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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Histérico do artigo: Introdugdo: O estresse oxidativo produzido no interior de articulacoes inflamadas pode pro-
Recebido em 10 de abril de 2013 duzir fenémenos autoimunes e destruicdo articular. As espécies radicais com atividade
Aceito em 6 de julho de 2014 oxidativa, incluindo espécies reativas de nitrogénio, representam mediadores de inflamacgéo
On-line em 28 de setembro de 2014 e de lesao cartilaginosa.

Objetivos: Avaliar o 6xido nitrico sérico como marcador de estresse oxidativo em pacientes
Palavras-chave: egipcios com artrite reumatoide e sua relagdo com a atividade da doenga.
Artrite reumatoide (AR) Meétodos: 80 com artrite reumatoide foram divididos em dois grupos, de acordo com a
Estresse oxidativo pontuacdo DAS28: Grupo I: 42 pacientes com doenca ativa, e Grupo II: 38 pacientes com
Oxido nitrico (NO) doenca inativa. Quarenta individuos equiparados por idade e género foram incluidos como

grupo controle (Grupo III). Foram realizados exames laboratoriais de rotina e o 6xido nitrico
foi medido usando Elisa. Radiografias simples das maos foram feitas para a pontuagdo do
estado radiolégico utilizando o método de Sharpe.
Resultados: A comparac¢do do nivel sérico de 6xido nitrico entre os trés grupos mostrou
uma diferenca altamente significativa (p < 0,001). Obtiveram-se niveis significativamente
mais elevados entre os pacientes com artrite reumatoide em comparagdo com os contro-
les. Os niveis mais elevados foram obtidos em pacientes com a doenca ativa (média +DP
82,38 4+20,46) em comparacdo com aqueles com a doenca inativa (35,53 +7,15). O 6xido
nitrico no Grupo I exibiu uma correlagdo positiva significativa com a rigidez matinal (r=0,45),
artrite (r=0,43), contagem de plaquetas (r=0,46), velocidade de hemossedimentagao
(r=0,83), proteina C-reativa (r=0,76) e Indice de Atividade de Doenga (r = 0,85). O 6xido nitrico
mostrou uma correlacdo positiva significativa (r=0,43) com as radiografias das méos (indice
de Sharpe) no Grupo L.
Conclusdo: Observa-se um aumento nos niveis séricos de 6xido nitrico em pacientes com
artrite reumatoide. O 6xido nitrico se correlaciona significativamente com a atividade da
doenca, marcadores inflamatdrios e estado radiolégico das articulagdes.
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Higher nitric oxide levels are associated with disease activity in Egyptian
rheumatoid arthritis patients

ABSTRACT

Background: Oxidative stress generated within inflammatory joints can produce autoim-
mune phenomena and joint destruction. Radical species with oxidative activity, including
reactive nitrogen species, represent mediators of inflammation and cartilage damage.
Objectives: To assess serum nitric oxide as a marker of oxidative stress in Egyptian patients
with rheumatoid arthritis and its relation to disease activity.

Methods: 80 patients with rheumatoid arthritis were divided into 2 groups, according to
the DAS-28 score: Group I: 42 patients with disease activity, and Group II: 38 patients with
no disease activity. Forty age- and sex-matched individuals were included as control group
(Group III). Routine laboratory investigations were done, and nitric oxide was measured
using Elisa. Hand plain radiographies were done for radiological status scoring using the
Sharp method.

Results: A comparison between nitric oxide in all three groups showed a highly significant
difference (p < 0.001), significantly higher levels were obtained among rheumatoid arthri-
tis patients in comparison to controls, and higher levels were obtained in patients with
active disease (mean+ SD 82.38 +20.46) in comparison to patients without active disease
(35.53 £7.15). Nitric oxide in Group I showed a significant positive correlation with morning
stiffness (r=0.45), arthritis (r=0.43), platelet count (r=0.46), erythrocyte sedimentation rate
(r=0.83), C-reactive protein (r=0.76) and Disease Activity Score (r =0.85). Nitric oxide showed
a significant positive correlation (r=0.43) with hand radiographies (Sharp score) in Group I.
Conclusion: There are increased levels of nitric oxide in the serum of patients with rheu-
matoid arthritis. Nitric oxide correlates significantly with disease activity, inflammatory

markers and radiological joint status.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

O 6xido nitrico (NO) é uma pequena molécula produzida endo-
genamente que desempenha um papel critico na sinalizacdo
celular, e que esta envolvida em varios processos fisiologi-
cos. O NO pode ter efeitos bioldgicos opostos, dependendo de
condicdes ambientais e fisiopatoldgicas diversas.’

