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Papel do estresse oxidativo na manutencdo da inflamagcdo
em pacientes com artrite reumatoide juvenil

Role of oxidative stress in the maintenance of inflamation
in patients with juvenile rheumatoid arthritis

Valderez Araijo Ramos!, Paulo Alberto Ramos2, Maria Carmen Dominguez

Resumo

Objetivo: Determinar os niveis dos marcadores sanguineos de
estresse oxidativo celular e do sistema enzimdtico de defesa antioxi-
dante, estabelecendo um perfil oxidativo em pacientes portadores de
artrite reumatdide juvenil.

Meétodos: Estudo caso-controle que inclui 64 pacientes (46 do
sexo feminino) portadores de artrite reumatdide juvenil (ARJ),
acompanhados ambulatorialmente pelo Servico de Reumatologia
Pedidtrica do Hospital Vall d’Hebron, Barcelona, Espanha. Os
pacientes foram separados em trés subgrupos, segundo o padrdo de
inicio dos sintomas dentro dos primeiros seis meses da doenca:
poliarticular, oligoarticular e sistémico. No grupo controle foram
incluidos 60 pacientes (38 do sexo feminino) que seguiam controle
ambulatorial por doengas de carater ndo inflamatério, no mesmo
hospital. Foram determinados os niveis plasmdticos de malondialde-
ido (MDA), lipoperé6xidos (LPO), hidroperéxidos (HPX), grupos
carbonilos (GC) de proteinas e do glutatido e também a atividade das
enzimas superdxido dismutase (SOD), glutatido peroxidase (GSH-
Px) e da glutatifio redutase (GSH-Red).

Resultados: Comparados aos controles, os pacientes portadores
de ARJ apresentaram concentra¢des elevadas dos produtos deriva-
dos da lipoperoxidagdo, avaliada pela determinagdo dos niveis
plasméticos do MDA, HPX e LPO; dano oxidativo das proteinas
circulantes, determinado pelo contetido de GC de proteinas plasma-
ticas; elevacdo da atividade enzimatica da SOD e GSH-Red; e
diminuig¢do da atividade da GSH-Px e dos niveis do GSH.

Conclusdes: Estes resultados demonstram a presencga de dano
molecular determinado pelos radicais livres de oxigénio em pacien-
tes com ARJ. A atividade da SOD e as alteragdes do ciclo enzimatico
glutatido-redox confirmam uma diminui¢@o da capacidade dos sis-
temas de defesa intracelular contra a toxicidade induzida pelo
estresse oxidativo nestes pacientes.

J. pediatr. (Rio J.). 2000; 76(2): 125-132: radicais livres,
estresse oxidativo, antioxidantes, artrite reumatdide juvenil.
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Abstract

Objective: To determine the level of cellular oxidative stress
blood markers and the enzymatic system of antioxidant defense
establishing the oxidative profile in patients with Juvenile Rheuma-
toid Arthritis.

Methods: Case-control study that included 64 patients (46 of
female sex) with Juvenile Rheumatoid Arthritis (JRA) following
clinical control in the Pediatric Rheumatology Service of the Vall
d’Hebron Hospital, Barcelona, Spain. The patients were separated in
three subtypes based on the pattern of onset within the first six
months of disease: polyarticular, pauciarticular and systemic. The
control group included 60 patients (38 of female sex) following
clinical control to diseases of non inflammatory nature, in the same
hospital. The plasmatic levels of malondialdehyde (MDA),
lipoperoxide (LPO), hydroperoxide (HPX), carbonile groups (CG)
of proteins and gluthathione and the enzymatic activities of Super-
oxide dismutase (SOD), gluthathione peroxidase (GSH-Px) and
gluthathione reductase were determined.

Results: The group of patients with JRA presented high concen-
trations of lipid peroxidation products, evaluated by determining the
plasmatic levels of MDA, LPO, and HPX; oxidative damage of the
circulate protein, determined by CG contents of plasma proteins;
elevation of enzymatic activity of SOD and GSH-Red; decrease of
GSH-Px activity and GSH levels.

Conclusions: Our results show the presence of molecular
damage determined by oxygen free radicals in the JRA patients. The
SOD activity and the changes of gluthathione redox enzymatic cycle
confirm the decrease of capacity of cellular defense system against
the induced toxicity of oxidative stress in these patients.

