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Objetivo: Avaliar a relação entre os dois tipos de modificações pós-translacionais de proteí-

nas  na AR: glicosilação no caso da transferrina deficiente em carboidrato (TDC) e citrulinação

por meio dos anticorpos no caso do antipeptídeo citrulinado cíclico (anti-CCP).

Métodos: O estudo foi feito em 50 pacientes com AR. A TDC foi medida com o teste imu-

nonefelométrico N Latex CDT e os resultados foram apresentados em unidades absolutas e

relativas. O anti-CCP foi mensurado com o método quimioluminescente e o fator reumatoide

(FR)  pelo método imunoturbidimétrico.

Resultados: Dos pacientes com AR, 80% foram positivos para anti-CCP, 70% para FR e 62%

para  ambos (anti-CCP e FR). A percentagem de transferrina total (%TDC) esteve significati-

vamente elevada, mas o nível absoluto de TDC não esteve alterado. A concentração média

de  TDC absoluta foi maior nos pacientes anti-CCP positivos do que naqueles anti-CCP nega-

tivos. A TDC (concentração absoluta e relativa) não se correlacionou com o anti-CCP e o FR.

No  entanto, o FR sérico se correlacionou significativamente com o anti-CCP. O percentual

de  TDC não se correlacionou com o anti-CCP, mas seu nível absoluto se correlacionou com

o  anti-CCP apenas em pacientes FR negativos e anti-CCP negativos. A TDC não se correla-

cionou com o FR, somente com o anti-CCP em pacientes anti-CCP negativos. O anti-CCP se

correlacionou com o DAS 28 apenas nos pacientes com AR anti-CCP negativos, mas a TDC

(unidades absolutas e relativas) se correlacionou com o DAS 28 quando considerados todos

os  pacientes com AR e em pacientes com AR anti-CCP positivos.

Conclusões: Esses resultados sugerem que as alterações na TDC e as concentrações de

anti-CCP não estão associadas e indicam a independência dessas modificações pós-

-translacionais na artrite reumatoide. Apenas as alterações na glicosilação da transferrina
refletem a atividade da AR.
© 2016 Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licença CC

BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Independence  of  carbohydrate-deficient  isoforms  of  transferrin  and  cyclic
citrullinated  peptides  in  rheumatoid  arthritis
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transferrin

Rheumatoid factor

Rheumatoid arthritis

a  b  s  t  r  a  c  t

Objective: The aim of this study was to assess the relationship between the two types

of  posttranslational modifications of proteins in RA: glycosylation on the example of

carbohydrate-deficient transferrin (CDT) and citrullination by means of autoantibodies to

cyclic citrullinated peptides (anti-CCP).

Methods: The study was carried out in 50 RA patients. CDT was measured using N Latex

CDT immunonephelometric test, the results were presented in absolute and relative units.

Anti-CCP were measured using the chemiluminescent method and rheumatoid factor (RF)

by  immunoturbidimetric method.

Results: 80% of RA patients were positive for anti-CCP, 70% for RF and 62% for both, anti-

-CCP and RF. The level of %CDT was significantly elevated, but absolute CDT level was not

changed. The mean absolute CDT concentration was higher in anti-CCP positive patients

than  that in anti-CCP negative. CDT (absolute and relative concentration) did not correlate

with  anti-CCP and RF. However, serum RF significantly correlated with anti-CCP. %CDT did

not  correlate with anti-CCP, but absolute level correlated with anti-CCP only in anti-CCP

negative and RF negative patients. CDT did not correlate with RF, but solely with anti-CCP in

anti-CCP negative patients. Anti-CCP correlated with DAS 28 only in anti-CCP negative RA,

but CDT (absolute and relative units) correlated with DAS 28 in all patients and in anti-CCP

positive RA.

Conclusions: These results suggest that the changes in CDT and anti-CCP concentrations

are  not associated with oneself and indicate on the independence of these posttranslatio-

nal modifications in rheumatoid arthritis. Only the alterations in transferrin glycosylation

reflected the activity of RA.

© 2016 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

Bialystok). O diagnóstico de AR foi confirmado de acordo com
os critérios estabelecidos pelo American College of Rheuma-
Introdução