O estresse oxidativo produzido dentro de uma articulacdo
inflamada pode provocar fendmenos autoimunes e destruicdo
do tecido conjuntivo no interior da sinévia. Espécies radi-
cais com atividade oxidativa, que incluem espécies reativas
de nitrogénio e espécies reativas de oxigénio, representam os
mediadores e efetores da lesdo da cartilagem.?

O NO promove a mediag¢do de muitas funcoes celulares
diferentes no local da inflamacédo sinovial, como por exem-
plo a transducéo de sinal, a fun¢do mitocondrial e a apoptose.’
Ele surgiu como um mediador importante na sindvia na artrite
reumatoide (AR). Foi relatado o aumento dos niveis de NO no
soro e no liquido sinovial em pacientes com AR, espondilite
anquilosante e osteoartrite.*

O objetivo deste trabalho é avaliar o 6xido nitrico sérico
como marcador de estresse oxidativo em pacientes egipcios
com artrite reumatoide e sua relagdo com a atividade da
doenca.

Métodos

Em um estudo transversal, 80 pacientes com AR, diagnostica-
dos de acordo com os critérios do American College of Rheumato-
logy/European League against Rheumatism (ACR/EULAR),> foram
divididos em dois grupos de acordo com a atividade da doenca:
Grupo I: 42 pacientes com doenga ativa e Grupo II: 38 pacientes
com doenca inativa. Um terceiro grupo foi incluido, o Grupo III:
40 individuos saudaveis com idade e género correspondentes,
como grupo controle. Todos os pacientes foram recrutados no
Ambulatério de Reumatologia e na Enfermaria de Medicina
Interna do Hospital Escola da Universidade Ain Shams. Foi
obtido consentimento informado de todos os participantes.
O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade
Ain Shams. Os participantes receberam explica¢des sobre a
natureza do estudo. Os procedimentos laboratoriais e radiolé-
gicos representam o tratamento padrao, nao implicando em
conflitos éticos. Coletou-se de todos os pacientes:

L. Histéria de satide detalhada e exame clinico e musculos-
quelético minucioso, com avaliacdo da atividade da doenca
pelo instrumento DAS28-VHS:®

Histéria detalhada da durag@o e progressdo da doenca,
tendo sido avaliados os sinais e sintomas capitais de febre,
perda de peso e fadiga, além de um exame musculoesquelético
minucioso.
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Tabela 1 - Comparagéo entre os Grupos I e I, no que se refere a dados demograficos, clinicos e laboratoriais

Grupo I Grupo II P

Dados demograficos

Idade, média (DP) 48,78 (12,41) 44,10 (10,54) >0,05
Género, n (%)

Masculino 19 (45) 17 (45) >0,05

Feminino 23 (55) 21 (55) >0,05

Duracéo da doenca (anos), média (DP) 5,48 (6,63) 6,59 (5,81) >0,05
Manifestagdes clinicas

Emagrecimento, n (%) 16 (38) 15 (39) >0,05

Fadiga, n (%) 21(50) 10 (26) <0,001

Febre, n (%) 4 (10) 0 (0) >0,05

Rigidez matinal, n (%) 36 (85) 13 (34) <0,001
Dados laboratoriais

Hemoglobina, média (DP) 11,06 (1,64) 11,87 £1,61 >0,05

Contagem total de leucécitos, média (DP) 7,68 (2,61) 7,124+2,38 >0,05

Plaquetas, média (DP) 382,81 (102,24) 261,14 +74,37 <0,05

Velocidade de hemossedimentacdo (VHS), média (DP) 60,69 (24,32) 19,76 +5,29 <0,001

Proteina C-reativa (PCR), média (DP) 24,48 (12,64) 8,524+3,01 <0,001

Fator reumatoide (FR), n (%) 36 (86) 30 (79) >0,05

Foi observada uma diferenca altamente significativa (p < 0,001) entre os Grupos I e Il no que se refere a fadiga (50% e 26%, respectivamente) e a
rigidez matinal (85% e 34%, respectivamente). Foi observada uma diferenca altamente significativa (p < 0,001) entre os Grupos I e Il no que diz
respeito a VHS e PCR, com niveis mais elevados para esses dois indicadores detectados no Grupo I.

