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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune do tecido conjuntivo, com
etiopatogenia ainda ndo totalmente compreendida. Dentre as manifestagdes clinicas mais
importantes do LES encontra-se a nefrite lupica (NL) caracterizada como grave fator de risco
de morbimortalidade, que durante os periodos de exacerbacdo ocorre a producdo de
autoanticorpos e deposicdo de imunocomplexos na regido dos glomérulos, favorecendo a
producdo de espécies reativas do oxigénio que possivelmente agem como mediadores do dano
glomerular. Para melhor avaliar o perfil do estresse oxidativo na lesdo renal de pacientes com
LES, foram selecionados 93 pacientes, com idade entre 15 e 49 anos, distribuidos entre os
grupos: lapus controle (n = 30), nefrite lupica (n = 31), lUpus ativo e sem lesdo renal (n = 21)
e sem ldpus (n = 11), para realizacdo de um estudo transversal, cujas amostras de sangue
coletadas foram submetidas as dosagens hematoldgica (hemograma completo), bioquimica
(ureia, creatinina, &cido Urico, proteinas totais e albumina), imunolégica (complemento C3 e
C4) e de marcadores de estresse oxidativo (superéxido desmutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), tiois totais (SH), malondialdeido
(MDA), estado oxidante total (TOS), capacidade antioxidante total (TAC), indice de estresse
oxidativo (IEO) e alantoina). A atividade da GPx apresentou-se aumentada no LES controle, a
atividade da GR apresentou-se aumentada no LES ativo sem lesdo renal, a concentracdo de
SH apresentou-se diminuida na NL e no LES ativo sem les&o renal, a concentracdo de MDA
apresentou-se elevada no LES ativo sem lesdo renal, os niveis de TOS apresentaram-se
diminuidos na NL, os niveis de TAC apresentaram-se aumentados na NL, a determinagdo do
IEO apresentou-se diminuida na NL e os niveis de alantoina apresentaram-se aumentados nos
pacientes com LES (controle e em atividade). SLEDAI se correlacionou positivamente com
GR e MDA e negativamente com GPx, TOS, IEO e SH. Prednisona se correlacionou
positivamente com GR e negativamente com TOS, IEO e SH. Ureia se correlacionou
positivamente com GR e alantoina e negativamente com SH. Creatinina se correlacionou
positivamente com TAC e alantoina e negativamente com TOS, IEO e SH. Proteinas Totais se
correlacionaram positivamente com TOS, IEO, SH e MDA e negativamente com TAC e
alantoina. Albumina se correlacionou positivamente com GPx, TOS, IEO e SH e
negativamente com alantoina. Acido drico se correlacionou positivamente com alantoina e
negativamente com SH. C3 se correlacionou positivamente com SH e negativamente com
GR. Pacientes com lupus eritematoso sistémico, independente do 6rgdo-alvo e em qualquer
grau da atividade da doencga apresentaram alteracdo do estresse oxidativo, possivelmente
devido a um elevado consumo de antioxidantes enddgenos e reduzida atividade de
antioxidantes enzimaticos. Novos estudos poderdo aprofundar o conhecimento sobre o0s
possiveis beneficios da inclusdo de antioxidantes no protocolo de tratamento desta doenca.

Palavras-chave: l0pus eritematoso sistémico; nefrite lUpuca; estresse oxidativo;
antioxidantes; capacidade antioxidante total; peroxidacdo lipidica; alantoina; tiois totais.
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ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease of connective tissue, with
etiology and pathogenesis still not fully understood. Among the most important clinical
manifestations of SLE is the lupus nephritis (LN), characterized as a serious risk factor for
morbidity and mortality, which during the periods of exacerbation occurs the production of
autoantibodies and immune complex deposition in glomeruli, favoring the production of
reactive oxygen species, which may act as mediators of glomerular damage. To better
evaluate the profile of oxidative stress in renal injury in patients with SLE, 93 patients were
selected, aged between 15 and 49 years, distributed between the groups: control lupus (n =
30), lupus nephritis (n = 31), and active lupus without kidney injury (n = 21) and without
lupus (n = 11), to carry out a cross-sectional study whose blood samples collected were
subjected to hematologic (complete hemogram), biochemistry (urea, creatinine, uric acid,
total protein and albumin), immunological (complement C3 and C4) and oxidative stress
markers (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR), total thiol (SH), malondialdehyde (MDA), total oxidant status
(TOS), total antioxidant capacity (TAC), index oxidative stress (IEO) and allantoin) dosages.
The GPx activity showed increased in SLE control, GR activity showed increased in active
SLE without renal injury, the SH concentration showed decreased in NL and active SLE
without renal injury, the concentration of MDA showed elevated in active SLE without renal
injury, TOS levels showed decreased in the NL, the TAC levels showed increased in the NL,
the IEO determination showed decreased in NL and allantoin levels showed increased in
patients with SLE (control and activity). SLEDAI score showed positively correlated with GR
and negatively with GPx and MDA, TOS, IEO and SH. Prednisone showed positively
correlated with GR and negatively with TOS, IEO and SH. Urea showed positively correlated
with GR and allantoin and negatively with SH. Creatinine showed positively correlated with
TAC and allantoin and negatively with TOS, IEO and SH. Total proteins showed positively
correlated with TOS, IEO, SH and negatively with MDA and TAC and allantoin. Albumin
showed positively correlated with GPx, TOS, and IEO SH and negatively with allantoin. Uric
acid showed positively correlated with allantoin and negatively with SH. C3 showed
positively correlated with SH and negatively with GR. SLE patients, regardless of the target
organ and in any degree of disease activity had alterations in oxidative stress, possibly due to
a high consumption of endogenous antioxidants and reduced antioxidant enzyme activity.
Further studies may deepen the knowledge about the possible benefits of antioxidants
inclusion in the treatment protocol of this disease.

Keywords: systemic lupus erythematosus; lupus nephritis; oxidative stress; antioxidants; total
antioxidant capacity; lipid peroxidation; allantoin; total thiol.
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1. INTRODUCAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca inflamatéria cronica, de origem
autoimune, que apresenta distirbio multissistémico do tecido conjuntivo, cujo aparecimento
dos sintomas ocorre principalmente em mulheres, entre 15 e 50 anos, a uma razao de 9:1 em
relacdo aos homens. Fora desta faixa etdria, tanto na infiancia quanto na velhice, torna-se
menos comum € a relacdo mulher-homem cai para, em média, 3,5:1 (D’CRUZ et al., 2007;
GORDON et al., 2009; OLIVER & SILMAN, 2009).

Trata-se de uma doenca de ocorréncia mundial, onde ao menos cinco milhdes de
pessoas em todo o mundo apresentam alguma forma de ldpus, com maior incidéncia em
populagcdes urbanas e prevaléncia estimada entre 22 e 241 para cada 100.000 habitantes
(D’CRUZ et al., 2007; GORDON et al., 2009; LFA, 2011).

De surgimento e evolucdo imprevisiveis, o LES podem oscilar entre periodos de
exacerbac¢do e remissdo, associados a variacdo da gravidade, duracdo e acometimento, onde o
envolvimento renal € muito frequente e apresenta uma significativa importancia de
morbimortalidade, em virtude do aumento da possibilidade de internacdo e inevitdvel
progressdo para faléncia renal (CERVERA et al., 2003; LI & ISENBERG, 2006; MELO et
al., 2009).

O dano renal causado no LES € provocado pela producdo e deposicio de
imunocomplexos nos glomérulos, principalmente formados por IgG, IgM e IgA, ocasionando
a inflamacao destes - glomerulonefrite ldpica - e podendo chegar a uma insuficiéncia renal

cronica e até a morte do paciente (RAHMAN & ISENBERG, 2008).
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Durante o processo de exacerbagdo do lipus, diversos mecanismos sido desencadeados
em momentos e intensidade variados, dentre eles, a inflamagdo e o estresse oxidativo, que
possivelmente agem sinergicamente culminando em les@o renal (BELLOMO et al., 2008).

Uma das muitas consequéncias desta associacdo € a elevacdo dos niveis de
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-ox) através da peroxidacdo lipidica gerada
pelas espécies reativas do oxigénio (ROS) produzidas principalmente nos periodos de
exacerbacdo da doenca, elevando o risco de doenga cardiovascular devido a presenca de
aterosclerose prematura, principalmente em mulheres na faixa etdria de 44 a 50 anos
(FROSTEGARD et al., 2005, KURIEN & SCOFIELD, 2006a; WANG et al., 2010).

Considerando o potencial risco de dano celular causado pela elevacdo do estresse
oxidativo durante a atividade ldpica, associado a deposi¢do de imunocomplexos no tecido
glomerular oriundos do processo inflamatério instalado, o presente estudo propds-se a avaliar
o grau de participacao das ROS, seus produtos de oxi-redugdo, oxidantes e antioxidantes
enddgenos especificos em diferentes etapas da doenca: remissdo e atividade com e sem
nefrite, para elucidar a importancia das ROS no LES e com isso auxiliar na avaliacdo e
controle de atividade do LES, principalmente no que diz respeito ao dano renal, constituindo

uma possivel ferramenta de monitoramento dos agravos relacionados ao estresse oxidativo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lapus Eritematoso Sistémico

Define-se lupus eritematoso sistémico como uma patologia cronica do tecido
conjuntivo, desencadeada pela associacdo de vdrios fatores, principalmente genéticos e
ambientais, com acometimento a multiplos 6rgdos e manifestacdo clinica extremante
diversificada. Trata-se de uma doenca de cunho autoimune provocada pela perda da tolerancia
aos autoantigenos e consequente producdo de indmeros anticorpos contra os antigenos
nucleares circulantes no meio extracelular, resultantes de grande atividade apoptética
(RUMORE & STEINMAN, 1990; WILLIAMS-JR et al., 2001; BOULE, 2004).

De etiologia e patogénese ainda nao totalmente compreendidas. Sabe-se que muitos
fatores estdo envolvidos: (a) genéticos; (b) ambientais e/ou ocupacionais (radiacdo UV, silica,
metais pesados e pesticidas); (c) hormonais (estrogeno e progesterona) e (d) infecciosos
(Epstein-Barr Virus, Citomagalovirus, Herpes Zoster virus, Parvovirus B19 e retrovirus)
(PASSOS, 1997; SOUZA et al., 2010).

Associado a estes fatores observa-se uma atividade apoptoética celular exacerbada em
linfécitos, queratindcitos e mondcitos, com consequente expressao intensa de autoantigenos
nucleares que permite a ligacdo de anticorpos especificos, gerando desequilibrio imunolégico
pela formacdo de depdsitos de imunocomplexos e ativacdo do sistema complemento, dando
inicio aos processos inflamatdrios responsaveis pelas manifestacoes clinicas presentes no LES
(SHMERLING, 2003; SINGH & DUBEY, 2007; CARNEIRO-SAMPAIO et al., 2008,

LIPHAUS & KISS, 2010).



20

Apesar de tratar-se de uma doenca de ocorréncia mundial, apresenta distribuicao
heterogénea, onde se observa maior incidéncia em populagdes urbanas e ndo-brancas,
sugerindo haver influéncia de fatores raciais e geograficos para a existéncia de consideravel
variabilidade nas taxas de LES. (MOLOKHIA et al., 2003; DANCHENKO et al., 2006;

D’CRUZ et al., 2007; PONS-ESTEL et al., 2010).

2.1.1 Diagnéstico Clinico e Laboratorial

O diagnéstico do Lupus Eritematoso Sist€mico utiliza-se dos critérios de classificagdo
estabelecidos pelo American College of Rheumatology (ACR), de 1982, revisado em 1997,
criados com a finalidade de tornar possivel a padronizacdo na identificacdo de pacientes em
estudos clinicos, fundamentando-se na exigéncia de constatacio minima de ao menos 4 dos
11 critérios descritos, em série ou simultaneamente e em qualquer intervalo da avaliacdo, para
confirmacao de resultado positivo para LES, conforme pode ser observado no Anexo 2 (TAN
et al., 1982; HOCHBERG, 1997; PETRI, 2005).

Uma ferramenta extremamente util para auxiliar no diagndstico é a pesquisa de
anticorpos antinuclerares pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), historicamente
conhecido como fator antinucléico (FAN), atualmente utiliza como substrato as células HEp-2
(human epidermoid cancer cells) e passou a ser denominado de “pesquisa de anticorpos contra
antigenos celulares” (PAAC). Trata-se de um exame de rastreamento de autoanticorpos com
grande sensibilidade. No entanto, por se tratar de um teste com baixa especificidade devido a
uma parcela da populagdo aparentemente higida ou sem evidéncias de autoimunidade
apresentar positividade para PAAC-IFI em HEp-2, exige obrigatoriamente conhecimento
extremamente apurado do clinico para uma interpretacdo correta dos achados sorolégicos

(DELLAVANCE et al., 2009).
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Para suprir esta deficiéncia, os laboratérios lancam mao de pesquisas para outros
autoanticorpos especificos para o LES (anti-dsDNA, anti-Sm e anti-P ribossomal), além de
alguns anticorpos também encontrados em outras doencas autoimunes (anti-RNP, anti-
Ro/SSA e anti-La/SSB) com a finalidade de auxiliar na defini¢dao do perfil clinico do paciente
(KURIEN & SCOFIELD, 2006b; BORBA et al., 2008; DELLAVANCE et al., 2009).

Além do exame clinico apurado, € importante verificar possiveis alteragdes no
hemograma (leucopenia, linfopenia, plaquetopenia e/ou anemia), urina (sedimento urindrio
alterado), proteina C Reativa (PCR), velocidade de hemossedimenta¢do (VHS), dosagem de
fracdes C3 e C4 do complemento sérico e em alguns casos, ureia, creatinina e albumina,

(ACR, 1997; BORBA et al., 2008; DELLAVANCE et al., 2009).

2.1.2 Avaliagdo do Indice de Atividade da Doenca

Variabilidade na gravidade, ampla possibilidade de manifestacdes clinicas e
soroldgicas, curso imprevisivelmente remitente-recorrente € potencialmente debilitante e
fatal, sdo caracteristicas marcantes do LES. A complexidade do quadro clinico no LES pode
ser aumentada pela presenca simultinea de manifestacdes da doenga em 6rgaos vitais, danos
cronicos, efeitos colaterais das drogas e comorbidade, principalmente infec¢des, que levam a
necessidade de identificar a variacdo na atividade da doenca, severidade e danos, para que
seja possivel o ajuste do tratamento em funcao do curso da doenga (GRIFFITHS et al., 2005).

Muitos métodos tém sido amplamente utilizados para este propdsito, onde os mais
importantes sdo: Indice de Atividade da Doenga no Lipus Eritematoso Sistémico (SLEDAI),
introduzido em 1985; Indice de Avaliacdo do Lipus do Grupo das Ilhas Britanicas (BILAG),

publicado em 1988; Medida da Atividade do Lipus Sistémico (SLAM), de 1989 e Consenso
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Europeu para Medida da Atividade do Lipus (ECLAM), de 1992 (SYMMONS et al., 1988;
LIANG, 1989; BOMBARDIER et al.,1992; VITALI et al.,1992).

O SLEDAI € o instrumento mais antigo, com alta confiabilidade e sensibilidade, com
24 critérios clinicos e laboratoriais especificos, agrupados em nove sistemas: nervoso central
(SNC), dermatolégico, renal, musculoesquelético, imunoldgico, vascular, constitucional,
seroso e hematologico (Anexo 3). Apresenta trés variacoes: (a) SLEDAI 2000 ou SLEDAI-
2K, para melhor registrar a persisténcia da atividade da doenga; (b) SELENA-SLEDALI, para
avaliar a concentracdo de estrogénio; (c) MEX-SLEDAI, uma versao simplificada e mais
barata, sem a necessidade de testes imunoldgicos (GLADMAN, 2002; RAMSEY-
GOLDMAN & ISENBERG, 2003; GRIFFITHS et al., 2005).

Seu score pode variar de 0 a 105, onde valores acima de 5 indicam necessidade de
intervencdo terapéutica em mais de 50% dos casos. Esta pontuacdo pode classificar a
atividade como: (a) Sem atividade (SLEDAI = 0); (b) Leve (SLEDAI = 1-5); (¢) Moderada
(SLEDAI = 6-10); (d) Alta (SLEDAI = 11-19) ou (e) Muito Alta (SLEDAI > 20). Tanto o
agravo quanto a melhora sdo constatados com ocilacdo do SLEDAI de 3 pontos, enquato que

remissao € verificada quando o SLEDAI é 0 (GLADMAN, 2002; GRIFFITHS et al., 2005).

2.1.3 Manifestacdes Clinicas

O quadro clinico do ldpus comumente inicia com manifestacdes totalmente
inespecificas: fadiga, linfadenopatia, febre, perda de peso, anorexia; de dificil diagndstico e
exigindo uma intensa investigacdo para descartar outras possibilidades, como malignidade e
infeccdes (GORDON et al., 2009; SMITH & GORDON, 2010).

O lipus cutaneo decorre habitualmente da exposi¢do aos raios UV em mais de 80%

dos casos. Pode apresentar-se de forma: (a) aguda, eritema malar ou placas eritematosas
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difusas; (b) subaguda, placas descamativas psoriasiformes ou anulares ou (c) cronica,
ldpus discoide e hipertréfico (PETRI, 2006; WALLING & SONTHEIMER, 2009).

As manifestagcdes musculoesqueléticas importantes sdo: artrite, tendinite, bursite,
mialgia difusa e miosite (em cerca de 10% casos). A necrose avascular dos ossos é uma das
principais causas de morbidade, acometendo principalmente tornozelo, quadril, joelho e
punhos (PETRI, 2006; GORDON et al., 2009).

A manifestagdo cardiaca mais comum ¢é a pericardite (cerca de 25% dos pacientes),
seguida da miocardite ou vasculopatia coronariana (GORDON et al.,, 2009; SMITH &
GORDON, 2010).

Alteragdes hematoldgicas, presentes em cerca de 70% dos pacientes, incluem a anemia
normocitica e normocrdmica, hemolitica autoimune, associada a reticulocitose, ou hemolitica
microangiopatica. Além disto, observa-se o teste de Coombs direto positivo, leucopenia,
plaquetopenia e linfopenia (OLIVEIRA, 2007a; OLIVEIRA, 2007b; OLIVEIRA, 2007c¢).

Manifestagdes neuroldgicas sdo diversas, podendo comprometer o sistema nervoso
central e/ou periférico, que variam de comprometimento cognitivo até psicose, desordens de
movimento, miastenia grave e outros, totalizando 19 sindromes (ACR, 1999; PETRI, 2006).

Nos pulmdes, além da pleurisia, observa-se a embolia pulmonar e pneumonite,
podendo chegar a fibrose pulmonar e hemorragia ou hipertensdo pulmonares (PETRI, 2006).

A manifestacdo gastrointestinal mais conhecida do LES € ulceragdo oral (mais de
50% dos pacientes), sendo vasculite entérica a mais séria, devido ao risco de progressao para
isquemia e perfuracdo (SMITH & GORDON, 2010).

Dentre as manifestacoes mais graves e importantes do LES, cita-se a nefrite lipica,
cuja evolucdo pode culminar em doenga renal cronica e estd associada a muitas complicacdes,

como por exemplo, risco de elevacdo de dano cardiovascular (CUNHA et al., 2008).
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Apesar do grande nimero de 6rgaos acometidos e das graves manifestacdes clinicas, o
nimero de mortes prematuras felizmente tem diminuido. Atualmente, pacientes recém-
diagnosticados experimentam uma taxa de sobrevivéncia superior a 90% em 5 anos, e 80%
acima de 10 anos, gracas ao aprimoramento constante tanto do diagndstico quanto do
tratamento, tornando-os mais precoces, modernos e eficientes (ROSNER et al., 1982;

TRAGER & WARD, 2001; ABU-SHAKRA, 2008; PONS-ESTEL et al., 2010).

