMERACT criteria (2). Disease activity and disability were 

measured using DAS28 and Health Assessment Questionnaire (HAQ), respectively.  

Considering the non-normality of distribution of dependent and independent 

variables, Mann-Whitney test and Spearman correlation coefficient (rS) were used for 

statistical analysis. P values less than or equal to 0.05 were considered statistically 

significant. Interrater agreement was  tested using the weighted kappa statistic.  

RESULTS 

Patients clinical and demographic features were: mean age, 55.6 ± 11.8 years; 

female gender, 79%; Caucasians, 85.7%; positive rheumatoid factor, 63%; median 

(interquartile range) disease duration  6 (2-13) years; mean ± standard deviation (SD) 

DAS28, 4.55 ± 1.62; mean ± SD HAQ score, 1.13 ± 0.87. Interobserver agreement 

(kappa) for US features varied from 0.53 to 1.0. Intraclass correlation for GSS score was 

0.964 (95% Confidence Interval 0.899-0.986, P <0.000) and for pD score was 0,859 (95% 

Confidence Interval 0.646-0.941, P <0.000). 

There was a significant association (P≤0.05) of edema with higher GSS and pD in 

all individual joints, except for the 3rd right PI. No association of pain on joint palpation 

with GSS (rS = -0.071 P = 0.524) or pD (rS = -0.196 P = 0.078) in any of the evaluated 

joints were observed. There was no significant correlation of 10-joint GSS- and pD scores 

with DAS28 (rS=0.21, P=0.060 and rS=0.04, P=0.722, respectively), HAQ score (rS=-

0.02, P=0.862 and rS=0.00, P=0.997), and tender joint count (rS=0.07, P=0.564 and rS=-

0.20, P=0.078). We found a correlation of 10-joint GSS and pD scores with the total 

swollen joint count (rS=0.54, P<0.001 and rS=0.39, P<0.001; figures 1 and 2, 

respectively). 

Consistent with the findings of 10-joint GSS and pD scores, there was an 

association of at least one bone erosion in any of the included joints with the number of 

swollen joints (P<0.001; figure 3), but not with tender joint count (P=0.248).    

DISCUSSION 

           In studies including early RA patients, MSUS was more sensitive than physical 

examination for detection of synovitis (3); MSUS has also shown subclinical synovitis in 

patients with clinical remission (4). Other group of authors postulated that subclinical pD 
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signal was predictor of structural damage, i.o., erosion (5). Especially in established RA 

patients, physical examination may be misleading. It has been shown that, in longstanding 

disease, joint count may be biased by deformities (6,7) and that widely used composite 

scores as DAS28 miss accuracy in patients with fibromyalgia and RA (8).  

The best global MSUS score to evaluate synovitis has not been defined in the 

literature yet, being a matter of discussion. Backhaus et al used a 7-joint score (evaluating 

5 hand and 2 foot joints) to summarize MSUS findings in RA in daily clinical practice.  

The 7-joint score reflected disease activity and response to treatment and was the first 

score describing inflammatory and erosive ultrasound abnormalities (9). We herein set 

up to utilize a MSUS score that included exclusively hand joints (the MSUS 10-joint 

score), an instrument previously employed to access ultrasound abnormalities in early RA 

(10).  

In the current study, 10-joint GSS and pD scores did not correlate with clinical 

measurements of disease activity and disability. Edema on physical examination did 

correlate with US alterations. Interestingly, pain was not associated with global 

ultrasound findings. Knowingly, inflammatory activity is overestimated when using 

DAS28 as a measure of disease activity in patients with fibromyalgia associated with RA 

(11). 

A recent report also disclosed no association of ultrasound findings with DAS28 in 

patients with  RA and fibromyalgia (12). Wolfe and coleagues reasserted that MSUS is 

useful for detecting true inflammatory activity in RA patients with fibromyalgia; they 

also sustained that composite measures used to assess RA are flawed as they confound 

RA inflammation with patient distress (13). Perception of pain is highly subjective and 

may be influenced by a number of variables, including socio-cultural factors (14). As it 

occurs in fibromyalgia, pain may not reflect isolated inflammation in established RA. On 

the other hand, we observed correlation of joint swelling with synovial proliferation 

(GSS), microcirculatory Doppler signal (pD), and bone erosions. Altogether, these 

findings suggest that joint enlargement in established RA is more closely related to 

disease activity and joint destruction than to tenderness.  

