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RESUMO

Dissertacédo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DOS NIVEIS DE ALBUMINA MODIFICADA PELA ISQUEMIA, UM
NOVO BIOMARCADOR DE ESTRESSE OXIDATIVO, EM PACIENTES COM
ARTRITE REUMATOIDE

AUTORA: MICHELE RODRIGUES LEITEMPERGUER
ORIENTADOR: PROF. DR. JOSE EDSON PAz DA SiLvA
Data e local da defesa: Santa Maria, 15 de janeiro de 2013.

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria crénica, de carater
autoimune, caracterizada por poliartrite periférica e simétrica, que leva a
deformidade e destruicdo das articulacdes devido a erosdo da cartilagem e do osso.
Esta € uma doenca comum que afeta aproximadamente 1% da populagcdo mundial,
sendo mais frequente em mulheres do que nos homens, no entanto, seu pico de
incidéncia ocorre entre a quarta e sexta décadas de vida. Grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (EROs) foram identificadas no fluido sinovial de
pacientes com AR, e essa grande quantidade pode levar a dano oxidativo ao acido
hialurénico, lipidios, matriz da cartlagem e ao DNA. O acumulo de EROs nas
células, também serve como importantes moléculas sinalizadoras intracelulares que
amplificam a resposta inflamatéria - proliferativa sinovial. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os niveis de albumina modificada pela isquemia (IMA) e outros
marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo em 16 pacientes com AR e 20
controles saudaveis. Os niveis de IMA foram significativamente maiores no grupo de
pacientes com AR do que os controles saudaveis (0.495 + 0.01 vs 0.433 £ 0.02
ABSU, P=0.038). Nado foram observadas diferencas significativas para os outros
marcadores estudados. Desta forma, foi possivel concluir que além da AR estar
relacionada com a inflamacgéo, os niveis elevados de IMA em pacientes com AR,
sugerem que esta patologia promova o aumento do estresse oxidativo.

Palavras-chave: artrite reumatoide. espécies reativas de oxigénio. albumina
modificada pela isquémia. proteina C-reativa. produtos proteicos de oxidacéo
avancada.
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Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory, autoimmune disease,
characterized by peripheral and symmetrical polyarthritis that leads to joint
destruction and deformity due to erosion of cartilage and bone. This is a common
disease that affects approximately 1% of the world population and is more common
in women than men, however, its peak incidence occurs between the fourth and sixth
decades of life. Large amounts of reactive oxygen species (ROS) have been
identified in the synovial fluid of RA patients, and such large amounts may lead to
oxidative damage of hyaluronic acid, lipid, cartilage matrix and DNA. The
accumulation of ROS in the cells, also serves as major intracellular signaling
molecules that amplify the inflammatory response synovium proliferative. The
objective of this study was to evaluate the levels of ischemia-modified albumin (IMA)
and also other markers of oxidative stress and inflammation in 16 patients with RA
and 20 healthy controls. IMA levels were significantly higher in RA patients than
healthy controls (0.495 £+ 0.01 vs 0.433 + 0.02 ABSU, P=0.038). No significant
differences were observed for the other markers studied. Thus it was concluded that
besides RA being related to inflammation, elevated levels of IMA in RA patients

suggest that this pathology promotes increased oxidative stress.

Keywords: rheumatoid arthritis. reactive oxygen species. ischemia-modified

albumin. C-reactive protein. advanced oxidation protein products.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria sistémica cronica,
autoimune, que tem como principal caracteristica a presenca de poliartrite simétrica
associada com o inchaco e dor em mdltiplas articulacées, com maior frequéncia de
envolvimento das méos e dos pés (SWEENEY e FIRESTEIN, 2004). Esta é uma
doenca comum que afeta aproximadamente 1% da populagdo mundial (WILLEMZE
et al, 2012). O soro de aproximadamente 80% dos pacientes com AR contém fator
reumatoide (FR), um auto-anticorpo dirigido contra a por¢édo Fc da imunoglobulina G
(IgG) (PERSSELIN, 1991).

A AR é considerada uma doenca multifatorial, onde os principais fatores de
risco para seu desenvolvimento incluem a susceptibilidade genética, sexo e idade,
tabagismo, agentes infecciosos, hormonais, alimentares, socioeconémicos e étnicos
(ALAMANOS e DROSOS, 2005). Comorbidades sdo comuns em pacientes com AR,
e incluem hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemias, osteoporose, entre outras (Da MOTA et al.,, 2012). Ja as
comorbidades cardiacas sdo as mais cruciais, devido a sua frequéncia e impacto
negativo sobre a saude desses pacientes (GULLICK e SCOTT, 2011). A presenca
dessas comorbidades contribui para a diminuicdo da qualidade de vida e serve como
significativos preditores de mortalidade em pacientes com esta patologia, devendo
ser diagnosticadas e tratadas na fase inicial (Da MOTA et al., 2012).

O diagnostico da AR € estabelecido através da combinacédo de sintomas e
sinais clinicos, como dor articular, rigidez e edema simétrico poliarticular (sinovite).
Testes laboratoriais, incluindo radiografias e testes sanguineos podem fornecer
informacBes que confirmem ou levem ao diagnostico da AR (FARHEEN e
AGARWAL, 2011). A orientacdo para o diagnéstico € baseada em critérios
recentemente desenvolvidos em conjunto entre o American College of
Rheumatology (ACR)/European League Against Rheumatism (EULAR) (ALETAHA
et al., 2010).
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Espécies reativas de oxigénio (EROs), detectadas dentro da articulacao
inflamada, tém sido implicadas como mediadores inflamatorios na indugdo da AR
(YU et al., 2012) juntamente com citocinas pro-inflamatorias, principalmente o fator
de necrose tumoral-a (TNFa) (CERHAN et al., 2003). O acumulo de EROs danifica
protéinas, lipidios e DNA, podendo também atuar como segundo mensageiro para a
ativacdo do fator nuclear kappa-B (NFkB), e também servir como importantes
moléculas sinalizadoras intracelulares que amplificam a resposta inflamatoéria
proliferativa sinovial (FILIPPIN et al., 2008; HIRAO et al., 2011).

Além disso, a superproducdo de EROs parece provocar uma modificacdo na
regido N-terminal da albumina sérica humana, estda mudancga resulta na albumina
modificada pela isquemia (IMA) (CAKIR et al., 2012), um marcador sensivel para o
diagnostico da isquemia do miocardio, que também se encontra aumentado em
outras condicbes em que ha producao de radicais livres, tais como cirrose hepatica,
infeccbes agudas e cancer avancado (SBAROUNI et al., 2011). Um novo marcador
de extresse oxidativo, denominado de Produtos Proteicos de Oxidacdo Avancada
(AOPP), foi descrito pela primeira vez por WITKO-SARSAT e colaboradores, em
1996, apos ser detectado no plasma de pacientes urémicos crénicos. O AOPP é
formado através da acdo do estresse oxidativo sobre proteinas, especialmente a
albumina (PIWOWAR et al., 2010). Os niveis plasmaticos de AOPP estéo
aumentados em pacientes com AR (BASKOL et al., 2006).