2.2 Acometimento Renal no Lipus — Nefrite Lipica

O acometimento renal no LES continua sendo um fator de risco significativo de
morbidade e mortalidade, ocorrendo em cerca de 40 a 60% dos pacientes ao longo da
evolucdo da doenca, onde afro caribenhos e certos grupos hispanicos apresentam maior
frequéncia de NL que asidticos e caucasianos, fator que pode, em parte, explicar o maior
indice de mortalidade destas populacdes (BORCHERS et al., 2004; GORDON et al., 2009;
MELO et al., 2009; MORONI et al., 2009; SMITH & GORDON, 2010).

Dos pacientes com NL, cerca de 10% evoluem para insuficiéncia renal, principalmente
aqueles acometidos com a forma proliferativa da doenca, e cerca de 40% apresentam
hipertensdo arterial como a manifestacao mais frequente (LAHITA, 2004).

Com relacdo a faixa etdria, a doengarenal é mais frequente, mais grave e com
prognostico desfavoravel quando o LES inicia na infancia e em jovens adultos. J4 no LES de
inicio tardio, apds 50 anos de idade, a NL mostra-se mais branda, com menor frequéncia e
severidade na manifestacdo em Orgdos vitais, ou com nenhuma diferenca significativa em
comparacdo aos adultos, exceto a hipertensdo arterial, que ¢ mais frequente principalmente
quando associada a NL Classe IV (MOK, 2005; MEINAO & SATO, 2008; ROVENSKY &

TUCHYNOVA, 2008; ORTEGA et al. 2010).
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Na comparacdo entre sexos, estudos relatam que homens t€ém NL com maior
gravidade e mais frequentemente que mulheres, tendendo a evoluir para insufici€éncia renal
quando esta NL € de Classe IV (SELIGMAN et al., 2002; MOK, 2005; MAK et al., 2007).

A classificacdo histolégica da NL foi criada pela a Organizagdo Mundial de Satde
(OMS) em 1974, revisada em 1982 e em 1995, com seis padrdes principais de envolvimento
renal. Em 2004, a Sociedade Internacional de Nefrologia (ISN), juntamente com a Sociedade
de Patologia Renal (RPS), sugeriu uma nova classificagdio com uma abordagem mais
quantitativa que incorpora a distingdo entre lesdes ativas e cronicas inativas, como descrito no

Quadro 1 (APPEL & VALERI, 1994; WEENING et al., 2004; GORDON et al., 2009).

Quadro 1 — Comparativo entre as Classificacdes para o Lipus Renal propostas pela OMS
(1995) e ISN/RPS (2004).

Classificacao OMS (1995) Classificacao ISN/RPS (2004)

Classe I - Glomérulo Normal Classe I — Glomerulonefrite Mesangial Minima

Classe II — Alteracdes

Mesangiais Puras (Mesangiopatia) Classe II — Glomerulonefrite Mesangial Proliferativa

Classe III — Glomerulonefrite
Proliferativa Segmentar

Focal (Associada com Hipertensao
Leve ou Moderadas Alteragdes
Mesangiais)

Classe III - Glomerulonefrite Proliferativa Focal
IIT (A) - Lesoes Ativas

IIT (A / C) - Lesoes Ativas e Cronicas
IIT (C) - Lesdes Cronicas

Classe IV — Glomerulonefrite Classe IV - Glomerulonefrite Proliferativa Difusa
Proliferativa Difusa (Mesangial IV-S (A) - Lesoes Ativas: Segmentar Difusa
Severa, Proliferacdo Endocapilar ou IV-G (A) - Lesdes Ativas: Global Difusa
Mesangiocapilar e/ou Extensos IV-S (A/C) - Lesdes Ativas e Cronicas: Segmentar Difusa
Depésitos Subendoteliais) IV-G (A/C) - Lesoes Ativas e Cronicas: Global Difusa
IV-S (C) - Lesoes Cronicas: Segmentar Difusa
IV-G (C) - Lesodes Cronicas: Global Difusa

Classe V - Glomerulonefrite

Membranosa Difusa Classe V - Glomerulonefrite Membranosa

Classe VI — Glomerulonefrite

Classe VI - Glomerulonefrite Esclerosante Avancada
Esclerosante Avancada

Fonte: Weening et al. (2004); Gordon et al. (2009).
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A relac@o entre os achados histolégicos e curso clinico da NL tem sido bem aceita.
Pacientes com NL Classes II e V geralmente t€ém um progndstico renal melhor, com declinio
muito lento da funcdo renal. Em contraste, a NL Classes III e IV estdo associadas a um curso
mais agressivo, com deterioracdo da funcdo renal e geralmente de pior prognéstico (APPEL
& VALERI, 1994; MOK, 2005; ORTEGA et al., 2010).

O diagnéstico da atividade da NL depende da andlise do sedimento urindrio, para
identifica¢do de hematdria, proteintria e cilindriria, dosagem de albumina e creatinina séricas
e o depuracdo da creatinina, para avaliar a taxa de filtracdo glomerular e identificar possivel
dano da fung¢ao renal (PETRI, 2006; GORDON et al., 2009; SMITH & GORDON, 2010).

Alteragdes dos indicadores laboratoriais geralmente apresentam estreita relagcdo com a
evolucdo do dano renal na NL, onde elevados niveis de creatinina associados a sindrome
nefrética recente, hipertensdo arterial persistente, baixo hematdcrito, baixas taxas de
complemento e persisténcia do quadro durante o primeiro ano de tratamento, exigem maior
atencao ao progndstico (ESDAILE et al., 1994; KORBET et al., 2000; MOK, 2005).

A bidpsia renal pode ser necessaria em casos onde o sedimento urindrio estd anormal
(com cilindros hematicos, tubulares, granulosos e/ou mistos, e/ou proteindria maior que 0,5 g
/ 24 h) seguindo o padrdo histolégico estabelecido pela ISN/RPS. No entanto, por se tratar de
um procedimento invasivo e ndo isento de complicacdes, sua necessidade deve ser avaliada e
realizada apenas em pacientes nos quais a clinica justifique (WEENING et al., 2004;
DOOLEY, 2007; GORDON et al., 2009; MORONI et al., 2009).

A pesquisa de certos biomarcadores imunoldgicos € util para avaliar a atividade do
LES, como ocorre com anti-dsDNA e complementos C3, C4 e CH50 que estdo associados a
doenca renal, por geralmente estarem alterados em pacientes com NL em curso.
Outro anticorpo recentemente associado a NL € o anti-C1q que, apesar de ndo ser especifico

do LES acredita-se que quando presente neste tipo de paciente torna-se mais especifico e
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sensivel do que os biomarcadores cldssicos para predizer surtos de NL, principalmente Classe
I e IV (MARTO et al., 2005; PETRI, 2006; MORONI et al., 2009; MATRAT et al., 2011).

O tratamento da NL ocorre em duas fases: (a) terapia de indug¢do, com aplicacdo de
vigoroso imunossupressor num periodo de curta duragdo; (b) terapia de manuten¢do, menos
intensiva, mas utilizada por um periodo maior para manter a remissao alcangada, onde pode
se utilizada ou ndo a mesma droga citotéxica (HOUSSIAU et al., 2003; MOROVIC-
VERGLES & SALAMON, 2009; BOMBACK & APPEL, 2010).

O tratamento de inducdo consagrado € a associagdo de ciclofosfamida intravenosa com
glicocorticoides, por seis meses. No entanto, apesar de ser muito eficiente, traz consigo efeitos
colaterais significativos, onde uma alternativa seria a reducdo da dose e do intervalo de
aplicacdo da ciclofosfamida, ou a substitui¢dao desta pelo micofenolato de mofetil (MMF), por
ser menos téxico (MOK, 2005; SIDIROPOULOS et al., 2005; D’CRUZ et al., 2007; BORBA
et al., 2008; MOROVIC-VERGLES & SALAMON, 2009; BOMBACK & APPEL, 2010).

Durante a terapia de manutencdo, os corticoides sdo associados ao MMF ou a
azatioprina para reduzir o risco de crise nefritica, sendo que o MMF mostra-se mais eficiente
na prevencdo de recaidas de surtos e na preservacdo da func¢do renal (MOK, 2005;
MOROVIC-VERGLES & SALAMON, 2009; BOMBACK & APPEL, 2010).

Paralelamente ao tratamento especifico da nefropatia, realiza-se o controle rigoroso da
hipertensdo arterial, obesidade e dislipidemia, além da restricdo ao uso de anti-inflamatérios
nao-esteroidais e outras drogas potencialmente nefrotoxicas (BORBA et al., 2008).

Recentemente, novos agentes terapéuticos (drogas imunobioldgicas) voltados para o
mecanismo patogenético da doenca tém sido desenvolvidos, com resultados promissores
(maior eficdcia e menor toxicidade). Destacam-se como potenciais drogas para o tratamento
da NL o rituximabe, o epratuzumabe, o belimumabe, o abetimo, o abatacepte e o atacicepte

(D’CRUZ et al., 2007; BORBA et al., 2008; MOROVIC-VERGLES & SALAMON, 2009).
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Apesar dos avangos terapéuticos, o tratamento da NL permanece um problema clinico
desafiante, onde muitos dos pacientes evoluem inevitavelmente para doenga renal terminal,
restando-lhes apenas a didlise ou o transplante. No caso do transplante, apesar bem tolerado
pelo paciente e a recidiva da nefrite ser quase nula, h4 a necessidade de no minimo de um ano
de remiss@do do LES para que seja possivel sua indicacdo (FAURSCHOU et al., 2006;

BORBA et al., 2008; MOROVIC-VERGLES; SALAMON, 2009; ORTEGA et al., 2010).

2.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo (EO) ocorre devido a um desequilibrio entre substancias pro-
oxidantes e antioxidantes em favor das pro-oxidantes, trazendo como possivel resultado
acumulo de espécies reativas no organismo e consequente dano direcionado as biomoléculas
(SIES, 1985; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

Espécies reativas do oxigénio (ROS) é um termo coletivo utilizado para identificar
produtos derivados do metabolismos do oxigénio molecular (O,), sendo estes radicais ou nio-
radicais, como demonstrado no Quadro 2, onde pode-se observar uma alta reatividade
(seletiva ou ndo), instabilidade eletronica e/ou meia-vida curta dessas moléculas
(DEVASAGAYAM et al., 2004; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

A oxidacdo € parte fundamental do metabolismo de organismos aerdbicos, portanto, as
ROS estao envolvidas em diversos processos importantes, incluindo produgdo de energia,
fagocitose contra infeccdes e células cancerigenas, apoptose de células defeituosas, regulagcao
do crescimento celular, desintoxicacdo por xenobidticos, sinaliza¢do intercelular e sintese de
substancias bioldgicas. No entanto, o aumento na quantidade destas espécies no organismo,

pode causar danos a praticamente todas as moléculas bioldgicas: DNA, RNA, colesterol,
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lipidios, carboidratos, proteinas e enzimas, podendo inclusive resultar em morte celular

(DEVASAGAYAM et al., 2004; BARREIROS et al., 2006; ZHANG et al, 2010).

Quadro 2 - Espécies Reativas do Oxigénio de Interesse Bioldgico

Espécies Reativas

do Oxigénio (ROS) Simbolo Grupo Meia-vida Observaciao

Anion Radical
Superdxido

Radical Hidroxila HO' Radicalar 107

Gerado na mitocdndria, em sistema
cardiovascular e outros.
Altamente reativo, gerado durante
sobrecarga de ferro no organismo.
Formado no corpo através de grande
Estavel nimero de reacdes, gerando radicais
potentes, como o HO'.
Reativo, formado a partir de lipideos,
Radical Peroxila ) Radicalar ~ Segundos  proteinas DNA e acticares, durante o
dano oxidativo.
Participa principalmente na
peroxidacdo lipidica
Poderoso oxidante produzido pela
mieloperoxidase durante a
fagocitose.
Hidroperéxido Nao- Reage com fons metdlicos formando
Orgéanico Radicalar espécies reativas.

Niio- . Altament@: . 'reativo, formado E)or
Radicalar 107s fot/osgenmblhzagao e reacoes
quimicas.

' Niio- Presente cc?mo poluent.e atmosférico,
Ozdnio . Segundos  pode reagir com vdrias moléculas
Radicalar . 1
produzindo "O.

0," Radicalar 10

Peréxido de Nao-
Hidrogénio Radicalar

Radical Alcoxila ' Radicalar 10

Nao-
Radicalar

Acido Hipocloroso

Oxigénio Singlete

Fonte: Adaptado de Devasagaya et al. (2004) e Halliwell & Gutteridge (2010).

A producido de ROS a partir do O," € catalisada endogenamente por enzimas, como as
flavoenzimas (xantina oxidase, citocromo P450 oxidase, lipoxigenase, e cicloxigenase), as
peroxidases ¢ a NADPH oxidase, durante a ativacdio maxima de células fagocitarias
(neutréfilos, macréfagos, mondcitos e eosinéfilos), e principalmente nas cristas mitocondriais,
pelo vazamento de elétrons da cadeia transportadora de elétrons durante a respiracao celular.
Ja as fontes exdgenas mais importantes sdo: radiacdo, poluicdo atmosférica, tabagismo,
infeccdo ou injiria (ROVER-JUNIOR et al., 2001; ZHAO et al., 2007; HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 2010; GIL, 2010; KELLEY et al., 2010).
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Como pode ser visto na Figura 1, o O, sofre a redu¢do de um elétron, formando O;", e
a partir deste, ocorrem redugdes sucessivas com a formacao de intermedidrios reativos, como
o H,0, o e HO', que podem ou ndo serem neutralizados por sistemas antioxidantes

(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BARREIROS et al., 2006).

Figura 1 — Redugdo tetravalente do oxigénio molecular (O,) até a formacgao da 4gua.
Fonte: Ferreira & Matsubara (1997).

O 0,7, é o precursor de todas as demais ROS, através de sua habilidade de liberar o
fon ferroso (Fe™) das protefnas de armazenamento (ferritina) e de ferro-sulfoproteinas
(aconitase), além de participar da geracdo de produtos com forte atividade oxidativa: 4cido
hipocloroso, peréxido de hidrogénio e peroxinitrito. No entanto, de modo positivo, ele age em
processos antioxidantes, como por exemplo, na oxidacdo do grupo sulfidrila (-SH) no
processo de ativacdo e desativacdo de enzimas que contenham metionina (BABIOR, 1997;
BARREIROS et al., 2006, ZHAO et al., 2007; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

O H,0, é gerado a partir da dismuta¢do do O, pelas enzimas oxidases ou pela [B-
oxidagdo de 4cidos graxos. No entanto, sua principal fonte € o interior das mitocondrias, pela
acdo da superdxido dismutase (SOD), sendo liberado para o meio citoplasmatico quando a
eliminacdo deste for pouco eficiente pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidases

(GPx) (BARREIROS et al., 2006, HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).
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Trata-se de uma molécula que tem meia-vida longa e praticamente indcua
isoladamente, mas € capaz de atravessar as camadas lipidicas das membranas celulares e
nucleares, tornando-se potencialmente téxica as células caso reaja com metais de transicao
(Cu® e Fe™), com a formacdo do radical hidroxila (HO") (BENZIE, 1996; FERREIRA &
MATSUBARA, 1997; BARREIROS et al., 2006, HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

O radical hidroxila (OH") é a ROS mais deletéria ao organismo, de meia-vida muito
curta, ndo-seletiva e altamente reativa em virtude de possuir uma estrutura muito instavel, o
que dificulta in vivo sua detec¢do e sequestro por antioxidantes, deixando apenas duas
alternativas de controlar sua presenga no organismo: impedindo sua formacao e/ou reparando

os danos provocados por ela (BENZIE, 1996, FERREIRA & MATSUBARA, 1997,

SILVEIRA, 2004; BARREIROS et al., 2006).

2.3.1 Sistemas Antioxidantes, Oxidantes e Marcadores do Estresse Oxidativo

Para combater os danos causados pelo excesso de ROS, os organismos aerdbicos
desenvolveram um sofisticado sistema (enzimatico e ndo enzimatico) de defesa antioxidante,
que é qualquer substincia capaz de eliminar, prevenir ou remover o dano oxidativo da
molécula alvo e com isto, manter a homeostase fisioldgica, como estd esquematizado na
Figura 2 (BARBOSA et al., 2010; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

As acdes antioxidantes podem ser alcangadas por meio de diferentes mecanismos. No
entanto, os antioxidantes atuam basicamente em dois principais niveis de protecdo: (a) defesa
contra as espécies reativas e contra a sua formacdo e (b) reparo das lesdes causadas pelas
espécies reativas. Onde o seu desempenho depende de alguns fatores determinantes: (a) o tipo

de espécies reativas a ser formado, (b) o sitio e o mecanismo de formacdo das espécies
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reativas, (c) a dose ideal para obtencdo de protecdo eficiente contra as espécies reativas e (d) o

alvo do dano oxidativo (BARBOSA et al., 2010; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2010).

FONTES ENDOGENAS: DEFESA ANTIOXIDANTE:
MITOCONDRIAS SISTEMA ENZIMATICO:
PEROXISSOMAS SOD, CAT, GPx
LIPOXIGENASES _
NADPH OXIDASE B
_ XANTINA OXIDASE ENZIMATICO:
OXIDO NITRICO SINTETASE GSH, CAROTENOIDE,
CITOCROMO P450 VIT. C, TOCOFEROIS,
CITOCINAS INFLAMATORIAS FLAVONOIDES ETC.
PREJUIZO DAS
FUNCOES MENOS ROS (O, HO' H,0, ROO" HCIO )
BIOLOGICAS
METABOLISMO E DEFESA HOMEOSTASE: CRESCIMENTO E
IMUNE DEFICIENTES. METABOLISMO NORMAIS.

FONTES
EXOGENAS:
RAIOS UV
RADIACAO
IONIZANTE
QUIMIOTERAPICOS
XENOBIOTICOS
DEFESA
ANTIOXIDANTE
INEFICIENTE E/OU
Ll DESCONTROLE NA
PRODUCAO DE ROS
ESTRESSE OXIDATIVO:

LIPOPEROXIDACAO E MORTE CELULAR.

Figura 2 — Fontes e respostas celulares as Espécies Reativas do Oxigénio (ROS)

Fonte: Adaptado de Finkel & Holbrook (2000); Vasconcelos et al. (2007).

Usualmente, esse sistema ¢é dividido em enzimatico (macromoléculas) e nio

enzimdtico (micromoléculas), neste ultimo caso, constituido por grande variedade de

substancias, que podem ter origem enddgena ou através da dieta (BARREIROS et al., 2006;

BARBOSA et al., 2010).

O sistema enzimdtico tem como finalidade primordial degradar as espécies reativas

que sdo geradas como resultado do metabolismo intracelular na mitocondria e peroxissomas.

As principais enzimas deste sistema sdo: a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a

glutationa peroxidase (GPx) (FINKEL; HOLBROOK, 2000; HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 2010).
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A SOD € uma enzima que provoca dismuta¢do do anion superéxido em perdxido de
hidrogénio (20, + 2H" ﬂ)» H,O;, + O,), com uma alta eficiéncia de conversio deste
radical em oxidantes ndo-radicalares (JONES, 2008).

Esta enzima corresponde a uma familia com diferentes grupos prostéticos em sua
composi¢ao. Nos sistemas eucariontes existem trés formas de SOD: (a) SOD-Cobre-Zinco
(Cu/Zn-SOD) ou SOD-1, presente no citoplasma e nicleo; (b) SOD-Manganés (Mn-SOD) ou
SOD-2, localizada na mitocondria de 6érgdos como: rim, figado e miocardio; e (c) SOD-
Extracelular (Ec-SOD) ou SOD-3, semelhante a SOD-1, mas atua especificamente nos
espacos extracelulares e fluidos, tais como plasma e linfa (FERREIRA & MATSUBARA,
1997; BABIOR, 1997, 2000; CECARINI et al., 2007).