Worthy of note, structural progression of RA has been closely associated with 

swollen joint count but not with pain (18-19). Dougados et al. reported that persistent 

synovitis (simultaneous presence of joint edema, synovial proliferation and pD signal on 
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US examination) related to structural deterioration in RA patients (15). Our findings 

reinforce that joint tenderness may mislead the evaluation of RA activity, once it did not 

correlate with objective inflammatory signs and structural parameters seen on MSUS. 

CONCLUSION 

Our data show that articular edema on physical examination associates with 

proliferative synovitis, microcirculatory changes and bone erosions as seen on MSUS of 

RA patients with established disease. Isolated pain does not appear to reflect 

inflammatory ultrasound abnormalities or structural damage in this group of patients. 
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Abstract 

BACKGROUND AND OBJETIVE: Cytokines have an important role in the pathogenesis of 

rheumatoid arthritis (RA). Although plasma levels of IL-6 have been related  to muskulosckeletal 

ultrassound (MSUS) synovitis in early DMARD-naïve RA, there are no similar studies in established  

disease. METHODS: 64 RA patients treated with non-biological DMARDs and 30 healthy controls were 

included in this prospective cross-sectional study. A blood sample was taken before evaluation of disease 

activity (DAS28) and  ultrasonography  (all tests performed in a blinded fashion). MSUS was performed 

by one of two ultrassound-trained rheumatologists on 10 joints of  both hands. Gray scale (GS) and pD 

(power Doppler) synovitis were evaluated using a semi-quantitative scale (0-3) in individual joints, and 

their sum (score 10) was calculated. Plasma cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF, IFN-γ, and 

VEGF) were quantified by flow cytometry. RESULTS: Levels of all cytokines, excepting VEGF, were 

significantly higher in RA patients than in controls (P≤0.05).  In RA patients,  IL-6, but not other cytokines, 

correlated positively with DAS28 and swollen joint count (P≤0.01), as well as with 10-joint pD score, and 

GS and pD of both wrists (P<0.01 for all tests). In multiple linear regression, the association of IL-6 with 

10-joint pD score was mantained even after adjustment for DAS28. However, there was no correlation of 

IL-6 with tender joint count, 10-joint GS score, or presence of erosions. CONCLUSION: We demonstrated 

an association of inflammatory findings on MSUS and plasma IL-6 independently of DAS28 in established 

RA. 
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Introduction 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic autoimmune disease 

characterized by symmetrical polyarthritis leading to synovial proliferation, pannus 

formation, bone erosions and articular deformities (1). Cytokines, specially TNF-alpha 

and interleukins (IL), play a major role in the development and progression of the disease. 

Biologic agents targeting  cytokines, such as anti-TNF and anti-IL-6 agents, have 

generated a major impact in  the treatment  and changed the course of RA  (2–4). 

In the last decades, high-resolution musculoskeletal ultrasound (MSUS) has been 

increasingly used in clinical rheumatology practice worldwide, as it has demonstrated 

consistent and reproducible results among trained rheumatologists (5). Classically, 

synovial proliferation seen on gray scale (GS) and synovial power Doppler (pD) signal 

are hallmarks of inflammatory articular disease. Consensual recommendations for the use 

of MSUS in the management of RA patients have been proposed (6), and its usefulness 

for the detection of subclinical synovitis,  RA relapse and structural progression has been 

recently demonstrated (7,8).  

We are not aware of any published studies on the associations of plasma cytokines 

with MSUS inflammatory findings in established RA so far. Here, we investigated the 

associations of plasma cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF, IFN-γ, and 

vascular endothelial growth factor - VEGF) with MSUS abnormalities in a group of 

established RA individuals treated with non-biologic disease-modifying drugs. 