Considerando o fato de que a AR € um estado crénico que envolve diversas
vias, tais como inflamacdo e estresse oxidativo, € de suma importancia avaliar o
perfil de novos biomarcadores para a melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos nesta patologia. A importancia do uso biomarcadores de estesse
oxidativo € poder fornecer uma relagdo entre o dano oxidativo a macromoléculas

como as proteinas, lipidios e DNA e vérias doencas (FILIPPIN et al., 2008).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Artrite Reumatoide

2.1.1 Definicao e epidemiologia

A artrite reumatoide (AR) & uma doenca inflamatéria sistémica cronica, de
carater autoimune, caracterizada por poliartrite periférica e simétrica, que leva a
deformidade e destruicdo das articulagdes devido a erosao da cartilagem e do 0sso
(BRASIL, 2006). Pacientes com AR estdo em risco substancial para lesdo articular
progressiva, incapacidade e aumento da morbidade e mortalidade, o que justifica o
diagnostico precoce e 0 uso de esquemas terapéuticos mais agressivos (CUSH,
2007).

A prevaléncia mundial da AR é de 0,5% a 1%, podendo variar entre grupos
populacionais (ALAMANOS e DROSOS, 2005). No Brasil, um estudo multicéntrico
realizado em 1993, verificou a prevaléncia de AR em adultos variando de 0,2% a
1%, nas macrorregides brasileiras (MARQUES NETO et al., 1993). Seu pico de
incidéncia ocorre entre a quarta e sexta décadas de vida, acometendo duas a trés

vezes mais mulheres do que homens (GABRIEL, 2001).

2.1.2 Manifestacdes clinicas

A AR é uma doenca com caracteristicas simétrica e erosiva, embora tenha
uma apresentacao clinica inicial varidvel, a doenca costuma ter um inicio insidioso
(GRASSI et al, 1998). Rigidez matinal nas articulagdes e inflamacg&o poliarticular

simétrica, em particular nas articulagbes metacarpofalangeanas (MCF),
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interfalangeanas proximais (IFP), metatorsofalangeanas (MTF), bem como os
punhos e os joelhos séo tipicos da doenca (PERSSELIN, 1991). Perda de peso,
fadiga e mal estar sdo sinais clinicos frequentes que podem estar associados a
vérias manifestacdes articulares como nédulos reuméticos, vasculite, anormalidades
hematologicas, sindrome de Felty e envolvimento visceral (GRASSI et al., 1998). O
envolvimento de outros 6rgdos, como coracao, pulmdo e sistema neurolégico pode
ser uma importante fonte de morbidade (PERSSELIN, 1991).

2.1.3 Fisiopatologia

A etiologia da AR ainda € desconhecida, mas evidéncias apontam para uma
interacdo entre fatores genéticos e ambientais (CHOY, 2012) assim como
mecanismos que levam ao dano tecidual, como o estresse oxidativo (OSKAN et al.,
2007). Entre os fatores ambientais que podem contribuir para o aparecimento da AR,
o habito de fumar € provavelmente o maior fator de risco para o desenvolvimento da
doenca (De HAIR et al., 2012), o tabagismo tem a propriedade de induzir o FR
(TORIGOE e LAURINDO, 2006), sendo que pacientes fumantes com AR tem mais
probabilidade de serem soropositivos (FR positivo) e ter titulos de FR mais elevados
do que pacientes ndao fumantes com AR (GOODSON et al., 2008). Além disso, 0
tabagismo aumenta a gravidade do quadro articular e esta associado a
manifestacdes extra articulares da doenca (PEREIRA et al., 2012).

Estudos recentes sugerem que o fator genético contribui com cerca de 60%
da suscetibilidade para AR, sendo que a principal contribuicdo genética (cerca de
40%) parece estar ligada a presenca dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) de
classe Il, mais especificamente as subclasses do HLA-DR4, sendo que 0s subtipos
do HLA-DR4 relacionados com a AR sdo os alelos HLA-DRB1*0401 e *0404 (De
VRIES et al., 2005; CRUZ-TAPIAS et al., 2012).

Apbés um evento desencadeante, possivelmente um acidente autoimune ou
infeccioso, em individuos suscetiveis, uma resposta autoimune crénica é provocada
com a proliferacdo de células T e B, aumento do fluxo sanguineo na membrana
sinovial e acumulo de células inflamatérias, como os leucdcitos polimorfonucleares.

O tecido sinovial inflamado comeca a crescer de forma irregular, formando o pannus
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invasivo, o qual invade a cartilagem, levando a liberacdo de vaérias citocinas,
interleucinas, proteinases e fatores de crescimento causando a destruicdo da
cartilagem e osso (WEYAND e GORONZY, 1997; RINDFLEISCH e MULLER, 2005),
conforme ilustrado nas figuras le 2.

A inflamacado articular provoca a ativacdo e proliferacdo do revestimento
sinovial que normalmente € composto de macrofagos e fibroblastos. Estas células
podem produzir citocinas pro-inflamatérias, tais como fator de necrose tumoral a
(TNF-a), interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8), que pode
aumentar a inflamacao sinovial (YU et al., 2012). EROs contribuem para a doenca
através da inducdo de citocinas pro-inflamatorias, com consequente amplificacdo da
resposta inflamatoria (SUKKAR e ROSSI, 2004).

Activates

Nature Reviews | Immunoclogy

Figura 1- Representacé@o esquematica dos eventos que ocorrem na artrite reumatoide. Reproduzido
de POPE, 2002.



16

a b
=
4

osteoclastos
capsula » fibroblastos
articular macréfagos
membrana células dentriticas
sinovial élulas T

plasmacitos

espaco articular | células B

cartilagem — angiogénese
extensa
mastécitos
sinovidcitos

sindvia hiperplasica

0SS0

Figura 2- Comparacao entre articulagdo normal e com artrite reumatoide. a. articulagdo normal; b.
articulacdo com AR. Reproduzido e adaptado de SMOLEN e STEINER, 2003.

2.1.4 Diagnastico

O diagnostico da AR é estabelecido pela associacdo de dados clinicos,
laboratoriais e radiograficos. A orientacdo para o diagnostico era baseada em
critérios de classificacéo revisados em 1987 pelo American College of Rheumatology
(ACR; anteriormente, American Rheumatism Association) (ARNETT et al, 1988;
SARAUX et al, 2001) apresentados na Tabela 1.



17

TABELA 1 - Critérios de classificagdo da Artrite Reumatoide do American College of
Rheumatology (ACR) de 1987*

Critério Definicao

1. Rigidez matinal Rigidez matinal dentro e ao redor das articulagdes
com uma duragcdo de pelo menos 1 hora antes da
melhora maxima.

2. Artrite de 3 ou mais Pelo menos trés areas articulares com edema de
areas partes moles ou derrame articular, observados por
um meédico.

3. Artrite de méao Comprometimento das articulacoes
metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais e
punhos.

4. Artrite simétrica Envolvimento das mesmas éareas a direita e
esquerda.

5. Nodulos reumatoides Nédulo subcutaneo, sobre proeminéncias 0sseas ou
superficiais extensoras, ou regides justa-articulares,
observadas por um medico.

o

Fator reumatoide (FR) | Fator reumatoide sérico presente.