A CAT € uma hemeproteina citoplasmatica tetramérica, particularmente ativa nos
peroxomas do figado, pulmao, rim e eritrécitos. Catalisa a redu¢do de H,O, em H,0, em
dependéncia de NADPH, de maneira semelhante 3 GPx (2H,0, ——'p 2H,0 + O,)
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; CECARINI et al., 2007; JONES, 2008).

A GPx é uma enzima antioxidante que atua no citosol e nas mitocondrias (H,O, +
2GSH BN 2H,0 + GSSG). A familia de GPx é composta por quatro seleno-proteinas
caracterizadas por diferencas na localizacdo e estrutura molecular: glutationa peroxidase
citosdlica (c-GPx), glutationa peroxidase plasmética (p-GPx) , glutationa peroxidase
gastrointestinal (GI-GPx), e a fosfolipideo hidroperéxido glutationa peroxidase (GPx-PH)
(CECARINTI et al., 2007).

A GPx remove peréxido de hidrogénio pela oxidacdo da glutationa reduzida (GSH)
em glutationa oxidada (GSSG). Em situacdes em que o sistema de oxi-reducdo estd integro,
havera recuperacdao da GSH pela acdo da glutationa redutase (GR) que atua em parceria com a

GPx (GSSG + NADPH + H — Ry 2GSH + NADP"). Entretanto, em condicdo de
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excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o
consumo de GSH e a producao de GSSG, o que caracteriza o EO (CECARINI et al., 2007).

A xantina oxidase (XO), uma fonte importante de ROS glomerular, € formada
irreversivelmente durante injdria celular pela acdo de proteases e oxidantes sobre a xantina
desidrogenase. Trata-se de uma enzima amplamente distribuida, que promove a formagao de
algumas ROS durante a oxidacdo da hipoxantina a xantina e de xantina em dcido urico
(BABIOR, 2000; GAERTNER et al., 2002; HARRISON, 2004).

O 4cido trico, resultante da acdo da XO, é reconhecido como um antioxidante efetivo
nos sistemas bioldgicos, capaz de proteger o DNA e lipidios contra ROS, onde em meio
aquoso atua facilmente tanto reagindo com o HO’, ROO’, quanto quelando metais de
transi¢do. Durante este processo, o urato € entdo convertido em alantoina. (BARREIROS et
al., 2006; VASCONCELOS, 2007).

A alantoina atualmente tem sido muito empregada como marcador da atividade
oxidante em diversas patologias, como por exemplo, insuficiéncia renal, artrite reumatoide,
sindrome de Down, doenca de Wilson e doenga pulmonar cronica neonatal, por ser estdvel,
ndo sofrer acdo enzimadtica e de possivel detec¢do tanto através do método colorimétrico
quanto por HPLC (YARDIM-AKAYDIN, 2004; MURATSUBAKI et al., 2008).

O MDA ¢ um aldeido de cadeia curta, produto secundério da lipoperoxidacao,
derivado da deterioragdo oxidativa de 4cidos graxos polinsaturados com mais de duas duplas
ligagdes, tais como dcido linoléico, araquidonico e docosaexandico, que pode acarretar
alteracoes na estrutura e permeabilidade de membranas celulares, provocando perda da
seletividade em trocas i0nicas e liberacdo de contetido celular, como por exemplo, enzimas
hidroliticas dos lisossomos, com formagao de produtos citotoxicos. Sua quantificacdo é um

parametro importante para a avalicdo do EO nos sistemas bioldgicos (BENZIE, 1996, LIMA
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& ABDALLA, 2001; VASCONCELOS et al., 2007; ANTUNES, 2008; HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 2010).

2.4 Estresse Oxidativo no Lipus e na Nefrite Lipica

O LES ¢ caracterizado pela intensa atividade de autoanticorpos contra acido nucléico,
principalmente nos periodos de exacerbacdo da doenca, onde o processo inflamatério estd
intrinsecamente presente e isto implica na possibilidade da existéncia de um estado de EO,
que possui particular importancia quando se trata da nefrite lipica, devido a grande deposi¢cao
de imunocomplexos na regido dos glomérulos (EVANS, 2000).

Além disso, ttm-se demonstrado que esse sistema de defesa antioxidante é
constitutivamente carente em pacientes com doengas cronico-degenerativas, especialmente
inflamatérias-imunomediadas, onde o EO desempenha um papel crucial como desencadeador
do dano tecidual e dissociacdo de ions de ferro ou compostos que contém ferro (heme) que
podem até mesmo induzir o aparecimento de novas especificidades antigénicas devido
a exposi¢ao dos anticorpos a estes ions (DIMITROV et al., 2008).

Um recente estudo mostrou que os niveis de indicadores de EO, tais como, produtos
de dcido nucléico e oxidagdo lipidica, ndo sé estdo elevados em pacientes com LES em
comparacdo a individuos sauddveis, mas também acompanham a oscilacdo do SLEDAI ao
longo da doenga, tornando possivel a avaliacdo da sua progressao através dos marcadores de
estresse oxidativo e nitrosativo, bem como possibilita o estudo do papel destes marcadores
na patogénese do LES (WANG et al., 2010). Além disso, outro estudo demonstrou que as
ROS além de apresentarem uma estreita relacdo com o aumento da gravidade e progressao do
lipus de modo geral também atuam como mediadores da injuria glomerular (FROSTEGARD

et al., 2005).
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Diversas condicoes clinicas, especialmente as imunomediadas, t€m sido associadas
nio s6 com o EO relacionado ao aumento de ROS, mas também com a capacidade
antioxidante prejudicada, principalmente em termos de reducao dos niveis de GSH e reduzido
potencial redox celular, além da oxidacdo de tidis e formagdao de peroxinitritos. Com isso,
o desequilibrio no estado redox nado s6 pode ser diretamente responsavel pelos danos aos
tecidos, como pode promover o desenvolvimento da autoimunidade através do
desequilibrio da tolerancia imunolégica pela geracdo de neodeterminantes antigénicos
(CRANE & LOW, 2008; FAULK & MCcINTYRE, 2008; FERNANDEZ & PERL, 2009;
PERRICONE et al., 2009).

Estudos longitudinais dos niveis séricos de 6xido nitrico associados aos marcadores de
atividade tanto do LES de modo geral, quanto da nefrite lipica proliferativa especificamente,
forneceram uma base para o estudo de alvos terapéuticos, como € o caso do MMF, conhecido
por induzir a remissdo da NL possivelmente através da inibi¢do da transcri¢do da 6xido
nitrico sintetase e consequente redu¢do na producdo de 6xido nitrico (TANG et al., 2005;
OATES et al., 2008). Inversamente ao que ocorre com a ciclofosfamida, que apresenta como
efeito colateral a produgdo de radicais livres através do seu metabdlito toxico, a acroleina,
com consequente dano aos tecidos renais (SENTHILKUMAR et al., 2006).

As ROS estdo envolvidas, inclusive, no aumento da peroxidagdo lipidica em pacientes
com LES, onde seus aldeidos derivados, tais como MDA e 4-Hidroxinonenal (4-HNE),
podem contribuir para a patogénese da doenca supostamente pela formacao de neoantigenos e
pela deposi¢do, a longo prazo, de complexos imunes (WANG et al., 2007).

Um estudo realizado por Alves et al. (2008) demonstrou que o aumento da producio
de anion superdxido pelos neutréfilos de paciente com LES, principalmente naqueles com

manifestagdes clinicas relacionadas a imunocomplexos (ex., nefrite) associadas a
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autoanticorpos (ex., anemia hemolitica) poderiam refletir em uma ruptura do equilibrio redox
envolvendo a NADPH oxidase e/ou a SOD, gerando uma superprodugdo de ROS.

Outros estudos demonstram associagcdo entre atividade inflamatdria intensa, extresse
oxidativo e lesdo renal em modelo animal. Na nefropatia membranosa humana, o citocromo
P450 mostrou desempenhar um papel importante na producao significativamente elevada de
ROS, através do aumento da disponibilidade do ferro e consequente produg¢do de MDA, além
da producao de superéxido através da ativacdo da NADPH oxidase presente na membrana das
células dos glomérulos, danificando sua parede capilar e refletindo na exacerbacdo da
proteintiria (CYBULSKY et al., 2005; LIU et al., 2010; CYBULSKY, 2011).

Em pacientes com dano renal, observa-se um aumento na peroxidacdo lipidica,
associada a uma queda na atividade das enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT presentes
tanto nos glomérulos ( em pacientes com glomerulonefrite) quanto na membrana dos
eritrcitos (em pacientes com insuficiéncia renal cronica), além de diminuicdo da GSH
plasmatica. Nos pacientes submetidos a hemodidlise, a reducdo da capacidade antioxidante
proporciona de forma mais proeminente a alteracdo nas propriedades da membrana, o que
possivelmente contribui para o desenvolvimento de anemia e doengas cardiovasculares nestes
pacientes (DURAK et al., 1994; McGRATH et al., 1995; GAERTNER, et al., 2002).

As alteracdes no metabolismo dos lipidios em pacientes com LES estdo associadas a
doenca cardiovascular prematura e severa, onde se observa um aumento da concentragdo de
marcadores de peroxidagdo lipidica além de uma reduzida capacidade antioxidante total
(TAC). Os mecanismos que levam a este estado antioxidante prejudicado, ainda ndo foram
esclarecidas e podem estar relacionadas a uma deficiéncia no sistema antioxidante ou a um
excesso de atividade oxidativa (NUTTALL et al., 2003; TURGAY et al., 2007).

Em um estudo realizado por Morgan et al. (2009), foi observado que as concentracdes

de tidis protéicos tinham sua concentracdo sérica cronicamente diminuida em pacientes com
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LES, enquanto proteinas carboniladas e glicina estavam cronicamente aumentadas. Além de
constatar que os niveis séricos de oxidacdo protéica destes pacientes se correlacionavam com
a atividade da doenca.

Em outro estudo mais recente, Shah et al. (2012) observou que a severidade do LES
estd diretamente associada a elevagdo do estado oxidante total (TOS), com aumento tanto no
consumo de GSH quanto na produc¢do de produtos de peroxidacao lipidica (MDA), e que estes
fatores podem estar relacionados com a modulagdo da apoptose no LES e desempenhar um

papel vital na patogénese desta doencga.



39

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacdo do estresse oxidativo com a lesdo renal de pacientes com ldpus

eritematoso sist€mico (LES).

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Identificar quais marcadores de estresse oxidativo participam na atividade do LES.

3.2.2 Comparar os niveis de marcadores de estresse oxidativo entre pacientes com e sem LES,
bem como pacientes com e sem atividade lipica.

3.2.3 Avaliar os niveis dos marcadores de estresse oxidativo entre pacientes com e sem
atividade renal, subdivididos segundo classificacilo OMS da lesdao renal e tipo de
tratamento.

3.2.4 Correlacionar os marcadores de estresse oxidativo com o indice de atividade do LES
(SLEDAI), uso de medicamento, tempo de doenga, dosagens bioquimica e de

complementos C3 e C4.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de Estudo

Tratou-se de um estudo descritivo, transversal do tipo deteccao de caso (screening), no
qual amostras bioldgicas de pacientes com lipus eritematoso sist€émico foram submetidas a

dosagem de marcadores de estresse oxidativo (mediados pelo anion radical superéxido).

4.2 Universo de Estudo

4.2.1 Populacdo de Estudo

Fizeram parte da pesquisa os pacientes com ldpus eritematoso sist€émico (LES),
atendidos no setor de Reumatologia do Ambulatério Aradjo Lima do Hospital Universitario
Getulio Vargas (HUGV) da cidade de Manaus-AM, que atenderam a no minimo quatro dos
onze critérios de classifica¢ao estabelecidos e revisados pela ACR (1997), conforme descrito
no Anexo 2. Além destes, foram selecionados para compor um grupo de referéncia,

funcionarios e/ou alunos do HUGV e UFAM que ndo possuiam LES.

4.2.2 Participantes

Todos os pacientes do sexo feminino que, no periodo de setembro de 2011 a junho de

2012, receberam atendimento regular no setor de Reumatologia do Ambulatério Aradjo Lima
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do HUGYV, na cidade de Manaus-AM, para tratamento de LES com ou sem lesdao renal
confirmada e que, apds abordagem direta pela pesquisadora no hordrio de funcionamento da
institui¢do, aceitaram o convite para participar do estudo, foram selecionados para compor os
grupos estudo: controle (C), com nefrite ldpica (NL) e ldpus ativo sem nefrite lapica(LA).
Para compor o grupo sem LES (S) foram convidados funcionérios e alunos que, no
mesmo periodo, estavam presentes no AAL, HUGV ou na Faculdade de Farmécia da UFAM
e apresentavam caracteristicas de sexo e idade semelhantes aos grupos de estudo anteriores,

mas que nao possuiam LES.

4.2.3 Amostragem

A populacdo de estudo foi definida por método nao-probabilistico, com amostragem
por conveniéncia e consecutiva, onde todos os pacientes, funciondrios e/ou alunos presentes
no periodo da pesquisa que se encaixaram nos critérios de inclusdo pré-estabelecidos foram

selecionados e enquadrados em um dos grupos do estudo.

4.2.4 Critérios de Elegibilidade

4.2.4.1 Critérios de Inclusdo

Foram considerados aptos a inclus@o todos os pacientes com diagndstico confirmado

para LES, segundo a ACR, do sexo feminino, pds-menarca e idade maxima de 50 anos, que

consentiram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice 1

ou2).
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Para uma melhor avaliacdo do papel do estresse oxidativo (mediado pelo O,") no
desenvolvimento de lesdo renal dos pacientes com LES, a populacdo de estudo foi dividida
em trés grupos: LES inativo e sem lesdao renal (grupo controle - C), LES ativo com nefrite
lipica (grupo NL) e LES ativo sem lesdo renal (grupo LA).

O grupo C foi constituido por aqueles individuos que nao apresentaram atividade
lipica (SLEDAI = 0) por no minimo um ano e que nao apresentaram resultados laboratoriais
caracteristicos de lesdo renal. O grupo NL foi composto por pacientes que apresentaram LES
ativo, com SLEDAI > 8, que desenvolveram nos ultimos seis meses anteriores a selecao
critérios sugestivos de classificacdo preferencialmente III ou IV para nefrite, segundo
preconizado pela OMS em 1995 (WEENING et al., 2004; GORDON et al., 2009). O grupo
LA foi composto por pacientes com LES ativo, com SLEDAI > 4, sem quaisquer
manifestacdes renais.

O instrumento usado para avaliar atividade lipica foi o Systemic Lupus Erythematosus
Activity Index, SLEDAI, demonstrado no Anexo 3, que foi aplicado por um médico
reumatologista a cada paciente para defini¢do de score juntamente com a classificacio para o
dano renal através da clinica (classificagio OMS) ou por bidpsia renal (classificagdao

INS/RPS), caso o paciente ja tenha sido submetido anteriormente (BOMBARDIER et al.,

1992; GLADMAN et al., 2002; WEENING et al., 2004).

4.2.4.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos aqueles pacientes que apresentaram SLEDAI incompativel com o
grupo ao qual foram selecionados, aqueles que apresentaram alteracdo renal de classe VI e
alguma doenca, estado ou comportamento que influenciasse a producdo de ROS: doencas

infecciosas, diabetes priméaria, HIV, doenca renal cronica, tabagismo e gravidez. Os pacientes
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com hipertensdo arterial ndo foram excluidos dos grupos de estudo, em virtude da inevitavel
inter-relacdo clinica com a lesdo renal, nem os pacientes com LES que estavam fazendo uso
de antioxidantes em virtude da obrigatoriedade destes no protocolo de tratamento,
principalmente no caso dos pacientes internados.

Os pacientes que, no momento da abordagem, ndo estavam em jejum minimo de 8
horas ou aqueles cujas amostras apresentaram caracteristicas que pudessem interferir nas
andlises bioquimicas, como hemolise, contaminagdo ou alteragdes de qualquer natureza
proveniente de problemas de acondicionamento e transporte, foram convidados a agendar

nova coleta.

4.3 Informacoes Eticas

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFAM
para avaliagdo quanto a adequagdo ao disposto na Resolugdo CNS n°196/96 e
Complementares, do qual obteve deferimento para realizacdo da pesquisa, assegurando os
direitos e deveres aos pacientes, a comunidade e ao Estado, conforme protocolo CAAE n°
0286.0.115.000-11 (Anexo 1).

Apenas apés aprovacdo no CEP, foi dado inicio a coleta do material bioldgico
necessario, mediante consentimento por escrito da institui¢do e dos pacientes selecionados ou
de seus responsdveis legais (menores de 18 anos) de participacdo no estudo, conforme
Apéndices 1 e 2.

Todos os pacientes selecionados foram atendidos pelos médicos pesquisadores do

HUGYV e participantes da equipe cientifica.
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4.4 Fluxo de Procedimentos

SELECAO DE PACIENTECONFORME CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

APLICACAO DO TCLE E QUESTIONARIO PADRONIZADO

COLETA DE DADOS DO PRONTUARIO MEDICO

COLETA DE SANGUE (jejum12h): 2 tubos com EDTA (8mL) e 1 tubo sem anticoagulante (5 mL)

PERFIL HEMATOLOGICO" SEPARACAO DE PLASMA” SEPARACAO DO SORO’
(tubol com EDTA) (tubo 2 com EDTA) (tubo sem anticoagulante)
SEPARACAO DE SANGUE . " "
(para Biologia Molecular, sem LAVAGEM DE HEMACIAS' A LISES BIOCQUILTESR
conservante)” (perfil renal)

ACRESCIMO DE CONSERVANTE E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS A -70'C

DOSAGEM de GPx DOSAGEM de A DOSAGEM de C3 e C4
(no concentrado de hemacias)

DOSAGEM de GR, o, .
ALANTOINA e MDA DOSAGEM de Tiéis Totais, TOS

(no plasma) e TAC

TABULACAO DOS DADOS E ANALISE DOS RESULTADOS

Figura 3 — Fluxo de Procedimentos para avaliacdo do perfil de estresse oxidativo em pacientes
participantes do estudo.

*. . . . . .
Material a ser processado e analisado no dia da coleta impreterivelmente.
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4.5 Detalhamento dos Procedimentos

Foi coletado sangue total dos pacientes (em jejum prévio) com material estéril e
descartdvel, por puncdo venosa cubital, utilizando seringa de 20 ml, totalizando 13 mL de
amostra que foi distribuida em 3 tubos: dois tubos contendo K4EDTA a 1 g.dL'1 (4 mL cada),
para andlise de perfil hematoldgico e para dosagem da atividade de alguns dos marcadores de
estresse oxidativo, e um tubo sem anticoagulante (5 mL), para separacdao do soro, onde foram
realizados alguns dos exames bioquimicos necessdrios para a determinacdo do perfil renal,
dosagens de complementos C3 e C4, bem como de outros marcadores de estresse oxidativo.

A coleta foi realizada de forma lenta para que ndo ocorresse a ativacdo celular por
turbuléncia de fluxo e, em seguida, as amostras foram homogeneizadas de forma igualmente
lenta para total distribui¢ao do anticoagulante.

Cada tubo foi identificado com o nimero de registro recebido no momento da
entrevista que antecedeu a coleta, com as iniciais do nome do participante e a data. As
amostras bioldgicas, bem como os formuldrios preenchidos de acordo com cada paciente,
receberam uma identificagdo ardbica em ordem crescente a medida que foram admitidos no
estudo.