 

Patients and Methods 

RA outpatients (classified according to the 1987 American College of 

Rheumatology criteria) treated exclusively with non-biologic disease-modifying 

antirheumatic drugs (DMARDs) were consecutively included in this prospective cross-

sectional study. A blood sample was taken just before clinical and ultrasonographic 

evaluation. A single Rheumatologist (DMP)  evaluated disease activity using the Disease 

Activity Score in 28 joints (DAS28) (9) and applied the Health Assessment Questionnaire 

(HAQ) (10) before MSUS.  Community-dwelling healthy individuals were also recruited 

as control group (with demographic features matching those of the patients). The local 

ethics committee approved the study and all indiviuals signed a written informed consent. 
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MSUS examination was performed using a high resolution machine (MyLab 60, 

Esaote, Genova, Italy) and a linear high-frequency probe (6-18 MHz) by one of two 

ultrasound-trained rheumatologists (ADP and MBC) unware of clinical data. The 

following sites were examined: dorsal aspect of the wrists, 2th and 3th 

metacarpophalangeal (MCP) and volar aspect of 2th and 3th proximal interphalangeal 

(PIP) joints of both hands. PD frequency was 10-12 MHZ, pulse repetition frequency 

(PRF) varied from 0.5 to 0.7, and the gain was adjusted until disappearance of artifacts, 

with low wall filter. A proper amount of gel was placed on the skin in order to avoid 

compression of vessels. GS and pD were searched using a semi-quantitative scale (0-3) 

as described in previous studies (11). Presence of bone erosions was defined according to 

OMERACT criteria and were classified as present or absent (12). The sums of the 

individual joint scores for GS and pD (10-joint  GS or pD score) were  calculated and 

used to correlate with clinical and laboratory data. 

All blood samples were collected at 8:00 AM and clinical and ultrasound 

evaluations were performed in the morning, between 8:30 and 11:00 AM. Plasma was 

immediately stored at -80oC. Cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF, IFN-γ and 

VEGF) were quantified by flow cytometry using the Cytometric Bead Array kit (CBA; 

BD Biosciences) according to the manufacturer instructions. Cytokines levels were 

determined using FCAP array software (BDbioscience).  

  

 Statistical analysis 

   

Statistical analyses were performed using SPSS for Windows, version 20.0. 

Quantitative variables were graphically and statistically tested (with the Kolmogorov-

Smirnov goodness-of-fit test) for normality of distribution. Whenever possible, non-

normal variables were logarithmically transformed to allow the use of parametric tests. 

Categorical variables were  described as numbers and percentage. Variables with a normal 

distribution were presented as the mean ± standard deviation (SD), and the between-group 

comparisons were performed using Student’s t test or ANOVA. Non-normal quantitative 

or ordinal variables were presented as the median and interquartile range (IQR, 

representing the values of the 25th and 75th percentiles), and the between-group 

comparisons were performed using the Mann-Whitney or Kruskal-wallis tests. 
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Correlation was assessed using Spearman's rank (rS, for analyses involving non-normal 

variables) or Pearson's (rP, analysis including only variables with normal distribution) 

correlation tests. Confidence intervals for correlations were estimated using the 

Bootstrapping method with 1000 iteractions. When we detected the possibility of outliers 

influencing the rP on scatter plot, we performed Spearman correlation analysis as wells as 

removed outliers and highly influential cases identified in simple linear regression. The 

possibility of non-linear associations was considered and tested displaying scatter plot 

graphics and comparing the curves that best fitted the data using the R-square statistic. 

Two-tailed P values less than or equal to 0.05 were considered statistically significant.  

Multiple linear regression models were built to evaluate the possibility of 

association of the 10-joint pD score with IL-6 independently from DAS28. Analysis 

of residuals and highly influential cases were performed as previously described (13). 

Partial regression coefficients and 95% confidence intervals (95% CIs) were estimated 

for the independent variables included in the model.  

  

 

 Results 

 

RA individuals (n=64) and 30 healthy controls were recruited from March, 2014 

to May, 2015 (table 1). Among RA patients, white women predominated, and rheumatoid 

factor was present in about 63% of cases. Two third of patients were on oral steroids, and 

more than 80% were on methotrexate. Most patients  (42.2%) had moderate disease 

activity according to DAS28, 23.4% high disease activity, 20.3% low disease activity, 

and 14.1% were in remission. Approximately 2040 images of 1020 joints were scanned 

in this study. 

Interobserver agreement (kappa) for US features varied from 0.53 to 1.0. 

Intraclass correlation for 10-joint GS score was 0.964 (95% Confidence Interval, 0.899 

to 0.986) and for 10-joint pD score was 0.859 (95% Confidence Interval, 0.646 to 

0.941). 

Cytokine levels were significantly higher in RA patients than controls, except 

for VEGF (Table 2). As expected, all tested cytokines correlated with each other, except 
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for VEGF (supplementary table 1). The correlations of cytokines with clinical and US 

parameters are shown in tables 3 and 4, respectively.   

