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RESUMEN

Participaciin de los radicales toxicos de oxigeno en la artritis reumatoide.

Objetivo: Evalnar el efecto de los antioxidantes (vitamina E y C) sobre la produccion de los
radicales libres de oxigeno en suero y ligudo sinovial de pavientes con artritis rewmatoide,
Material y Métodos: Se estudraron pacientes con artrius reumatoide mayores de I8 afios con
flogosis en una rodilla, tratamiento esteroideo o inductor de remision y manifesiaciones de
actividad de la enfermedad. Se dividieron en dos grupos, el grupo I fue tratado con diclofenaco 100
myg diarios mds una combmacion de vitaming E (200 mgdia) y vitamna C (500 mg-'dia). en tanto
que el grupo I fue tratado tinicamente con diclofenaco (100 mg/dia) durante un mes, se hizo
evaluacion clinica y se tomaron muestras de sangre y de Hquido smovial antes de puciar el
tratanmiento y o los treinta dias. Se determmnd capacidad antioxidante y productos de
lipoperoxidacion.

Resultados: Se incluveron 10 pacientes femenmos, seis en el grupo 1y 4 en el II. La edad, duracion
de Ig enfermedad, clase funcional y tratamiento previo fueron similares en ambos grupes. Hubo un
incremento en la capacidad antioxidante en los dos grupos (39.8% para el grupo I vs 10.1% para
el grupo II) con diferencia estadisticamente no significativa {p>0.05), lo mismo se observé en el
liguido sinovial. La cuantificacién de cromolipidos no correlaciond con el tratamiento.
Coneclusiones: No encontramos cambios clinicos mi paraclinicos asociadas a la administracion de
antioxidantes.

Palabras clave: Radicales Iibres de oxigeno. Antioxidanies, Artritts Reumatoide.

ABSTRACT

Role of oxygen radicals in Rheamatoid Arthritis.

Objective: The aim of this study was lo assess the effects of antioxidants (ascorbic acid and vitamm
E) on the production of oxygen free radicals in biood serum and synovial fluid of rheumatod
arthritis (R4) patients.

Methods: We imcluded patients with R4, 18 years old or older with inflammation of one knee,
treatment with steroids or remission wnductors and activity manifestations of the disease. We've
divided them in two groups, the group I was treated with Diclofenac 100 mg everyday plus a
combination of vitamin E (200 mg/day} and vitamin C (500 mgidey) while the group 2 was only
treated with Diclofenac (100 mg/day) for a month. A ehimeal evaluation and a taking of blood
serum and synovial fluid were done prior 10 start treamment and wihin 30 days, and we've
determined the antioxidant capacity and products of ipoperoxidanon.

Results: The study meluded [0 female patients, 6 in group 1 and + in group 2. The miean age, fume
of the disease, functional class and prior treatment were simlar en both groups. There was an
increase in antioxidant capacity of blood serum m both groups (39.8% for group 1 and 10.1% jor
group 2) without statisucally significant difference (p>0.03) and the same was observed n the
synovial fhud, The amount of the cromolipides didn't correspond with the treatment,

Conclusions: We haven't found sigmficant changes m chinical manifestations and laboratory tests
with admunistration of antioxidants.

Key Words: Oxygen free radweals, Annoxedants. Rheumatord arthrins.



INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica y
multisistémica de etiologia desconocida, que se caracteriza por inflamacion sinovial
persistente que afecta las articulaciones periféricas con distribucién simétrica provocando
destruccion del cartilago, erosiones dseas y deformidades articulares en fases avanzadas.’
Su etiologfa es afin desconocida, sin embargo es posible que diferentes estimulos
artritogénicos activen la respuesta inmune en el huésped genéticamente susceptible y se
desarrolle awtoinmunidad;™ se ha estudiado la participacion del mimetismo molecular de
diferentes agentes infecciosos, factores enddcrinos, metabélicos, nutricionales y mas
recientemente €l papel de los radicales libres de oxigeno como una via final comin de
lesion tisular. Los radicales libres de oxigene son especies quimicas que poseen un electron
no apareado que lo hace inestable.* y le da la propiedad quimica de ser altamente reactivo,
combindndose con una diversidad de moléculas integrantes de la célula dando lugar a
moléculas disfuncionales.’