As amostras coletadas foram acondicionadas em embalagens de transporte com
refrigeracdo e levadas ao laboratdrio de analise em no maximo 1 hora apds a coleta.

Seguindo o procedimento para cada dosagem, as amostras que poderiam ser
processadas posteriormente foram separadas em aliquotas suficientes para a sua realizacao em
duplicata, colocadas em microtubos de volume apropriado, acondicionadas em caixas
diferenciadas por grupo e armazenadas em freezer a temperatura de 70°C negativos. Ja
aquelas que exigiam leitura imediata, foram processadas no dia da coleta, sendo armazenado

apenas o material restante para possivel confirmacgdo (Apéndice 4).
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Todas as andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Atividade Biol6gica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM. Com relacdo as amostras bioldgicas
coletadas, todas foram armazenadas no Laboratério de Atividade Biol6gica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, para confirmacgdo dos resultados obtidos, caso necessario,
e/ou para a realiza¢do de estudos moleculares em pesquisas posteriores, seguindo a presente

linha de pesquisa, exclusivamente.

4.5.1 Coleta de Informacoes

Os individuos que concordaram em participar do estudo assinaram o TCLE ap6s o
conhecimento dos objetivos e da metodologia da pesquisa. Foi aplicado um questionério
(Apéndice 3) para cada participante responder individualmente ou acompanhado do
responsavel legal, quando fosse o caso, com o intuito de obter informagdes que auxiliassem
na interpretacdo dos resultados obtidos nas dosagens realizadas. O questiondrio era composto
de 7 itens com perguntas do tipo multipla escolha, com possibilidade de multiplas respostas.
Cada participante recebeu um cddigo de identificagdo sequencial, para garantir o carater

confidencial das informagdes prestadas.

4.5.2 Preparagdo das Amostras Clinicas

4.5.2.1 Separacdo do Soro

O tubo sem anticoagulante (soro) foi centrifugados por 10 min a 3500 rpm em

centrifuga Nova Técnica. Em seguida, o sobrenadante obtido foi distribuido em microtubos
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previamente identificados, foi acrescido 5 pL. para cada mililitro de soro de uma solugao

conservante (Quadro 3), e guardado sob refrigeracao negativa de 70°C para posterior anélise.

4.5.2.2 Separacdo do Plasma

Um dos tubos contendo K4EDTA a 1 g.dL foi centrifugados por 10 min a 3500 rpm em
centrifuga Nova Técnica para separacdo de plasma. Em seguida, o sobrenadante obtido foi
distribuido em microtubos previamente identificados, foi acrescido 5 pL. para cada mililitro de
plasma de uma solucd@o conservante (Quadro 3), e guardado sob refrigeracao negativa de 70°C

para posterior anélise.

4.5.2.3 Lavagem de Concentrado de Hemacias

Apo6s a retirada do plasma, o sedimento sofreu trés lavagens sucessivas com uma
solucdo tampdo fosfato a 0,1M e pH 7,4 em centrifugacdo a 3500 rpm por 10 min em
centrifuga Nova Técnica. Em seguida, o sedimento obtido foi distribuido em microtubos
previamente identificados, foi acrescido 5 pLL de uma solucdo conservante (Quadro 3) para
cada mililitro de concentrado de hemécias, e guardado sob refrigeracdo negativa de 70°C para

posterior andlise.

4.5.2.4 Processamento do Sangue Total

No outro tubo contendo K4EDTA a 1 gdL' foi realizado o procedimento de

determina¢do do perfil hematoldgico e, posteriormente, a separagdo do sangue total em dois

microtubos distintos e previamente identificados para dosagem de estresse oxidativo e ensaios
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de biologia molecular, onde apenas no microtubo destinado as dosagens de estresse oxidativo
foi acrescido 5 pLL de uma solug@o conservante (Quadro 3) para cada mililitro de sangue total.
Todas as aliquotas obtidas foram guardadas sob refrigera¢do negativa de 70°C para posterior

analise.

Quadro 3 — Solu¢do Conservante utilizada para anélise de estresse oxidativo.

Constituinte Concentracido Finalidade
Retarda a oxidacdo através do
Butil-Hidroxitolueno 0,2% (BHT) ImM impedimento na formagao de
peroxidos.

Desferroxamina (DFO) ImM Quelante de metal

Phenylmethanesulfonylfluoride
(PMSF)

Etanol 96% - Veiculo

ImM Inibidor de protease

4.5.3 Analise das Amostras Clinicas

4.5.3.1 Determinacao do Perfil Hematoldgico

A andlise hematoldgica completa das amostras coletadas foi realizada por meio do

contador automdtico de células sanguineas (leucdcitos, eritrocitos e plaquetas), modelo KX-

21 N da marca SYSMEX, a partir do sangue total conservado com K4EDTA, que foi

processado no dia da coleta para evitar perda de material por hemdlise ou contaminacao.

4.5.3.2 Determinagdo do Perfil Renal

As andlises adotadas como parametro de avaliacdo do comprometimento renal, foram:
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a. Clinica: andlise dos registros em prontudrio dos pacientes referentes a edema,
oligidria e hipertensao arterial;

b. Laboratorial: foram coletados os dados do dltimo exame laboratorial registrado no
prontudrio dos pacientes apenas aqueles referentes a microscopia do sedimento urindrio,
proteindria de 24h e dosagem de creatinina sérica, segundo preconizado pela American
College of Rheumatology (1997).

As andlises nos soros dos pacientes para detecc@o de ureia, creatinina, proteinas totais,
albumina e dcido urico foram realizadas utilizando-se kits comercializados pela fabricante
Labtest Diagndstica Ltda, acordo com técnica descrita para o aparelho automatizado COBAS
Mira Plus®. As especificacdes de cada método, bem como a expressio dos resultados estdo

descritos no Quadro 4.

Quadro 4 — Especificacoes dos kits para Dosagens Bioquimicas.

Substincia Metodologia Resultado

Acido Urico Liquiform (Rf. 73) Enzimatico-Trinder mg/dL

Albumina (Rf. 19) Verde de Bromocresol g/dL
Creatinina (Rf. 35) Reacdo de Jaffé mg/dL
Proteinas Totais (Rf. 99) Biureto g/dL
Ureia (Rf. 27) Urease mg/dL

c. Biopsia Renal: foram analisados os prontudrios dos pacientes participantes do
estudo para identificacdo de registro de realizagdo de bidpsia renal. Este procedimento foi
considerado como instrumento de classificagdo nos grupos de estudo apenas se o paciente ja o
tivesse realizado, caso contrdrio, a classificacio foi determinada de acordo com a clinica e os

exames laboratoriais apresentados no momento da consulta.
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4.5.3.3 Dosagem de Complemento

As determinacdes quantitativas dos Complementos C3 e C4 no soro dos pacientes
foram realizadas segundo protocolos de métodos turbidimétricos de ponto final descritos para
o aparelho automatizado COBAS Mira Plus® e comercializados sob a forma de kits, ambos

pelo fabricante In Vitro Diagnostica Ltda. As concentragdes foram expressas em mg/dL.

4.5.3.4 Dosagem do Malondialdeido (MDA)

O malondialdeido (MDA) presente no soro das amostras foi medido através da reacao
com o 4cido tiobarbitdrico (TBA), para estimar a intensidade da peroxidagao lipidica, através
da formacdo de um cromédgeno de cor rosa cuja absor¢do foi lida através de técnica
espectrofotométrica, segundo descrito originalmente por Ohkawa et al. (1979).

Para que esta andlise fosse possivel, primeiramente, procedeu-se o preparo da amostra,
onde 3 mL de um complexo de reagdo composto de TBA 0,76%, acido cloridrico 0,25N e
acido tricloracético a 10 % foram adicionados em 200 pL de soro e em seguida agitados em
vortex. Logo apds a agitagdo, a amostra foi tampada com bolas de gude para impedir a
evaporacao dos reagentes e incubada a 100°C por 45 minutos. Ao final da incubacdo, a
amostra foi resfriada em banho de gelo por cerca de 5 minutos e centrifugada a 3500 rpm por
10 minutos e, em seguida, procedeu-se a leitura do sobrenadante em absorbancia de 535 nm
em epectrofotdmetro T70 UV/VIS PG Instruments Ltda. Os niveis de MDA total da amostra
foram calculados através da razdo entre a absorbincia da amostra e uma solu¢do padrao de
MDA (1,1,3,3-tetrahidroxipropano), multiplicada pela concentracdo da solu¢do padrdo. Os

resultados foram expressos em pmol/L.
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4.5.3.5 Dosagem de Alantoina

A alantoina é formada a partir da oxidacdo do 4cido drico pela a¢do de ROS, e este,
por sua vez € obtido no final do processo de conversdo da xantina durante o metabolismo das
purinas. Sua dosagem no plasma foi obtida seguindo o método colorimétrico descrito por
Young & Conway (1942).

A hidrélise em meio alcalino a 100°C da alantoina da amostra deu o inicio a reacdo,
através do acréscimo de 625 pL de dgua e 125 pL de hidréxido de sédio 0,5M em 125 pL de
plasma, que deu como produto o 4cido alantéico. Em seguida, a amostra reagiu com
hidrocloreto de fenilhidralazina (125 pL a 23 mM) em meio dcido, pH 2 - 3 a 100°C,
produzindo fenilhidrazona que, por sua vez formou um croméforo, quando reagiu com o
ferricianeto de potéssio (125 uL a 0,05 M) ainda em meio acido (375 puL de HCI 11,4N),
detectavel em epectrofotometro T70 UV/VIS PG Instruments Ltda em absorbancia em A de
522 nm. A concentragdo de alantoina no plasma é determinada pela correlacdo da absorbancia
da amostra plotada em curva padrdo previamente elaborada com soluc¢des de alantoina de 0 a

60 mg/dL.

4.5.3.6 Dosagem de Ti6is Totais

Ti6is sdo antioxidantes enddgenos eficientes na protecdo celular contra os danos
induzidos por ROS (ATMACA, 2004). Concentragdo sérica de tidis totais ou grupos sulfidrilo
(-SH) foi dosada segundo método descrito originalmente por Elmman (1959), modificado por
Hu (1994) e adaptado a um analisador bioquimico automatico por Costa et al. (2006).

Uma aliquota de soro (5 pL) foi misturada a 200 pL. de tampao Tris-EDTA (0,25 mM

de Tris base + 20 mM de EDTA, pH 8,2) que posteriormente reagiu com 2,5 pl. de uma
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solucdo a 10mM do 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) em metanol, formando um
anion altamente colorido. Apds incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, € o
resultado foi lido em absorbancia de A de 412 nm, em aparelho automatizado COBAS Mira
Plus®. A concentracdo de ti6is totais no soro foi calculada usando a GSH como padrio e

expressa em mmol/L.

4.5.3.7 Dosagem da Capacidade Antioxidante Total (TAC)

Diversas moléculas enddgenas e exdgenas agem sinergicamente no processo
antioxidante e podem ser medidas no soro (ou plasma) de forma global, denominada de
capacidade antioxidante total (MILLER et al., 1993).

Segundo protocolo descrito por Erel (2004), o processo iniciou com o preparo de uma
solucdo de ABTS (4cido 2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico]) 7mM em &4gua
deionizada, seguida da adicdo de persulfato de potdssio SmM e repouso no escuro a
temperatura ambiente durante 12-16 h antes da utilizacdo. Apds este repouso, a solugdo
estoque de ABTS oxidada foi diluida para obter uma absorbancia de 1.000 £0,1 em A de 630
nm em leitor de Elisa (DTX 800 Multimode Detector, Beckman Couter). Em seguida
adicionou-se 300 pL do ABTS diluido e 10 pL. de soro, em microplaca 96 pogos e fundo
chado para leitura da absorbancia apds incubacdo no escuro a temperatura ambiente por 15
minutos. A concentracdo de TAC foi calculada usando como padrdo solu¢do de 1mmol/L de
Trolox® (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) e os resultados do ensaio

foram expressos em mmol Trolox/L.
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4.5.3.8 Dosagem do Estado Oxidante Total (TOS)

As moléculas oxidantes presentes no soro (ou plasma) podem ser medidas de forma
global, denominada de estado oxidante total (TOS), segundo protocolo descrito por Erel
(2005), onde estas moléculas presentes em 35 pL de soro oxidaram o ferro presente em 11 pL
de solucdo reagente de H,SO4 25mM contendo: o-dianisidina dicloridrato 10mM + sulfato
ferroso 5 mM, na presenga de 225 pL solucido de H,SO4 25mM contendo: xilenol laranja 150
uM, NaCl 140 mM + glicerol 1,35M, pH 1,75. Neste meio 4cido, os ions férricos formaram
um complexo colorido com o xilenol de intensidade proporcional a concentracdo total de
moléculas oxidantes presentes na reacdo. Apos 4 minutos de incubacdo a 37°C, a leitura da
absorbancia foi tomada em A de 560 nm em leitor de Elisa (DTX 800 Multimode Detector,
Beckman Couter). A concentracdo de TOS foi calculada com base na curva padrao tracada

com solug¢ao padrao de H,O; e os resultados do ensaio foram expressos em pmol H,O, /L.

4.5.3.9 Determinagio do Indice de Estresse Oxidativo (IEO)

Partindo-se do principio de que um estado oxidativo reflete o desequilibrio entre
producdo e deplecdo de agentes oxidantes, a utilizacdo de um indice que traduza esta relagdo
parece mais util do que a analise individual de TOS e TAC (VASSALLE et al., 2008).

O 1indice de stress oxidativo (IEO) foi adotado, segundo Aycicek et, al. (2005), para
expressar esta razdo percentual entre os niveis de TOS e TAC, no entanto, para realizar o
célculo, a unidade de resultado de TAC (mmol equivalente Trolox /L), foi convertida para
pmol equivalente Trolox /L e o valor do IEO foi calculado como se segue: IEO (%) = [(TOS,

pmol H,O, Equivalente/L) / (TAC, umol Trolox Equivalente/L) x 100].
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4.5.3.10 Dosagem da Atividade da Enzima Super6xido Dismutase (SOD)

Esta enzima também tem papel antioxidante, ja que acelera a dismutacdo do anion
radical superéxido em H,0O, e O,, na presenca do hidrogénio. Sua atividade no concentrado de
hemadcias foi determinado seguindo a metodologia estabelecida pelo fabricante do kit Ransod
(SD125) da marca Randox®, onde foi emprega xantina e xantina oxidase para gerar radicais
superdxidos que reagiram com cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium
(INT) para formar um composto vermelho formazan. A atividade da SOD foi medida através
do grau de inibi¢ao da reagdo, onde a inibi¢do da taxa de reducdo do INT pela SOD foi lida
em absorbancia em A de 505 nm, de acordo com técnica padronizada para leitura em aparelho
automatizado COBAS Mira Plus®. Os valores encontrados foram posteriormente convertidos
através da multiplicacdo pelo fator de diluicdo e a concentragdo de SOD foi expressa em

U/mL.

4.5.3.11 Dosagem da Atividade da Enzima Catalase (CAT)

A determinacgdo da atividade da catalase (CAT) € um importante marcador de defesa
antioxidante, devido a sua atividade de decomposi¢@o do peréxido de hidrogénio em oxigénio
e dgua. A atividade desta enzima foi determinada através de leitura espectrofotométrica da
absorbancia produzida durante a oxidacdo do perdxido de hidrogénio (H,O;) e consequente
producdo de oxigénio, como descrito por Aebi (1984), que possui como principio de reacdo o
acompanhamento da diminuicao da absorbancia em A de 240 nm.

A amostra foi inicialmente hemolisada pela adi¢do de 500 puL de dgua gelada em 500
pL de concentrado de hemdcias. Em seguida, foi adicionando de 4,9 mL de tampao fosfato

0,IM pH 7,0 em 100 pL do hemolisado, formando uma diluicao 1:500. Deste preparado
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foram retirados 500 uL e acrescidos em 2,5 mL de tampao fosfato 50 mM pH 7,0; o qual foi
adicionado de 1 mL de solu¢do de H,O; a 30% e monitorada diminui¢do da absorbancia entre
0 e 15 segundos em espectrofotometro T70 UV/VIS PG Instruments Ltda. Para estimar a

atividade da catalase presente na amostra, os resultados obtidos foram expressos em k/gh/min.

4.5.3.12 Dosagem da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A dosagem da atividade da GPx em sangue total foi realizada seguindo as orientagdes
do fabricante do kit Ransel (RS 505) da marca Randox® baseado na metodologia de Paglia &
Valentine (1967), que consiste no seguinte principio: a GPx catalisa a reducdo de GSH a
GSSG pelo hidroperéxido de cumeno. A determinagdo da atividade da GPx foi feita de acordo
com técnica padronizada para leitura em aparelho automatizado COBAS Mira Plus®, pela
diferenca da absorbancia em A de 340 nm, entre as trés leituras com intervalo de 1 minuto

entre elas. O resultado foi multiplicado por um fator de dilui¢cdo e expresso em U/L.

4.5.3.13 Dosagem da Atividade da Enzima Glutationa Redutase (GR)

A dosagem da atividade da GR em plasma foi realizada seguindo as orientacdes do
fabricante do kit Glut Red (GR 2368) da marca Rand0x®, onde a GR catalisa a reducdo de
GSSG a GSH através da oxidac¢do simultinea da NADPH em NADP". A determinagio de GR
foi feita de acordo com técnica padronizada para leitura em aparelho automatizado COBAS
Mira Plus®, pela diferenca da absorbancia em A de 340 mm, entre as cinco leituras com
intervalo de 1 minuto entre elas. O resultado foi multiplicado por um fator de dilui¢do e

expresso em U/L.
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4.6 Analises Estatisticas dos Resultados

Todas as informagdes coletadas e resultados encontrados dos pacientes deste estudo
foram tabulados em planilha Microsoft Excel 2010 do Laboratério de Atividade Bioldgica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.

Os dados foram inicialmente analisados descritivamente e apresentados em tabelas,
sob a forma de média e desvio-padrdo, no caso dos dados quantitativos, e sob a forma de
frequéncia absoluta simples e relativa, no caso dos dados qualitativos.

Todos os dados analisados foram inicialmente classificados quanto a normalidade de
distribuicao determinada segundo o teste de Shapiro-Wilk.

Para a andlise descritiva dos dados quantitativos, a determinag¢do do p foi realizada
segundo a ANOVA ou teste de Kruskal-Wallis, j4 no caso dos dados qualitativos a
determinacao do p foi realizada segundo andlise de contingéncia do teste Chi-quadrado.

Para andlise de multiplas comparacdes dos grupos com dados com distribuicao
normal, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) para estimar a significincia, com
aplicacdo do poés-teste de Tukey; caso contrdrio, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, com a
aplicacdo do pds-teste de Dunns.

As correlagdes entre as varidveis foram estabelecida pelo célculo de coeficientes de
correlagdo do teste de Spearman, onde foi utilizada a determinagdo do valor de p bicaudal e
intervalo de confianca de 95%.

O nivel de significancia utilizado para todos os testes foi de 5%.

Os célculos estatisticos, as edicdes dos dados e as confeccoes das planilhas e gréaficos
foram executados com a utilizacdo dos aplicativos GraphPad Prism 6 for Windows versao

6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA).
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5. RESULTADOS

Inicialmente procedeu-se a caracterizacao clinica e laboratorial dos pacientes para em

seguida realizar as andlises estatisticas.

5.1 Caracterizacao dos Grupos de Estudo

A populagdo de estudo foi constituida de 93 pacientes do sexo feminino, com idade
entre 15 e 49 anos, apresentando caracteristicas clinicas e laboratoriais descritas nas Tabelas 1
e 2, respectivamente, e enquadradas em cada grupo, segundo critérios elegibilidade
predefinidos.