Among all tested cytokines, only IL-6 was consistently associated with DAS28 

and US data on disease activity (Figures 1 and 2, respectively).  

IL-6 was correlated with DAS28 (rs 0.31, 95%CI 0.07 to 0.52), ESR (rs 0.43, 

95%CI 0.19 to 0.62), and swollen joint count (rs 0.39, 95%CI 0.15 to 0.59). IL-6 did not 

associate to tender joint count and HAQ .   

Plasma IL-6 was associated with 10-joint pD score (rs 0.33, 95%CI 0.07 to 0.56), 

right and left wrists pD (rs 0.34, 95%CI 0.11 to 0.54, and rs 0.45, 95%CI 0.21 to 0.64, 

respectively), and right and left wrists GS (rs 0.40, 95%CI 0.20 to 0.59, and rs 0.35, 95%CI 

0.08 to 0.57, respectively). As opposed to wrist GS, 10-joint GS score was not associated 

with IL-6 plasma concentration. Bone erosions were not associated with any of the tested 

cytokines (P0.17 for all tests; data not shown). There was no evidence of non-linear 

associations between cytokines and any disease activity parameters. 

Using multiple linear regression model, 10-joint pD score was positively 

associated with IL-6 levels independently of DAS28 (P=0.025; see supplementary table 

2). After removing 6 cases identified as outliers or highly influential ones, the independent 

association of 10-joint pD score was strengthened (P=0.009, supplementary table 3).  

 

 Discussion 

 

 To the best of our knowledge, we report here, for the first time, the association 

of plasma IL-6 with pD synovitis on MSUS in patients with established RA taking 

traditional DMARDS.  This association was found to be independent of DAS28. A 

previous study also showed increased plasma IL-6 levels associated with inflammatory 

ultrasound features, but in a different subset of RA − early treatment-naïve disease (14).  

Our sample was basically composed of persons with long standing active RA receiving 

non-biologic treatment. Therefore, the characteristics of the patients in our study differ 

importantly from the ones published by Baillet et al (14). 

 There are also a few studies on IL-6 and MSUS parameters performed in 

different settings. A recent study associated synovial tissue (synovectomy-obtained and 
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cultured synovial tissue of the hands joints) production of IL-6  with synovitis detected 

by MRI and color Doppler US (15) in RA. A genetic study testing polymorphisms for IL-

6 (IL-6-174G/C, related to higher Il-6 production) and transforming growth factor β  

(869C/T) observed associations of these alleles with ultrasound-detected severity of bone 

erosions; no data on GS or pD or IL-6 plasma concentration were reported (16). Ball et 

al. found an association of plasma IL-6 with arthritis on physical examination and 

synovitis on MSUS in systemic lupus erythematosus patients with arthritis (17). 

 Almost all cytokines levels were higher in RA than in healthy controls. 

However, we could not detect a difference between the two groups in VEGF levels. 

Correspondingly, most citokines correlated with each other, except for VEGF. Despite 

being higher in RA patients than in controls, all cytokines but IL-6 were not significantly 

associated with clinical and ultrasound variables. IL-4 associated with right wrist GS, but 

this probably represents a spurious finding. Since a very complex autoimmune process 

develops within the RA joint, our results on the association of IL-6 and MSUS pD may 

be in part explained by the fact that local inflamed synovial environment is a prominent 

source of IL-6. IL-6 stimulates angiogenesis (18), and this reassures its association with 

higher pD scores, the trait of inflammation on MSUS. 

 IL-6 is a proinflammatory cytokine with a wide range of pleiotropic activities. 

In active disease, the main production of IL-6 comes from activated macrophages and 

fibroblast-like synoviocytes in the joint (18). It is capable of mediating cartilage and bone 

damage, including induction of acute phase proteins and stimulation of T and B cells, 

sinoviocytes and osteoclasts, with essential roles both in innate and adaptive immune 

responses (19,20). IL-6, along with TNF, are considered to be central cytokines in RA 

pathogenesis. There is unequivocal clinical benefit on the inhibition of TNF and IL-6 in 

RA treatment, and this fact supports their importance above the entire cytokine network 

in this disease (20). As a matter of fact, both TNF and IL-6 are currently considered as 

potential biomarkers in RA (21).  