7. Alteracdes Alteracbes tipicas de AR na radiografia

radiograficas anteroposterior de maos e punhos, que devem incluir
erosdes e/ou osteopenia periarticular nas articulacoes
das méaos e/ou punhos (alteracdes de osteoartrite ndo
qualificam).

*Para fins de classificacdo, o diagnostico da AR é definido quando pelo menos 4 dos 7 critérios sdo
preenchidos. Os critérios de 1 a 4 devem estar presentes por pelo menos 6 semanas. O diagnéstico
nao pode ser excluido quando apenas 2 critérios forem preenchidos. Adaptado de ARNETT et al.,
1988.

No entanto, esses critérios tinham algumas limitagdes, pois nao
apresentavam um bom desempenho quando aplicados no inicio da doenca, desta
forma, tornou-se necessario o estabelecimento de novos critérios de classificacédo
para a AR, enfocando a fase precoce da doenca. Diante disso, um trabalho em
conjunto entre o American College of Rheumatology (ACR) e European League
Against Rheumatism (EULAR) desenvolveu recentemente uma nova abordagem
(Figura 3) para a classificagdo da AR em uma fase inicial de evolucdo da doenca
(ALETAHA et al., 2010; Da MOTA et al., 2011).



18

Populagao-alvo (quem deve ser testado?)

Paciente com pelo menos uma articulagao com sinovite clinica definida
(edema).*

Sinovite que nao seja mais bem explicada por outra doenga.

*Os diagnésticos diferenciais podem incluir condigdes tais como lipus
eritematoso sistémico, artrite psoridtica e gota. Se houver dividas quanto aos
diagnosticos diferenciais relevantes, um reumatologista deve ser consultado.

Acometimento articular (0-5)

1 grande articulagao 0
2-10 grandes articulagdes 1
1-3 pequenas articulagdes (grandes nao contadas) 2
4-10 pequenas articulagbes (grandes nao contadas) 3
> 10 articulagGes (pelo menos uma pequena) 5

Sorologia (0-3)

FR negativo E ACPA negativo 0
FR positivo OU ACPA positivo em baixos titulos 2
FR positivo OU ACPA positivo em altos titulos 3

Duragao dos sintomas (0-1)

< 6 semanas 0

2 6 semanas 1

AProvas de atividade inflamatéria (0-1)
PCR normal E VHS normal 0
PCR anormal OU VHS anormal 1

Pontuagdo maor ou igud a 6 & necessdria para classificagdo definitiva de um paciente como AR.
0 dominio acometimento articular refere-se a qualquer articulagdo dolorosa ou inchada
(excluindo interfalangeanas distais do p& ou mdo, primeira metatarsofalangeana e primeira
carpometacarpena). Evidéncia adicional obtida por exames de imagem pode ser utilizada para
confirmagdo dos achadas clinicos. Consideram-s2, para fins de dassificagdo, como paquenas
articulagdes as metacarpofalangeanas, interfalangeanss proximais, metatarsofalangeanas
{segunda & quinta), primeira interfalangeana e punhos, e como grandes articulagdes
ombros, cotovelos, quadiil, joethos, tarnozelos. Articulaples adicionais (temparomandibular,
estarnoclavicular, acromioclavicular, entre outras) podem s2r contadas, na avaliagao de "mais de
10 articulagies", desde que uma pequena articulagdo (a0 mencs) este{a acometida.

No dominio sorologia, considera-ze o resutado de fator reumatoide ou de anticorpos anti-
peptideos/proteinas citrulinadas negativo se o valor encontrado for igua ou menar ao limite superior
danormalidade para o respectivo laboratério; positive baixo se o resultade encontrado for maior que
0 limite superior da normalidade, mas menor ou igual a 3 vezes o limite superior da normalidade;
e positivo alto quando o valor encontrado for superior a 3 vezes o limite superior da normalidade.
0 dominio duragdo dos sintomas s= refere ao relato do proprio paciente quanto & durago
maxima dos sinais e sintomas de qualquer articulagdo que esteja clinicamente erwolvida no
momento da avaliagdo.

J4 as provas de atividade inflamatoria (velocidade de hemosedmentagao e proteina C reativa)
sdo consideradas normas ou anormais de acordo com o valor de referéncia do laboratério utilizado.

Figura 3 — Critérios de classificacdo para AR 2010 ACR/EULAR. Reproduzido de Da MOTA et al.,
2011.

N&o existe exames laboratoriais especificos para o diagnéstico da AR, no
entanto, varios testes podem fornecer dados objetivos que aumentem a seguranca
do diagnodstico (RINDFLEISCH e MULLER, 2005). O American College of
Rheumatology Subcommittee on Rheumatoid Arthritis Guidelines (ACRSRA)
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recomenda que as avaliagdes laboratoriais iniciais incluam um hemograma completo
diferencial, velocidade de hemossedimentacdo (VHS), fator reumatoide (FR) e
proteina C-reativa (PCR), além disso, é recomendavel uma avaliacdo renal e
hepética, uma vez que muitos agentes antirreumaticos podem causar insuficiéncia
renal ou hepatica (ACR SUBCOMMITTEE ON RA GUIDELINES, 2002).

O FR é um auto anticorpo que reage contra a por¢ao Fc da imunoglobulina G
(IgG), descrito pela primeira vez em 1940 (BOSE e CALABRESE, 2012). E
amplamente utilizado no diagnostico da AR e se encontra presente em 50 a 80%
dos pacientes, portanto a negatividade do FR ndo exclui o diagnostico de AR.
Apresenta também baixa especificidade (TASLIYURT et al, 2012), uma vez que
pode ser detectado numa variedade de condicdes inflamatérias e infecciosas,
podendo aumentar com a idade (BOSE e CALABRESE, 2012; TASLIYURT et al,
2012). Outros marcadores sorologicos como 0s anticorpos contra peptideos ciclicos
citrulinados (anti-CCP), de alta especificidade (95-98%) e sensibilidade entre 65 e
80%, podem auxiliar no diagndstico precoce da AR, pois estariam presentes na fase
inicial da doenca, ou mesmo antes da fase clinica, e sua positividade pode fornecer
informacé&o prognaostica sobre a gravidade da doenca (MIRIOVSKY et al, 2010).

A PCR e o VHS sao marcadores de fase aguda que estdo aumentados
durante a inflamacdo. O VHS ¢ influenciado pelos niveis séricos de proteinas de
fase aguda do plasma, principalmente o fibrinogénio. Além de se encontrar elevado
na AR, o VHS pode se elevar em outros estados inflamatorios como infeccdes e
neoplasias, como também em estados nédo-inflamatérios em que a morfologia do
eritrocito € alterada, incluindo anemia, idade avancada ou amostras de sangue
armazenadas (FARHEEN e AGARWAL, 2011). A PCR €& uma proteina sérica
sintetizada pelos hepatécitos e se encontra aumentada em varias condi¢cdes de
infeccBes e inflamacdes, seus niveis elevados se correlacionam positivamente com
a atividade da doenca em pacientes com AR (YILDIRIM et al, 2004). A Tabela 2
resume os resultados de testes associados com a AR (RINDFLEISCH e MULLER,
2005).
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TABELA 2 — Achados laboratoriais associados a AR

Testes laboratoriais Achados associados

Proteina C reativa (PCR) | Tipicamente aumentado (>0,7 picogramas por mL),

pode ser utilizado para monitorar o curso da doenca.