A atividade da doenca foi avaliada usando o DAS28-VHS.
Valores < 2,6 foram considerados como indicativos de ausén-
cia de atividade da doenca.®

II. Exames laboratoriais:

a) Exames laboratoriais de rotina:
Hemograma completo;
VHS na primeira hora, estimada pelo método Western;
PCR (mg/dL, com titulacdo).

b) Exames imunolégicos:
Fator reumatoide: medido usando técnica de aglutinacao
em latex em lamina para fator AR bidtico, para
determinacao qualitativa do FR no soro.

c) Oxido nitrico sérico:

A determinacao do NO foi realizada utilizando o ELISA
(R & D Systems, Inc., Minneapolis, EUA). Este ensaio determina
as concentracoes de NO com base na conversdo enzima-
tica de nitrato para nitrito pela acdo da nitrato-redutase. Um
passo preliminar de desproteinizacao foi realizado utilizando
o método de ultrafiltracao; o filtro usado foi o Centristart 1, for-
necido pelo grupo Vivascience Sartorius (www.sartorius.com).
Areacdo é seguida pela deteccdo colorimétrica de nitrito como
produto corante anazo da reacéo de Griess.”

III. Exames radiolégicos:

Foram realizadas radiografias simples das maos e dos
punhos para pontuacdo do dano radiolégico, utilizando o
método de Sharpe.?

Andlise estatistica

Os dados coletados foram codificados, tabulados e analisados
estatisticamente utilizando o programa SPSS (Statistical Pac-
kage for Social Sciences), versdo 17.0. Foi efetuada a descricao
das variaveis qualitativas utilizando niimero e porcentagem.

O teste do qui-quadrado foi aplicado para comparacao das
varidveis qualitativas. Utilizou-se o teste exato de Fisher em
lugar do teste de qui-quadrado quando se esperava < 5 célu-
las. Empregou-se o teste t ndo pareado para comparar dois
grupos independentes no que diz respeito as variaveis quan-
titativas. O coeficiente de correlacdo de Spearman e Person
foi utilizado para classificar as diferentes varidveis entre si,
positiva ou inversamente. O valor de p representou o nivel de
significancia, em que p > 0,05 foi considerado como nao sig-
nificativo (NS), p < 0,05 como significativo (S) e p < 0,001 como
altamente significativo (AS).

Resultados

No Grupo I havia 23 mulheres e 19 homens. A idade variava de
27 a 63 anos, com média de 48,78 4+ 12,41 anos e duracdo média
da doenca de 5,48 +6,63 anos. No Grupo II havia 21 mulhe-
res e 17 homens. A idade variava de 28 e 65 anos, com média
de 44,104+10,54 anos e duracdo média da doenca de 6,59+
5,81 anos. Nao houve diferenca significativa entre os dois gru-
pos com relagdo a género, idade ou duracdo da doenca.

A fadiga e a rigidez matinal foram significativamente mais
frequentes no grupo I versus II (p < 0,001). Os pacientes do
Grupo I também tiveram valores de VHS e PCR significati-
vamente maiores que os pacientes do grupo II (p < 0,001)
(tabela 1). Houve diferenca significativa entre os grupos I e II
com relacdo ao indice de Sharpe (tabela 2).

Ao comparar o nivel de NO entre os trés grupos, foram
detectados niveis significativamente mais elevados entre os
pacientes com AR em comparac¢do com os controles. Os niveis
mais elevados foram obtidos entre os pacientes com AR com
doenca ativa (Grupo I) (tabela 3).

A comparacao entre o nivel sérico de NO e varios parame-
tros da doenca no Grupo I mostrou uma correlacdo positiva
significativa (p <0,05) com arigidez matinal, artrite e contagem
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Tabela 2 - Comparacao entre os Grupos I e II com relacao
ao indice radiografico de Sharpe

fndice de Sharpe Grupo I Grupo II p

n % n %
0 2 5 3 8 <0,05
1 4 10 16 42 <0,001
2 6 14 11 29 <0,01
3 18 43 5 13 <0,001
4 10 23 2 5 <0,001
5 2 5 0 0 <0,01
Tabela 3 - Comparacao entre os Grupos I, II e III,
com relacgdo ao nivel sérico de NO
NO sérico Grupo I Grupo II Grupo 111 Valor p
Média+DP  82,38+20,46 3553+7,15 14,25+4,09 <0,001

Niveis significativamente mais elevados de NO foram detectados
entre os pacientes com AR, em comparag¢ao com os controles, e os
niveis mais elevados foram obtidos entre os pacientes com AR e
com doenga ativa (Grupo I).

de plaquetas, e uma correlacdo positiva altamente significa-
tiva (p < 0,001) com a atividade da doenca, VHS e PCR (tabela 4).
Por outro lado, nédo foi demonstrada correlacdo positiva com o
indice de Sharpe das radiografias das maos (p < 0,05) no Grupo
I (fig. 1). Ndo foi possivel detectar qualquer correlacio signi-
ficativa entre o NO e o indice de Sharpe das radiografias das
maos.