 We also found that IL-6 was associated with swollen, but not with tender joint 

count. As previously demonstrated, swollen joint count is associated with pD, GS and 

bone erosion on MSUS; this was not observed with tender joints (22). It has been shown 

that, in longstanding disease, joint count may be biased by deformities (23,24), and 

concordance between patient’s evaluation of joint involvement and US assessment is 

poor (with agreement rates of around 50%) (25). Also, structural progression of RA has 

been closely associated with swollen joint count but not with pain (26,27); overall, 
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available data corroborates our findings of high levels of IL-6 associating with objectively 

joint swelling and not with tenderness, a subjective parameter on physical examination. 

 Currently, no agreement exists regarding which joints and tendons should be 

systematically assessed by ultrasonography (US) to assess inflammation in RA. A 

systematic review on the subject did not reach a consensus (28). Recent studies have 

focused on the preferred musculoskeletal sites to be examined (29–31). Interestingly, a 

novel score composed of a bilateral approach of 6 hand joints (first, second and third 

MCP joints, second and third PIP joints and radiocarpal joint), 2 feet joints (second and 

third  metatarsophalangeal joints) and 1 tendon (extensor carpi ulnaris) performed better 

than previous reported scores in a longitudinal analysis (31). In our study, we used a score 

composed exclusively by hand joints, and both hands were examined. We did not include 

any feet joint or tendon in the MSUS evaluation, which may   represent a limitation of 

our work. 

 MSUS studies have demonstrated up to moderate correlations of ultrasound 

scores with clinical composite scores of disease activity so far (28–33). The lack of 

excellent correlation coefficients could be related to the great difficulty in translating true 

global inflammatory activity in a score, either clinical or in ultrasonography. 

Rheumatologists have been using DAS28 and other scores as the gold standard for 

assessment of disease activity in RA for many years (34), and these tools have clearly 

brought great progress in treatment monitoring. We must be aware that, even though they 

are the best validated methods of measuring disease activity to date, the perfect way of 

objectively defining inflammation on the patient´s level still does not exist. This is 

supported by the fact that image techniques such as MSUS are more sensitive than 

physical examination for the detection of arthritis (35–38), and that MSUS may possibly 

be more reliable than DAS28 to assess disease activity (39).  The best way of combining 

clinical, image and laboratory data remains to be defined. 

  

 Conclusion 

 

 Our study demonstrated an association of IL-6 levels with inflammatory 

findings on MSUS independently of DAS28 in patients with established rheumatoid 

arthritis. 
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Anexo E– Critérios para Classificação de Artrite Reumatoide Segundo o Colégio 

Americano de Reumatologia - 1987  - (ACR 1987) 

 

Classifica-se como artrite reumatoide o paciente que apresentar pelo menos 4 dos 

itens listados abaixo. Itens 1, 2, 3, 4 devem ter duração de no mínimo 6 semanas. 

1.  rigidez matinal (nas articulações, com pelo menos 1 hora de duração);  

2.  artrite de três ou mais das seguintes áreas: interfalangeanas proximais,  

metacarpofalangeanas, punhos, cotovelos, joelhos, tornozelos e metatarsofalangeanas; 

3.  artrite de mãos (punhos, metacarpofalangeanas ou interfalangeanas proximais);  

4.  artrite simétrica (mesma área em ambos os lados do corpo);  

5.  nódulo reumatoide (presença de 1 ou mais nódulos subcutâneos sobre proeminências 

ósseas ou superfícies extensoras ou regiões periarticulares);  

6.  fator reumatoide positivo; 

7.  alterações radiográficas (erosões ou rarefação óssea periarticular em radiografias de 

mãos e punhos).   
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Anexo F– Critérios para Classificação de Artrite Reumatoide do Colégio Americano 

de Reumatologia/Liga Europeia Contra o Reumatismo(Critérios ACR/EULAR 

2010) 

Critérios aplicáveis a qualquer paciente que apresente artrite em pelo menos 1 articulação, 

que não seja justificada por outra causa. Pontuação igual ou maior que 6/10 indica AR 

definida:   

A. envolvimento articular, excluídas interfalangeanas distais de mãos e pés, primeiras 

metatarsofalangeanas e primeiras carpometacárpicas (pontuação de 0-5)  

