LUCRARI ORIGINALE

PACIENTII CU SCLERODERMIE SISTEMICA
PREZINTA VALORI CRESCUTE ALE
MARKERILOR OXIDATIVI SI INFLAMATORI
ASOCIATI ATEROSCLEROZEI

Patients with sistemic scleroderma present high values of oxidative and
inflammatory markers associated to atherosclerosis
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— Rezumat ]

Sclerodermia sistemica (ScS) este o boala heterogena care presupune o implicare precoce a endoteliului vascular.
Disfunctia endoteliala joaca un rol central atat in sclerodermie cét si in ateroscleroza. Scopul acestei lucrari
a fost sa investigam relatia dintre unii markeri ai oxidérii si inflamatiei recunoscuti ca fiind asociati disfunctiei
endoteliale din ateroscleroza, la pacientii cu ScS. Datele noastre arata ca pacientii cu sclerodermie sistemica au
valori semnificativ crescute ale markerilor oxidativi si inflamatori asociati aterogenezei.

— Cuvinte cheie: sclerodermie sistemica, stres oxidativ, ateroscleroza E—

— Summary N

Systemic sclerosis (SSc) is a heterogeneous disease with early involvement of the vascular endothelium. Endothelial
dysfunction plays a central role in SSc and also in atherosclerosis. Our goal was to investigate the relationship
between some markers of oxidation and inflammation recognized as been correlated with atherosclerosis and
endothelial dysfunction in SSc patients. We found that SSc patients had significantly increased levels of ATSC-
associated oxidative and inflammatory biomarkers, which may lead to an increased risk of cardiovascular events,
even in the absence of any other traditional risk factor.
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INTRODUCERE

Sclerodermia sistemica (ScS) este o boala care
implicd inca din fazele precoce o vasculopatie
asociatd cu disfunctie endoteliald. Microvascula-
rizatia este prima afectata (1,2), dar, in ultima
decada, un numar tot mai mare de lucrari abordeaza
si afectarea vaselor mari in ScS (3,4,5). In ultimii
ani, existenta aterosclerozei (ATSC) accelerate,
precoce, subclinice la pacientii ScS a fost dovedita
pe baza unor markeri biochimici specifici (6,7)
dar si prin dovezi bioptice si imagistice care confir-
ma prezenta leziunilor specifice (5,8,9).

Existenta disfunctiei endoteliale caracteristice
ATSC precoce a fost descrisa pe larg in alte boli
reumatologice autoimune inflamatorii, cum ar fi
poliartrita reumatoida si lupusul eritematos siste-
mic. Aceastd anomalie precede manifestarile clini-
ce ale bolii si, in cazul identificarii precoce, poate
deveni tinta unor tratamente preventive (10,11,
12,13). Intrucat atat in ScS, cat si in ATSC aparitia
disfunctiei endoteliale in micro- si macrovascu-
larizatie implica procese inflamatorii si oxidative,
am presupus ca pacientii sclerodermici dezvolta o
ATSC accelerata subclinicd din cauza exacerbarii
acestor procese. Pentru a verifica aceasta ipoteza,
ne-am propus sd studiem la pacientii cu ScS o
serie de biomarkeri ai inflamatiei §i oxidarii aso-
ciati cu ATSC. Astfel, am investigat urmatorii bio-
markeri ai oxidarii asociati cu dezvoltarea ATSC:
LDL oxidat (LDLox), mieloperoxidaza (MPO) si
albumina modificata de ischemie (IMA).

Unul dintre factorii cei mai importanti in de-
clangarea si progresia leziunii ATSC 1l reprezinta
LDLox (14). LDL pot fi modificate prin oxidare,
rezultand LDLox, care reprezinta cel mai important
agent etiologic al lezarii endoteliale in cadrul pro-
cesului de aterogeneza. Numeroase studii au aratat
ca valorile crescute ale LDLox se asociaza cu un
risc crescut de dezvoltare a ATSC, atat prin meca-
nism oxidativ, cat si prin amplificarea raspunsului
inflamator (15,16). Este de presupus ca prezenta
stresului oxidativ la pacientii ScS va determina
cresterea concentratiei LDLox — parametru asociat
in mod traditional cu ATSC.