J. pediatr. (Rio J.). 2000; 76(2): 125-132: free radicals, oxida-
tive damage, antioxidants, juvenile rheumatoid arthritis.

Introducao

A geracdo de radicais livres ocorre como parte do
processo fisiol6gico do metabolismo aerébico, secundaria
aproducdo de radicais reativos de oxigé€nio. Desse modo, o
metabolismo celular produz radicais livres em condigdes
fisiolégicas, e estes radicais ativos podem ter varios efeitos
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dteis, por exemplo, atuando como mecanismo de defesa
contra a agressdo de microorganismos sob controle de
estimulos e sinais moleculares'. Esses radicais podem
também ser gerados por vdrias células do organismo, indu-
zidas por fontes exdgenas (radia¢des ionizantes, toxinas,
drogas, produtos quimicos, agentes poluidores ambientais,
etc.) e em vdrias outras situagdes patoldgicas. Nestes casos,
sdo produzidos danos aos diferentes componentes celula-

resz.

Em condi¢des normais, os organismos vivos dispdem
de sistemas antioxidantes de defesa, constituidos por anti-
oxidantes ndo enzimaticos, que incluem antioxidantes nao
protéicos de baixo peso molecular (vitaminas A e E, pr6-8-
carotenos, acido drico, entre outros), € por um sistema
enzimatico, composto por enzimas como a superdxido
dismutase (SOD), a catalase, a glutatido peroxidase (GSH-
Px) e a glutatido redutase (GSH-Red), capazes de metabo-
lizar os radicais livres de oxigénio. A SOD catalisa areacao
de conversio dos anions superdéxidos (O, ") em peréxido de
hidrogénio (H202)3, que é eliminado pela agdo das enzimas
catalase e glutatido peroxidase, sendo que esta também
inativa outros peréxidos de cadeias longas?.

O ataque oxidativo aos componentes essenciais das
células por radicais livres de oxigénio € um mecanismo
geralmente reconhecido como relevante na patogenia de
vdrias enfermidades, tais como as doengas cardiovascula-
res, a aterosclerose, o diabetes mellitus e as doengas infla-
matérias reumiticas*>. O aumento de nivel em virios
indicadores bioldgicos relacionados com o dano oxidativo
celular, tais como rotura das membranas por lipoperoxida-
¢ao, rotura das cadeias de DNA e altera¢des na estrutura ou
funcdo das protefnas®, tem sido demonstrado nessas situa-
¢oes. Essas modifica¢des podem estar diretamente relacio-
nadas com os marcadores dos processos inflamatérios
utilizados de rotina.

Na artrite reumatéide juvenil (ARJ), os radicais livres
de oxigénio podem estar implicados, por exemplo, na
patogénese da sinovite inflamatéria. As células presentes
na articulagdo inflamada (macréfagos, neutréfilos, linféci-
tos e células endoteliais), uma vez isoladas e estimuladas,
s@o capazes de produzir radicais livres de oxigénio. Estes
radicais, na presenca de moléculas de lipidios, DNA, pro-
teinas, carboidratos ou proteoglicanos, provocam lesdo
oxidativa’. Da mesma forma, estd bem conhecida a relacdo
entre os radicais livres de oxigénio e o dano de cartilagem
articular. Os radicais hidroxil podem degradar a cartila-
gem®. O 4cido hipocloroso pode atacar proteoglicanos, e o
peréxido de hidrogénio (H,0,) inibe a sua sintesed. A
aplicagdo intra-articular de H,0,, em ratas, induz a produ-
cdo da enzima glicose oxidase, que causa grave lesdo
articular e morte de condrécitos®. A combinagio do aumen-
todadegradacdo cominibig¢do da sintese favorece a destrui-
cdo da cartilagem.

Os radicais livres de oxigénio sao agentes indutores da
lipoperoxidacdo, que determinam a deplecdo de 4cidos
graxos insaturados da membrana celular, induzindo a perda

Papel do estresse oxidativo... - Ramos VA et alii

dasuaintegridade e a alteragdo funcional de seus receptores
e enzimas!?. A altera¢iio na composicio dos dcidos graxos
de membrana celular foi documentada em varias doencas
reumdticas como na Sindrome de Sjogren!!, na ARJ'2 e na
artrite reumatéide!3. Os radicais peréxidos e hidroxil indu-
zem a peroxida¢do dos 4cidos graxos poli-insaturados
(PUFA) de membranas celulares que, por exemplo, nos
eritrécitos, determinam um aumento na rigidez e na defor-
mabilidade destas células, com conseqiiente aumento da
susceptibilidade a hemolise.

