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RESUMEN

Introduccion: la artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune e inflamatoria crénica. En los servicios de reumatologia se
valora la evolucion de los pacientes mediante velocidad de sedimentacién globular y Proteina C reactiva. Se ha propuesto que el
estrés oxidativo contribuye al dafio tisular en las articulaciones.

Objetivo: analizar el leucograma y el dafio oxidativo en pacientes con artritis reumatoide en periodos de crisis y remision.
Meétodo: estudio prospectivo en el que se realiz6 el conteo global y diferencial de leucocitos, la cuantificacién de productos
reactivos al &cido tiobarbitdrico, y la actividad de las enzimas superdxido dismutasa y catalasa en 23 pacientes con diagndstico de
artritis reumatoide en periodos de crisis y remision. Se determinaron ademas proteina C reactiva, velocidad de sedimentacion
globular y factor reumatoide.

Resultados: el factor reumatoide fue mayor de 15 U/mL en el 82.61 % de los pacientes. El conteo de neutrdéfilos fue menor en la
etapa de remision en relacion con la etapa activa de la enfermedad (4.21+1.24 vs 5.03+1.51 x10¥/L; p=0.003), comportamiento
similar al conteo global de leucocitos, la velocidad de sedimentacion globular y la proteina C reactiva. Resultd relevante la menor
actividad catalasa en los pacientes en remision en relacién con el periodo de crisis (445.31+281.87 vs 1046.08+659.77 UxL ™ min°
1)_

Conclusiones: el comportamiento de los neutr6filos en la evolucién hacia la remision del paciente reumatoideo esta en
correspondencia con la velocidad de sedimentacién globular, la proteina C reactiva y la disminucién del estado inflamatorio. La
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actividad catalasa contribuye al desbalance redox y su actividad es consistente con una regulacion adaptativa de la enzima para la

proteccion contra el estrés oxidativo.
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ABSTRACT

Introduction: rheumatoid arthritis is an autoimmune and inflammatory disease of unknown cause. In the Rheumatology services,
the evolution of the patients is valued by means of erythrocyte sedimentation rate and C-reactive protein. It has been suggested
that the oxidative stress contributes to the joint tissue damage.

Objective: to analyze differential leukocyte count and oxidative damage in patients with Rheumatoid Arthritis in crisis and
remission periods.

Methods: prospective study in which global and differential leukocytes count, thiobarbituric acid reactive substances as a marker
of lipid peroxidation, the superoxide dismutase, as well as the catalase activities were measured in 23 patients during their crisis

and remission periods. C-reactive protein, erythrocyte sedimentation rate and rheumatoid factor were measured, too.
Results: rheumatoid factor was over 15 U/ml in the 82.61 % of the patients. A minor neutrophils count was observed in the
remission period in relation to the active period of the disease (5.03+1.51 vs. 4.21+1.24 x10°/L, p=0.003), as well as the global

leukocytes count, the erythrocyte sedimentation rate and the C-reactive protein. It was verified

that the catalase activity

decreased in remission state in relation to the crisis period (445.31+281.87 vs. 1046.08+659.77 UxL ™ min™).
Conclusions: in the evolution of the rheumatoid arthritis, the neutrophils count is in correspondence with the inflammatory state
of the patients. Catalase activity is consistent with the regulation of this enzyme to protect against oxidative stress.

Keywords: rheumatoid arthritis, differential leukocytes count, oxidative stress.

INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria,
autoinmune, de origen multifactorial y de caracter sistémico,
crénico y progresivo, que cursa en brotes y afecta las
membranas sinoviales de multiples articulaciones.*? Esta
enfermedad estd ampliamente distribuida en el mundo, se
presenta en todas las razas y empeora con el aumento de la
humedad atmosférica.

Aunque los mecanismos fisiopatolégicos son aun
desconocidos, las infecciones, los fendmenos de
hipersensibilidad y los mecanismos de autoinmunidad, asi
como la predisposicion genética y los factores ambientales,
desempefian un papel importante.*®

En la artritis reumatoide se produce activacion de los
leucocitos en el liquido sinovial, con liberacion de citoquinas
proinflamatorias y radicales libres que inician la inflamacion
y atraen a otras células inmunoldgicas al sitio.