Taxa de sedimentacao de | Frequentemente aumentada (>30mm por hora), pode
eritrécitos (VHS) ser utilizado para monitorar o curso da doenca.

Hemoglobina/Hematdcrito | Ligeiramente reduzida, média de hemoglobina em torno
de 10g por dL, anemia normocrdémica, também pode ser

normocitica ou microcitica

Contagem de globulos | Pode estar aumentada.

brancos

Plaguetas Normalmente aumentadas.

Fator reumatoide (FR) Negativo em 30% dos pacientes no inicio da doenca, se
inicialmente negativo, pode repetir de 6 a 12 meses
apos o inicio da doenca. Pode ser positivo em outros
processos como Lupus. Nao é uma medida precisa da
progressao da doenca.

Anticorpos contra | Tende a se correlacionar bem com a progressao da

peptideos ciclicos | doenca. Sensibilidade aumentada quando usado em

citrulinados (anti-CCP) combinacdo com o FR. Mais especifico que o FR. Néo

disponivel em muitos laboratorios.

Adaptado a partir das informag¢6es de RINDFLEISCH e MULLER, 2005.

2.1.5 Tratamento

O tratamento da AR inclui a educacao do paciente e de seus familiares sobre
a sua doenca, como esclarecimentos quanto as possibilidades evolutivas,
terapéuticas e de progndstico, terapias psico-ocupacionais e medicamentosas. Os
medicamentos utilizados incluem o uso de anti-inflamatérios ndo hormonais (AINH) e

corticoides (em baixa dose oral e/ou intra-articular) para controle da dor e do
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processo inflamatorio articular, drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD)
sintéticas e biolégicas, que possuem a capacidade de reduzir os sinais e sintomas
de atividade da AR e drogas imunossupressoras, restritas para formas mais severas
da doenca devido a sua consideravel toxicidade. As DMCD (Metotrexato,
Hidroxicloroquina, Sulfasalazina, Leflunomide, Azatioprina e Ciclosporina) devem ser
utilizadas assim que o diagnéstico da AR for comprovado, sendo o Metotrexato
(MTX) a droga de escolha. Na auséncia de resposta com o MTX deve se pensar em
outra DMCD ou combinac&o destas (BERTOLO et al, 2007; Da MOTA et al, 2012).

Atualmente, existem novos agentes modificadores da resposta biologica
disponiveis no Brasil. Entre estes estdo incluidos 3 agentes bloqueadores do fator
de necrose tumoral (anti-TNF): infliximabe, adalimumabe e etanercepte (LAURINDO
et al., 2004) o rituximabe, droga depletora do linfocito B; e o abatacepte, modulador
da co-estimulacéo do linfécito T. Estas drogas estédo indicadas para os pacientes
gue persistirem com a atividade da doenca ou quando ndo responderem a pelo
menos duas associa¢cdes de DMCD incluindo o MTX (BERTOLO et al., 2007; Da
MOTA et al., 2012). A Comissao de Artrite Reumatoide da Sociedade Brasileira de
Reumatologia propde um algoritmo de tratamento medicamentoso para a AR no
Brasil (Da MOTA et al., 2012).

Os objetivos terapéuticos na AR incluem a preservacdo da funcdo e da
gualidade de vida, a minimizacdo da dor e inflamacdo, assim como o controle de
complicacdes sistémicas (RINDFLEISCH e MULLER, 2005). E importante ressaltar
gue o diagndstico precoce e tratamento mais agressivo na fase inicial da AR séo
fundamentais para o controle da atividade da doenca e para prevenir incapacidade
funcional e lesao articular irreversivel (FARHEEN e AGARWAL, 2011).

2.2 Estresse Oxidativo e Artrite Reumatoide

Radical livre é qualquer espécie com existéncia independente que contém um
ou mais elétrons desemparelhados ocupando orbitais atébmicos ou moleculares
(HALLIWELL, 1987), em geral sdo instaveis, com meia-vida curtissima e

guimicamente muito reativos (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Essas espécies, cujo
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elétron desemparelhado encontra-se centrado em atomos de oxigénio e nitrogénio
recebem a dominacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNSs), respectivamente (SILVA et al., 2011). O organismo humano
sofre acdo constante de EROs, como o superéxido, peréxido de hidrogénio e acido
hipocloroso e ERNs como o éxido nitrico, geradas em processos inflamatérios, por
alguma disfuncéo biol6gica ou proveniente dos alimentos (BARREIROS et al., 2006).

EROs sao geradas durante o metabolismo celular aerdbico normal, possuindo
importante papel fisiolégico na manutencéo do estado celular redox, sdo importantes
sinalizadoras intracelulares e formam uma parte integrante da defesa do organismo
contra a invasédo de agentes microbianos (HITCHON e EL-GABALAWY, 2004). Sob
condicbes normais, a concentracdo destas espécies dentro das células é
extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as removem,
ou impedem sua formacgao (TOUYZ, 2004). Porém, em altas concentracbes podem
danificar macromoléculas celulares, incluindo DNA, lipidios e proteinas, podendo
levar a morte subsequente (SILVA et al., 2011; HIRAO et al., 2011).

Antioxidantes sdo substancias responsaveis pela inibicdo e reducdo das
lesdes causadas por EROs, sao classificados em enzimaticos e ndo-enzimaticos. Os
primeiros sao representados pelas enzimas catalase (CAT), superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), enquanto que 0s
nao-enzimaticos incluem a vitamina A, vitamina E, betacaroteno e compostos
fendlicos onde se destacam os flavondides e poliflavonéides (BIANCHI e ANTUNES
1999; CUERDA et al.,, 2011). O estresse oxidativo €, portanto, o resultado do
desequilibrio entre a producdo de EROs e as defesas antioxidante fisiologicas
(ZHOU et al, 2010), causado por distarbios na producéo, distribuicdo ou por uma
abundancia de EROs a partir de fontes enddgenas ou fatores ambientais,
predominando a acdo danosa dessas espécies sobre as células (SILVA et al., 2011).

O estresse oxidativo tem sido relacionado na patogénese de diversas
doencas, e tem sido proposto como um importante contribuinte na lesao articular de
pacientes com AR (KUNDU et al.,, 2011). Células presentes nas articulacbes
inflamadas, como os macrofagos, neutrofilos, linfécitos e células endoteliais, uma
vez isoladas e estimuladas, possuem a capacidade, de produzir espécies reativas de
oxigénio (EROs). Estes, na presenca de moléculas de lipidios, DNA, proteinas,
carboidratos ou proteoglicanos, provocam lesado oxidativa (MERRY et al., 1989).