O objetivo deste estudo foi determinar o perfil dos
marcadores sanguineos do dano oxidativo celular e do
sistema enzimdtico de defesa antioxidante em pacientes
portadores de artrite reumatéide juvenil.

Casuistica e Métodos

Pacientes

Foram estudados transversalmente 64 pacientes, 46 do
sexo feminino e 18 do sexo masculino, com idades compre-
endidas entre 1,6 e 28 anos (idade média de 12,1+5,4 anos)
portadores de ARJ. Os pacientes adultos (n=5) apresenta-
vam em comum uma longa evolucio da doenca (variando
de 120 a 312 meses) e seguiam controles clinicos rigorosos
desde a infincia no Servigo de Reumatologia Pediatrica do
Hospital Vall d’Hebron. Os pacientes foram separados em
trés subgrupos de acordo com o padrio de inicio dos
sintomas dentro dos primeiros seis meses da doenga: poli-
articular, oligoarticular e sistémico, segundo os critérios da
American Rheumatism Association.

Os pacientes de cada subgrupo clinico foram classifica-
dos de acordo com o grau de atividade da doenga, que tem
por base a presenca de sintomas e a velocidade de sedimen-
tacdo globular (VSG) no momento da coleta de sangue
(Tabela 1).

O subgrupo poliarticular foi constituido por 17 pacien-
tes, 14 do sexo feminino, com idades compreendidas entre
2,6 e 28 anos (idade média de 5,6+0,9 anos). O periodo de
evolugdo da doencga variou entre 13 e 312 meses.

O subgrupo oligoarticular foi constituido por 35 pacien-
tes, 25 do sexo feminino, com idades compreendidas entre
1,6 e 24,5 anos (idade média de 11,2+5,1 anos). O periodo
de evolugdo da doencga variou entre 11 e 151 meses.

O subgrupo sistémico foi constituido por 12 pacientes,
7 do sexo feminino, com idades compreendidas entre 3,3 e
18 anos (idade média de 11,0+4,6 anos). O periodo de
evolucdo da doenca variou entre 2 e 150 meses.

Os dados clinicos, os indices de atividade da doenca e
o tratamento utilizado no momento da coleta do sangue
foram determinados para os subgrupos poliarticular, oligo-
articular e sistémico.

O grupo controle consistiu de 60 pacientes, 38 do sexo
feminino, com idades compreendidas entre 1,5 e 26 anos.
Estes pacientes seguiam controle ambulatorial por doencas
de carater ndo inflamatdrio, a maioria deles em avaliagdo
pré-operatdria para pequenos procedimentos cirdrgicos.
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Tabela 1 - Critérios de classificacdo dos pacientes segundo o grau de atividade da ARJ

Grau de Atividade Classificacao Sintomatologia VSG
Ativa com tratamento Ay Presente <20
A,y Presente entre 20 e 40
Ay Presente > 40
Inativa com tratamento Ausente Normal
Inativa sem tratamento C Ausente Normal

VSG: velocidade de sedimentagéo globular

Amostras de sangue

Amostras de sangue venoso foram obtidas dos pacientes
e controles em jejum, sendo 2 ml de sangue com EDTA, 2ml
com heparina e 2ml sem anticoagulante. Aliquotas de soro
foram obtidas ap0s a centrifugacio do sangue sem antico-
agulante a 1.500g e 4°C durante 10 minutos. As amostras de
sangue com EDTA e heparina foram centrifugadas nas
mesmas condicdes, sendo obtidas aliquotas de hemécias e
de plasma. Todas as aliquotas foram armazenadas a -80°C
até o momento das andlises.

Marcadores de peroxidagdo lipidica e protéica

Foram determinados os niveis de malondialdeido
(MDA), lipoperéxidos (LPO), hidroperéxidos (HPX) e dos
grupos carbonilos (GC) de proteinas plasmadticas. Os niveis
plasmaticos de MDA e de LPO foram determinados espec-
trofluorimetricamente apds a reacdo com o acido dietilthi-
obarbitirico (TBA)!4-15. Os HPX plasmaticos foram quan-
tificados por meio de ensaio espectrofotométrico de PIER-
CE (PeroXOquant ™ Quantitative Peroxide Assay) de acor-
do com o método de Nourooz-Zadeh et al.'® Os GC de
proteinas plasmadticas foram medidos, utilizando o método
de Levine et al.!7.