Con el transcurso de la enfermedad, estas especies reactivas
median la destruccion del cartilago y contribuyen a la
sinovitis proliferativa. En particular, la interleuquina 8
podria ser la responsable de atraer neutréfilos, células que
liberan también especies reactivas del oxigeno (ERO)."®

Este incremento de las ERO y de otras especies oxidantes en
relacion con los sistemas antioxidantes, produce un
desbalance en la homeostasis redox y en consecuencia, estrés
oxidativo, alteraciones en la relacién estructura-funcion de

los diferentes niveles de organizacién biolégica, en la
regulacién génica y modificacién en la sefializacion celular,
mecanismos moleculares basicos a considerar en la
fisiopatologia de la artritis reumatoide.**°

No se dispone de un estudio especifico para el diagnostico
definitivo y la valoracién de la evolucion de la enfermedad,;
sin embargo, en los Ultimos afios los avances en el
diagnostico estdn relacionados con la deteccion de
autoanticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos y de
citoquinas proinflamatorias.**

Hallazgos notorios para los servicios de reumatologia
nacionales resultan ser leucocitosis y trombocitosis, asi
como aumento de la velocidad de sedimentacion globular en
las fases activas de la enfermedad.*

Para Seven y colaboradores, el incremento en los marcadores
de oxidacion de lipidos, proteinas y  4cido
desoxirribonucleico, asi como el deterioro de las defensas
antioxidantes, conforman el papel del estrés oxidativo (EO)
en la patogenia de la enfermedad.™ Si este EO condiciona el
estado evolutivo de la AR, con remisién de la inflamacion, la
modificacion de los biomarcadores de EO podrian asociarse
al estado de la enfermedad.

En este estudio se analizan el conteo diferencial de los
leucocitos e indicadores de estrés oxidativo en pacientes con
AR en estado activo e inactivo de la enfermedad.
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METODOS

Se realiz6 un estudio analitico, de cohorte y prospectivo con
23 pacientes con diagnostico de AR activa, procedentes del
servicio de reumatologia del Hospital Universitario “General
Calixto Garcia”, en el periodo de enero del 2012 - enero del
2013. Se incluyeron pacientes entre 35 y 70 afios, no obesos,
sin hébitos toxicos, enfermedades autoinmunes, u otra
complicacidn con expresién clinica de la enfermedad, y que
no ingirieron suplementos antioxidantes en los dos meses
previos al estudio. Una segunda toma de muestra se realizo al
paciente en etapa de remision de la enfermedad.

El diagndstico de AR (en crisis y en remisién) se definid
segtn el Colegio Americano de Reumatologia.'* Se trabaj6
segun las normas establecidas en la convencién de Helsinki y
el Comité de Etica de la institucion aprobd el estudio.

Muestras bioldgicas: El suero y el plasma se obtuvieron a
partir de 10 mL de sangre de la vena cubital de las personas
en ayunas de 12 horas.

Procedimientos analiticos: La velocidad de sedimentacion
globular (VSG) se determind mediante el método de
Westergren, y el conteo global y diferencial de leucocitos
mediante un método automatizado multiparamétrico (en el
analizador hematoldgico Abbott). Las células se clasificaron
en tres subtipos: linfocitos, neutréfilos y Mid (conteo de
monaocitos, eosinéfilos y baséfilos), segun los procedimientos
analiticos del laboratorio clinico. La proteina C reactiva
(PCR) se cuantificd mediante inmunoturbidimetria y para la
determinacion del factor reumatoide (FR) se utilizé un
método cualitativo basado en la aglutinacién semicuantitativa
con latex.

Los productos reactivos al &cido tiobarbitirico (PRATB)
como indicador de la peroxidacion lipidica se cuantificaron
segin Yagi,® la actividad de la enzima Cu-Zn superéxido
dismutasa (SOD) segiin Marklund y colaboradores,”® y la
actividad de la catalasa (CAT) se realizé6 mediante la técnica
referida por Aebi en 1984."

Procesamiento y analisis de los datos

El analisis de los resultados se realiz6 mediante el paquete
estadistico SPSS  15.0 para Windows. Se determind la
distribucion de frecuencias por sexo y grupos etareos, asi
como los estadigrafos de posicién de las variables. Al
rechazarse la hipotesis de una distribucién gaussiana para
algunas variables se estimé la diferencia entre los grupos
mediante estadistica no paramétrica, que incluy6 el andlisis
de dos muestras relacionadas, mediante prueba de Wilcoxon
para determinar la modificacién de las variables en el tiempo.