Los radicales libres activan genes que codifican la sintesis de factores de
transcripcion y promueven el crecimiento de fibroblastos v células epiteliales;™ también se
han involucrado en la reabsorcién dsea inducida por interleucina-1, promotores de
apoptosis y estimulan Ia sintesis de citocinas.™'® El acido hialurénico sinovial se encuentra
fragmentado y despolimerizado, disiminuyendo la viscosidad sinovial; y hay evidencias de

que dicha fragmentacion es promovida por fos radicales libres de oxigeno.'"

Se conoce la participacion de dichos radicales en fa isquemia cerebral™

e isqucmia
miocardica,” por lo que existe la tendencia de evitar el estrés oxidativo utilizando los

antioxidantes sintéticos conocidos.'® Ademas se ha determinado la capacidad antioxidante



del suero en condiciones naturales y después de la administracion de antioxidantes;'” sin
embargo, la utilidad de los antioxidantes en la AR no ha sido estudiada, por lo que con este
trabajo evaluaremos el efecto antioxidante de la vitamina C y E sobre la produccién de

radicales libres de oxigeno y su traduccion clinica.



MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron en forma prospectiva pacientes con diagndstico de artritis reumatoide
segin fos criterios de la ACR 1987, que fueran mayores de 18 afios de edad y que
tuvieran las siguientes caracteristicas: presencia de flogosis en una de las rodillas, haber
recibido previamente tratamiento con antinflamatorios no esteroideos, haber iniciado
tratamiento estercideo oral o inductor de la remision por lo menos tres meses antes del
estudio sin modificacion de la dosis durante el desarrolle del mismo y que tuvieran
manifestaciones de actividad de la enfermedad segin los criterios establecidos' y que se
define como, la presencia de por lo menos tres de los siguientes datos: a) Seis o mds
erticulaciones dolorosas, b) tres o mas articulaciones inflamadas, ¢) rigidez articular
matutina de 45 minutos o mas y d) velocidad de sedimentacién globular de 25mm/hora o
mas. No se incluyeron pacientes con enfermedad articular inflamatoria diferente de la AR,
infeccién sistémica o local de la articulacion a evaluar, historia de hipersensibilidad a los
antinflamatorios ne esteroideos, embarazo o lactancia e infiltracion con esteroides en la
rodilla a evaluar en los tres meses previos.

Se excluyeron del estudio los pacientes que tuvieron falta de apego al protocolo,
deseo de separarse del estudio y cambios en la dosis de estervide o inductor de remision
durante el mismo.

Los pacientes seleccionados fueron incluidos en dos grupos. En el grupo I se inicio
tratamiento con diclofenaco 100mg al dia méas una combinacion de vitamina E (200mg/dia)

y vitamina C (500mg/dia), al grupo Il se le administrd sdlo diclofenaco 100mg/dia durante

un mes.




Evzluacion,

Se realizé una evaluacién clinica basal y a los 30 dias que incluyd cuenta del
numero de articulaciones dolorosas, nimero de articulaciones inflamadas, rigidez articular
matutina {medida en horas), escala visual andloga de dolor, evaluacién global por el
paciente y evaluacion global por el médico, ¢stas iltimas en centimetros con escala del 1 al
10.

Se tomaron muestras de sangre y liquido sinovial antes del inicio del tratamiento y a
los treinta dias para cuantificar productos de lipoperoxidacién y capacidad antioxidante.

Se tomaron 10cc de sangre y se dividid en dos tubos (5cc en cada uno), uno de ellos
con antioxidante BHT (hidroxitolueno butilado 2.2 mg/ml) y el otro sin BHT; se separé el
suero y se mantuvo en congelacion hasta su procesamiento. Por espectrofotometria se
cuantificaron cromolipidos en el primer tubo y por fluorometria se determin Ja capacidad
antioxidante en el segundo tubo.

Se obtuvieron 6cc de liquido sinovial y se dividié en dos tubos (3¢c en cada uno) y
se procesaron con la misma técnica que ta muestra de sangre.

El andlisis de los resultados se realizd con el paquete estadistico EPI 6 comparando
los valores promedio de las diferentes variables clinicas y paraclinicas mediante Chi-

cuadrada.