Marcadores de atividade do sistema antioxidante enzi-
madtico

Foram determinadas as atividades das enzimas Supero-
xido Dismutase (SOD), Glutatido Peroxidase (GSH-Px) e
Glutatiao Redutase (GSH-Red) e os niveis de Glutatido
(GSH) em sangue total. A atividade enzimaticada SOD em
hemadcias foi determinada espectrofotometricamente, se-
gundo o ensaio descrito por Nebot et al'®. A atividade de
GSH-Px em hemécias foi quantificada por meio de ensaio
colorimétrico, utilizando um método que tem por base a
técnica desenvolvida por Paglia e Valentine!®. A atividade
da GSH-Red em plasma foi determinada espectrofotome-
tricamente, utilizando o método descrito por Goldberg e
Spooner?’. O GSH foi quantificado por meio de ensaio
colorimétrico, utilizando o kit reativo Bioxitec® GSH-400
da Oxis International Inc. (Portland - USA).

Andlises estatisticas dos resultados

Os resultados foram apresentados como valores médios
+ erro padrdo do grupo total de pacientes, subgrupos
clinicos e grupo controle, sendo estatisticamente compara-
dos por regressdo linear simples e andlise de varidncia
(ANOVA), utilizando o programa estatistico Stat View [I™
da Abacus Concepts (Berkeley - USA). O nivel de confian-
caassumido foi de 95% e as diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05.

Resultados

AsTabelas 2 e 3 apresentam os resultados dos marcado-
res de peroxidacao lipidica e protéica e da atividade do
sistema antioxidante enzimatico, observados no grupo total
de pacientes portadores de ARJ, nos subgrupos clinicos e
no grupo controle.

Os niveis plasmaticos do MDA se mostraram significa-
tivamente aumentados em relagéo aos controles, tanto no
grupo total de pacientes portadores de ARJ quanto nos
diferentes subgrupos clinicos (Tabela 2). Nos subgrupos
separados por formas clinicas de apresentacdo da doenca,
os valores do MDA estavam significativamente mais eleva-
dos que os observados no grupo controle e progressivamen-
te superiores nas formas poliarticular, oligoarticular e sis-
témica (Figura 1).

Os LPO plasmaticos estavam aumentados no grupo de
pacientes com ARJ, mas as diferengas ndo foram significa-
tivas quando comparado este grupo com os pacientes con-
troles. O subgrupo de pacientes com a forma sistémica da
doenga mostraram valores significativamente aumentados
quando comparados ao subgrupo com doenca oligoarticu-
lar (p<0,02) e aos pacientes controles (p<0,01) (Tabela 2).

Os niveis plasmaticos médios dos HPX nos pacientes
com ARJ se mostraram aumentados em relacdo aos dos
controles. O subgrupo poliarticular exibiu valores de HPX
semelhantes aos do grupo controle. Nao se observaram
diferengas significativas entre o grupo total de pacientes
com ARJ e os subgrupos poliarticular e oligoarticular em
relacdo aos controles (Tabela 2). O subgrupo de pacientes
com a forma sistémica da ARJ apresentou os niveis médios
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Papel do estresse oxidativo.

Tabela 2 - Marcadores da peroxidacdo lipidica e protéica do nimero total de pacientes,
subgrupos clinicos e controles

ARJ Poliarticular | Oligoarticular | Sistémico Controle
(n=64) (n=17) (n=35) (n=12) (n=60)
MDA 0,72+0,05 0,62+0,04 0,74+0,07 0,77£0,13 0,33+0,008
(M/L) p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
LPO 1,92+0,08 2,05+0,17 1,77+0,1 2,21+0,15 1,76+0,05
(uM/L) NS NS NS p<0,01
HPX 6,04+0,83 4,75+1,04 5,40+1,03 9,75%2,78 4,76+0,53
(uM/L) NS NS NS p<0,01
GC 0,68+0,05 0,60+0,08 0,67+0,06 0,83+0,15 0,36+0,03
(nmol/g) p<0,0001 p<0,01 p<0,0001 p<0,0001

.. - Ramos VA et alii

ARJ: artrite reumatéide juvenil; MDA: malondialdeido; LPO: lipoperéxidos;

HPX: hidroperéxidos; GC: grupos

carbonilos de proteinas; NS: nao significativo, nivel de significancia (p) em relagédo ao grupo controle

mais elevados e as diferencas foram significativas quando
comparados aos controles e aos subgrupos poliarticular e
oligoarticular (p<0,02).