RESULTADOS

La distribucion de los pacientes segin la edad y el sexo
fenotipico se presenta en la Tabla 1. ElI 69.56 % de los
pacientes se encuentra entre los 45 y los 65 afios, con
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predominio de las mujeres (91.30 %), siendo la edad media
de 52.1 £ 8.76 afios.

Tabla 1. Distribucién de los pacientes por grupos etarios y
sexo fenatipico.

Sexo | Frecuencia | Porcentaje (%)
Grupos etarios | F | M | @bsoluta
35-44.9 afios 3 1 5 21.74
45-54.9 afos 9 0 8 34.78
55-64.5 afios 9 0 8 34.78
65-69.9 afios 2 1 3 8.70
Total 23 2 23 100.00

Fuente: datos de la investigacion
F: femenino; M: masculino

Como se observa en la Figura 1, el factor reumatoideo fue
mayor de 15 U/mL en el 82.61 % de los pacientes.

Figura 1. Presencia del factor reumatoideo en los pacientes
con artritis reumatoide.
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En la Tabla 2 se presentan los estadigrafos de posicién de los
indicadores bioldgicos correspondientes a los pacientes en
crisis y en remision. El analisis de las variables revela que
los neutréfilos disminuyen en la etapa de remision en
relacion con la etapa activa de la enfermedad,
comportamiento similar al conteo global de leucocitos, la
eritrosedimentacién y la PCR.

Tabla 2. Indicadores biol6gicos segln la actividad de la
artritis reumatoide.

Pacientes en Pacientes en p

etapa de crisis | etapa de remision
Leucocitos (x10%/L) | 7.93+2.10 7.02+1.85 0.002
Neutréfilos (x10°/L) | 5.03+1.51 4.21+1.24 0.003
Linfocitos (x10°/L) | 2.24+0.89 2.33+1.26 0.772
Mid (%) 8.04+2.15 8.74+2.34 0.839
VSG (mm/1H) 32.95+16.93 21.74+7.58 0.000
PCR (mg/L) 31.31+16.09 | 9.60+8.70 0.000
Fuente: datos de la investigacion. Mid: (conteo de

monocitos, eosindfil

0s Yy basofilos)

Los valores se expresan como media + desviacién estandar
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La concentracion de productos

reactivos

al

acido

tiobarbiturico como indicador de la peroxidacién lipidica, asi
como la actividad de las enzimas superdxido dismutasa
extracelular y catalasa en etapa de crisis y de remision de los

pacientes se presentan en la Tabla 3.
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La actividad de ambas enzimas es superior en relacién a
valores de referencia (1.45 + 0.50 y 161.00 £ 12.50 UxL"
, respectivamente).
actividad catalasa en los pacientes en remisién en relacion

1

min

-1
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Resulta relevante

con la etapa de crisis de la enfermedad.

Tabla 3. Indicadores de estrés oxidativo segin la actividad de la enfermedad.

Pacientes en crisis Pacientes en remision

Mediana | Media DE Mediana | Media | DE p
PRATB (nmol/mL) | 0.83 0.85 0.29 0.88 1.34 1.24 0.052
SOD (UxL'lmin'l) 25.40 26.56 10.50 30.8 33.75 14.77 0.064
CAT (UxL'min) [ 1042.00 | 1046.08 | 659.77 | 390.0 445.31 | 281.87 | 0.000

Fuente: datos de la investigacion. DE: desviacion estandar;
PRATB: productos reactivos al &cido tiobarbitirico;
SOD: actividad superdxido dismutasa; CAT: actividad catalasa

DISCUSION

El predominio de mujeres con AR en el estudio (mas del 75
%) esta en correspondencia con los cambios hormonales que
se producen sobre todo en mayores de 45 afios, hallazgo que
coincide con los reportes de otros autores que refieren que
una de las caracteristicas de la mayoria de las enfermedades
autoinmunes es que adultos del sexo femenino son mas
sensibles a padecerlas.?