1 articulação grande (ombros, cotovelos, quadris, joelhos e tornozelos): 0  

2 a 10 articulações grandes (ombros, cotovelos, quadris, joelhos e tornozelos): 1  

1 a 3 articulações pequenas (MCFs, 1a IFTs, IFTs proximais, 2a a 5a MTFs e punhos): 2  

4 a 10 articulações pequenas (MCFs, 1ª TFs, TFs proximais, 2ª a 5ª MTFs e punhos): 3  

mais de 10 articulações (pelo menos 1 pequena articulação e grandes articulações temporomandibulares, 

esternoclaviculares e acromioclaviculares): 5  

B. sorologia (pontuação de 0-3)  

fator reumatoide e anticorpo anticitrulina negativos: 0  

fator reumatoide ou anticorpo anticitrulina positivos em baixos títulos (até 3 vezes o limite superior da 

normalidade): 2  

fator reumatoide ou anticorpo anticitrulina positivos em altos títulos (3 vezes acima do limite superior da 

normalidade): 3  

C. duração dos sintomas (pontuação de 0-1)  

menos de 6 semanas: 0  

igual ou superior a 6 semanas: 1  

D. reagentes de fase aguda (pontuação de 0-1)  

proteína C reativa e velocidade de sedimentação globular normais: 0  

proteína C reativa ou velocidade de sedimentação globular alteradas: 1 
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Anexo G – Escore de Atividade de Doença com Vinte e Oito Articulações 

 

O DAS 28 é calculado a partir das seguintes variáveis: 

 número de articulações dolorosas entre 28 articulações (interfalangeanas 

proximais, metacarpofalangeanas, punhos, cotovelos, ombros e joelhos) 

 número de articulações edemaciadas entre 28 articulações (interfalangeanas 

proximais, metacarpofalangeanas, punhos, cotovelos, ombros e joelhos) 

 velocidade de sedimentação globular  (VSG em mm/h) 

 Escala Visual Analógica de Saúde Global segundo o paciente (EVA: 0 a 100 

mm).  

 

Categorização do DAS28: remissão < 2,6; atividade baixa < 3,2; atividade moderada < 

5,1; atividade alta > 5,1. 

 

Fórmula para cálculo do DAS28:  

0.56 * raiz quadrada(dolorosas28) + 0.28 * raiz quadrada(edemaciadas28) + 0.70 * 

log(VSG) + 0.014 * EVA 

  



106 
 

Anexo H – Health Assessment Questionaire - HAQ 

 

 

 

 

  Sem 
dificuldade 

Com 
alguma 

dificuldade 

Com muita 
dificuldade 

Incapaz de 
fazer 

1 Vestir-se, inclusive amarrar os cordões dos seus sapatos, 
abotoar as suas roupas? 

0 1 2 3 

2 Lavar sua cabeça e os seus cabelos?   0 1 2 3 

3 Levantar-se de uma maneira ereta de uma cadeira de 
encosto reto e sem braços?  

0 1 2 3 

4 Deitar-se e levantar-se da cama?     0 1 2 3 

5 Cortar um pedaço de carne?     0 1 2 3 

6 Levar à boca um copo ou uma xícara cheia de café, leite ou 
água?  

0 1 2 3 

7 Abrir um saco de leite comum?     0 1 2 3 

8 Caminhar em lugares planos?      0 1 2 3 

9 Subir cinco degraus?      0 1 2 3 

10 Lavar seu corpo inteiro e secá-lo após o banho?      0 1 2 3 

11 Tomar um banho de chuveiro?      0 1 2 3 

12 Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitário?      0 1 2 3 

13 Levantar os braços e pegar um objeto de mais ou menos 2,5 
quilos, que está posicionado um pouco acima de sua 
cabeça?  

0 1 2 3 

14 Curvar-se para pegar suas roupas no chão?      0 1 2 3 

15 Segurar-se em pé no ônibus ou no metrô?      0 1 2 3 

16 Abrir potes ou vidros de conserva que tenham sido 
previamente abertos?  

0 1 2 3 

17 Abrir e fechar torneiras?      0 1 2 3 

18 Fazer compras na redondeza onde mora?      0 1 2 3 

19 Entrar e sair de um ônibus?      0 1 2 3 

20 Realizar tarefas tais como usar a vassoura para varrer e o 
rodo para puxar água?  

0 1 2 3 
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APÊNDICES 
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APÊNDICE A –Exemplos de imagens ultrassonográficas obtidas 

 

Transdutor posicionado sobre a 3ª articulação metacarpofalangena, em região dorsal, de maneira 

longitudinal. Articulação normal. 