Osniveis dos GC de proteinas plasmadticas se mostraram
elevados em relacdo aos controles quando comparados o
grupo total de pacientes com ARJ e os subgrupos clinicos
(Figura?2). As diferengas observadas foram estatisticamen-
te significativas entre o grupo total de pacientes (p<0,0001),
subgrupo oligoarticular (p<0,0001), subgrupo sist€mico
(p<0,0001) e o subgrupo poliarticular (p<0,01) quando
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Figura 1- Concentracdes plasmditicas de malondialdeido
(MDA) em pacientes separados por formas clinicas
de artrite reumatdide juvenil e no grupo controle. Os
histogramas representam os valores médios e as
areas achureadas acima de cada um deles, o erro
padrdo. Os niveis de significncia observados entre
os subgrupos Poliarticular, Oligoarticular e Sist€mi-

co, comparados com os controles, foram p < 0,0001
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Figura 2 - Concentragdes plasmadticas dos grupos carbonilos
de proteinas plasmadticas em pacientes separados por
formas clinicas de ARJ e no grupo controle. Os
histogramas representam os valores médios e as
dreas achureadas acima de cada um deles, o erro
padrdo. Os niveis de significancia foram p<0,01
entre o subgrupo Poliarticular e os Controles e
p<0,0001 entre os subgrupos Oligoarticular e Sisté-

mico, comparados com o grupo Controle

comparados com o grupo controle (Tabela 2). Os niveis
mais elevados do contetido carbonilo de proteinas plasma-
ticas em ARJ foram observados nos pacientes portadores da
forma sistémica da doenca. As diferencas observadas nos
subgrupos de pacientes separados por formas clinicas ndo
foram significativas.

A atividade enzimdtica da SOD eritrocitaria estava
aumentada, quando comparada aos controles, tanto no
grupo total de pacientes com ARJ quanto nos diferentes
subgrupos clinicos da doenga. As diferencas observadas
entre o grupo total de pacientes (p<0,0001), os subgrupos
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de doenca poliarticular (p<0,05), oligoarticular (p<0,0001)
e sistémico (p<0,001) foram estatisticamente significativas
quando comparadas ao grupo controle (Tabela 3). Quando
comparados entre si, os subgrupos separados por formas
clinicas ndo exibiram diferencas estatisticamente significa-
tivas.

Os valores médios do GSH no sangue se mostraram
significativamente diminuidos emrelagdo aos controles, no
grupo total de pacientes portadores de ARJ e nos subgrupos
de pacientes com as formas clinicas poliarticular e sistémi-
ca (Tabela 3). A concentracdo média do GSH no subgrupo
oligoarticular foi ligeiramente mais baixa, mas sem signifi-
cacdo estatistica quando comparada ao grupo controle. A
concentra¢do média do GSH no subgrupo com ARIJ sisté-
mica apresentou os valores mais baixos em relacdo aos
controles e demais subgrupos. Quando comparados os
subgrupos poliarticular, oligoarticular e sistémico, foram
observadas diferencas significativas entre os subgrupos
poliarticular e sistémico (p<0,02).

A atividade enzimdtica da GSH-Px eritrocitéria estava
diminuida em relagdo aos controles, tanto no grupo total de
pacientes com ARJ quanto nos subgrupos separados por
formas clinicas da doenca (Figura 3), com diferencas esta-
tisticamente significativas (p<0,0001). As diferencas ob-
servadas entre os subgrupos clinicos ndo foram significati-
vas (Tabela 3).