Grandes quantidades de EROs tém sido detectadas no liquido sinovial de
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articulacdes reumaticas inflamadas (HIRAO et al., 2011) e essa grande quantidade
pode levar a dano oxidativo ao acido hialurénico, lipidios, matriz da cartilagem e ao
DNA (YU et al., 2012).

A superproducao de radicais livres parece produzir uma modificacdo quimica
na albumina sérica humana, o que resulta em um aumento da albumina modificada
pela isquemia (IMA), o qual, por sua vez, parece desempenhar um papel como
biomarcador de estresse oxidativo (DUARTE et al., 2009). A albumina plasmatica é
uma das mais abundantes proteinas circulantes no sangue, ela é sintetizada no
figado e sua diminuicdo no soro € associada com um risco aumentado de
mortalidade bem como um aumento na incidéncia de doencas cardiacas
(SBAROUNI et al., 2011). Esta proteina tem duas principais funcbes, manter a
pressao coloidosmotica no fluido intravascular e servir de ligante para varias
substancias no plasma sanguineo, como a bilirrubina, ions célcio e magnésio, assim
como diversas drogas. Uma diminuicdo desta proteina pode ser causada devido a
diversas condicbes como doencas do figado, auséncia de fontes de aminoacidos em
pacientes mal nutridos, doenca renal, disturbios gastrointestinais, entre outros
(IMMANUEL e SANJAYA, 2006).

Sob condi¢des fisiologicas normais, a extremidade amino-terminal (N-
terminal) da molécula de albumina parece ser o principal sitio de ligacdo de metais
de transicdo como o cobre, o cobalto e o niquel, no entanto, esta regido é
susceptivel a degradacéo bioquimica e € menos estavel sob condicbes ambientais
(SINHA et al., 2003; SBAROUNI et al., 2008; CAKIR et al., 2012). A figura 4 ilustra a

ligacdo do cobalto a regido N-terminal da molécula de albumina.

V4

4

Cobalt binds to the N-termirus
of normal abumn, but not to IM&

Figura 4 — Ligagdo do cobalto a regiao N-terminal da albumina normal. Reproduzido de IMMANUEL e
SANJAYA, 2006.
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Diversas condicbes como isquemia, hipoxia, acidose e lesdo por EROs
tornam essa capacidade de ligagdo com os metais diminuida, gerando uma variante
metabdlica da IMA (SBAROUNI et al., 2011; CAKIR et al., 2012). Tem sido proposto
gue EROs, como os radicais superdxido e hidroxil, gerados durante a isquemia-
reperfusdo miocardica modificam a regido N-terminal da albumina sérica resultando
na formagéo da IMA (ROY et al., 2006). A mudanca que ocorre na regido N-terminal
promove a reducdo da afinidade da albumina pelo cobalto, ficando este livre e em
maior quantidade (BAR-OR et al., 2004; BAR-OR et al., 2008). Laboratorialmente, a
IMA pode ser mensurada através do teste de ligacdo da albumina ao cobalto
(Albumin Cobalt Binding - ACB), este ensaio detecta indiretamente a IMA através da
diminuicdo da capacidade de ligacdo da albumina com o cobalto. Quando uma
guantidade conhecida de cobalto é adicionada ao soro do paciente, estes se ligam a
albumina normal, ndo a IMA, assim, um aumento da IMA estd relacionado
proporcionalmente ao cobalto n&do ligado, que pode ser medido
espectrofotometricamente seguindo a adicdo de um reagente de coloragdo, como
mostrado na figura 5 (SBAROUNI et al, 2011).

Figura 5 — Teste de ligacdo da albumina ao cobalto. Reproduzido e adaptado de SBAROUNI et al,
2008.
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Niveis séricos elevados de IMA tem sido proposto como um marcador
sensivel para o diagndstico de isquemia do miocardio antes do inicio de uma leséo
cardiaca irreversivel em pacientes com tipica dor toracica aguda (CAKIR et al.,
2012). Contudo, este aumento ndo € exclusivo de isquemia cardiaca, podendo 0s
niveis de IMA estarem elevados em outras condi¢des isquémicas, como a isquemia
cerebral, e doencas como a cirrose hepatica, infeccdes agudas, canceres
avancados, diabetes mellitus, doenca renal, entre outras (APPLE et al., 2005;
SBAROUNI et al., 2008). Mediante uma exaustiva busca na literatura, ndo foram
encontrados relatos da relacdo da albumina modificada pela isquemia (IMA) em
pacientes com AR.

Os produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP), primeiramente
caracterizados por WITKO-SARSAT et al. (1996), sdo decorrentes do estresse
oxidativo causado pela acdo de oxidantes cloraminados, principalmente &acido
hipocloroso e cloraminas produzidos pela enzima mieloperoxidase (MPO) nos
neutrofilos ativados. A enzima MPO catalisa a rea¢ao do ion cloreto com peroxido de
hidrogénio, gerando grandes quantidades de acido hipocloroso, importante na
oxidacdo e cloracdo de substancias (KETTLE et al.,, 1997). De acordo com
CAPEILLERE-BLANDIN et al. (2004) os AOPP séao diretamente relacionados a
oxidacdo da albumina, mas também de fibrinogénio e lipoproteinas (PIWOWAR,
2010). A estrutura do AOPP é similar aos produtos finais de glicacdo avancada
(AGE), que tem a habilidade de induzir a secrecao de citocinas pro-inflamatorias e
expresséo de moléculas de adesdo (KALOUSOVA et al., 2002).

Os neutréfilos presentes nas articulacdes inflamadas de pacientes com AR
tém sido considerados como mediadores da destruicdo dos tecidos nestes
pacientes. Além de serem capazes de produzir EROs, quando ativados, estas
células também sdo capazes de promoverem a liberacdo da enzima MPO e
consequentemente a geracdo de oxidantes clorados. Estes, por sua vez, reagem
rapidamente com aminodcidos e proteinas formando os AOPP (BASKOL et al.,
2006). O AOPP vem sendo considerado um marcador confidvel para avaliar o grau
de dano proteico mediado por oxidacdo (WITKO-SARSAT et al., 1996). Na AR,
aparecem como novos marcadores associados com o estresse oxidativo, bem como
mediadores inflamatérios capazes de amplificar a ativacdo dos neutroéfilos (BASKOL

et al., 2006), também possuem vantagens sobre outros marcadores devido a sua
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rapida formacédo, grande estabilidade e confiabilidade e longa meia-vida (DALLE-
DONNE et al., 2003).

O acumulo de AOPP também tem sido relatado, por diversos estudos, em
outras doencas autoimunes além da AR e/ou condi¢des associadas com inflamacao
cronica tais como o diabetes mellitus (KALOUSOVA et al., 2002; PIWOWAR et al.,
2007), alguns tipos de cancer (TESAROVA et al., 2007; AVINASH et al., 2009),
sindrome coronariana aguda (SKVARILOVA et al., 2005).