 

 

Transdutor posicionado sobre a 2ª articulação metacarpofalangena, em região dorsal, de maneira 

longitudinal. Presença de imagem hipoecóica, distendendo a cápsula articular e comprimindo o tendão 

extensor, compatível com proliferação sinovial de grau 3. 

 

 

Transdutor posicionado sobre a 2ª articulação metacarpofalangena, em região dorsal, de maneira 

longitudinal. Presença captação de sinal de power Doppler comprometendo menos de 50% da área de 

proliferação sinovial, compatível com captação de power Doppler de grau 2. 
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Transdutor posicionado sobre a 2ª articulação metacarpofalangena, em face radial, de maneira longitudinal 

e transversal. Presença de interrupção da cortical óssea vista em ambos os planos, configurando erosão 

óssea. 

 

longitudinal 

 

 

transversal  
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APÊNDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Título - Achados inflamatórios e dano estrutural vistos por ultrassonografia em pacientes 

com  artrite reumatoide:correlação com dados clínicos, citocinas inflamatórias e linfócitos 

T regulatórios e Th-17 no sangue periférico 

 

POR QUE ESTE ESTUDO ESTÁ SENDO REALIZADO? 

O ambulatório de Reumatologia do Hospital São Lucas da PUCRS atende 

centenas de pacientes portadores de diversas doenças reumáticas, entre elas, a artrite 

reumatoide. 

Este estudo está sendo realizado para avaliar as alterações existentes nos exames 

de sangue que indicam inflamação nos pacientes portadores de artrite reumatoide. 

Também, queremos pesquisar se existe alguma ligação entre os resultados de exames de 

sangue e alterações vistas no exame de ultrassonografia das articulações das mãos e 

punhos e o senhor (a) está sendo convidado (a) a participar deste estudo. A participação 

neste estudo é voluntária, e não afeta seu atendimento regular no ambulatório de 

reumatologia. Isso significa que, se o senhor (a) decidir não participar, suas consultas e 

exames no ambulatório de reumatologia seguem normalmente. 

Se o senhor (a) concordar em participar do estudo, será necessária a sua 

colaboração para alguns procedimentos. Basicamente, faremos uma coleta de sangue, 

examinaremos suas articulações e realizaremos o exame de ultrassonografia, que pode ser 

demorado. Detalhes serão descritos a seguir: 

 

DE QUE CONSTA O ESTUDO? 

Os prontuários (documento onde todas as consultas são registradas) serão 

revisados, com o cuidado de manter o nome do paciente e as informações sobre sua 

doença em sigilo.  

Após sua consulta regular no ambulatório de reumatologia de nosso hospital, os 

seguintes procedimentos serão feitos: 

1. Um reumatologista irá fazer a contagem das articulações edemaciadas e 

dolorosas e aplicar um questionário sobre avaliação de qualidade de vida. 

2. Outro reumatologista irá realizar um exame ecográfico das articulações das 

mãos e dos punhos. Este exame não dói e dura cerca de 40 minutos. 
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3. Uma amostra de sangue para dosagem de substâncias que podem estar 

alteradas nos pacientes com artrite reumatoide será coletada. As seguintes 

substâncias serão dosadas: IL2, IL4, IL6, IL 10, IL17, TNF, IFN Ɣ, VEGF, 

linfócitos T-regulatórios, linfócitos Th-17, VHS, PCR, FR, hemograma.  

Durante a coleta de sangue, é comum sentir dor no local da picada e pode 

haver a formação de hematomas e sangramentos. Essa amostra de sangue será 

usada para a realização dos exames de sangue deste estudo, mas também uma 

parte dela será armazenada para estudos futuros. Durante todo esse estudo e 

também para o armazenamento da amostra de sangue, os nomes dos 

participantes da pesquisa serão mantidos em sigilo. As amostras de sangue 

armazenadas serão identificadas através de números, dessa maneira, seu nome 

não ficará visível, não sendo possível relacionar a amostra de sangue e as 

substâncias dosadas com o seu nome. 

 

QUAIS SÃO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO? 