A atividade enzimatica da GSH-Red plasmadtica estava
aumentada em relagdo a dos controles, tanto no grupo total
de pacientes com ARJ quanto nos subgrupos separados
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segundo as formas clinicas, observando-se os valores mais
elevados no grupo de pacientes com doenga sist€mica. As
diferencas foram estatisticamente significativas tanto entre
o grupo total de pacientes com ARJ (p<0,0001), como entre
os subgrupos de doenca poliarticular (p<0,01), oligoarticu-
lar (p<0,01) e sistémica (p<0,0001), quando comparados
aos controles (Tabela 3).
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Figura 3 - Atividade enzimatica da glutatido peroxidase eritro-
citdria em pacientes com ARJ separados por formas
clinicas e no grupo controle. Os histogramas repre-
sentam os valores médios e as dreas achureadas
acima de cada um deles o erro padrdo. Os niveis de
significancia observados entre os subgrupos Poliar-
ticular, Oligoarticular e Sistémico, comparados com
os Controles, foi p < 0,0001

Tabela 3 - Marcadores de atividade do sistema enzimdtico antioxidante do grupo total de
pacientes, subgrupos clinicos e controles

ARJ Poliarticular | Oligoarticular | Sistémico Controle
(n=64) (n=17) (n=35) (n=12) (n=60)
SOD 9,22+0,2 8,8+0,33 9,34+0,3 9,47+0,4 7,84+0,21
(U/ml) p<0,0001 p<0,05 p<0,0001 p<0,001
GSH 1207,94+75,3| 1106,5£153,6 | 1353,7+104,8 | 926,5+106,23 | 1394,0+47,04
(mM) p<0,05 p<0,05 NS p<0,01
GSH-Px | 28,46+1,51 28,92+3,12 27,96£1,96 29,30+3,8 54,49+3,25
(U/g Hb) | p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
GSH-Red | 94,41+3,85 91,59+7,22 87,82+3,6 117,64+12,97 | 75,63%1,3
(U/L) p<0,0001 p<0,01 p<0,01 p<0,0001

ARJ: artrite reumatéide juvenil; SOD: superéxido dismutase; GSH: glutatido; GSH-Px: glutatido peroxidase;
GSH-Red: glutatido redutase; NS: néo significativo, nivel de significancia (p) em relagdo ao grupo controle
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Discussao

Os resultados apresentados neste estudo resultam do
interesse na determinacgdo, em liquidos organicos ou célu-
las, dos produtos da peroxidacao de lipidios e proteinas.

O malondialdeido (MDA) € um produto gerado na
oxigenacdo enzimdticado dcido araquidonico e um produto
da degradacio oxidativa dos lipidios2!-22. Em nossos paci-
entes, aconcentracdo plasmaticado MDA foi significativa-
mente mais elevada quando comparada aos controles. Estes
resultados sdo similares aos publicados por Bernacka et
al.23, que encontraram concentragdes séricas de MDA
elevadas em pacientes com Artrite Reumatdide, sugerindo
que em pacientes com inflamacao articular, a lipoperoxida-
¢do estd aumentada. Resultados semelhantes foram descri-
tos no liquido sinovial. A deteccdo dos produtos da peroxi-
dacdo lipidica no liquido sinovial e no soro de pacientes
com Artrite Reumatéide tem sido reconhecida como uma
evidéncia indireta da importancia dos radicais livres na
patogenia desta doenca??.

Com os pacientes divididos segundo as formas clinicas
classicas da ARJ, se pode confirmar diferencas bastante
significativas entre os trés subgrupos clinicos com relagio
aos controles. Podemos observar que o subgrupo de pacien-
tes com a forma sist€émica, considerada a mais grave da
doenga, apresentou o nivel mais elevado de MDA. Neste
subgrupo, registramos o maior nimero de reagudizacdes e
pacientes com curta duragao de tratamento adequado, o que
poderia justificar o alto grau de estresse oxidativo. Estas
observagdes concordam com os resultados obtidos por
Meres et al.2> ¢ Imadaya et al.2®, que descreveram um
aumento das concentra¢des do MDA em pacientes adultos
portadores de artrite reumatéide.

Em nosso grupo de pacientes, as concentra¢des plasma-
ticas de LPO, que também sdo produtos finais do processo
de lipoperoxidag@o, se mostraram elevadas quando compa-
radas com o grupo controle, mas sem diferencas estatistica-
mente significativas. No entanto, separados por formas
clinicas da doenga, foi possivel demonstrar uma diferenca
significativa entre os pacientes portadores da forma sisté-
mica com relacdo aos subgrupos oligoarticular e controle.
Essas concentragdes mais elevadas de LPO séo coerentes
com os niveis do MDA, igualmente elevadas no subgrupo
de pacientes com a doenca sist€mica.