Discussao

A inflamacdo e a lesdao tecidual relacionadas com o
estresse oxidativo tém sido implicadas na patogénese da AR.
O estresse oxidativo e a diminuicdo do estado antioxidante
sdo as marcas registradas em pacientes com AR, como tem
sido observado nos ultimos anos.’ A lesdo tecidual depen-
dente do NO tem sido implicada em uma variedade de doencas
reumaticas, incluindo a AR.%°

Tabela 4 - Correlacdo entre o nivel sérico de NO e varios
parametros da doenga no Grupo I

Variavel r Valor p
Idade 0,231 >0,05
Duracdo da doenca -0,252 >0,05
Rigidez matinal 0,453 <0,05
Artrite? 0,432 <0,05
Plaquetas 0,458 <0,05
VHS 0,832 <0,001
PCR 0,763 <0,001
Atividade da doenca 0,846 <0,001

VHS, velocidade de hemossedimentacdo; PCR, proteina C-reativa.
O NO demonstrou uma correlagdo positiva significativa (p < 0,05)
com a rigidez matinal, a artrite e a contagem de plaquetas, e uma
correlagao positiva altamente significativa (p < 0,001) com a ativi-
dade da doenca, a VHS e a PCR.

2 Contagem de 28 articulacdes sensiveis e/ou inchadas.

r=0,432 Valor p = 0,005*

140
120 1
100 1

*
XX X X

¥ Xk X
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Figura 1 - Correlacdo entre o nivel sérico de NO e o indice
de Sharpe das radiografias das maos no Grupo I. 0 NO
demonstrou uma correlagéo positiva significativa com o
indice de Sharpe nas radiografias das mios (p < 0,05).

O presente estudo avaliou o nivel de NO como um marcador
do estresse oxidativo em pacientes com AR e sua relacdo com
a atividade da doenca. O estudo recrutou 80 pacientes
com AR: 42 pacientes com doenca ativa (Grupo I) e 38 com
doenca inativa (Grupo II).

Os pacientes com doenca ativa queixavam-se significati-
vamente mais (p < 0,001) de rigidez matinal e de fadiga em
comparac¢ao com aqueles com doenca inativa. Isso provavel-
mente se deve ao fato de que as manifestacgdes clinicas, como
por exemplo a rigidez matinal, tém sido ha muito tempo asso-
ciadas com a atividade da doenca em pacientes com AR, e por
isso espera-se que valores significativamente mais elevados
sejam obtidos em pacientes com artrite reumatoide ativa.'’

No presente estudo, tanto a VHS quanto a PCR estavam
significativamente mais elevadas no grupo com a doenca
ativa (p < 0,001). Embora a PCR pareca ser o melhor teste
para a medicdo da fase aguda, deve-se considerar que a VHS
é sensivel a imunoglobulinas e ao FR, de modo que este
ultimo pardmetro é melhor para medir a gravidade geral (em
comparacao com a PCR), embora seja uma medida nao tao boa
para a inflamacdo.'> Em um estudo que teve por objetivo ava-
liar a utilidade clinica das medidas de PCR e VHS na avaliacdo
de pacientes com AR, verificou-se que esses dois indicadores
foram preditores significativos da contagem de articulacoes
inchadas (p < 0,001 para ambas as variaveis).™

Neste estudo, a comparagdo entre os niveis séricos de NO
nos trés grupos revelou uma diferenca altamente significativa
(p < 0,001), sendo que foram encontrados niveis significativa-
mente mais elevados entre pacientes com AR em comparacao
com os controles; e foram obtidos niveis ainda mais elevados
em pacientes com AR ativa (82,38 & 20,46) em comparagao com
o grupo com a doengca inativa (35,534 7,15). Os niveis séricos
de NO no Grupo I revelaram uma correlagao positiva significa-
tiva com a rigidez matinal (r=0,45), artrite (r=0,43) e contagem
de plaquetas (r=0,46) e encontrou-se uma correlacdo positiva
altamente significativa entre o NO e a VHS (r=0,83) e a PCR
(r=0,76), bem como com o DAS (r=0,84).