Os pacientes apresentaram ACR entre 4 e 9; SLEDAI de 0 a 24, sendo que o grupo C
apresentou SLEDAI = 0, o grupo NL oscilou o SLEDAI entre 8 e 24 ¢ o grupo LA entre 6 e
20. A duracdo da doenca oscilou entre 15 e 256 meses no grupo C, entre 1 e 252 meses no
grupo NL e entre 1 e 192 meses no grupo LA. Com relacdo ao tempo de lesdo, os grupos NL
e LA apresentaram entre 1 e 6 meses, enquanto o grupo C estava sem atividade ldpica por um
periodo de 12 a 96 meses.

Em se tratando de comorbidades, 4 (13%) pacientes no grupo C, 21 (68%) no grupo
NL, e 5 (24%) no grupo LA apresentaram hipertensdo. Foi verificado que de 32 (34%)
pacientes em toda a populacao de estudo apresentou alguma outra doenga associada.

Dentre os pacientes pertencentes ao grupo NL 15 (48%) tiveram sua classificacao
OMS determinada por bidpsia, os outros 16 (52%) foram classificados segundo critérios

clinicos e laboratoriais descritos por Melo et al. (2009), que incluiu: presenca de hipertensao
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arterial, andlise do sedimento urindrio (hematdria e leucocitdria) e dosagens de proteintria de

24 horas, de creatinina sérica e de complemento C3.

Tabela 1 - Caracteristicas Clinicas dos Pacientes dos Grupos Controle, Nefrite Lipica, Lipus

Ativo e Sem Lupus.

Caracteristicas Clinicas Controle (C) Nefrite Lapica  Lipus Ativo Sem LES »
(n=30) (NL) (n=31) (LA) n=21) (S) (n=11)

Idade (anos), M + DP 31,67 £7,91 28,29 +6,06 30,05 5,97 32,73 +8,86 0,488
Niimero de Critérios ACR, M + DP 5,33 +£1,42° 5,87 £0,96* 6,00 +1,34 - 0,025*
SLEDAI (score), M = DP (I 13,74 £4,02%° 9,10 +3,52"° - <0,001"
Duracio da Doenca (meses), M + DP 97,87 +61,36>" 51,71 £55,12* 51,81 +50,89° - 0,001"
Tempo de Lesdo (meses), M + DP - 3,07 £1,53 2,91 *1,55 - 0,675
Prednisona, n (%) 21 (70) 29 (94) 21 (100) - 0,007
Cloroquina/Hidroxicloroquina, n (%) 23 (77) 19 (61) 17 (81) - 0,149
Azatioprina, n (%) 5@17) 3 (10) 4(19) - 0,594
Metotrexato, n (%) 1(3) 1(3) 2 (10) - 0,551
Micofenolato de Mofetil/Sédio, n (%) 1(3) 8 (26) 3(14) - 0,044
Ciclofosfamida, n (%) 0 () 13 (42) 1(5) - <0,001"
Metilpredinisolona, n (%) 0(0) 5 (16) 2 (10) - 0,080
NL Classe III (OMS), n (%) - 9 (29) - - -
NL Classe IV (OMS), n (%) - 20 (65) - - -
NL, exceto Classe Il e IV (OMS), n (%) - 2 (6) - - -
Tratamento A (NL, Classes III), n (%) - 2 (22) - - -
Tratamento B (NL, Classes III), n (%) - 7 (78) - - -
Tratamento A (NL, Classes IV), n (%) - 4 (2) - - -
Tratamento B (NL, Classes [V), n (%) - 16 (80) - - -
Tratamento A (NL, exceto Classe Il e ) 2(100) ) ) )

1V), n (%)

M = Média; DP = Desvio Padrdo; n= nimero de pacientes; *Valor de significativo p (<0,05). Letras sobrescritas
semelhantes indicam comparago estatisticamente significativa.

A medicacdo prescrita aos pacientes

com LES englobou,

principalmente,

glicocorticoides, antimaldricos e imunossupressores. No caso dos pacientes com NL, buscou-

se agrupd-los de acordo com a agressividade da medicagdo, para verificar o efeito do
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tratamento na producdo de ROS, conforme Quadro 5. Foi considerado sob tratamento A
apenas aqueles pacientes que tomavam exclusivamente algum dos medicamentos
classificados neste grupo, ao contrario daqueles sob tratamento B, que poderiam ou nio tomar

algum medicamento do tratamento A associadamente.

Quadro 5 — Grupos de Tratamentos para o LES conforme agressividade.

Tratamento A Tratamento B

Cloroquina/Hidroxicloroquina Azatioprina

Metotrexato Ciclofosfamida

Prednisona Metilprednisolona
Micofenolato de Mofetil/ S6dio

As dosagens bioquimicas (ureia, creatinina, proteinas totais, albumina e 4cido urico) e
imunoldgicas (complementos C3 e C4) se mostraram estatisticamente diferentes entre todos
os grupos estudados e, com excecdo da dosagem de C4, o grupo NL apresentou as alteragdes

mais significativas (Tabela 2).

Tabela 2 - Dosagens Laboratoriais dos Pacientes dos Grupos Controle, Nefrite Lipica, Lipus
Ativo e Sem Lupus.

Dosagens Controle Nefrite Lupica  Lipus Ativo Sem LES »
(n=30) (n=31) (n=21) (n=11)

Bioquimicas
Ureia (mg/dL), M + DP 31,87 +5,38° 67,40 #43,26" 37,80 49,66 2845641 <0,001"
Creatinina Sérica (mg/dL), M + DP 0,61 +0,16" 1,27 #0,41%%¢ 0,59 +0,18° 0,60 +0,13¢ <0,001"
Proteinas Totais (g/dL), M + DP 6,48 +0,66" 5,59 +0,85%>°¢ 7,01 +0,82° 7,01 £0,35°¢ <0,001"
Albumina (g/dL), M + DP 4,51 +0,36 3,47 £0,60%™° 423 +0,52™¢  499025°Y  <0,001"
Acido Urico (mg/dL), M + DP 4,58 +0,99* 7,40 +2,29*° 5,78 +1,84 4,29 +1,10° <0,001"

Imunolégicas
C3 (g/dL), M + DP 143,90 £50,11* 74,13 +58,08*" 101,20 77,64 168,10 +39,66"  <0,001"
C4 (g/dL), M + DP 23,27 +10,70 2426 +11,43 16,52 +1225" 30,27 #1491° 0,017

M = Média; DP = Desvio Padrdo; n= nimero de pacientes; *Valor de significativo p (<0,05). Letras sobrescritas
semelhantes indicam comparagdo estatisticamente significativa.
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5.2 Analises das Dosagens de Marcadores de Estresse Oxidativo

No que diz respeito ao estresse oxidativo, a maioria dos marcadores apresentaram

niveis condizentes a uma atividade fisiolégica oxidante existente nos pacientes com LES,

independente da ocorréncia ou niao de atividade da doenga, como pode ser constatado pelas

andlises das médias (com desvios padrdes) dos grupos estudados e descritos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Dosagens de Marcadores de Estresse Oxidativo em Pacientes com e sem LES, com
LES com e sem Atividade Lupica.

Dosagens de Marcadores de
Estresse Oxidativo

Sem LES LES LES Controle LES em Atividade
(n=11) (n=82) (n=30) (n=52)

SOD (U/mL), M + DP

CAT (k/gHb/min), M + DP
GPx (U/L), M + DP

GR (U/L), M £ DP

TOS (umol H,O, /L), M + DP
TAC (mmol Trolox/L), M +DP
IEO (%), M + DP

Ti6is Totais (umol/L), M + DP
Alantoina (mg/L), M + DP

MDA (umol/L), M + DP

684,63 £191,42 654,45 +234,86 687,43 £260,75 635,05 £218,60 0,858

2,74 1,49 2,74 +1,65 2,25 0,79 3,02 1,93 0,723
S sl sssses oo
27,59 17,71 30,89 19,33 22,57 +11,51° 34,59 +20,53" 0,033"
8,29 2,94 9,79 +5,30 11,35 +5,93° 8,85 +4,70° 0,036"
1,01 £0,10 0,83 £0,25 0,84 0,16 0,82 0,29 0,061
0,84 0,30 1,46 +1,29 1,45 +0,93 1,47 +1,47 0,143
iég’z{ﬁ, b 160,51 £94,83* 256,36 +65,06° 104,09 £53,64"°  <0,001"
3,43 £0,83 ™€ 6,52 £2,43" 5,95 £1,93° 7,04 £2,95¢ <0,001"
4,03 0,95 3,99 +1,45 3,12 0,50° 4,45 +1,58" <0,001"

M = Média; DP = Desvio Padrdo; n= nimero de pacientes; *Valor de significativo p (<0,05). Letras sobrescritas
semelhantes indicam comparagdo estatisticamente significativa.

Apenas as dosagens da atividade de SOD e CAT apresentaram diferencas

inexpressivas, € por isto, estas enzimas nao serdo detalhadamente analisadas nos tdopicos

seguintes, onde serd dada énfase as outras enzimas antioxidantes e os marcadores de estresse

oxidativo que apresentaram, em alguma das andlises entre os grupos, significativas diferencas

estatisticas.
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Tabela 4 - Dosagens de Marcadores de Estresse Oxidativo em Pacientes dos Grupos Controle,

Nefrite Lipica, Lipus Ativo e Sem Lupus.

Dosagens de Marcadores de Controle (C) Nefrite Liipica Lipus Ativo Sem LES (S)

Estresse Oxidativo (n=30) (NL) (n=31) (LA) (n=21) (n=11)

SOD (U/mL), M + DP 687,40 260,74 621,43 £ 244,55 654,43 £179,07 684,64 191,47 0,784

CAT (k/gHb/min), M + DP 2,25+ 0,79 2,97 +1,76 3,09 +2,20 2,74 +1,50 0,642

e L LB Lmb ar
GR (U/L), M + DP 22,57 + 11,51 31,97 £18,32 38,51 + 23,41° 27,59 17,71 0,028
TOS (umol H,0, /L), M + DP 11,35 +5,93° 7,58 +3,90° 10,75 +5,25° 8,29 + 2,94 <0,001"
TAC (mmol Trolox/L), M + DP 0,84 +0,16 0,93 +0,25° 0,68 +0,27+° 1,00 +0,10° <0,001"
IEO (%), M + DP 1,45 +£0,93° 1,01 £0,81*° 2,17 £1,96 0,84 + 0,30 0,001
Tiéis Totais (umol/L), M + DP 256,40 £65,06"° 84,50 +36,55¢ 1335+ 62,17>¢  262,8 +63,17%¢  <0,001"
Alantofna (mg/L), M + DP 5,95 £1,93° 7,61 £3.21° 5,89 +1,90° 3,43 0,83 ¢ <0,001"
MDA (umol/L), M + DP 3,12 +0,50° 3,81 £1,42° 541 +1,31%° 4,03 £0,95 <0,001"

M = Média; DP = Desvio Padrdo; n= nlimero de pacientes; *Valor de significativo p (<0,05). Letras sobrescritas
semelhantes indicam comparag@o estatisticamente significativa.

A representacdo grafica das dosagens de cada marcador foi feita em quatro etapas,

conforme descrito a seguir:

e Gréfico (A): Comparagdao mdltipla do grupo sem LES (Grupo S) com todas as

pacientes com LES (Grupos C, NL e LA agrupados), com as pacientes com LES

controle (Grupo C) e com as pacientes com alguma atividade lipica (Grupos NL e

LA agrupados); bem como entre as pacientes com LES controlado e com atividade

ldpica.

e @Grifico (B): Comparagao multipla entre as pacientes com LES, ou seja, Grupo C x

Grupo NL, Grupo C x Grupo LA e Grupo NL x Grupo LA.

e Gréfico (C): Comparacdo multipla entre as pacientes com LES, semelhantemente

ao que foi feito no Gréafico (B), sendo que no grupo com NL procedeu-se a

subdivisdo deste em Classe I e Classe IV.
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e @Grifico (D): Comparagao madltipla entre as pacientes com LES, semelhantemente
ao que foi feito no Gréfico (B), sendo que o grupo NL, neste caso, foi subdividido
conforme o tratamento, onde as pacientes foram agrupadas no subgrupo

Tratamento A (Classes III e IV) ou no subgrupo Tratamento B (Classes III e IV).

5.2.1 Estudo da Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

As dosagens da atividade da GPx ndo apresentaram diferenga significativa entre
pacientes com LES e pacientes sem LES, houve diferenca apenas quando realizou-se a
comparacdo entre pacientes do grupo LES Controle (LES em remissdo) e pacientes com

alguma atividade lapica (grupos NL e LA agrupados), com p < 0,01, como pode ser visto no

Graéfico (A) da Figura 4.
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Figura 4 — Grificos de andlise de variéncia entre a atividade da GPx nos diferentes grupos de estudo.
Valores significativos: : p<0,05, - p<0,01e - p<0,001.
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Quando se procedeu a andlise apenas entre os pacientes lipicos, observou-se diferencga
significativa entre o grupo C e o grupo NL (p < 0,05), e mais intensamente entre o grupo C e
LA (p < 0,001). No entanto, nao houve diferenca entre os grupos de LES com atividade,
demonstrando que esta enzima tem sua atividade diminuida na atividade Idpica independente
do 6rgao-alvo (Grafico (B) — Figura 4).

Quando se analisou mais profundamente o grupo NL, verificou-se que a redistribui¢ao
por classe de nefrite revelou que a diminui¢do na atividade da GPx nas amostras bioldgicas
deste grupo foi devido a apenas o subgrupo Classe IV e Tratamento B (ambos com p < 0,05) e
que o subgrupo Classe III e Tratamento A se comportou quase que exatamente como o Grupo
C, o que leva a crer que agravamento da nefrite provoca diminui¢do da atividade desta

enzima, mas sem influéncia do tratamento (Graficos (C) e (D) — Figura 4).

5.2.2 Estudo da Atividade da Enzima Glutationa Redutase (GR)

As dosagens da atividade da GR, semelhantemente ao que ocorreu com as dosagens de
GPx, ndo apresentaram diferenca significativa entre pacientes com LES e pacientes sem LES,
observou-se elevacdo de sua atividade pacientes com alguma atividade lupica (grupos NL e
LA agrupados) apenas quando realizou-se comparacdo entre pacientes do grupo C (LES
controlado), com p < 0,05, como pode ser visto no Gréfico (A) da Figura 5.

Durante a andlise entre apenas os pacientes lipicos, observou-se que houve uma
elevacao da atividade de GR nas amostras bioldgicas dos pacientes com atividade, no entanto,
a primeira vista, esta diferenca em relagdo ao grupo C s6 foi suficientemente significativa no

grupo LA (p <0,05), como mostra o Grafico (B) da Figura 5.
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Figura 5 — Griéficos de andlise de variancia entre as dosagens de GR nos diferentes grupos de estudo.
Valores significativos: : p<0,05.

Esta observacao levou a acreditar-se ndo haver alteracdo na atividade da GR na NL.
No entanto, ao analisa-lo mais profundamente, verificou-se que ha um aumento discreto, mas
significativo, nas amostras do subgrupo NL Classe IV (p < 0,05), demonstrado no Grafico (C)
da Figura 5.

Com relagdo ao tratamento, a diferenca que outrora foi observada na NL Classe VI
desaparece e demonstra que esta enzima tem sua atividade elevada na no LES com atividade
extrarrenal e renal Classe IV em relacio ao grupo C, independentemente do tratamento

adotado na NL (Grifico (D) — Figura 5).

5.2.3 Estudo do Estado Oxidante Total (TOS)

As dosagens de TOS se comportaram como nas dosagens anteriores, sem diferenca

significativa entre pacientes com LES e pacientes sem LES. Houve diferenca apenas quando
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foi realizada a comparagdo entre pacientes do grupo C e pacientes com alguma atividade
lipica, com uma queda da concentragdo de TOS (p < 0,05) no grupo LES em atividade
(Gréfico (A) — Figura 6).

Na anélise apenas entre os pacientes lipicos, observou-se diferenca significativa entre
o grupo NL e o grupo LA (p < 0,05), e mais intensamente entre o grupo NL e o grupo C (p <
0,001). No entanto, nao houve diferenca entre o grupo LA e o grupo C, demonstrando que o a
producdo de ROS foi inesperadamente mais elevado nos paciente com LES sem atividade do
que nos pacientes com LA e mais expressivamente elevado quando comparado ao grupo NL

(Gréfico (B) — Figura 6).
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Figura 6 — Gréficos de andlise de variincia entre as dosagens de TOS nos diferentes grupos de estudo.
Valores significativos: : p<0,05, **p<0,01 € ***p<0,001.

Ao se analisar mais profundamente o grupo NL, verificou-se que tanto nos pacientes

agrupado segundo a classificacdo da NL (Classes III e IV), quanto segundo ao tratamento (A
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e B) houve uma diminui¢do em relacdo ao grupo C, com menor intensidade no grupo NL
Classe III (p < 0,05) e Tratamento A (p < 0,01) do que em relagdo ao grupo NL Classe IV e
Tratamento B (ambos com p < 0,001). J4 na comparacdo com o grupo LA, depois destes
desmembramentos observou-se uma diferenca significativa entre este e o grupo NL Classe IV
e Tratamentos A (p < 0,05) e Tratamento B (p < 0,01). Estas ultimas anélises indicaram haver
maior diminuicdo do estado oxidativo nos pacientes com NL Classe IV, submetidos

principalmente ao Tratamento B. (Gréficos (C) e (D) — Figura 6).

5.2.4 Estudo da Capacidade Antioxidante Total (TAC)

As dosagens da TAC no grupo de individuos sem LES foi superior as dosagens de
todos os outros grupos demonstrados no Gréfico (A) da Figura 7, no entanto esta diferenca
ndo foi suficientemente significativa. Além desta, na comparacdo entre LES com e sem
atividade, ambos os grupos se comportam de maneira muito semelhante, sugerindo que a
atividade antioxidante de pacientes com LES permanece inalterada mesmo durante a atividade
ldpica.

A andlise exclusiva dos pacientes lipicos revelou que, na verdade ocorre uma variagao
entre as dosagens da TAC conforme a atividade lupica, onde pacientes do grupo LA
apresentaram uma diminui¢io da TAC em relacdo ao grupo C, mas sem significancia
estatistica, e em relacdo ao grupo NL (p < 0,001), enquanto que o grupo NL mostrou-se com a
maior TAC em comparagdo aos outros grupos (Grafico (B) — Figura 7).

Ao se analisar mais detalhadamente o grupo NL, verificou-se que a diferencga entre os
seus subgrupos (Classes Il e IV) e o grupo LA permaneceu, no entanto apenas a Classe IV (p

< 0,01) foi significativa. Em relacdo ao grupo C, apesar de ambos os subgrupos da NL



67

apresentarem médias de TAC superiores, estas ndo foram suficientemente significativas

(Gréfico (C) — Figura 6).
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Figura 7 — Graficos de analise de variancia entre as dosagens de TAC nos diferentes grupos de estudo.
Valores significativos: : p<0,05, - p<0,01e - p<0,001.

Quando se realizou a comparagdo entre os Tratamentos (A e B) para NL, as dosagens

de TAC distribuiram-se de forma a demonstrar que os pacientes sob Tratamento B

apresentaram a mais elevada média de TAC, e significativamente superior a todos 0s outros

grupos demonstrados no Grafico (D) da Figura 7. Isto mostra que, em se tratando de atividade

antioxidante, tantos os pacientes com LA quanto os pacientes com NL - Tratamento A

apresentam uma diminui¢cdo em relacdo aos pacientes em remissdo (grupo C) e que o

tratamento B para NL mostrou-se eficiente na elevacdo das concentracdes plasmaticas de

TAC.
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5.2.5 Estudo da Determinacdo do Indice de Estresse Oxidativo (IEO)

As determinacdes do IEO no grupo de individuos sem LES foi inferior as dosagens de
todos os outros grupos demonstrados no Grafico (A) da Figura 8. No entanto, esta diferenca
ndo foi suficientemente significativa. Além desta, na comparacdo entre LES com e sem
atividade, o grupo LES em atividade mostrou-se ligeiramente inferior ao grupo sem atividade,
refletindo a diminui¢do do TOS nos pacientes com LES ativo em relacdo ao grupo LES
controle descrita anteriormente, mas também sem significancia estatistica.