A artrite reumatoide (AR) é uma  doença autoimune crônica
dos tecidos conjuntivos, que conta com o aparecimento de
vários tipos de autoanticorpos.1 Os autoanticorpos específi-
cos produzidos na AR têm sido associados a modificações
pós-translacionais de proteínas e peptídeos.2 Essas envol-
vem modificações na glicosilação, citrulinização, metilação,
acetilação e ubiquitinação que ocorrem em condições fisio-
lógicas e têm um importante papel no funcionamento normal
do sistema imune.3 O primeiro tipo de autoanticorpos encon-
trado em pacientes com AR foi o fator reumatoide (FR), que
é um autoanticorpo do domínio Fc da IgG. Encontrou-se que
as alterações na glicosilação (galactosilação/sialilação) da IgG
estão associadas à patogênese da AR e podem ser úteis do
ponto de vista diagnóstico e terapêutico.4 Foram feitos estu-
dos para reconhecer as alterações na glicosilação de outras
glicoproteínas, como a IgA, a alfa 1-glicoproteína ácida, a
fibronectina, a haptoglobina e a transferrina. A transferrina
humana existe como uma  população heterogênea de varian-
tes glicosiladas que diferem na composição de carboidratos.5

Em pessoas saudáveis, ocorrem principalmente glicoformas
tetrasialiladas; as glicoformas que carecem de um ou ambos
N-glicanos completos são chamadas de transferrina defici-
ente em carboidrato (TDC).5 Assume-se que a TDC é soma

de três isoformas: asialotransferrina, monosialotransferrina e
disialotransferrina. A glicosilação da transferrina no plasma
muda na artrite reumatoide e pode levar ao aumento no
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

nível de TDC.6 A modificação pós-translacional recentemente
descoberta na AR é a citrulinização.7 Trata-se da conversão
enzimática da arginina em citrulina, catalisada pela peptidi-
larginina deiminase (PAD). Em pacientes com AR, a PAD pode
extravasar das células que morrem nas articulações sinovi-
ais, que podem citrulinar da arginina e produzir peptídeos
citrulinados cíclicos (CCP).8,9 Autoanticorpos contra CCP são
considerados biomarcadores diagnósticos e prognósticos pre-
coces na AR.10 A sua presença em pacientes AR-negativos
indica uma  AR precoce com pior prognóstico.8 Foram detecta-
das muitas proteínas citrulinadas em pacientes com AR, como
fibrinogênios, vimentina, enolase e colágeno tipo II.3

O objetivo deste estudo foi avaliar a relação entre os dife-
rentes tipos de modificações pós-translacionais – glicosilação
e citrulinação – na AR, por meio da concentração de TDC  e
anti-CCP.

Material  e  métodos

O estudo foi feito em 50 pacientes com AR (41 mulheres, nove
homens, média de 53 anos) recrutados do Departamento de
Reumatologia e Doenças Internas (Universidade Médica de
tology (ACR). Os pacientes foram entrevistados em relação ao
uso de álcool. Os pacientes consumiam álcool apenas ocasio-
nalmente.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
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Tabela 1 – Resultados dos exames laboratoriais em pacientes com artrite reumatoide e controles

PCR
(mg/L)

FR
(UI/mL)

IgG
(g/L)

TDC
(mg/L)

%  TDC Anti-CCP
(U/L)

AR
(n = 50)

22,96 ± 25,54
p = 0,000a

172,23 ± 229,37
p < 0,01a

11,79 ± 3,06
p = 0,904

42,70 ± 69,40
p = 0,564

2,03 ± 0,24
p < 0,01a

185,42 ± 325,02
p = 0,000a

Controles
(n = 33)

1,04 ± 0,78 21,58 ± 1,23 11,43 ± 1,42 42,52 ± 9,23 1,77 ± 0,22 0,57 ± 0,21
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para cada comparação). Ao contrário, o anti-CCP se correlaci-
onou com o FR quando considerados todos os pacientes com
AR (R = 0,348; p = 0,019) e nos indivíduos anti-CCP negativos
(R = 0,750; p = 0,032).

Tabela 2 – Correlação entre a TDC e o anti-CCP

Teste R p

Todos os pacientes com AR TDC 0,088 0,547
% TDC 0,033 0,821

Anti-CCP positivo TDC −0,212 0,195
% TDC −0,069 0,677

Anti-CCP negativo TDC 0,696 0,025a

% TDC 0,364 0,301
FR positivo TDC −0,063 0,741

% TDC 0,223 0,235
Os dados são expressos com a média e o desvio padrão.
a p < 0,05 para as diferenças entre os pacientes com AR e o grupo con

O grupo controle consistiu de 33 indivíduos saudáveis
média de idade de 41 anos) recrutados entre os funcioná-
ios do hospital. Coletaram-se amostras de sangue por punção
enosa, após 12 horas de jejum. Todos os indivíduos (saudá-
eis e com AR) deram o seu consentimento informado para
articipar do estudo. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de
ioética da Universidade de Medicina de Bialystok e foi feito
e acordo com a Declaração de Helsinque.