2.3 Proteina C - reativa e Artrite Reumatoide

A inflamacé&o € considerada uma resposta do organismo a qualquer processo
capaz de causar lesdo celular ou tecidual, € um processo fisiologico em resposta a
diferentes estimulos como infec¢cdes, alteracGes fisico-quimicas e antigénicas ou
danos traumaticos. Essa resposta € comum a varios tipos de tecidos e € mediada
por diversas substancias produzidas pelas células danificadas e células do sistema
imunitario (VIANNA et al., 2011). Processos inflamatorios sdo as principais causas
para inicio de uma resposta de fase aguda pelo organismo (STREETZ et al., 2001).
Esta resposta € acompanhada por um aumento na sintese de proteinas de fase
aguda pelo figado, que estdo envolvidas no reestabelecimento da homeostase
(MOSHAGE, 1997).

A AR é uma doenca cronica caracterizada pela inflamacao sinovial, que leva a
destruicdo do osso e cartilagem, estudos sugerem que citocinas, um grupo de
proteinas de baixo peso molecular, desempenham um papel patolégico na AR,
mediando a inflamacdo aguda e crbénica, como também a destruicdo do tecido
conjuntivo (DUFF, 1994; VERVOORDELDONK e TAK, 2002). Citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a e IL-1B conhecidos iniciadores da cascata de
ativacdo do NF-kB, séo responsaveis pela perpetuacdo do processo inflamatorio na
AR (FILIPPIN et al., 2008), além disso, o TNF-a & conhecido por aumentar a
producédo de EROs (BINIECKA et al.,, 2011), sendo que altas concentragbes de
EROs podem atuar como segundos mensageiros envolvidos na ativacdo do NF-kB
e com isso a manutencdo do processo inflamatério (HIRAO et al., 2011). Nesse

contexto, as citocinas como a IL-1B, IL-6 e o TNF-a, produzidas no local da
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inflamacédo, desempenham importante papel na resposta de fase aguda deste
processo, induzindo a producéo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos, entre
as quais se destaca a proteina C reativa (PCR) (BILATE, 2007).

A PCR é classificada como uma proteina de fase aguda devido a sua maior
concentragédo no soro durante uma infecgéo e inflamacgao (YILDIRIM et al., 2004). O
aumento rapido da concentracdo desta proteina no soro geralmente reflete a
extensdo da injuria tecidual e na auséncia de estimulo, os niveis séricos diminuem
rapidamente, no entanto, niveis persistentemente elevados sdo observados em
estados inflamatorios crénicos como na fase ativa da AR (FARHEEN e AGARWAL,
2011), ou seja, existe uma correlagdo positiva entre os niveis séricos de PCR e a
atividade da doenca na AR (YILDIRIM et al., 2004). Na pratica clinica a PCR é
frequentemente utilizada como um dispositivo de rastreio para a inflamacéo, um
marcador para a atividade da doenga e como um auxiliar de diagnéstico (CLYNE e
OLSHAKER, 1999).

Desta forma, elucidar os fatores que estdo envolvidos no processo
inflamatorio da AR € extremamente relevante , pois estes poderao vir a auxiliar no
diagnostico precoce da doenca, o que tem se mostrado relevante para melhorar o

prognostico da patologia .



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis de albumina modificada pela isquemia em pacientes com

artrite reumatoide.

3.2 Objetivos especificos

— Investigar o comportamento de biomarcadores associados ao estresse
oxidativo (IMA e AOPP) em pacientes com AR e em individuos saudaveis;

— Avaliar os niveis de proteina de fase aguda PCR em pacientes com AR e
em individuos saudaveis;

— Avaliar a funcéo renal em pacientes com AR e em individuos saudaveis;

— Avaliar os indices hematimétricos (Hg, Hct e VCM) em pacientes com AR e
em individuos saudaveis;

— Avaliar os niveis de fator reumatoide (FR) em pacientes com AR e em

individuos saudaveis.
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SUMMARY

Background: Oxygen metabolism has an important role in the pathogenesis of
rheumatoid arthritis (RA). Abundant amounts of ROS have been identified in the
synovial fluid of RA patients. The accumulation of ROS in cells also serves as
important intracellular signaling molecules that amplify the synovial inflammatory-
proliferative response. Thus, the aim of this study was to assess the IMA levels and
other oxidative stress and inflammatory biomarkers in RA subjects.

Methods: IMA, AOPP, CRP, hemoglobin, Hct, MCV, RF, creatinine, urea levels were
assessed in 16 RA subjects and 20 healthy controls.

Results: IMA levels were significantly higher in the RA group than in the control group
(0.495 + 0.01 vs 0.433 £ 0.02 ABSU, P=0.038). No significant differences were
observed for the other markers studied.

Conclusions: This study demonstrated that RA is related to oxidative stress and
inflammation. We also showed for the first time an increase of IMA levels in RA
subjects, suggesting that this pathology promotes the raise of oxidative stress

process.

Keywords: Rheumatoid arthritis, reactive oxygen species, ischemia-modified

albumin, C-reactive protein, advanced oxidation protein products

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory, autoimmune disease that
involves hyper-proliferation of the synovial membrane, leading to joint and bone
damage [1]. Articular inflammation causes activation and proliferation of the synovial
lining that is usually composed of macrophage and fibroblast [2]. RA affects 0.5% to
1% of world population, is more frequent in females than males (two or three times
more) and can start at any age. However, its greatest incidence occurs between the
fourth and sixth decade of life [3]. Patients with RA have a higher chance of having

other co-morbidities; some are casually associated with RA and others are related to
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their treatment. However, regardless of their underlying pathogenesis, these
diseases contribute to a lower life expectancy and increased mortality in RA [4].

The diagnosis of RA is established through the association of a number of
symptoms and clinical signs as well as laboratory and radiological findings. The
guidance for the diagnosis is based on the classification criteria of the American
College of Rheumatology (ACR) / European League Against Rheumatism (EULAR)
[5]. Among the laboratory markers of inflammatory activity used to assess RA activity
is the dosage of C-reactive protein (CRP), this test is not specific for RA though [6].
Since CRP is, an acute phase protein, it can be used in the evaluation of patients
with inflammatory disorders of any nature, ie, indicator of inflammatory processes
resulting from infection, carcinomas, trauma and surgery [7]. CRP levels may also
vary according to the age, sex [6], smoking, hypertension and obesity [8]. Another
biomarker used in the diagnosis of RA is the rheumatoid factor (RF), which is an
autoantibody that reacts against the Fc portion of immunoglobulin IgG [9]. Its
specificity and sensitivity are limited, especially in early RA, since 30% to 40% of
patients, at the onset of disease, may be negative for this autoantibody [10].