Na andlise apenas entre os pacientes ldpicos, observou-se a mesma diminuicao
estatisticamente significativa do grupo NL em relagdo tanto ao grupo LA (p < 0,01), quanto
em relacao ao grupo C (p < 0,01). Quanto ao grupo LA, apesar deste ter se apresentado mais

elevado que o grupo C, nao houve diferenca significativa entre eles (Grafico (B) — Figura 8).
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Figura 8 — Graficos de andlise de variancia entre as dosagens de IEO nos diferentes grupos de estudo.
Valores significativos: : p<0,05, - p<0,01e - p<0,001.
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Ao se analisar mais profundamente o grupo NL, semelhantemente ao que foi
demonstrado no estudo do TOS, verificou-se que tanto nos pacientes agrupados segundo a
classificacdo da NL (Classes III e IV), quanto segundo ao tratamento (A e B) houve uma
diminui¢do do IEO tanto em relag¢do ao grupo C, quanto em relagcao ao grupo LA. No entanto,
apenas as relagdes entre o grupo NL Classe IV e Tratamento B permaneceram
significativamente diferentes em relagao ao grupo C (ambos com p <0,01) e LA (p <0,01 e p
< 0,05 respectivamente) refor¢cando o que foi verificado nos estudos de TOS e TAC, que, em
se tratando de atividade antioxidante, o tratamento B para NL mostrou-se eficiente na
elevacao das concentragdes plasmaticas de TAC e consequente reducdo de TOS (Gréficos (C)

e (D) — Figura 8).

5.2.6 Estudo das Dosagens de Ti6is Totais

Em se tratando das dosagens de Tidis Totais, facilmente se observa uma grande
variancia em suas concentracdes entre os grupos estudados. Inicialmente observou-se que
houve diminui¢do significativa no grupo com LES em rela¢do ao grupo sem LES (p < 0,05),
devido principalmente ao grupo LES em atividade, que apresentou uma diminuicdo muito
mais acentuada relagdo ao mesmo grupo (p < 0,0001) e em relagdo ao grupo LES controle (p
< 0,0001), como pode ser visto no Grafico (A) da Figura 9.

No estudo entre os grupos com LES, tanto o grupo NL quanto o grupo LA
apresentaram diminui¢do significativa nas dosagens médias de Tidis Totais em relagdo ao
grupo C (p < 0,0001). Observou-se também que a média do grupo NL apresentou-se
diminuida em relacdo ao grupo LA, no entanto ndo foi significativa. Isto indica que as

concentracdes de Tidis Totais sdo sensivels ao agravamento da atividade lupica, ja que, em
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geral, o grupo NL apresenta média de SLEDALI superior e menor média de concentracao deste
marcador em relac@o ao grupo LA (Gréfico (B) — Figura 9).

Ao se analisar mais profundamente o grupo NL, verificou-se que tanto os subgrupos
Classe III (p < 0,01) e Tratamento A (p < 0,001) quanto os subgrupos Classe IV e Tratamento
B (ambos com p < 0,0001) apresentaram diminuicao nas dosagens de Tidis Totais em relacdo
ao grupo C, sugerindo haver um maior estado oxidante na nefrite lipica classe IV que

ocasiona uma maior necessidade de consumo deste antioxidante endégeno (Gréficos (C) e (D)

— Figura 9).
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Figura 9 — Gréficos de andlise de varidncia entre as dosagens de Tidis Totais nos diferentes grupos de
EETY sk

estudo. Valores significativos: * p<0,05, ~ p<0,01 e~ p<0,00le " p<0,0001.

Ja na comparagdo com o grupo LA, observou-se uma sutil queda da Classe III e mais
evidente da Classe IV em rela¢do ao grupo LA, mas com nenhuma significancia, o que nao é

observado quando os pacientes sdo separados por tratamento (A e B), onde ambos os
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subgrupos se assemelham e demonstram nao haver qualquer influéncia do tratamento quanto

ao consumo deste antioxidante (Graficos (C) e (D) — Figura 9).

5.2.7 Estudo das Dosagens de Alantoina

Nas dosagens de Alantoina, pdde-se observar que houve uma grande variancia nas
concentracoes dos grupos estudados em relacio ao grupo sem LES, com aumento
significativo no grupo com LES (p < 0,001), isto devido principalmente ao grupo LES em
atividade que apresentou a mesma diferenca relagdo com o grupo sem LES (p < 0,001), além
do grupo LES controle que também apresentou dosagem média de Alatoina superior ao grupo

sem LES (p < 0,01), como pode ser visto no Gréfico (A) da Figura 10.
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Figura 10 — Gréficos de anélise de variancia entre as dosagens de Alantoina nos diferentes grupos de
estudo. Valores significativos: : p<0,05, ** p<0,01 e o p<0,001.
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No entanto, apesar das médias das dosagens de Alantoina do grupo LES em atividade
terem se mostrado superiores ao grupo LES controle, e que esta elevacdo deveu-se ao grupo
NL, independente da classe e sob tratamento A, esta diferenca nao foi suficientemente
significativa, em nenhumas das andlises comparativas realizadas posteriormente. Permitindo
apenas afirmar que a Alantoina teve sua concentracdo elevada nos pacientes ldpicos,
independente do 6rgao-alvo ou da intensidade da atividade, apesar de sua estreita relacdo com
a elevacgao de 4cido urico e esperada alteracao exclusivamente na nefrite (Graficos (B), (C) e

(D) — Figura 10).

5.2.8 Estudo das Dosagens de Malondialdeido (MDA)

As dosagens de MDA ndo apresentaram praticamente nenhuma diferenca significativa
entre os grupos com e sem LES. Houve elevacdo significativa apenas na média da
concentracdo de MDA nos grupos com LES em atividade (p < 0,001) em comparacdo ao
grupo LES controle (Grafico (A) — Figura 11).

Na andlise apenas entre os pacientes lipicos, observou-se diferenca significativa entre
o grupo LA tanto entre o grupo C quanto entre o grupo NL (ambos com p < 0,0001). No
entanto, a diferenca entre o grupo NL e o grupo C ndo foi suficientemente significativa,
demonstrando que a peroxidagdo lipidica ocorre mais acentuadamente na atividade ldpica,
sendo mais acentuada na atividade extrarrenal (Gréafico (B) — Figura 11).

Ao se analisar mais esmiucadamente o grupo NL, verificou-se que praticamente nao
havia diferenca entre os seus subgrupos (Classes III e IV), mas havia entre eles e o grupo LA,
no entanto, apenas a Classe IV (p < 0,001) foi significativamente inferior. Em relacdo ao
grupo C, apesar de ambos os subgrupos da NL apresentarem médias de MDA superiores,

estas ndo foram suficientemente significativas (Gréfico (C) — Figura 6).
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Figura 11 — Graficos de andlise de varidncia entre as dosagens de MDA nos diferentes grupos de
estudo. Valores significativos: ~ p<0,05, " p<0,01, ~ p<0,001 e~ p<0,001.

Quando se realizou a comparacado entre os tratamentos (A e B) para NL, as dosagens
de MDA distribuiram-se de forma a demonstrar que os pacientes sob Tratamento tanto A
quanto B apresentaram reduzida média de MDA em relacdao ao grupo LA (ambos com p <

0,001), demonstrados no Grafico (D) da Figura 11.

5.3 Correlacao entre Marcadores de Estresse Oxidativo e Caracteristicas Clinicas e

Laboratoriais

Para melhor avaliar a significincia do estresse oxidativo no LES e, mais
especificamente na nefrite lipica, analisou-se a relagao entre as dosagens de seus marcadores
e varios aspectos clinicos e laboratoriais caracteristicos desta doencga, conforme descrito na

Tabela 5.
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Foram considerados vélidos para a andlise de correlacdo apenas os marcadores de

estresse oxidativo e parametros clinicos/ laboratoriais do LES que se mostraram significativos

nas analises anteriores.

Tabela 5 - Correlagdo dos Marcadores de Estresse Oxidativo com os Parametros Clinicos e
Laboratoriais dos Pacientes dos Grupos Controle, Lipus Ativo e Nefrite Lipica.

SOD CAT GPx GR TOS TAC IEO Tidis Alantoina MDA
Totais
SLEDALr  -0071 0,121 0294 0224 0,391 0,173 0,325 -0,730 0,184 0,226
®) 0,527)  (0,278)  (0,007)° (0,043)* (<0,001)*  (0,120)  (0,003)*  (<0,001)*  (0,097)  (0,041)*
g“mga" da 130 0002 0170 0,047 0,110 0,077 0,049 0,088 0,029 0,016
(p‘)’e“?a’ r 0,360)  (0,992)  (0,220)  (0,743) (0,441) (0,589) (0,728) (0,533) 0,836)  (0,911)
Prednisona, 0,051 0,164  -0,144 0285 0,484 0,177 0,395 -0,642 0,186 0,150
r (p) 0,671)  (0,172)  (0,230)  (0,016)* (<0,001)*  (0,139)  (<0,001)* (<0,001)*  (0,120)  (0,213)
Ureia,rpy 008 0086 0161 0,264 0,011 0,058 20,015 -0,316 0,330 0,069
reia, r (0,430)  (0,444)  (0,147)  (0,016)*  (0,919) (0,604) (0,891) (0,004)* (0,003)*  (0,539)
Creatinina, 0,034 0,111 0,008 0,118 -0,382 0,400 0,429 -0,569 0,257 -0,064
r(p) 0,764)  (0,320)  (0,940)  (0,289)  (0,002)*  (0,004)*  (0,002)*  (<0,001)*  (0,020)*  (0,566)
Proteinas 0,136  -0,010 0002  -0,118 0,275 -0,504 0,409 0,454 -0,244 0,346
Totais, r (p)  (0,224)  (0,932)  (0,987)  (0,289)  (0,018)*  (<0,001)* (<0,001)*  (<0,001)*  (0,027)*  (0,002)*
Albumina, 0,167  -0,014 0298  -0206 0,378 0,041 0,298 0,592 -0,314 -0,106
r (p) 0,134)  (0,902)  (0,007)* (0,064)  (0,003)* (0,713)  (0,007)*  (<0,001)*  (0,004)%  (0,345)
Acido 0,046 0027 0,005 0,131 0,043 0,102 0,038 -0,255 0,280 0,112
Urico,r (p)  (0,683)  (0,809)  (0,962)  (0,239) (0,703) (0,364) (0,732) (0,021)*  (0,001)*  (0,315)
Cir ) 0172  -0,113 0,157  -0,289 0,122 0,127 0,155 0,426 0,129 0,037
J 0,122)  (0312)  (0,158)  (0,009)*  (0,275) (0,255) 0,165)  (<0,001)*  (0,249)  (0,740)
CAr @) 0,055 0,167 0,006  -0,202 0,056 -0,006 0,074 0,980 0,106 -0,164
TP 0,621)  (0,134)  (0,957)  (0,069) (0,061) (0,958) (0,508) (0,381) 0342)  (0,142)

r = coeficiente de correlacio de Spearman. ~Valor significativo de p (<0,05), em negrito.

Apesar da duracdo da doenca (p = 0,003) e as dosagens de C4 (p = 0,017) terem se

mostrado significativas na andlise descritiva do grupo de estudo, ambas ndo apresentaram

nenhuma correlacdo significativa com os marcadores de estresse oxidativo e, portanto, nao

serdo estudadas.
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5.3.1 Estudo das Correla¢des da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

Foram observadas duas correlacdes significativas com a atividade da GPx. A primeira
delas foi com os scores de SLEDAI dos pacientes (r = -0,294 e p = 0,007), seguida pela
correlagdo com as dosagens séricas de Albumina (r = 0,298 e p = 0,007). Estes resultados

podem ser analisados nos Gréficos (A) e (B), respectivamente, da Figura 12.
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Figura 12 — Gréficos de Dispersao (andlise de correlacdo de Spearman) entre as dosagens de GPx e o
SLEDAI (r =-0,294 e p = 0,007). e as dosagens de Albumina (r = 0,298 e p = 0,007).

5.3.2 Estudo das Correlacdes da Enzima Glutationa Redutase (GR)

Observaram-se quatro correlagdes significativas com a atividade da GR. A primeira
delas foi com os scores de SLEDAI dos pacientes (r = 0,224 e p = 0,043), seguida pela
relacdo com as dosagens de prednisona prescritas (r = 0,285 e p = 0,016), com as dosagens
séricas de ureia (r = 0,264 e p = 0,016) e, por fim, com as concentra¢des de complemento C3
(r = -0,289 e p = 0,009). Estes resultados podem ser analisados nos Gréficos (A) a (D),

respectivamente, da Figura 13.
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Figura 13 — Gréficos de Dispersdo (andlise de correlacdo de Spearman) entre as dosagens de GR e o
SLEDAI (r = 0,224 e p = 0,043) as dosagens de prednisona (r = 0,285 e p = 0,016), as
dosagens de Ureia (r = 0,289 e p = 0,008) e C3 (r =-0,289 e p = 0,009).

5.3.3 Estudo das Correlagdes do Estado Oxidante Total (TOS)

Observaram-se trés correlagdes significativas com as dosagens de TOS. A primeira
delas foi com os scores de SLEDAI dos pacientes (r = -0,391 e p < 0,001), seguida pela
relacdo com as dosagens de prednisona prescritas (r = -0,484 e p < 0,001), com as dosagens
séricas de creatinina (r = -0,382 e p = 0,002), de proteinas totais (r = 0,275 e p = 0,018) e, por
fim, de albumina (r = 0,378 e p = 0,003). Estes resultados podem ser analisados nos Graficos

(A) a (E), respectivamente, da Figura 14.



77

A B
W B
o _’g 70
204 o o o S 604 D ® o
— ° £
<15- o o £ 504
a [« >]e 0] o g 40_
710 2 304
[=
20+
51 f: 10
o i o
0- o 0-
3 6 9 12 15 18 21 24 27 3 3 6 9 12 15 18 21 24 27 3
TOS (umol/L) TOS (umol/L)
C D
© © _
o]
=5 B
k] 0o © 2 8-
D 5] o 2
£ . s
g = 61
rel (2]
-g 14 g
g g Y
(5) <
04 [
3 6 9 12 15 18 21 24 27 3 3 6 9 12 15 18 21 24 27 3
TOS (umoliL) TOS (umolL)
61
(E)
3 5
o
g 4]
£
=3
2 34
<
o
24 o

;5 6 9 12 15 18 21 24 27 3
TOS (umol/L)

Figura 14 — Grificos de Dispersdo (andlise de correlacdo de Spearman) entre as dosagens de TOS e o
SLEDAI (r = -0,391 e p < 0,001), a concentracdo de Prednisona (r = -0,484 e p < 0,001) e
as dosagens de Creatinina (r = -0,382 e p = 0,002), Proteinas Totais (r = 0,275 e p = 0,018)
e Albumina (r = 0,378 e p = 0,003).

5.3.4 Estudo das Correlacdes da Capacidade Antioxidante Total (TAC)

Observaram-se duas correlagdes significativas com as dosagens de TAC. A primeira

delas foi com as dosagens séricas de creatinina (r = 0,400 e p = 0,004), seguida pela relagdo
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com as dosagens de proteinas totais (r = -0,504 e p < 0,001). Estes resultados podem ser

analisados nos Gréficos (A) e (B), respectivamente, da Figura 15.
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Figura 15 — Grificos de Dispersdo (andlise de correlagdo de Spearman) entre as dosagens de TAC e as
dosagens de Creatinina (r = 0,400 e p = 0,004) e Proteinas Totais (r =-0,504 ¢ p < 0,001).

5.3.5 Estudo das Correlagcdes do Indice de Estresse Oxidativo (IEO)

Observaram-se quatro correlacdes significativas com as determinagdes do IEO. A
primeira delas foi com os scores de SLEDAI dos pacientes (r = -0,325 e p = 0,003), seguida
pela relacdo com as dosagens de prednisona prescritass (r = -0,395 e p <0,001), depois com as
dosagens de creatinina sérica (r = -0,429 e p = 0,002), com as dosagens de proteinas totais (r
= 0,409 e p <0,001) e, por fim, com as dosagens de albumina (r = 0,298 e p = 0,007). Estes

resultados podem ser analisados nos Gréficos (A) a (E), respectivamente, da Figura 16.
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Figura 16 — Gréficos de Dispersdo (andlise de correlagdo de Spearman) entre as determinacdes de IEO
e o SLEDAI (r =-0,325 e p = 0,003), as dosagens de prednisona (r = -0,395 e p < 0,001), as dosagens
de Creatinina (r = -0,429 e p = 0,002), Proteinas Totais (r = 0,409 e p < 0,001) e Albumina (r = 0,298
e p =0,007).

5.3.6 Estudo das Correlacdes de Tidis Totais

Observaram-se sete correlacdes significativas com as dosagens de Tidis Totais. A
primeira delas foi com os scores de SLEDAI dos pacientes (r = -0,730 e p <0,001), seguida
pela relagdo com as dosagens de prednisona prescritas (r = -0,642 e p <0,001), depois com as
dosagens séricas de ureia (r = -0,316 e p = 0,004), com as de creatinina (r = -0,569 e p
<0,001), com as de proteinas totais (r = 0,454 e p <0,001), com as de Albumina (r =0,592 e p

<0,001) com as de acido trico (r = -0,255 e p = 0,021) e, por fim, com as concentra¢des de
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C3 (r=0,426 e p <0,001). Estes resultados podem ser analisados nos Graficos de (A) a (H),

respectivamente, da Figura 17.
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Figura 17 — Graficos de Dispersdo (andlise de correlacdo de Spearman) entre as dosagens de Tidis
Totais e o SLEDAI (r = -0,730 e p <0,001), as dosagens de prednisona (r = -0,642 e p
<0,001), as dosagens séricas de Ureia (r = -0,316 e p = 0,004), Creatinina (r = -0,569 e p
<0,001), Proteinas Totais (r = 0,454 e p <0,001), Albumina (r = 0,592 e p <0,001) Acido
Urico (r=-0,255e p = 0,021) e C3 (r = 0,426 e p <0,001).
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5.2.7 Estudo das Correlag¢des de Alantoina

Observaram-se trés correlacdes significativas com as dosagens de Alantoina. A
primeira delas foi com as dosagens séricas de ureia (r = 0,330 e p = 0,003), seguida da relagao
com as dosagens de creatinina (r = 0,257 e p = 0,020), com as dosagens de proteinas totais (r
= -0,244 e p = 0,027), com as de albumina (r = -0,314 e p = 0,004) e, por fim, com as
dosagens de acido urico (r = 0,280 e p = 0,001). Estes resultados podem ser analisados nos

Grificos (A) a (E), respectivamente, da Figura 18.
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Figura 18 — Gréficos de Dispersdo (analise de correlacdo de Spearman) entre as dosagens de Alantoina
e as dosagens de Ureia (r = 0,330 e p = 0,003), Creatinina (r = 0,257 ep= 0,/020), Proteinas
Totais (r =-0,244 e p = 0,027), Albumina (r =-0,314 e p = 0,004) e Acido Urico (r = 0,280
e p=0,001).
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5.2.8 Estudo das Correlagdes de Malondialdeido (MDA)

Observaram-se duas correlacdes significativas com as dosagens de MDA. A primeira
delas foi com os scores de SLEDAI dos pacientes (r= 0,226 e p = 0,041), seguida pela
correlagdo com as dosagens de Proteinas Totais (r = 0,346 e p = 0,002). Como pode ser visto

nos Gréficos (A) e (B), respectivamente, na Figura 19.
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Figura 19 — Graficos de Dispersdo (andlise de correlagdo de Spearman) entre as dosagens de MDA e o
SLEDAI (r= 0,226 e p = 0,041) e as dosagens de Proteinas Totais (r = 0,346 e p = 0,002).
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6. DISCUSSAO

A formacdo de ROS e o controle enzimético e ndo enzimatico dessas moléculas é um
processo fisioldgico continuo, onde apenas a quebra do equilibrio entre a sua formacgao e a
atividade antioxidante pode resultar em danos celulares. (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2010).