A atividade da AR foi determinada pelo escore de atividade
a doença (DAS 28) de acordo com a fórmula:

AS 28 = 0, 56 ∗ √
(t28) + 0, 28 ∗ √

(s28)

+ 0, 7 ∗ ln(VHS) + 0, 014 ∗ VAS

Foram usadas nessa fórmula a quantidade de articulações
olorosas (t28), a quantidade de articulações inchadas (S28),

 velocidade de hemossedimentação (VHS) e a escala visual
nalógica (EVA). A baixa atividade da AR (DAS 28 entre 2,6

 3,2) não foi detectada; 27,08% dos pacientes apresentaram
tividade da doença moderada (DAS 28 entre 3,2 e 5,1); e foi
ncontrada alta atividade da doença (DAS 28 acima de 5,1) em
2,92%. A TDC foi medida por meio do teste imunonefelomé-
rico N Latex CDT no analisador BN II (Siemens Healthcare
iagnostics, Somerville, USA). Os resultados foram forneci-
os como unidades absolutas de TDC (mg/L) e percentagem da
ransferrina total (%TDC). Os anticorpos antipeptídeo citruli-
ado cíclico (anti-CCP) foram medidos no analisador Architect

2000. Os resultados acima de 5 U/L são considerados negativos
 ≥ 5,0 U/L positivos. Determinaram-se os valores de fator reu-
atoide (FR; valores normais < 30 UI/mL), proteína C-reativa

PCR; intervalo normal de: 0,8 a 1,2 mg/L) e imunoglobulina G
IgG; intervalo normal de 5,52 a 16,31 g/L) com métodos imu-
oturbidimétricos no c8000 Architect (Abbott Laboratories,
bbott Park, IL, EUA). A VHS (mm/h) foi medida pelo método
e Westergren no Sediplus S 2000 (Sarstedt, Alemanha).

nálise  estatística

s diferenças entre os grupos teste e controle foram avalia-
as pelo teste U de Mann-Whitney. Consideraram-se valores
e p < 0,05 como estatisticamente significativos. A correlação
ntre as variáveis foi avaliada pelo coeficiente de correlação
e Spearman.
esultados

s resultados dos exames laboratoriais em pacientes com AR
 controles são apresentados na tabela 1. Os níveis médios de
 (Teste U de Mann-Whitney).

PCR, FR, %TDC e anti-CCP foram significativamente mais ele-
vados nos pacientes com artrite reumatoide em comparação
com o grupo controle. Dos pacientes com AR, 80% eram posi-
tivos para anti-CCP, 70% para FR e 62% para ambos (anti-CCP
e FR).

A concentração de TDC não se correlacionou com o
anti-CCP quando considerados todos os pacientes com AR
(tabela 2), exceto nos indivíduos anti-CCP negativos (r = 0,696)
e FR negativos (r = 0,629). A comparação dos níveis de TDC  (uni-
dades absolutas) em relação às concentrações de anti-CCP e
FR apresentou diferença estatisticamente significativa apenas
ao considerar os níveis de anti-CCP. Nos pacientes anti-CCP
positivos, a concentração de TDC (43,1 ± 7,4 mg/L) era signi-
ficativamente mais elevada do que em indivíduos anti-CCP
negativos (38,9 ± 2,4 mg/L) (p = 0,022) (fig. 1).

A concentração de TDC (unidades absolutas e relativas) se
correlacionou com a atividade de AR (ou seja, com a pontuação
no DAS 28) quando considerados todos os pacientes com AR
(tabela 3). A alta atividade da AR está associada a uma  baixa
concentração de TDC absoluta e alta concentração relativa de
TDC. A TDC (expressa em ambas as unidades) se correlacio-
nou com o DAS 28 independentemente dos níveis de anti-CCP,
exceto a TDC% em pacientes FR positivos. A concentração de
anti-CCP não se correlacionou com o DAS 28 quando consi-
derados todos os pacientes com AR, exceto nos indivíduos
anti-CCP negativos.

A TDC não se correlacionou com o FR quando considera-
dos todos os pacientes com AR, exceto ao se considerarem
os valores de anti-CCP e FR (positivos ou negativos) (p > 0,05
FR negativo TDC 0,629 0,012a

% TDC −0,016 0,954

a Correlação  significativa.
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Figura 1 – Concentração de TDC em pacientes anti-CCP
positivos e negativos.

Tabela 3 – Correlação do DAS 28 com o anti-CCP e TDC

Teste R P

Correlação entre o DAS 28 e a TDC
Todos os pacientes com AR TDC −0,350 0,014a

% TDC 0,321 0,026a

Anti-CCP positivo TDC −0,446 0,003a

% TDC 0,324 0,047a

Anti-CCP negativo TDC 0,567 0,112
% TDC 0,627 0,070

FR positivo TDC −0,306 0,094
% TDC 0,399 0,026a

FR negativo TDC −0,428 0,144
% TDC 0,319 0,288

Correlação entre o DAS 28 e o anti-CCP
Todos os pacientes com AR 0,050 0,739
Anti-CCP positivo 0,193 0,246
Anti-CCP negativo 0,748 0,020a

FR positivo 0,113 0,550
FR negativo −0,198 0,517
a Correlação estatisticamente significativa.