Se reconoce la participacion de los leucocitos en la patogenia
de la enfermedad, al tenerse en cuenta que la AR es el
resultado de una compleja interaccion entre las células
sinoviales y los leucocitos que infiltran desde la circulacién.
El incremento de estas células cuando es mayor la actividad
de la enfermedad y la disminucion en etapa de remision
obedece al propio proceso inflamatorio, aunque existen
diferencias en los reportes de los niveles de leucocitos y AR.
Los resultados que se presentan en relacion con esta variable
se corresponden con algunos autores. El recuento leucocitico
suele resultar normal, aunque puede haber una leucocitosis
leve. Roca reporta que los leucocitos aumentan, hasta llegar,
durante los brotes, a 15x10° y mas, con desviacion
izquierda.'®

El FR esta presente en el 82.61 % de los pacientes, criterio
diagndstico que distingue seropositivos de seronegativos para
la AR.° La disminucién de la VSG y la PCR en etapa de
remision y el incremento en la etapa activa de la enfermedad
igualmente esta en relacién con la propia disminucion del
proceso inflamatorio, lo que se corresponde con lo que
refieren los diferentes autores, quienes reconocen que estos
biomarcadores estan acelerados cuando existe elevada
actividad.®*? De hecho estas determinaciones se utilizan en
la practica clinica para la evaluacién de los pacientes.

En el estudio retrospectivo de Yousuf y colaboradores, con
567 pacientes, la VSG estuvo acelerada, mayor o igual a 100

mm/h en el 4.2 % de las realizadas; de las cuales el 15.9 %
correspondieron a enfermedades autoinmunes, y un 7.3 % a
pacientes con diagnéstico de AR.?° Resultado similar en
relacion con la eritrosedimentacion y con la PCR fue
reportado por Stamp en 2012, en 49 pacientes en crisis y 28
con baja actividad de la enfermedad.® Asimismo, Li y
colaboradores, de la universidad de Harbin reconocieron
incremento en la PCR en 382 pacientes con diagnéstico de
AR

El estado inflamatorio de la AR también fundamenta un
incremento en la concentracion de PRATB en los pacientes
con AR en relacién con personas saludables (valores de
referencia: 0.41+0.37 nmol/mL). Se sabe que en estas
condiciones los neutrdfilos liberan radical superdxido por la
intensa actividad enzimatica, en particular de la enzima
NADPH oxidasa. La participacion del anién superéxido en
los mecanismos de la inflamacidn es reconocida por diversos
autores.”” Este anién puede reaccionar con el peréxido de
hidrégeno y originar radical hidroxilo; también puede
reaccionar con el 6xido nitrico, para formar el peroxinitrito.
La accion téxica del radical hidroxilo y del peroxinitrito es
aun maés potente, lo que favorece la oxidacién de los acidos
grasos insaturados presentes en las membranas celulares. El
propio mecanismo de la peroxidacion lipidica estd en
relacion con la tendencia al incremento de los productos
reactivos en etapa de remision. La formacion de productos
finales requiere del ataque al acido graso insaturado por las
especies oxidantes, proceso que transita por la formacién de
hidroperoxidos. En la fase de terminacion o descomposicion
de los hidroperoxidos lipidicos es que aparecen productos
finales como aldehidos reactivos, que se detectan en muestras
bioldgicas mediante la determinacion de productos reactivos
al &cido tiobarbittrico.”

El grupo de Melguizo y colaboradores realizé un estudio caso
control con 65 pacientes con diagnéstico temprano de AR. La
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determinacion de hidroperéxidos lipidicos resulté maés
especifica y sensible que otros marcadores de estrés
oxidativo, de manera que este indicador mejoro el
diagnéstico temprano de AR, en particular en pacientes con
anticuerpos anticitrulinados negativos.?*

El incremento en la concentracion de PRATB en pacientes
con AR activa en relacion con personas sanas (valores de
referencia) coincide con los resultados que Staron y
colaboradores reportan. Este grupo determiné PRATB,
glutation reducido y actividad de las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa en
eritrocitos de 25 pacientes con AR y 35 personas saludables,
encontrandose incremento en la peroxidacion lipidica y
disminucion en la actividad SOD.” Resultados similares
fueron reportados por Baskol y colaboradores, al estudiar
cincuenta y siete pacientes subagrupados de acuerdo a la
actividad de la enfermedad;?® por Ozcan y colaboradores, en
un estudio con 22 pacientes con AR,?’ por el grupo de
Seven, quien encontrd incremento en los productos reactivos
al &cido tiobarbitlrico y en los hidroperdxidos lipidicos en 20
pacientes con AR, y por Hassan en 30 pacientes.? Vasanthi
no encontré diferencias entre pacientes con AR activa e
inactiva (estudio transversal), aunque si una tendencia al
incremento de estos productos en la AR inactiva®® La
administracién de un extracto de granada durante 12 semanas
a ocho pacientes con respuesta inadecuada al tratamiento con
drogas antirreuméticas inductoras de la remision, produjo
disminucién de los sintomas y disminucion en la
peroxidacion lipidica.™