Na comparacdo entre os dois grupos no que se refere ao
dano radiolégico avaliado pelo indice de Sharpe, foi observada
uma diferenca significativa entre os dois grupos (p < 0,001). Os
niveis de NO mostraram uma correlagdo positiva significativa
(r=0,43) com o indice de Sharpe das radiografias das maos
apenas no Grupo I, mas ndo foi possivel detectar correlacdo
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entre o NO e o indice de Sharpe das radiografias das méos no
Grupo II. Alguns estudos demonstraram uma relagao longitu-
dinal entre a atividade da doenga e o quadro radiografico.'* Um
estudo concluiu que o nivel de atividade da doenc¢a, bem como
a duracao da remissao, afetam a progressao subsequente do
dano radiogréfico em pacientes com AR.'® Por conseguinte,
tendo em vista que a atividade da doenca pode ser um dos
produtores de lesdo nas articulacdes e de progressao radio-
grafica na AR, seria de se esperar que, uma vez que o NO
estd correlacionado com a atividade da doenca, também se
correlacionaria com os danos radiograficos em pacientes com
a doenca ativa, como foi detectado no presente estudo. Con-
trastando com isso, outros estudos concluiram que, apesar da
melhora clinica e da remissdo em pacientes com AR ativa, a
progressdo radiogréfica continua ao longo do tempo, em razao
do processo inflamatério subjacente.'®

Dentro da mesma linha de nosso estudo, varias pesquisas
demonstraram um aumento do nivel sérico de NO em paci-
entes com AR, em comparagéo com grupos controle.”:'® Um
estudo sugeriu que a producdo de nitrato e nitrito é aumen-
tada em pacientes com AR, em comparacdo com individuos
saudaveis.*

Foi demonstrado que o NO regula as fungées dos linfoci-
tos T em condicdes fisiolégicas; mas a superproducdo de NO
pode contribuir para a disfuncdo dessas células. O aumento
na producao de NO em pacientes com AR pode ser decorrente
do aumento da atividade da NO sintase.™

Do mesmo modo, foi detectada uma correlacao significa-
tiva entre as concentragdes séricas de nitratos e o numero
de articulacdes sensiveis, numero de articulacdes inchadas,
pontuacéo DAS e nivel de PCR.?° Os resultados sugerem que
estes achados podem servir como pardmetros confidveis da
atividade da doenca em pacientes com RA.

Embora tenha sido sugerido que as espécies reativas de
nitrogénio sdo produzidas no interior das articulagdes infla-
madas de pacientes com AR e que os niveis se correlacionam
diretamente com a atividade da doenca,?! vérios estudos con-
cluiram que o nivel de NO né&o se correlaciona com a VHS e
nem com a PCR, e que havia uma correlagdo nao significativa
entre os niveis séricos de cada uma das espécies de nitrogé-
nio e a duracdo da doencga ou VHS, como um marcador da
atividade da doenca.'®??

O estresse oxidativo produzido em uma articulacdo infla-
mada pode contribuir para o fenémeno autoimune e para
a destruicdo do tecido conjuntivo em pacientes com AR.
A produgdo de NO e de prostaglandina E2 a partir dos con-
drécitos articulares provavelmente contribui para a destruicdo
da cartilagem observada em casos de artrite.”> No presente
estudo, foi detectada uma correlacdo positiva significativa
entre o NO sérico e o quadro radiolégico em ambos os grupos
com AR, sugerindo um papel para o NO néo sé na atividade da
doenca, mas também nos danos articulares.

No presente estudo transversal realizado em uma coorte
de pacientes egipcios com AR, o NO néo s6 foi detectado em
niveis significativamente mais elevados em pacientes com AR
ativa, mas esse indicador também estava significativamente
correlacionado com varios pardmetros e com a atividade da
doenca. O estudo também incluiu uma avaliacdo radiolégica
das mados utilizando o indice de Sharpe, que também apre-
sentou uma correlagcdo significativa com os niveis de NO.

No entanto, principalmente devido a limitacdo imposta pelo
seu modelo transversal, os resultados do estudo talvez este-
jam demonstrando um efeito causal do NO, ou simplesmente
podem estar refletindo o estado inflamatério da atividade da
doenca.

Finalmente, pode-se concluir que hd um aumento do
nivel sérico de NO em pacientes com AR, e que o nivel de
NO se correlaciona significativamente com a atividade da
doenca, bem como com o status radiolégico das articulagdes.
Isto poderia sugerir o envolvimento de radicais livres ndo sé
no processo inflamatério da AR, mas também na destruicdo
das articulacdes. Novos protocolos terapéuticos, baseados na
correcdo dos niveis de estresse oxidativo, poderdo se revelar
eficazes em restringir a progressao da doenca, com limitacdo
das deformidades.
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