O DAS 28 não diferiu entre os pacientes anti-CCP posi-
tivos (5,63 ± 1,37 U/L) e anti-CCP negativos (6,14 ± 1,20 U/L)
(p = 0,337) e entre indivíduos FR positivos (5,84 ± 1,22 U/L)
e FR negativos (5,06 ± 1,41 U/L) (p = 0,113). O valor de FR
foi significativamente maior em indivíduos com AR anti-
-CCP positivos (176 ± 216 UI/mL) do que naqueles anti-CCP
negativos (142 ± 307 UI/mL) (p = 0,047), mas  o anti-CCP não
diferiu entre os pacientes com AR FR positivos (222 ± 378 U/L)
em comparação com aqueles FR negativos (117 ± 224 U/L)
(p = 0,126).

Discussão

O presente estudo mostrou uma  ausência de associação entre

a concentração de isoformas de transferrina deficiente em
carboidratos (TDC) e o nível de proteínas e peptídeos citru-
linados medido por autoanticorpos (anti-CCP) em pacientes
 0 1 7;5 7(3):185–189

com AR. Considerando-se a relação entre o anti-CCP ou TDC
e o escore de atividade da doença (DAS 28), houve apenas
associação com a concentração de TDC. Os resultados do
presente estudo estão de acordo com os estudos de Serda-
roglu et al.11 e Aridogan et al.,12 que mostraram não haver
correlação significativa entre o anti-CCP e o DAS 28. Simi-
larmente, eles não encontraram diferença estatisticamente
significativa no DAS 28 entre indivíduos anti-CCP negativos
e positivos e entre indivíduos FR positivos e negativos. Do
mesmo  modo, eles encontraram diferenças significativas no
FR entre pacientes com AR anti-CCP positivos e negativos.
Um único estudo, o de Önder et al., revelou que o anti-CCP
esteve positivamente associado a maiores escores no DAS-28,
enquanto esses não estiveram associados à VHS e à PCR.13 Em
outro estudo, foi observada uma  correlação fraca entre os anti-
-CCP e o DAS 28, mas  todos os pacientes com AR eram positivos
para anti-CCP.14 Embora não tenha sido encontrada correlação
entre a TDC e o anti-CCP na AR, houve associação entre dois
marcadores sorológicos da AR, o FR e o anti-CCP. A TDC se cor-
relacionou com o anti-CCP apenas em pacientes FR negativos e
anti-CCP negativos, embora em pacientes com artrite reuma-
toide soronegativos. Esse fenômeno pode ser responsável pela
concentração significativamente maior de TDC  em pacien-
tes com AR anti-CCP-positivos do que em anti-CCP-negativos.
Contudo, conforme demonstrado por Aridoğan et al.,12 os anti-
corpos contra o CCP eram mais específicos para a AR do que
o FR (100% versus 96,8%) e o anti-CCP não se correlacionou
com a atividade da doença (DAS 28), mas  com o FR. A acurá-
cia diagnóstica (área sob as curvas ROC) do anti-CCP também
foi mais elevada do que a do FR.15 A ausência de correlação
entre a atividade da doença e o anti-CCP e a sua existên-
cia concomitante ao TDC pode ser indicada pela diferença
dependente do tempo na atividade dessas duas modificações
pós-translacionais diferentes das proteínas. O DAS 28 indica
a atividade da doença em curso, mas  a ativação da DAP e a
citrulinização de várias proteínas ultrapassam os sintomas
clínicos da doença, embora as alterações na glicosilação da
transferrina sejam paralelas ao desenvolvimento da doença.
Hamad et al. também descobriram que a presença de um nível
elevado de anti-CCP não está associada a uma  maior ativi-
dade da doença.16 No entanto, a positividade para anti-CCP e
o título se correlacionaram com a duração da doença, o que
pode reforçar nossa hipótese sobre a mudança dependente do
tempo na citrulinação em relação à glicosilação na AR. O anti-
-CCP pode ser encontrado no início do curso da AR, até mesmo
anos antes do aparecimento dos sintomas clínicos.17 É muito
interessante que o status de anti-CCP pode mudar (de nega-
tivo para positivo e vice-versa) após três anos do início da AR
e a média do nível sérico de anti-CCP declinar ao longo dos
anos.18

A principal conclusão deste estudo é que, em pacientes
com AR, as mudanças na glicosilação da transferrina medi-
das por meio de isoformas deficientes em carboidratos (TDC)
não estão relacionadas com a citrulinação, outro tipo de
modificação pós-translacional na AR.
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