RESULTADOS

Se incluyeron diez pacientes, todos del sexo feraenino que se distribuyeron en dos
grupos, seis en el grupo I (diclofenac mis antioxidantes) y 4 en el II (sdlo diclofenac). La
edad media para el grupo I fue de 42.6 afios +/-14.1 (rango: 20-55) y para el Il de 45 afios
+/-18.3 (rango: 25-70), con una duracién media de la enfermedad de 10 afios +/-8.2 (rango:
2-22) y 11.4 afios +/-9.6 (rango: 2-25) respectivamente. La clase funcional (Steinbrocker)'’
para el grupo I fue de 2.2 y de 2.6 para el grupo II. Todos los pacientes tenian tratamiento
previo con prednisona y/o inductor de remision en los 2 grupos (Tabla I), en el grupo I
cuatro pacientes estaban siendo tratados con cloroquina, uno con a.zatioprir;a y dos con
prednisona. En el grupo II 2 pacientes tenian cloroquina, 2 metrotexate, uno D-
penicitamina y un prednisona. Dos de ellos tenias terapia combinada de inductores.

La diferencia promedio del cambio entre Ia evaluacidn clinica inicial y la final para
el grupo I y II fue: para el nimero de articulaciones dolorosas —3 vs 0.2, nimero de
articulaciones inflamadas 0.8 vs 0.2, rigidez articular matutina (en horas)—~1.5 vs 0.8, escala
visual del dolor ~1 vs 0, escala global por el paciente —1.6 vs 0.4 y para la evaluacién
global por el médico 0.1 vs 0.8; a pesar de que hubo una fendencia a disminuir €l nGmero
de articulaciones dolorosas en el grupo I, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los pardmetros evaluados entre los grupos (Tabla II)

Hubo un incremento en la capacidad antioxidante del suero en los dos grupos, mas
importante en el grupo I (aumento promedio de 39.8% para el grupo I vs 10.1% para el
grupo IT) aunque la diferencia entre grupos no fue estadisticamente significativa (p>0.05).
La misma tendencia se observo en la capacidad antioxidante de liquido sinovial con un

aumento promedio de 26.8 vs 8.4% para los grupos Ty 11 respectivamente (Gréaficas 1y 2),




El valor promedio de modificacion antes y después del tratamiento en la
cuantificacién de cromolipidos en suero fue un aumento de 12.7 nmol/ml para el grupo Iy
en el grupo II se observé una disminucién en 12 nmol/ml;, sin encontrart diferencias
estadisticamente significativas entres los grupos {p>0.05).

En el liquido sinovial hubo un incremento promedio de 25 nmol/ml para el grupo I
después del tratamiento y en el grupo II se presentd una disminucion de 2.4 nmol/ml, sin

diferencia estadisticamente significativa entre cllos (p>0.05) (Tabla II).




DISCUSION

La participacion de los radicales libres de oxigeno en la patogenia de diversas
enfermedades continta en fase experimental, Existen claras evidencias de su participacion
en varias entidades clinicas como sindromes de isquemia-reperfusion, lesion tisular téxica,
carcinogénesis, sindromes de hiperoxigenacion, envejecimiento, ateroesclerosis, diabetes y
diversas condiciones inflamatorias incluyendo la artritis reumatoide.®

Los radicales libre de oxigeno son especies quimicas que poseen un electrén no
aparecado que lo hace inestable, de vida efimera y ie da la propiedad quimica de ser
altaments reactivo, combindndose inespecificamente con una diversidad de moléculas
integrantes de la estructura celular, dando lugar a moléculas disfuncionales y
posteriormente repercutir en la vida celular.* Estos radicales son producidos continuamente
como un producto del metabolismo normal de la célula y desempefian funciones
fisiologicas conocidas y son inactivados por un conjunto de mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos endogenos, dentro de los que se encuentran la superdxido dismutasa, catalasa,
el sistema de citocromos mitocondriales, el acido ascorbico, los beta carotenos, el tocoferol,
la albimina entre otros.”* Durante el proceso inflamatorio las células incrementan el
consumo de oxigeno lo cual puede superar ¢! mecanismo antioxidante endogeno y
traducirse en dafto tisular v enfermedad, se conoce que los radicales libres de oxigeno
promueven la reabsorcién 6sea inducida por interlencina-1, estimulan la sintesis de
citocinas, promueven factores de transcripeidn, apoptosis ¥ fragmentan el acido hialurénico
de! liquido sinovial entre otros mecanismos.*'° Sin embargo continia siendo dificil el
estudio de éstos debido a que resulta casi imposible medirlos directamente in vivo, por lo