O LES € uma doenga cronica autoimune complexa com manifestacao multissistémica,
onde o processo inflamatério desencadeado pelo grande nimero de autoanticorpos contra
estruturas celulares (nicleo, membrana ou citoplasma) provoca severos danos teciduais e
onde se observa a producdo excessiva de ROS e que seus produtos de oxi-reducdo podem
estar relacionados com a patogénese do LES, assim como em uma variedade de outras
doencas, inclusive autoimunes (KURIEN & SCOFIELD, 2003).

Neste estudo, buscou-se avaliar a participacdo das espécies reativas de oxigénio no
LES em diferentes estigios: remissao e em atividade com e sem lesdo renal, através da
dosagem de diversos marcadores de estresse oxidativo e posterior determinacdo das
correlagdes destes com outros parametros rotineiramente utilizados no acompanhamento da
evolucdo clinica da doenca, para ampliar a compreensao do LES no que tange a avaliacdo de

sua atividade, principalmente no que diz respeito ao dano renal.

6.1 Antioxidantes Enzimaticos e Nao Enzimaticos

Apenas SOD e CAT ndo apresentaram diferenca de atividade estatisticamente

significativa entre os grupos de estudo, demonstrando que a atividade da doencga nestes

pacientes nao foi suficiente para alterar a atividade destas enzimas, mesmo havendo aumento
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de EO. Além disto, nenhuma correlacdo significativa foi encontrada entre as dosagens de
SOD / CAT e os parametros clinicos/ laboratoriais do LES.

A atividade diminuida da SOD nos pacientes com LES em atividade poderia ser
justificada por uma possivel a¢do autoimune que esteja bloqueando a atividade desta enzima,
conforme foi observado por Kurien & Scofield (2003), onde a presenca de anticorpos IgG
anti-SOD em pacientes com LES estava diretamente associada a uma diminuicao da atividade
da SOD em relacdao ao controle, com consequente aumento do acimulo do anion radical
superdxido e elevagdo do dano oxidativo mediado por ROS.

Associado a este fator, tem-se a possibilidade da existéncia de infec¢do pelo Epstein-
Barr Virus, um dos fatores envolvidos na patogénese do LES, que provoca a elevacdo dos
titulos de anticorpos anti-SOD, segundo estudos dirigidos por Ritter et al. (1994),
corroborando a afirmacdo de que pacientes com LES, sao potenciais produtores de anticorpos
contra SOD.

No que diz respeito a CAT, ndo houve qualquer alteracdo na atividade desta enzima
nas amostras dos pacientes com LES em relacido ao grupo sem LES, contrariamente ao que foi
relatado por outros estudos que verificaram uma queda sua atividade enzimatica (TAYSI et
al., 2002; SHAH et al., 2010; SHAH et al., 2011).

Nos pacientes com alguma atividade ldpica (grupos NL e LA) observou-se elevacio
da atividade da CAT, tanto em relacdo aos pacientes em remissdo quanto em relacido aqueles
sem LES, assemelhando-se ao descrito por Mansour et al. (2008). No entanto estes dados nao
apresentaram valor estatistico, o que implica na necessidade de ampliar o niimero de amostras
para esta andlise especificamente ou investigar a participagdo de anticorpos especificos para
esta enzima, levando-se em consideracdo as observacdes de Mansour et al. (2008), que
verificou a presenca de autoanticorpos IgG em amostras soroldgicas de pacientes com LES

contra CAT, bem como uma correlagdo positiva entre a anti-CAT e anti-SOD, onde a
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elevacdo de anticorpos contra uma das enzimas antioxidante acarretou na elevacdo de
anticorpos contra a outra enzima, mas que a presenca destes anticorpos ndao foram
considerados a causa do estresse oxidativo instalado nestes pacientes e sim a elevada
producdo de ROS.

Neste estudo, quando analisada de forma global, a GPx apresentou atividade superior
nos pacientes com LES em relacio aos pacientes sem LES, mas dentro da faixa de
normalidade determinada pelo fabricante do Kit adotado (4.171 — 10.881 U/L). No entanto,
quando analisado apenas os pacientes com LES, esta atividade apresentou-se reduzida nos
pacientes com LES em atividade em relacdo aqueles em remissdo, semelhantemente ao que
foi observado em estudos realizados por Taysi et al. (2002), Zhang et al. (2010) e Shah et al.
(2010). Além das observacdes anteriores, pudemos identificar que a reducdo da atividade
desta enzima ocorreu mais especificamente nos pacientes com ldpus ativo sem lesdo renal e
naqueles com lesdo renal classe IV, onde a queda mais expressiva foi nos pacientes com lipus
ativo sem lesdo renal.

O H,0, ¢ uma ROS lipofilica que permeia membranas lipidicas e que pode ser
facilmente convertido em acido hipocloroso (HOCI) e/ou radical hidroxila (HO") pelas
peroxidases presente nos fagdcitos e ativados durante o processo inflamatério presente no
LES (ORTONA et al., 2008). Nao se sabe ao certo qual a causa da atividade reduzida da GPx
em pacientes com LES, mas tem sido sugerido que pode ser devido a inativagdo desta enzima
pelo excesso de produciao de H,O,. O que se sabe é que a reducdo na atividade de enzimas
antioxidantes (SOD, GPx e CAT) associada ao aumento na atividade das peroxidases torna
provavel a ocorréncia de danos oxidativos (SERBAN et al., 1996; ZHANG et al., 2010;
SHAH et al. 2011).

A atividade da enzima GPx se correlacionou positivamente com os niveis séricos de

albumina e, semelhantemente ao observado por Taysi et al. (2002), Zhang et al. (2010) e



86

Hassan et al. (2011), negativamente com o indice de atividade da doenca (SLEDAI) dos
pacientes com LES.

A atividade da GR neste estudo pareceu opor-se a da GPx quando analisada durante a
atividade ldpica, ou seja, apresentou elevacdo nos pacientes com LES em atividade em
relacdo aqueles em remissao, mais especificamente nos pacientes com ldpus ativo sem lesao
renal e aqueles com lesdo renal classe IV, onde foi mais expressiva nos pacientes com lipus
ativo sem lesdo renal. Este comportamento parece estar de acordo com o esperado, ja que se
observa um estado oxidativo aumentado, principalmente devido ao grande consumo de tidis,
cujo principal deles € a GSH, e consequente elevacdo na producdo e oferta de GSSG, que
necessita ser reduzida a GSH pela GR para que possa novamente atuar como antioxidante
principalmente convertendo H,O, em H,O (CECARINI et al., 2007; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2010).

Apesar de ser classificada como um antioxidante secundario, por ndo agir diretamente
sobre os radicais livres, a GR € uma parte indispensavel no processo antioxidante enzimatico.
No presente estudo, observou-se uma correlagdo positiva entre a atividade desta enzima e o
indice de atividade da doenca (SLEDAI), a dosagem de prednisona prescrita € os niveis
séricos de ureia, além de apresentar uma correlacdo negativa com as concentracdes séricas de
C3 dos pacientes com LES. (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

Em se tratando do consumo dos antioxidantes enddgenos, os niveis séricos de tidis
totais, quando analisados de forma global, apresentaram-se diminuidos nos pacientes com
LES em relacdo aos pacientes sem LES. Ja nos pacientes com LES em atividade, estes niveis
apresentaram-se consideravelmente comprometidos tanto em relagdo aqueles em remissdo
quanto aqueles sem LES. Especificamente em relagdo aos pacientes com LES, todas as
atividades lapicas estudadas (com e sem acometimento renal) apresentaram acentuada queda

na concentracdo de tidis, mas principalmente nos pacientes com lesdo renal classe IV,
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concordando com as observacdes de diversos autores (MORGAN et al., 2009; ZHANG et
al.,2010; PEREZ et al., 2012 ¢ SHAH et al., 2012).

Num estudo de seguimento realizado por Morgan et al. (2007), foi demonstrado que os
niveis séricos de tidis em pacientes com nefrite lipica estdo significativamente diminuidos em
comparacdo com os pacientes sem LES. No entanto, estes niveis ndo variaram
significativamente em relacdo a pacientes com LES em atividade sem comprometimento
renal, demonstrando que o processo de oxidacdo proteica estd intimamente envolvido com a
lesdo cronica de 6rgios e concordando completamente com os dados obtidos em nosso
estudo.

Além destes achados, nos pacientes com LES, observamos que as dosagens de tidis
totais se correlacionaram positivamente com os niveis séricos de proteinas totais, albumina e
C3, e negativamente com a dosagem de prednisona prescrita, os niveis séricos de ureia,
creatinina e 4cido turico e, semelhantemente ao observado por Morgan et al. (2005), Zhang et
al. (2010) e Shah et al. (2012), o indice de atividade da doenca (SLEDAI).

Tewthanom et al. (2008) quando correlacionou as dosagens GSH e a atividade do LES
(SLEDALI) em pacientes fazendo uso de imunossupressores € antimalaricos, também observou
uma correlacdo negativa entre estes parametros, apesar de acreditar-se que esta correlagdo
deveria ser positiva em fun¢do da diminui¢cdo da inflamacdo provocada pelo tratamento. O
que nos leva a crer na auséncia de influéncia do tratamento na modulagdo destes antioxidantes
enddégenos.

Serban et al. (1996) ndao conseguiu identificar uma correlagdo significativa entre os
niveis de GSH e a proteinuria presente em pacientes com NL, mas nossos estudos mostraram
uma boa correlacdo negativa das dosagens de tidis totais tanto com as dosagens de proteinas
totais quanto com as de albumina, sugerindo que a dosagens séricas de proteinas,

principalmente a albumina, mostram-se sensiveis a a¢do oxidante das ROS, possivelmente
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devido ao grupamento —SH presente em sua molécula associada a excessiva perda desta
proteina durante o dano renal, assim como observado por Morgan et al. (2007) e Morgan et al.

(2009).

6.2 Balanco Oxidantes/Antioxidantes Plasméaticos

As andlises do estado oxidante total (TOS), da capacidade antioxidante total (TAC) e
da determinacdo do indice de estresse oxidativo (IEO) s@ao importantes na avaliagao global do
balanco oxidativo na doenca, permitindo acompanhar a interacdo entre os componentes pro e
antioxidantes durante os diferentes estdgios do LES (remissdo e atividade). No entanto, a
andlises de correlac@o realizadas neste estudo se mostrou coerente com um estado oxidante
apenas quando foram confrontados pacientes lipicos com o grupo sem LES, inviabilizando a
adogao destes marcadores como monitoramento da atividade do LES.

Verificou-se neste estudo, sob uma andlise geral, que os pacientes com LES
apresentam uma reduzida capacidade antioxidante, frente a elevada producao de ROS, com
possivel capacidade reduzida para resistir aos danos oxidativos. Os pacientes com lipus ativo
sem acometimento renal e sob as condic¢des terapéuticas no periodo do estudo, bem como os
pacientes em remissao, refletiram com maior fidelidade o balango oxidativo de uma doenga
que apresenta um processo inflamatério cronico associado a uma producao elevada de ROS e
um sistema antioxidante enzimdtico comprometido, em consondncia com as observagdes de
Taysi et al. (2002), Nuttall et al. (2003) e Shah et al. (2012).

Uma andlise mais aprofundada nos pacientes com nefrite ldpica revelou um
comportamento destoante em relagdo aos outros pacientes, com uma elevada capacidade
antioxidante, principalmente na NL Classe IV e sob uso de azatioprina, metilprednisolona,

ciclofosfamida e MMF, sugerindo haver uma influéncia fortemente positiva do tratamento
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para a nefrite no sentido de diminuir a atividade inflamatéria do LES associada a atividade
antioxidante do MMF, com consequente reduc¢do na produ¢do de ROS e possivel atenuacao
dos danos provocados pelo estresse oxidativo nestes pacientes (KAWAMURA et al., 1991;
TURGAY et al., 2007; OATES et al., 2008; DALMARCO et al., 2009).

As dosagens de TOS e do IEO se correlacionam positivamente com os niveis séricos
de proteinas totais e albumina, e negativamente com o indice de atividade da doenca
(SLEDALI), com a dosagem de prednisona prescrita € com os niveis séricos de creatinina. As
dosagens de TAC se correlacionam positivamente com os niveis séricos de creatinina e
negativamente com o0s niveis séricos de proteinas totais. Estes dados, também sugerem uma
interferéncia do tratamento na inversao das correlacdes entre estes marcadores e as dosagens
bioquimicas e o indice de atividade da doencga, principalmente devido a correlacdo negativa
entre a produ¢do de ROS e a dosagem da prednisona administrada aos pacientes
(DALMARCO et al., 2009; SHAH et al., 2012).

Poucos estudos foram realizados sobre a dosagem de alantoina em pacientes com LES.
Neste estudo, observou-se que além da correlacdo positiva com os niveis séricos de ureia,
creatinina e 4cido urico, e da correlacdo negativa com os niveis séricos de proteinas totais e
albumina, a alantoina mostrou ser um marcador eficiente de estresse oxidativo da doenca,
diferenciando-se claramente nos pacientes com LES (com e sem atividade) em relacdo aos
pacientes sem LES. No entanto esta eficiéncia ndo pdde ser reproduzida no estudo da
atividade do LES, o que torna a utilizagdo deste marcador de EO limitada a apenas identificar
o estado patolégico, em concordancia ao que foi verificado em dois diferentes estudos
realizado por Tam et al. em 2001 e em 2005, e onde as comparacdes entre as dosagens de
alantoina entre pacientes lipicos ndo apresentaram diferencgas significativas.

Em relacdo a peroxidacao lipidica, as andlises realizadas neste estudo, apesar de nio

significativa, mostraram que os pacientes com LES apresentaram dosagens de MDA
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inferiores ao grupo sem LES, o que ndo era esperado, haja vista as andlises anteriores terem
indicado um estado oxidativo nestes pacientes, levando a se esperar também haver
peroxidacao lipidica mais elevada nos pacientes com LES independente da atividade/remissao
da doenca. No entanto, Turgay et al.(2007) quando realizou um estudo onde foram
selecionados pacientes com LES com e sem atividade, obteve a mesma relacdo entre estes
pacientes e igualmente nao significativa.

Ja quando as andlises se restringiram aos pacientes com LES apenas, ficou clara a
ocorréncia da elevacao da peroxidacao lipidica em pacientes com atividade lipica, indicando
tratar-se de um marcador eficiente para acompanhamento de atividade da doenca,
diferentemente do que ocorre com a alantoina e como pdde ser observado em diversos outros
estudos (TAYSI et al., 2002; KURIEN & SCOFIELD, 2003; TURGAY et al., 2007;
MANSOUR et al., 2008; SHAH et al., 2010; SHAH et al., 2011; SHAH et al., 2012; PEREZ
et al., 2012).

Em se tratando dos pacientes com NL, independente da classe da nefrite e do
tratamento aplicado, este estudo identificou um aumento da peroxidacdo lipidica (MDA) em
funcdo do aumento da produc¢do de ROS quando comparamos com os pacientes do grupo em
remissdo, apesar ndo significativo estatisticamente. Observamos ainda que esta mesma
relacdo mostrou-se significativamente inferior em relacdo aos outros pacientes com LA,
demosntrando que a peroxidacdo lipidica estd presente na atividade Idpica, mas
contrariamente ao que afirmaram de Shah et al. (2010) e Hassan et al. (2011), que
identificaram uma elevada produ¢do de MDA em pacientes com nefrite lipica em relagdo aos
que ndo apresentavam acometimento renal.

No que tange a expressiva diminui¢do da dosagem de MDA na Classe IV, isto sugere

influéncia do tratamento por MMF exclusivo para esta Classe do Grupo NL, em sintonia ao
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publicado por Herrera et al. (2006) e Turgay et al. (2007), que atribuiram ao tratamento com
Micofenolato os baixos niveis de MDA dos pacientes estudados.

As dosagens de MDA nos pacientes com LES se correlacionam positivamente com o
indice de atividade da doenga (SLEDALI), assim como observado por Taysi et al. (2002), Shah
et al. (2010), Hassan et al. (2011), Shah et al. (2011) e Shah et al. (2012), e com 0s niveis
séricos de proteinas totais, sugerindo que a peroxidacgao lipidica estd envolvida no agravo do
dano tecidual causado pelo LES (SHAH et al., 2011). Para reforcar esta observacdo, Wang et
al. (2010) identificou uma forte correlacio entre os niveis séricos de anticorpos anti-MDA e o
indice de atividade da doenca, estabelecendo uma associac@o entre a peroxidacao lipidica, a
formacgao de anticorpos para MDA e a atividade da doenca, chegando a conclusdao de que

quanto maior o stress oxidativo maior a possibilidade elevar-se o score do SLEDAL

6.3 Consideracoes Finais e Perspectivas Futuras

A grande variagdo no comportamento dos marcadores de estresse oxidativo nos
pacientes lupicos sofre influéncia direta do carater multifatorial e imprevisivel da doenga, bem
como da resposta metabdlica especifica de cada paciente, principalmente com o
comprometimento da fun¢do renal.

O aumento do nivel de peroxidacdo lipidica e do indice de estresse oxidativo foi mais
proeminente nos pacientes com lipus ativo sem lesdo renal, enquanto que a reducio do nivel
de ti6is totais e albumina, bem como o aumento do nivel de alantoina e adcido drico se mostrou
mais significativo na nefrite lipica. Estes resultados sugerem que a atividade lipica relaciona-
se de multiplas maneiras com os diversos marcadores de estresse oxidativo, variando
inclusive conforme o O6rgdo acometido pela doenca e o tratamento aplicado, e que,

independente da forma com ocorre esta relacdo, estudos longitudinais sdo necessdrios para
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avaliar a influéncia do tratamento com antioxidantes como modulador do dano oxidativo nos
pacientes acometidos com esta patologia.

Independente do tipo de atividade do LES, as dosagens de tidis totais demonstraram
refletir de forma significativa o dano oxidativo, além de apresentar uma forte associa¢cdo com
a modulacdo do indice de atividade da doenca, tornando-se uma forte candidata a estudos
complementares a fim de identificar sua capacidade de desempenhar o papel de preditor da

progressao da doenga.
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7. CONCLUSOES

Pacientes com lipus eritematoso sistémico, independente do 6rgdo-alvo e em qualquer
grau da atividade da doenca apresentaram alteracdo do estresse oxidativo, possivelmente
devido a um elevado consumo de antioxidantes enddgenos e reduzida atividade de

antioxidantes enzimaticos.

Pacientes com nefrite lipica apresentam melhora no indice de estresse oxidativo,
sugerindo possivel atividade antioxidante do Micofenolato de Monofentil presente no

esquema terapéutico exclusivamente da nefrite lipica classe IV.

Pacientes com lipus eritematoso sist€mico com acometimento extrarrenal apresentam
maior indice do estresse oxidativo e producao de malondialdeido, possivelmente devido a

uma capacidade antioxidante total comprometida.