Oxidative stress induced by reactive oxygen species (ROS) has been
proposed as a major mechanism contributing to the joint tissue damage in RA
patients [11]. Cells present in the inflamed joint, such as macrophages, neutrophils,
lymphocytes, and endothelial cells are all capable of producing ROS when isolated
and stimulated. When, stimulated in the environment of critical biomolecules such as
lipids, proteins, DNA, carbohydrates, they promote oxidative damage [12]. In this
context, the overproduction of ROS and inflammatory process may modify the N-
terminal region of the human serum albumin. This change results in ischemia-
modified albumin (IMA), a sensitive marker for the diagnosis of myocardial ischemia
[13], which is also increased in other pathologies such as liver cirrhosis [14],
pulmonary embolism [15], and end stage renal disease [16], among others. In 1996,
a novel oxidative stress biomarker, referred to as advanced oxidation protein
products (AOPP), was detected in the plasma of chronic uremic patients. AOPP
levels are a measure of highly oxidized proteins, especially albumin [17] [18]. An
increase in the plasma of AOPP has been reported in pathological conditions such as
diabetes mellitus [19] [20], cancer [21] [22], acute coronary syndrome [23] and RA
[24].
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Thus, considering the fact that RA is a chronic state that involves diverse
pathways such as inflammation and oxidative stress, the aim of this study was to
assess the IMA levels and other oxidative stress and inflammatory biomarkers in RA

subjects.

MATERIALS AND METHODS

This case-control study included 36 volunteers enrolled in Santa Maria, Rio
Grande do Sul, Brazil. The subjects were divided into two groups: rheumatoid
arthritis (n=16) and control (n=20). Rheumatoid arthritis was diagnosed according to
2010 ACR/EULAR criteria [5]. Exclusion criteria for the study included patients with
HIV, cancer, diabetes mellitus, renal failure, hypertension and pregnant patients.This
study protocol was approved by the Local Research Ethics Committee (number:
0186.0.243.000-11).

Anthropometric measurements with emphasis to clinical markers of adiposity
were obtained. Body mass index (BMI) was calculated by dividing the weight (kg)
with height (m?). Waist circumference (cm) was measured in average distance
between the last rib and iliac crest, around the navel. All patients answered to a
clinical and epidemiological assessment evaluating the practice of physical
exercises, smoking, hypertension and treatment with drugs.

Blood samples were collected from all subjects after an overnight fast by
venous puncture technique into Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) tubes
with  EDTA anticoagulants and no anticoagulants. Specimens were routinely
centrifuged at 2500 x g for 15 min at 4°C. Hematocrit (Hct), hemoglobin (Hb) and
mean corpuscular volume (MCV) were measured in whole blood collected in EDTA
tubes. Plasma was used for the measurement of fasting glucose and AOPP, and
serum was used to assess the concentrations of RF, creatinine, urea, CRP and IMA.
All assays were performed at Cobas Mira® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)
clinical chemistry analyzer, except RF that was measured in automated
immunochemistry analyzer Dimension® Xpand® Plus (Siemens) as well as Hct, Hb

and MCV which were measured in automated hematology analyzer Sysmex® XE-
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2100. Serum IMA was measured by colorimetric assay based on biochemical
properties of albumin to bind exogenous cobalt as previously described [25]. AOPP
was measured as previously reported [26].

Distribution of variables was tested by use of Kolmogorov-Smirnov test.
Continuous variables were presented as mean and standard deviation (SD), and
comparisons between groups were performed with Student’s t test. Categorical data
were summarized as percentages, and comparisons between groups were

performed with Chi-square test. Statistical significance was assumed at P<0.05.

RESULTS

Baseline characteristics of study participants are described in Table 1. Among
RA patients, 75% of them take glucocorticoids and disease-modifying antirheumatic
drugs. RA patients had significantly higher levels of RF than control subjects. IMA
levels were significantly higher in the RA group than the control group (0.495 + 0.01
vs 0.433 £ 0.02 ABSU, P=0.038), as shown in Figure 1. No significant differences

were observed for fasting glucose, Hct, Hb, MCV, creatinine, urea, CRP, and AOPP.

Please add the Table 1 here

Please add the Figure 1 here

DISCUSSION

The results of the present study showed that RA is related to inflammation and
oxidative stress, as studied previously [27] [28] [29]. However, to the best of our
knowledge, this is the first study reporting increased levels of IMA in RA. Regarding
the pathobiology of RA, oxidative stress is an important mechanism that underlies
destructive and proliferative synovitis [30] [31]. Neutrophils, the main cells of inflamed

synovial fluid in RA, produce ROS, especially superoxide anion. Above normal
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concentrations, ROS damage lipids, proteins, membranes, and nucleic acids. Also,
ROS can act as a second messenger to activate nuclear factor kappa-B (NFkB) and
serve as important signalling intracellular molecules that amplify the synovial
inflammatory-proliferative response [32] [33]. Moreover, ROS can induce pro-
inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6) and interferon-gamma (IFN-y), followed by an inflammatory
response [32].

In this study, higher level of IMA and an increased inflammatory response
were associated with RA. Under various conditions such as ischemia, hypoxia,
acidosis and superoxide-radical injury, the metal binding capacity of albumin to
transition metals such as copper, nickel, and cobalt is reduced, generating a
metabolic variant of the protein [13]. Overproduction of free radicals may produce a
chemical modification of human serum albumin (HSA), resulting in an increased IMA,
which in turn seems to play a role as an oxidative stress biomarker [34]. The native
structure of HSA, specially the intact N-terminal and a free thiol group on cys34, is
essential to occur albumin cobalt binding. However, ROS cause damages to the N-
terminal resulting in the cleavage of the two terminal amino acids. Furthermore, ROS
promote the oxidation of cys34 of HAS, which results in less cobalt binding to HSA
and consequently more free cobalt, increasing IMA assay levels [35][36].

Accumulating evidence suggests that inflammatory processes mediate the
development and progression of RA [37]. CRP is frequently used as a marker of the
acute-phase response; it has a short half-life and consequently is a sensitive
measure of cytokine-induced protein synthesis [38]. Moreover, CRP is produced in
the liver in response to IL-6 and is a useful biochemical marker to evaluate the
disease activity of patients with RA [39]. In this study, we observed higher levels of
CRP in RA subjects, although not being statistically significant different. This, may be
due to the fact that patients were treated with a broad range of comedications (e.g.,
glucocorticoids and disease-modifying antirheumatic drugs) which could influence
CRP level [39] [40] [41] [42] reducing inflammatory activity in these patients [43].
Another aspect of CRP is its association with a risk of cardiovascular complications
(CV) [44]. Interventions leading to a reduction in the CRP level significantly reduced
the incidence of the first major CV event and death from any cause [45]. Previous

studies indicated that the use of prednisone, an anti-inflammatory widely used in the
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treatment of RA, appears to lower the levels of IL-6, a pro-inflammatory cytokine,
producing a beneficial in AR symptoms [43] [46].

Despite evidence that oxidative stress plays a role in RA, few data are
available concerning the occurrence of protein oxidation. Proteins are among the
main targets of oxidation in the plasma because they are major components of
plasma [47]. Examination of individual serum proteins may be useful in establishing
specific pathways of oxidative stress in vivo and in determining the potential
functional consequences of oxidant stress exposure [48]. The attack of ROS modifies
amino acid, lysine, arginine, proline, and histidine residues generating carbonyl
moieties and action of chloraminated oxidants, mainly hypochlorous acid and
chloramines, produced by myeloperoxidase in activated neutrophils. This attack
forms dityrosine containing cross-linked protein products known as AOPP, which is
identified as an early marker for oxidative stress and inflammation and is used as a
measure of protein damage [17] [49] [50]. We reported in this study, even not being
statistically significant, the higher levels of AOPP in RA subijects, indicate a higher
oxidation of proteins in RA. AOPP is formed during oxidative stress by the reaction of
plasma protein with chlorinated oxidants [17], and it was suggested as a measure of
highly oxidized proteins, especially albumin [22]. Recently, Baskol et al. (2006) found
in a study involving patients with RA, that AOPP levels were significantly higher in RA
subjects than in the control group [24]. Indeed, this study demonstrated that AOPP,
which arise from the reaction between chlorinated oxidants and proteins, constitute a
new molecular basis for the deleterious activity of oxidants and may be considered
as true mediators of the pro-inflammatory effects of oxidative stress [24, 26].