que s¢ ha recurmido a procedimientos indirectos centrados en la medicion de productos




terminales de las reacciones de los radicales libres con biomoléculas. La espectrometria de
la resonancia del spin del electrén es la finica técnica que mide directamente a los radicales
libres, técnica inaccesible para estudios en humanos; por lo que para ello se ha utilizado la
cuantificacion de la capacidad antioxidante de liquides y productos de lipoperoxidacién en
donde los hidroper6xidos se transforman en malonil-dialdehido o 4-hidroxinonenal que se
ligan a grupo amino dando lugar a bases Schiff que reaccionan con el acide tiobarbitirico
formando compuestos que pueden medirse con fluorometria o cromatografia.*’
Actualmente existe la tendencia de evitar el estrés oxidativo en diferentes enfermedades,
manipulando los antioxidantes conocidos. Panigrahi,”' utilizé el 4cido alfa lipoecoico,
antioxidante natural, en ratas después de inducirles isquemia cerebral por oclusion bilateral
de las carotidas, observando uma disminucién de la mortalidad de 78 a 26%; estos
resultados han sido corroborados por otros autores.

En modelos experimentales de isquemia miocdrdica se ha empleado superdxido
dismutasa con buenos resultados,” asi come también alopurinol para inhibir la funcién de
1a xantin-oxidasa. Hicks y cols trataron 10 voluntarios sanes con 400 mg de vitamina E y |
g. de vitamina C por 2 semanas y observaron que la capacidad antioxidante del suero
increment 12% (p<0.05)."

No ha sido evatuado el efecto de los antioxidantes en la artritis reumatoide por lo
que éste es el primer estudio con esa finalidad; analizamos el suero y liquido sinovial de
nuestros pacientes encontrando una tendencia a mejorar la capacidad antioxidante en ambos

liquidos pero con un aumento no significativo hasta el momento, probablemente por el

reducido nimero de pacientes o bien la dosis administrada, ya que otros autores han

empleado dosis mayores por menor tiempo reportando incremento significativo de la

capacidad antioxidante:"” de la misma manera no se presentaron cambios en 1os parimetros



clinicos estudiados, probablemente debido a la corta duracién del tratamiento. Por otro
lado, el comportamiento de los cromotipidos fue aberrante, ya que las modificaciones en
sus niveles no guardaron relacion alguna con el tratamiento, lo cual probablemente es
atribuible a vanables no controlables en ¢l procesamiento de las muestras.

Las moléculas responsables del efecto protector contra la oxidacion por radicales
libres no son bien conocidas hasta ahora por lo que este problema contintia abierto 2 nusvas

opciones experimentales,



CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en donde se evalia €l efecto de la vitamina Ey Cen la
artritis reumatoide en suero y liquido sinovial, hasta el momento es bien conocida la
utilidad de diferemtes antioxidantes para mejorar la capacidad antioxidante del suero asi
como para limitar el dafio tisular. Estas investigaciones han sido realizadas sobre todos en
diversas entidades clinicas de lesidn por isquemia-reperfusion.

Tratando de dilucidar el efecte de estos antoxidantes en la artritis reumatoide
planteamos el presente estudio v encontramos una tendencia a mejorar el nimero de
articulaciones dolorosas en el grupo que recibié vitaminas E y C pero sin significancia
estadistica con respecto al grupo gue no lo recibi6; el resto de los pardmetros clinicos
evaluados no se modificaron después del tratamiento en ambos grupos. Los pardmetros
clinicos no correlacionaron con las variables paraclinicas apalizadas.

Observamos una tendenciz a incrementar la capacidad antioxidante del suero y
liquide sinovial en los pacientes con artritis reumatoide que fueron tratados con
antioxidantes, sin embargo, con este estudio no fue posible establecer conclusiones
problemente debido al reducido nitmero de pacisntes incluidos.

Otro dato sobresaliente es que la dosis de antioxidantes empleada en este estudio fue
menor a la utilizada en trabajos previes pero por mayor tiempo; ésto nos sugiere que puede
ser otro factor que condiciona los pobres resultados obtenidos.

Debert continuar el estudio con la finalidad de incluir un mayor nimero de

pacientes que Je permitan alcanzar significancia.
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