A reagdo do oxigénio com os lipidios insaturados pro-
duz grande nimero de compostos, entre os quais os hidro-
peréxidos (HPX), que sdo seus produtos iniciais?’. Segun-
do Nourooz-Zadeh et al.lo, concentracdes elevadas de
HPX no plasma sdo uma evidéncia direta da existéncia de
estresse oxidativo.

No grupo total de pacientes com ARJ, os niveis de HPX
plasmaticos se mostraram aumentados quando comparados
aos controles, mas sem diferengas estatisticamente signifi-
cativas. O subgrupo de portadores da forma sist€mica de
AR]J apresentou um aumento significativo nas concentra-
¢cdes de HPX, quando comparado com os demais subgru-
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pos, separados por forma clinica da doenca, e com os
controles. Esse fato pode ser justificado pela agressividade
peculiar dessa forma clinica, onde os marcadores dalipope-
roxidagdo apresentaram elevagdes mais importantes.

A oxidagdo de proteinas estd caracterizada tipicamente
pela introdu¢@o de grupos carbonilos nas cadeias laterais
das proteinas. A quantifica¢io dos grupos carbonilos liga-
dos as proteinas proporciona um método que permite ava-
liar a extensio da modificacdo oxidatival7-28, Virios estu-
dos descreveram aumentos nos niveis dos grupos carboni-
los ap6s fendmenos de isquemia-reperfusdo, apds correcao
de hipernatremia, em cataratas, no liquido sinovial de
pacientes com artrite reumatéide, no processo de envelhe-
cimento e em células expostas a neutréfilos ativados29-33.

A prolongada exposicao de proteinas aos radicais livres
leva a modificagdes espontineas>2. Essas reagdes comple-
xas resultam no acimulo e degradacgdo das proteinas dani-
ficadas. As alteragcdes oxidativas de proteinas foram descri-
tas como um dos mecanismos de marcagdo protéica nos
fendmenos de destruicdo e reposicdo de proteinas. Os
estudos de Starke-Reed e Oliver3* sugerem que o estresse
oxidativo pode induzir as proteases 2 digestdo protéica. E
possivel que o aumento da oxidagao de proteinas no liquido
sinovial de pacientes com artrite se justifique pela elevada
protedlise que ocorre no interior da articulagdo nestes
doentes™.

Com relag@o aos grupos carbonilos de proteinas, que
indicam o efeito direto da oxidacgdo protéica, nossos resul-
tados mostraram niveis significativamente aumentados no
plasma dos pacientes portadores de ARJ, tanto no grupo
total quanto nos subgrupos separados por formas clinicas,
quando comparados com os controles. As concentragdes
plasmaticas mais elevadas foram observadas no subgrupo
de pacientes com a forma sistémica da ARJ.

As concentragdes elevadas do contetido de grupos car-
bonilos de proteinas podem provocar uma desestabilizacio
ou inativacio da atividade biolégica!. Outros estudos
postularam que a concentragdo dessas proteinas oxidadas
aumenta com a idade3®, com a exposi¢io (em animais de
laboratério) ao oxigénio a 100%37 e com a diminuicdo da
atividade bioldgica das enzimas e conseqiiente aumento da
labilidade celular®*.

O radical superdxido é o primeiro produto da reducdo
do oxigénio molecular. Além de sua toxicidade intrinseca,
€ uma importante fonte de hidroperdéxidos e outros radicais
livres reativos8. A atividade da superéxido dismutase
(SOD), que cataliza a dismutag@o dos radicais superéxido
a H,0, e oxigénio molecular, protege células e tecidos da
acio dos radicais superéxidos>? e de outros peréxidos, tais
como os lipoperéxidos in vivo. Estas enzimas representam
a primeira linha de defesa contra os radicais superéxido e
sdo rapidamente induzidas em algumas condi¢des como a
exposicdo ao estresse oxidativo.