In conclusion, the present study demonstrates that RA is related to oxidative
stress and inflammation. We have also demonstrated for the first time an increase of
IMA levels in RA subjects, suggesting that this pathology promotes the raise of
oxidative stress process. However, further studies are required to investigate this
assessment in a larger population, especially a longitudinal study to demonstrate if

IMA is an early marker of oxidative stress in RA.
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Table 1. Characteristics of study patients

(continues)

Control Rheumatoid P-value

Arthritis

Age (years) 51.3+2.0 57.7+2.8 0.072
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(conclusion)

Male (%)

Smokers (%)

BMI (Kg/m?)
Fasting glucose (mmol/L)
Rheumatoid factor
(Ul/mL)

Creatinine (umol/L)
Urea (mmol/L)
AOPP (umol/L)
CRP (mg/L)
Hemoglobin (g/dL)
Hct (%)

MCV (micra®)

25.0

25

259+0.8

4.9+0.09

10.9+0.3

76.2+3.0

11.4+0.5

43.1+3.0

10.7+2.3

13.7+0.2

41.3+0.7

89.9 +£1.2

31.2

18.7

27.5+15

54+0.2

379+8.1

85.2+9.0

12.2+0.6

51.3+10.8

13.7+4.0

13.3+0.5

41.1+1.5

909 +1.2

0.722

0.708

0.346

0.063

<0.001

0.312

0.382

0.428

0.498

0.458

0.894

0.557

Data are expressed as mean and SD or percentages

FIGURE LEGEND

Figure 1. Concentrations of IMA observed in study population. *P<0.05 compared to

normal subjects.
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5. CONCLUSOES

— Demostrou-se neste estudo a existéncia de uma relagéao entre AR, estresse
oxidativo e inflamacao;

— Um aumento significativo dos niveis de albumina modificada pela isquemia
(IMA) em pacientes com AR sugere que esta patologia promove 0 aumento
do estresse oxidativo;

— Niveis significativamente maiores do fator reumatoide (FR) em pacientes
com AR do que os controles saudaveis confirmam a atividade da doenga
nesses pacientes;

— No entanto, mais estudos sdo necessarios para investigar essa avaliacao
em uma populacdo maior, especialmente um estudo longitudinal para

demonstrar se IMA € um marcador precoce de estresse oxidativo na AR.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Titulo do projeto: Avaliacao dos niveis de albumina modificada pela isquemia, um
novo biomarcador de estresse oxidativo, em pacientes com artrite reumatoide.
Pesquisador responsével: José Edson Paz da Silva

Instituicdo/Departamento: Universidade Federal de Santa Maria — UFSM/
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas.

Telefone para contato: (55) 8137 1362

Pesquisadores participantes: Michele Rodrigues Leitemperguer

Vocé esta sendo convidado (a) a responder as perguntas deste questionario
de forma voluntaria. Antes de concordar em participar desta pesquisa e responder
este questionario, € muito importante que vocé compreenda as informacdes e
instrucdes contidas neste documento. Vocé tem o direito de desistir de participar da
pesquisa a qualquer momento.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira, além do preenchimento do
guestionario, o consentimento da sua parte para que o pesquisador possa utilizar a
sobra do material coletado. Esta pesquisa pretende fazer a analise de marcadores
gue estdo relacionados com o estresse oxidativo verificando as possiveis relacdes
desses em portadores de artrite reumatoide (AR).

N&o existe risco e desconforto além do que vocé vai ter para doar o seu sangue,
pois a analise vai ser feita na mesma amostra coletada para os exames de rotina.

O preenchimento deste questionario ndo representara qualquer risco de
ordem fisica ou psicolégica para vocé. Esta pesquisa trara maior conhecimento
sobre o tema abordado, sem beneficio direto para vocé. As informacdes fornecidas
por vocé terdo sua privacidade garantida pelos pesquisadores responsaveis. Os
sujeitos da pesquisa ndo serdo identificados em nenhum momento, mesmo quando

os resultados desta pesquisa forem divulgados em qualquer forma.

Ciente e de acordo com o que foi anteriormente exposto, eu

, estou de acordo em
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participar desta pesquisa, assinando este consentimento em duas vias, ficando com

a posse de uma delas.

Local e data:

Nome e Assinatura do paciente:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacéo

neste estudo.

Santa Maria , de de 20

Pesquisador responsavel

Para quaisquer davidas ou esclarecimentos, contatar:

Comité de Etica em Pesquisa da UFSM

Avenida Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria - 7° andar - Sala 702
Cidade Universitaria - Bairro Camobi

97105-900 - Santa Maria — RS

Tel.: (55)32209362 - Fax: (55)32208009

e-mail: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br



APENDICE B — Questionario

Nome:

Registro: nimero do same (protocolo):
ldade:

Sexo:

Peso:

Altura:

Patologia:

Ha quanto tempo tem a doenga:
Medicagéo utilizada:

Fumante: () Sim ( ) Néao
Hipertenso: () Sim ( ) Nao
Faz exercicios fisicos: () Sim ( ) Nao
Doenca associada:

Motivo da consulta:

Ambulatério que solicitou o exame:

Histdria clinica na requisicdo da andlise laboratorial:
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APENCICE C - Termo de Confidencialidade

Titulo do projeto: Avaliacao dos niveis de albumina modificada pela isquemia, um
novo biomarcador de estresse oxidativo, em pacientes com artrite reumatoide.
Pesquisador responséavel: Michele Rodrigues Leitemperguer

Instituicdo: Universidade Federal de Santa Maria - UFSM.

Telefone para contato: (55) 8137 1362

Local da coleta de dados: Hospital Universitario de Santa Maria

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes. Concordam, igualmente, que estas informacfes seréo
utiizadas unica e exclusivamente para execugdo do presente projeto. As
informagbes fornecidas serdo confidenciais e de conhecimento apenas dos
pesquisadores responsaveis. Os sujeitos da pesquisa néo serao identificados em
nenhum momento, mesmo quando os resultados desta pesquisa forem divulgados
em qualquer forma. As informacdes serdo mantidas no Departamento de Anédlises
Clinicas e Toxicologicas por um periodo de dois anos sob a responsabilidade do
Prof José Edson Paz da Silva, apés este periodo, os dados serdo destruidos.

Este projeto de pesquisa foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFSM, com o numero do CAAE- 0186.0.243.000-11.

Santa Maria, ............. e e de 200......

Michele Rodrigues Leitemperguer