A alantoina mostrou ser um marcador util na identificacdo do estresse oxidativo em
pacientes com ldpus eritematoso sist€émico, mas sem a mesma eficiéncia no

acompanhamento da oscilag¢do da atividade da doencga.

Os niveis séricos de tidis totais em pacientes com nefrite lipica relacionaram-se com
fidelidade tanto com a avaliagdo bioquimica do dano renal, quanto com a oscilagdo de

atividade da doenca, sem sofrer interferéncia dos medicamentos prescritos.

Diversos marcadores de estresse oxidativo se relacionaram com a oscilacdo da atividade
da doenca e com a corticoterapia consagrada para o tratamento do ldpus eritematoso
sist€émico, com isso novos estudos poderdo aprofundar o conhecimento sobre os possiveis

beneficios da inclusdo de antioxidantes no protocolo de tratamento desta doenga.
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APENDICE 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido I — TCLE.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

UFAM
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé receberd as informagdes a seguir para que possa participar voluntariamente do estudo
intitulado: “Perfil do Estresse Oxidativo na Lesdo Renal de Pacientes com Liapus Eritematoso
Sistémico™, que tem como objetivo verificar como as espécies reativas do oxigénio estio relacionadas
aos danos causados nos rins dos pacientes com lipus.

Para cada participante serdo feitas algumas perguntas (aplicacdo de um questiondrio) e
também retirada uma pequena quantidade de sangue (13 ml) para que sejam realizados os exames
laboratoriais, inclusive estudos em biologia molecular, necessarios para a execugdo do estudo.

A dor que vocé sentird serd apenas da picada da agulha na veia do seu braco durante a coleta
de sangue e talvez apareca uma pequena mancha roxa no local que certamente desaparecerd em no
maximo 4 dias. Mas ndo se preocupe, tudo isto serd feito por um profissional qualificado, com
material novo, limpo e descartavel.

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Amazonas e estd de acordo com a legislagdo sobre pesquisa em seres humanos. Mas se
vocé tiver alguma duvida, terd o direito de falar com a realizadora deste projeto — Giselle Katiane B.
B. de Souza — no momento que precisar para ter qualquer tipo de explicacdo sobre a pesquisa, pelo
telefone (092) 8123-3994, ou no Laboratério de Atividade Biolégica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, situado a Rua Alexandre Amorim, 330 — Aparecida, telefone (092) 3232-6504.

Nenhuma pessoa que participar deste estudo terd sua identidade ou imagem divulgada, ou seja,
as informacgdes recebidas dos participantes serdo analisadas em conjunto e publicadas em revista
cientifica de forma andnima (confidencialmente). Mesmo assim, caso vocé queira desistir de participar
do estudo, mesmo depois de ter assinado este termo, ndo se preocupe, € um direito seu sair do grupo
de estudo em qualquer momento, sem qualquer problema.

Ninguém pagard nem receberd dinheiro algum para participar deste estudo, no entanto,
pesquisadora se compromete em fornecer todos os resultados dos exames realizados de cada
participante a fim de auxiliar no seu tratamento médico.

Esperamos, com este estudo, ajudar na ampliacdo das informagdes sobre a correlacdo das
espécies reativas do oxigénio com a lesdo renal de pacientes acometidos com o ldpus e, como
consequéncia, cooperar na criacdo de novas estratégias de acompanhamento clinico e laboratorial na
tentativa de prever danos especialmente a este 6rgao vital.

Participagdo voluntaria:
Eu, ,
declaro ter sido suficientemente informado (a) a respeito do trabalho “Perfil do Estresse Oxidativo na
Lesdao Renal de Pacientes com Luipus Eritematoso Sist€mico”, e concedo meu consentimento a
pesquisadora Giselle Katiane B. B. de Souza para participar desse estudo. Afirmo estar de acordo com
todos os itens deste documento que li ou que foram lidos para mim.

Data / /

Assinatura do participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento

Livre e Esclarecido deste paciente para a participacio neste estudo. ~
Impressao

Dactiloscépica

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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APENDICE 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido II — TCLE.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu (sua) filho (a) estd sendo convidado (a) a participar voluntariamente do estudo intitulado:
“Perfil do Estresse Oxidativo na Lesao Renal de Pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico”,
que tem como objetivo verificar como as espécies reativas do oxigénio estdo relacionadas aos danos
causados nos rins dos pacientes com lipus.

Ele (a), supervisionado pelo sr. (a) responderd a um questiondrio com algumas perguntas que
sdo necessdrias para o entendimento da doenga, também serd necessdrio retirar uma pequena
quantidade de sangue (13 ml) para que sejam realizados os exames laboratoriais, inclusive estudos em
biologia molecular, necessérios para a execugdo deste estudo.

A dor que ele(a) sentird serd apenas da picada da agulha na veia do seu braco durante a coleta
de sangue e talvez apare¢a uma pequena mancha roxa no local que certamente desaparecerd em no
maximo 4 dias. Mas ndo se preocupe, tudo isto serd feito por um profissional qualificado, com
material novo, limpo e descartavel.

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Amazonas e estd de acordo com a legislagdo sobre pesquisa em seres humanos. Mas se
vocé tiver alguma duvida, terd o direito de falar com a realizadora deste projeto — Giselle Katiane B.
B. de Souza — no momento que precisar para ter qualquer tipo de explicacdo sobre a pesquisa, pelo
telefone (092) 8123-3994, ou no Laboratério de Atividade Bioldgica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, situado a Rua Alexandre Amorim, 330 — Aparecida, telefone (092) 3232-6504.

A identidade ou imagem do (a) seu (sua) filho (a) ndo serd divulgada em hipé6tese alguma, ou
seja, as informagdes recebidas sobre ele (a) serdo analisadas juntamente com dos outros participantes e
publicadas em revista cientifica de forma andnima (confidencialmente). Mesmo assim, caso vocé ou
ele (a) queira desistir de participar do estudo, mesmo depois de ter assinado este termo, nio se
preocupe, € um direito seu e dele (a) sair do estudo em qualquer momento, sem qualquer problema.

Ninguém pagard nem receberd dinheiro algum para participar deste estudo, no entanto,
pesquisadora se compromete em fornecer todos os resultados dos exames realizados por ele (a) para
auxiliar no tratamento dele (a) pelo médico.

Esperamos, com este estudo, ajudar na ampliacdo das informagdes sobre a correlagdo das
espécies reativas do oxigénio com a lesdo renal de pacientes acometidos com o ldpus e, como
consequéncia, cooperar na criacdo de novas estratégias de acompanhamento clinico e laboratorial na
tentativa de prever danos especialmente a este 6rgdo vital.

Participagdo voluntaria:

Eu, , RG , responsavel
legal pelo (a) menor , declaro ter sido
suficientemente informado (a) a respeito do trabalho “Perfil do Estresse Oxidativo na Lesdo Renal de
Pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico”, e concordo de livre e espontanea vontade que meu
(minha) filho (a) participe do
estudo realizado pela pesquisadora Giselle Katiane B. B. de Souza. Afirmo estar de acordo com todos
os itens deste documento que li ou que foram lidos para mim.

Data / /

Assinatura responsével legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste paciente juntamente com seu responsavel legal para a

participacgdo neste estudo. Tmpressio

Data / / Dactiloscépica
Assinatura do responsdvel pelo estudo
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APENDICE 3 — Questiondrio para Levantamento de Dados.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

Perfil do Estresse Oxidativo na Lesao Renal de Pacientes com Liipus
Eritematoso Sistémico

NO
1. DADOS PESSOAIS Pégina 1/2
Nome: . Telefone:
Idade: anos. Sexo:[ |M [ ]F Pés-Menarca?[ ]Sim [ ]Nao Tempo de Doenca: (meses)
Lesao Renal? [ ] Sim [ ] Nao Tempo? meses Classificacdo: [ ] OMS Classe
Registro AAL: [ TISN/RPS Classe
2. CRITERIOS ACR
[ ] Rash malar [ ] Ulceras Orais [ ] Disttirbios Renais [ ] Distirbios Imunolégicos
[ ] Rash Discéide [ ] Artrite [ ] Distdrbios Neuroldgicos [ ]Presenca de FAN
[ ] Fotossensibilidade [ ] Serosite [ ] Distirbios Hematolégicos [ ] Neuroldgico
OBS:
3. SLEDAI
[ ] Febre (1) [ 1Rash (2) [ ]Pleuris (2) [ ] Cilindrdria (4) [ ] Proteindria (4)
[ 1Leucopenia (1) [ ] Ulceras Orais (2) [ ]1[C3eC4(2) [ ] Hematdria (4) [ ] Miosite (4)
[ 1Plaquetopenia (1) [ JAlopécia (2) [ Janti-dsDNA (2) [ ]Leucocitdria (4) [ ] Artrite (4)
[ ] Cefaléia (8) [ ] Vasculite (8) [ 1S.0.C.(8) [ TAVC (8) [ 1N. Par Craniano (8)
Pontuagao/OBS:

4. COMORBIDADES
Tem diagndstico para doenca além do LES? [ ] diabetes [ ] HIV [ ] hipertensdo [ ]infeccdo [ ] DRC
[ 1SAF [ ]Sindrome de Raynaude [ ] Livedo [ ] TVP/TEP [ ]outra

Especificar:

Ha4 quanto tempo: meses

5. HABITOS DE VIDA

Fumante? [ ] ndo [ Jativo [ ]passivo Quantidade: por dia Bebida alcodlica? [ ]sim [ ] nao

Pratica atividade fisica? [ ] sim [ ] ndo Se sim, quantas vezes por semana: por min.

Possui alguma restricdo alimentar? [ ] sim [ ] ndo

Se sim, quais:
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6. SUPLEMENTOS E/OU MEDICAMENTOS

Faz uso de alguma vitamina ou antioxidante? [ ] sim [ ] ndo

Se sim, quais:

Pégina 2/2

H4 quanto tempo: meses

Faz uso de algum destes medicamentos prescritos para LES?

[ ] Prednisona ( ) [ ] Azatioprina ( ) [ ] Ciclofosfamida (

[ ] Metotrexato ( ) [ ]Cloroquina ( ) [ ] Talidomida (

[ ] Micofenolato Mofetil ( ) [ ]Outro (

Faz uso continuo de algum medicamento para hipertensao?
[ ] Losartana ( ) [ ] Propranolol ( ) [ ] Hidroclorotiazida (
[ ] Bloqueador ECA ( ) [ 1Bloqueador Célcio ( ) [ ]Outro

Especificar:

Ha quanto tempo: meses

Faz uso continuo de algum medicamento, além dos prescritos para LES e hipertensdo?

[ ] Alendronato ( ) [ ] Contraceptivo ( ) [ ] Sinvastatina (
[ ]1Outro (

H4 quanto tempo: meses

Faz tratamento para SAF?

[ TAAS ( ) [ ] Marevan ( ) [ ] Alopuriol (

[ ] Anticoagulante Oral ( ) [ ] Outro (

H4 quanto tempo: meses

7. EXAMES LABORATORIAIS (Data: __ /___/ )

EXAME RESULTADO EXAME RESULTADO

FAN Colesterol

Anti-dsDNA Triglicerideo

c3 HDL

C4 VLDL

Proteina de 24h LDL

Albumina Ureia

Globulina Creatinina

Glicemia Carence de Creatinina

Bilirrubina(T/D/T) Acido Urico

EAS

EAS - proteiniiria

EAS - pitria

EAS - cilindriria

EAS - hematiria




112

APENDICE 4 — Roteiro para Coleta e Processamento das Amostras Bioldgicas
dos Pacientes de todos os Grupos.

1. Coleta de sangue em 2 tubos contendo EDTA (8 mL) e 1 tubo sem anticoagulante (5 mL).
2. Ligar incubadora e centrifuga, ambas a 37° C. Ligar o SYSMEX KX21.
3. Proceder identificacao dos tubos:

3.1 1° Tubo com EDTA (Tubo 1): Hemograma, GPx e Biologia Molecular;

3.2 2° Tubo com EDTA (Tubo 2): separacao de plasma para dosagem de MDA,
alantoina e GR, além do concentrado e hemadcias (papa) para dosagem de CAT e SOD;

3.3 Tubo sem anticoagulante (Tubo 3): separacdo de soro para andlises bioquimicas
(perfil renal), imunolégicas e dosagens de tidis totais, TAC e TOS;
4. Separar ImL de sangue total do tubo 1 para realiza¢do de anélises moleculares, guardar em
freezer a 70°C negativos.
5. Realizar o hemograma imediatamente.
6. Centrifugar o tubo 3 a 3500 rpm, por 10 min. Separar o soro.
7. Retirar quantidade apropriada para realizacdo das andlises bioquimicas (perfil renal) e
imunoldgica (C3 e C4).
8. Centrifugar o tubo 2 a 3500 rpm, por 10 min. Separar o plasma.
9. Proceder a lavagem tripla do concentrado de hemadcias com tampao de fosfato, por
centrifugacao a 3500 rpm, por 10 min.
10. Adicionar conservante em quantidade apropriada aos volumes de plasma, concentrado de
hemadcias e soro. Distribuir as aliquotas referente a cada andlise e guarda-las em freezer a
70°C negativos.
11. Proceder as andlises bioquimicas (perfil renal) e imunoldgica (C3 e C4) do tubo 3.
12. Descongelar material de acordo com a andlise a ser realizada e proceder as dosagens

bioquimicas, imunoldgicas e de estresse oxidativo, conforme programagao.
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ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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ANEXO 2 — Critérios para classificagdo do LES estabelecidos pelo American
College of Rheumatology (ACR) e revisados em 1997.

Critério

Definicao

Rash malar
Rash discoide

Fotossensibilidade
Ulceras orais

Artrite

Serosite

Disturbios renais

Disturbios
neurolégicos

Disturbios
hematolégicos

Disturbios
imunolégicos

Presenca de
anticorpos
antinucleares

Eritema fixo, plano ou elevado, sobre as eminéncias malares, tendendo a
poupar o sulco nasolabial.

Placas eritematosas elevadas com escamas ceratdticas aderentes e “follicular
plugging”. Escaras atréficas podem ocorrer em lesdes antigas.

Rash na pele secunddria a reag¢do ndo usual a luz solar, relatado pelo paciente
ou observado pelo médico.

Ulceragdo oral ou nasofaringea, usualmente indolor, observada pelo médico.

Artrite ndo erosiva, envolvendo duas ou mais articulagdes periféricas,
caracterizada por dor, edema ou derrame articular.

a. Pleurite — histdria convincente de dor pleuritica ou atrito pleural auscultado
pelo médico ou evidéncia de derrame pleural. OU

b. Pericardite — documentada por ECG ou atrito pericardico ou evidéncia de
derrame pericérdico.

a. Proteintria persistente, maior do que 0,5g / 24h, ou maior que 3+ quando a
quantificacdo nao for possivel. OU

b. Cilindros celulares anormais — podem ser hemadticos, granulares, tubulares
ou mistos.

a. Convulsées — ndo secundaria ao uso de medicamento ou desordem
metabdlica, como uremia, cetoacidose ou alteracbes de balango
hidroeletrolitico. OU

b. Psicose — nao secundaria ao uso de medicamento ou desordem metabdlica,
como uremia, cetoacidose ou alteracdes de balanc¢o hidroeletrolitico.

a. Anemia hemolitica — com reticulocitose. OU

b. Leucopenia — menos de 4.000/mm’ em duas ou mais ocasides. OU

c. Linfopenia — menos de 1.500/mm’ em duas ou mais ocasides. OU

d. Trombocitopenia — menos de 100.000/mm’ em duas ou mais ocasides.

a. Anticorpo anti-DNA nativo em titulos anormais. OU

b. Presenca de anticorpo contra antigeno nuclear SM. OU

c. Sinais positivos para anticorpos antifosfolipideos com base em:

1. Indices anormais de anticorpos anticardiolipina (IgM ou IgG);

2. Teste positivo para anticoagulante lipico ou

3. Teste falso-positivo para sifilis, por no minimo seis meses, confirmado
por testes treponémicos.

Titulos anormais de anticorpos antinucleares por IFI ou método equivalente,
em qualquer época, e na auséncia de drogas conhecidamente indutoras da
sindrome do ldpus.

Fonte: American College of Rheumatology (1997).
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ANEXO 3 - Indice de Atividade da Doenga no Lipus Eritematoso Sistémico —

SLEDALI

Peso Pontuacio’ Descricio

Definicao

8

Convulsoes

Psicose

Sindrome Orgénica
Celebral

Distarbios Visuais

Desordem de
Nervos Cranianos

Cefaléia Lupica

AVC
Vasculite
Artrite
Miosite

Cilindros Urindarios
Hemattria
Proteindria

Pitria

Surgimento de
Rash

Alopécia

Inicio recente. Exclui causa orgédnica ou metabdlica.

Distirbio na percepcdo da realidade com alteracdo das
atividades normais. Inclui alucinagdes, incoeréncia, perda
marcante de associacOes, fala com conteddo
empobrecido, pensamento ilégico, bizarro,
desorganizado. Catatonia. Excluir uremia e causas
medicamentosas.

Funcdo mental alterada com diminui¢cdo na orientacao,
memoria ou outra fungdo intelectual, com ripido inicio e
fatores clinicos flutuantes. Inclui enuveamento da
consciéncia, com diminui¢do da capacidade de foco e
inabilidade de manter a atengdo, associado a pelo menos
dois dos seguintes: distirbio de percepg¢do, incoeréncia,
insdnia ou sonoléncia diurna, aumento ou diminui¢do da
capacidade psicomotora. Excluir causas metabdlicas,
infecciosas ou medicamentosas.

Corpos algodonosos, hemorragia retiniana, exudato ou
hemorragias na coroide, neurite dptica. Excluir HAS,
infec¢do e medicamento.

Envolvimento de inicio recente.

Cefaleia severa, persistente, pode ser enxaquecosa, porém
ndo deve responder & analgesia com narcéticos.

Envolvimento de inicio recente. Excluir arteriosclerose.

Ulceragdo, gangrena, nddulos dolorosos nos dedos,
infarto periungueal, hemorragia fragmentada, biépsia ou
angiograma provando ser vasculite.

Mais de duas articulagdes com dor e sinais de inflamagao.

Dor e fraqueza em musculatura proximal, associada a
aumento de creatinina, fotoquinase/aldolase ou alteragdes
na eletroneuromiografia ou biépsia mostrando miosite.

Cilindro heme-granular ou hematico.

> 5 células por campo de maior aumento. Excluir célculo,
infeccdo ou outras causas.

Aparecimento ou aumento recente de > 0,5 g/24h.
> 5 leucécitos por campo de maior aumento. Excluir
infeccoes.

Inicio recente ou recorréncia de rash tipo inflamatério.

Inicio recente ou anormal de perda de cabelo localizada
ou difusa.
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Ulceras Mucosas Inicio recente ou recorréncia de dlceras nasais ou orais.
Pleurise Dor torécica pleuritica com atrito ou derrame pleural.
Dor pericérdica associada a pelo menos um dos seguintes:
2 Pericardite atrito, derrame ou confirmacdo por ECG ou ecografia
cardiaca.
’ Diminuicao de Diminuicdo de CHS50, C3 ou C4 a baixo dos limites
Complemento laboratoriais normais.
Aumento de . - .
2 N Aumento de 25% ou mais do limite laboratorial normal.
Ligacdo do DNA
1 Febre > 38°C. Excluir causa infecciosa.
1 Trombocitopenia < 100.000 plaquetas/mm’. Excluir causas infecciosas.
1 Leucopenia < 3.000 leucocitos/mm’. Excluir causa medicamentosa.

*Pontuagﬁoz 0 (Sem atividade); 1 (Atividade leve); 2 (Atividade moderada); 3 (Atividade elevada).
Fonte: Bombardier et al. (1992); Gladman et al. (2002).
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