Un marker al oxidarii si inflamatiei este si
mieloperoxidaza (MPO), enzima cu rol activ in
inducerea si evolutia disfunctiei endoteliale. Ea
este eliberata in plasma de leucocitele polimorfo-
nucleare activate si este implicata in activarea me-
taloproteinazelor (17) si in oxidarea lipidelor (18).

MPO consuma catalitic oxidul de azot, reducandu-i
biodisponibilitatea si diminuandu-i ca urmare func-
tiile anti-inflamatoare si vasodilatatoare (19). MPO
a fost asociatd cu aparitia bolii coronariene (20).
Cresterea valorilor activitatii enzimatice ale MPO
la bolnavii cu boli cardiovasculare (21, 22) a fost
utilizat ca marker de risc pentru evenimente cardi-
ace (23). Pana acum, dupa cunostintele noastre,
nu existd nici un studiu in bazele internationale
comune de date referitor la activitatea MPO la
bolnavii ScS.

Albumina poate suferi in cursul episoadelor de
ischemie, si mai ales in reperfuzie, prin procese
oxidative, o modificare a capatului N-terminal, re-
zultand un produs denumit ,,albumina modificata
de ischemie® (ischemia modified albumin, IMA).
Concentratiile IMA s-au dovedit a fi un nou marker
al ischemiei miocardice (24,25). Avand in vedere
ca In ScS vasospasmul produce frecvent episoade
de ischemie/reperfuzie (I/R) si, consecutiv, de dis-
functie endoteliald mediata oxidativ, IMA a fost
studiata in scopul evidentierii unei afectdri miocar-
dice de cauzd ischemica la pacientii ScS (26).
Borderie D. si col. (26) au semnalat o crestere a
concentratiilor IMA la pacientii cu ScS, necorelata
insa cu scorul de perfuzie miocardica, aceasta su-
gerand ca valorile crescute ale IMA nu se datoreaza
numai ischemiei miocardice.

Dintre biomarkerii inflamatiei asociati cu pro-
cesul aterosclerotic am ales sa studiem la pacientii
ScS fosfolipaza A2-asociatd LDL (Lp- PLA2),
interleukina 6 (IL-6) si factorul de necroza tumo-
rala alfa (TNFa).

Fosfolipaza A2 asociatd LDL (Lp-PLA2) este
un marker al inflamatiei recunoscut recent, enzima
fiind implicatd in eliberarea mediatorilor infla-
matiei (27). Lp-PLA2 este o enzima secretatd de
celulele implicate in procesul aterogenetic (mono-
cite, macrofage, limfocite T si mastocite). Lp-
PLAZ2 hidrolizeaza si inactiveaza factorul de acti-
vare plachetard si fosfolipidele din LDL oxidat,
formand lizofosfatidilcholina si acizi grasi liberi
oxidati, compusi cu activitate proaterogenica (28,
29). Studii recente gadsesc asocieri pozitive intre
Lp-PLA2 si dezvoltarea ATSC, indicand Lp-PLA2
ca factor predictiv pentru boala coronariana (30,31).
Péna acum, nu avem cunostintd despre existenta
unui studiu care sa testeze vreo corelatie intre Lp-
PLA2 si ScS.

Unii dintre cei mai cunoscuti markeri ai infla-
matiei sunt citokinele proinflamatorii — IL-6 si
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TNF-a. Exista numeroase studii care au aratat
asocierea ATSC cu valori circulante crescute atat
ale IL-6 (31,32, 33), cat si ale TNF-a (34, 35). De
asemenea, au fost raportate valori crescute ale
acestor citokine la bolnavii ScS (36, 37, 38). Mai
mult, chiar echipa noastra a publicat in 2007 un
studiu-pilot al influentei unuia dintre polimor-
fismele genice implicate in reglarea secretiei IL-6

Obiectivul studiului a fost investigarea marke-
rilor oxidativi §i inflamatori asociati cu ATSC, la
pacientii cu ScS.

MATERIAL $I METODE

Am masurat activitatile MPO, ale Lp-PLA2 si
concentratiile plasmatice ale IMA prin metode
spectrofotometrice. Concentratiile plasmatice ale
IL-6 si ale TNF-o au fost masurate prin tehnica
ELISA. Testarea LDLox s-a facut prin imuno-
analiza enzimatica 1n faza solida.