1. Colaborar para o avanço e progresso do conhecimento sobre a artrite reumatoide. 

2. Existência de mínimo risco para o paciente (coleta de sangue e exame de 

ultrassonografia) 

3. Todos os procedimentos do estudo serão feitos após a consulta rotineira no 

ambulatório de Reumatologia, o que não implica em comparecimento adicional ao 

hospital para participar da pesquisa. 

 

QUAIS SÃO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO? 

1. Realizar punção venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporária e 

coleção de sangue na pele (equimose ou hematoma). 

2. A ecografia articular é um exame demorado, a pessoa precisa ficar vários minutos na 

mesma posição para que o exame seja feito corretamente. 

3. O paciente que desejar participar da pesquisa precisará ficar no hospital cerca de 2 

horas a mais além do tempo que ficaria apenas para a consulta de rotina. 

 

DADOS RELATIVOS À PROTEÇÃO DO PACIENTE 

A. Os dados coletados neste estudo são confidenciais, e não serão revelados dados que 

permitam identificar os pacientes em hipótese alguma. 

B. A adesão ao estudo é voluntária, ou seja, cada paciente é livre para decidir não 

participar. 

C. A decisão de não participar não interferirá no acompanhamento e tratamento normal 

dos pacientes no Ambulatório, na Emergência nem na Internação do Hospital São 

Lucas da PUCRS. 

D. O paciente é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem necessidade de 

fornecer justificativa. 
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COMPREENSÃO E AUTORIZAÇÃO 

 

Tendo compreendido as informações do presente termo de consentimento e 

concordado com elas, autorizo a revisão do prontuário, realização de contagem articular, 

aplicação de questionário de qualidade de vida, realização de ecografia articular, 

realização de raio-X de mãos e coleta de sangue. Aceito participar do projeto PROJETO 

CITUS-Treg: Dano Estrutural Articular por Ultrassonografia em Artrite Reumatoide e 

sua correlação com citocinas inflamatórias e linfócitos T regulatórios no sangue 

periférico. Autorizo, também, o armazenamento de uma amostra de sangue coletado para 

estudos futuros. 

 

Nome:   _________________________________________________________ 

Registro:_________________________________________________________ 

Assinatura:_______________________________________________________ 

Data:____________________________________________________________ 

 

Nome da pessoa que conduziu o processo de obtenção de consentimento: 

___________________________________________________________ 

Assinatura:_______________________________________________________ 

Data:____________________________________________________________ 

 

Pesquisadores responsáveis:    

Dra. Aline Defaveri do Prado     

Tel: (51)3320 5057   (51) 3320 3000 – ramal 2368  (51) 81247758 

Dr. Henrique Luiz Staub 

Tel: (051)33205057   (51) 33203000 – ramal 2368   (51) 33288111 

Comitê de Ética e Pesquisa:    Tel: (51) 33203345 
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APÊNDICE C–Protocolo de coleta de dados clínicos 

 

CITUSTreg  #  

Data: 

Nome:  

Idade:     Data Nascimento: 

Prontuário: 

Sexo  (  )masculino  (  ) feminino                Raça  (  ) branca   (  ) negra   (  ) parda 

Profissão:  

Estado civil:  

Procedência:  

Telefone: 

COMORBIDADES 

 HAS  DM  Sjogren  Dislipidemia 

 CI  Obesidade  Osteoporose  Artrose 

 Hipotireoidismo  Tabagismo  Fibromialgia   

 

ARTRITE REUMATOIDE 

 

 

Data diagnóstico:  Início dos sintomas: 

 Rigidez 

matinal >1h 

 Artrite mãos  Artrite em 3 ou 

mais articulações 

 Artrite 

simétrica 

 Nódulos 

reumatoides 

 FR positivo  Erosões em 

radiografia 
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MEDICAMENTOS EM USO: 

 
 

 
 
 
EXAMES LABORATORIAIS: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESCALA ANALÓGICA VISUAL DO PACIENTE  

 

 

 
  

Medicação Dose 

Prednisona  

Metotrexate  

Leflunomida  

Cloroquina  

Sulfassalazina  

FR  

Anti-CCP  

VSG  

PCR  

Linfócitos totais  
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Exame físico articular 

 

 

DAS 28  

HAQ  

Classe Funcional  

Rigidez matinal (h)  

No articulações dolorosas  

No articulações edemaciadas  

 