Alguns autores t€m observado que o estresse oxidativo
induz a atividade da SOD em leucécitos e eritrécitos?0.
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Teoricamente, como nos eritrocitos nao existe sintese pro-
téica, ndo teria que haver inducao da atividade enzimética.
Porém, nas células precursoras dos eritrécitos € possivel
ocorrer inducdo da SOD secunddria ao processo oxidativo.
Esse fato explicaria o aumento de atividade da SOD eritro-
citdria observada em nosso estudo, tanto no grupo total de
pacientes quanto nos subgrupos separados por formas cli-
nicas, quando comparados aos controles. Como a SOD
representa a primeira barreira intracelular do sistema de
defesa antioxidante, e sua atividade pode aumentar para
compensar a excessiva producao de radicais superéxido, o
aumento observado na atividade da enzima sugere uma
resposta adaptativa do organismo no combate aos possiveis
danos determinados pelos radicais livres de oxigénio.

O ciclo enzimdtico Glutatido Redox representa a defesa
intracelular mais importante contra a toxicidade induzida
pelos radicais livres de oxigénio. O ciclo compreende o
Glutatido (GSH) e as enzimas Glutatido peroxidase (GSH-
Px) e Glutatido redutase (GSH-Red). A enzima GSH-Px
utiliza o GSH como substrato em reagdes que catalizam a
redugdo do H,0,, de dcidos graxos e hidroperdxidos orgé-
nicos até dgua e 4cidos graxos hidroxilados*!. Enquanto
ocorre a reducdo dos peréxidos, € produzido o GSH oxida-
do, que é reduzido pela enzima GSH-Red, regenerando o
GSH. Sob condig¢des de estresse oxidativo, a capacidade do
ciclo Glutatido Redox se excede, aumentando a concentra-
¢ao de GSH oxidado que € eliminado pela bile, diminuindo
conseqiientemente os niveis de GSH*2.

Comparados aos controles, a diminui¢do significativa
da atividade da GSH-Px eritrocitdria, no grupo total de
pacientes com ARIJ e nos subgrupos separados por formas
clinicas, poderia ser explicada diretamente pela diminui¢do
do conteido de GSH encontrado em pacientes artriticos,
uma vez que o GSH € o substrato e cofator da GSH-Px.
Além disso, os niveis mais baixos de GSH implicam em
baixa atividade da GSH-Px e este fato pode condicionar um
aumento na vulnerabilidade ao estresse oxidativo.

Além da diminui¢do da quantidade do GSH disponivel,
a diminuicdo da atividade da GSH-Px pode também ser
explicada pelo processo de inativacido enzimatica. A proé-
pria enzima pode ser inativada em condic¢des de intenso
estresse oxidativo, o que contribui para a baixa atividade da
GSH-Px®.

A Glutatido redutase desempenha um papel antioxidan-
te intracelular importante na manutencio de uma relagdo
GSH/Glutatido oxidado elevada, condi¢do essencial para a
protecdo contra o dano oxidativo. A atividade enzimética
da GSH-Red plasmadtica se mostrou significativamente
aumentada, em relagdo aos controles, no grupo total de
pacientes com ARJ e nos subgrupos separados segundo as
formas clinicas. Esse resultado sugere uma resposta adap-
tativa frente auma elevagdo do estresse oxidativo e poderia
ser conseqiiéncia de um processo de indugdo enzimatica.

Em conclusio, o estudo demonstra a presenga de con-
centracdes elevadas de produtos derivados do processo de
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lipoperoxidacdo, avaliada pela determinacdo dos niveis
plasmaéticos do MDA, HPX e LPO, e do dano oxidativo das
proteinas circulantes, determinado pelo contetido de GC de
proteinas plasmadticas. Esses resultados sugerem a implica-
¢do0 do dano celular determinado pelos radicais livres de
oxigénio na patogénese da artrite reumatdide juvenil. A
elevacdo da atividade da enzima antioxidante SOD e as
alteracdes observadas no ciclo enziméatico Glutation-Re-
dox, que compreende o GSH e as enzimas GSH-Px e GSH-
Red, avaliadas em seu conjunto, confirmam uma diminui-
¢do da capacidade dos sistemas de defesa intracelular
contra a toxicidade induzida pelo estresse oxidativo nesses
pacientes. Os pacientes portadores da forma sistémica da
ARIJ apresentaram as alteragdes mais notdveis relacionadas
com a presencga de estresse oxidativo sist€émico, caracteri-
zado por uma intensa peroxidagdo lipidica e protéica e uma
menor capacidade dos sistemas de defesa antioxidante.
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