La actividad de ambas enzimas es superior en relacion a
valores de referencia en respuesta a un incremento en los
sustratos oxidantes, como el anién superdxido y el perdxido
de hidroégeno. Solo la actividad catalasa result6 menor en los
pacientes en remisién en relacion con los pacientes en crisis.
A su vez la actividad de la catalasa pudiera estar en relacion
con el conteo de polimorfonucleares, tanto en la etapa de
crisis como de remision. Durante la activacion de estas
células se libera &cido hipocloroso (HOCI), una especie
reactiva de cloro, la cual se forma en  presencia de
peréxido de hidrégeno por la catélisis de la enzima
mieloperoxidasa. Al compartir ambas enzimas el mismo
sustrato, se ha sugerido que la catalasa parece regular la
actividad de la mieloperoxidasa en los procesos de activacion
de los polimorfonucleares.®

El perdéxido de hidrégeno es el sustrato para la actividad de la
catalasa, por lo que en la medida en que ocurre la
dismutacion del radical superéxido por la SOD, se va
incrementando la concentracion de peroxido de hidrogeno y
en consecuencia la actividad catalasa, sobre todo en altas
concentraciones. El peroxido de hidrogeno es una molécula
sefial, relativamente estable, pequefia y sin carga por lo que
puede atravesar facilmente las membranas bioldgicas y
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producir efectos adversos mas distantes que otras especies
reactivas, ademas de formar el radical hidroxilo.*

En remision, la actividad catalasa disminuye, como respuesta
a la disminucién directa de su sustrato, a pesar de la
tendencia al incremento en la actividad SOD. La
transformacion del peréxido de hidrégeno también se realiza
por la glutation peroxidasa, que mantiene su actividad en
presencia de glutatién reducido, el tiol no proteico mas
abundante a nivel intracelular y principal sistema de defensa
frente a las agresiones oxidantes en las células. Por tanto,
ambos sistemas se requieren para preservar la funcién celular
cuando hay presencia de perdxido de hidrégeno.

La posibilidad de formacién de otras especies radicalicas
como el radical hidroxilo a partir del peroxido de hidrégeno,
o del peroxinitrito, a partir del anién superdxido y el 6xido
nitrico, compromete la estructura lipidica y favoreceria
también la oxidacion de acidos grasos polinsaturados con
incremento de los productos reactivos de la peroxidacion.

La modificacion en la actividad de las enzimas antioxidantes
se reporta por diversos autores; sin embargo, los resultados
son contradictorios. En algunos estudios se demuestra un
descenso en la actividad de las enzimas, mientras que en
otros se observa un incremento. En el estudio de Staron se
verifica una disminucion de la actividad SOD y en los niveles
de glutation reducido en pacientes con AR;? sin embargo, en
el estudio de Mansour en el 2008, se observa un incremento
en la actividad de esta enzima, aunque describen la presencia
de autoanticuerpos anti-CAT.* Una elevada actividad
catalasa se observé en el liquido sinovial de pacientes
reumaticos por Igari,* mientras que la actividad de la enzima
estuvo disminuida en los pacientes del estudio de Staron y
colaboradores,” y del grupo de Cimen.**

La modificacion en la actividad de las enzimas estd en
correspondencia con las concentraciones de sus sustratos y
del funcionamiento del sistema redox de las células.

CONCLUSIONES

La disminucion en el conteo global y de neutréfilos, asi como
de la VSG y la PCR en los pacientes en remision esta en
correspondencia con la disminucion del estado inflamatorio
de los pacientes con AR. Aunque predominan los pacientes
con leucograma dentro de los valores de referencia, tanto en
crisis como en remision, los neutrdfilos constituyen un buen
indicador de la evolucion hacia la remision del paciente
reumatoideo; en correspondencia con la VSG y la PCR.

La actividad catalasa contribuye al desbalance redox en la
ARy la disminucidn de su actividad en etapa de remision en
relacion con la etapa de crisis es consistente con una
regulacion adaptativa de la enzima para la proteccion contra
el estrés oxidativo.
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