Au fost inclusi in studiu, cu acordul lor exprimat
in urma unei informari explicite, 22 de pacienti
consecutivi cu ScS, internati in clinicile reuma-
tologice bucurestene apartinand Centrului de Cer-
cetare in Boli Reumatologice (Spitalul Clinic ,,Sf.
Maria” si Spitalul Clinic ,,Dr. Ion Cantacuzino”).
Diagnosticul de ScS a fost bazat pe opinia exper-
tului (medic specialist sau primar reumatolog).
Pacientii au avut o varstd medie de 51,1+11,7 ani,
si au fost in proportie de 86,36% femei, iar carac-
teristicile lor demografice, clinice si paraclinice
sunt prezentate in tabelul 1. Lotul martor a fost
constituit din 44 subiecti clinic sdnatosi, cu varsta

medie de 35,3+£7,2 ani, dintre care 86,7% au fost
femei. Au fost exclusi pacientii care prezentau
factori de risc traditionali pentru dezvoltarea boli-
lor cardiovasculare (fumatori, diabetici, concen-
tratii lipidice serice crescute, hipertensiune arte-
riald si obezitate). Pacientii studiati au fost
impartiti conform criteriilor lui Le Roy in cei cu
ScS cu afectare cutanata difuza (ScS-dc) si cei cu
ScS cu afectare cutanatd limitatd (ScS-Ic) (40).
Evaluarea clinicd a tuturor pacientilor a fost efec-
tuatd conform recomandarilor Grupului European
de Studiu al Sclerodermiei Sistemice (EScSG) (41)
si a inclus cuantificarea extensiei afectarii cutanate,
prin scorul Rodnan modificat (42), cuantificarea
activitatii bolii prin scorul recomandat de EScSG
(43), precum si completarea de catre fiecare pacient
a chestionarului de evaluare a starii de sanatate
(HAQ), prin care se evalueaza disabilitatea (44).

Analiza statistica a fost realizata folosindu-se
testul t pentru esantioane independente, iar p< 0,05
a fost considerat semnificativ. Datoritd diferentei
de varstd dintre lotul martor si cel al pacientilor,
s-a efectuat corectarea rezultatelor prin determina-
rea corelatiei (Pearson) si a coeficientilor de core-
latie partiala dintre parametrii studiati si statusul
subiectilor (bolnavi/sanatosi), controland factorul
varsta. Relatia dintre parametrii studiati s-a anali-
zat prin coeficientul de corelatie Pearson.

REZULTATE

Investigarea markerilor stresului oxidativ aso-
ciati ATSC s-a facut prin masurarea activitatii enzi-
matice a MPO, a concentratiei plasmatice a IMA

Tabelul 1. Caracteristicile demografice, clinice si paraclinice ale pacientilor

inclusi in lotul de studiu (N = 22)

F 86,36% (19)
Sex (%, nr)
M 12,5% (3)
Durata bolii, ani (medie+DS)
Forma timpurie (<5ani) 56,25%(12)
Forme clinice (LeRoy) difuza 36,4% (14)
limitata 63,6% (18)
fibroza pulmonara 47%

Afectare de organ/sistem hipertensiune pulmonara 18,5%

ulceratii digitale 52,4%

ANA 91,5%

Autoanticorpi ACA 46,8%

Scl-70 55,6%

ANA = anticorpi antinucleari; ACA = anticorpi anticentromer; Scl 70 = anticorpi anti Scl 70.
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sia LDLox. Valorile medii ale activitatii enzimatice
a MPO au fost semnificativ crescute la pacienti
(296,77+28,85 U/L) fata de martori (253,50+14,87
U/L), avand un p<0,001 (tabelul 2). De asemenea,
s-au inregistrat diferente semnificative intre con-
centratiile LDLox obtinute in lotul de bolnavi
(346,72+121,78), fata de cele obtinute la subiectii
martori (42,33+30,72). In ce priveste IMA, desi
s-au inregistrat concentratii serice mai crescute la
pacientii ScS fatd de subiectii din lotul martor
(70,00+12,13 U/mL vs 63,98+9,68 U/mL), dife-
renta a fost aproape de limita semnificatiei statis-
tice, fara insa a o atinge (p<0,07; CI: 95%).

Faptul ca lotul martor este semnificativ mai
tanar decat cel al pacientilor a impus corectarea
rezultatelor prin controlarea factorului vérsta.
S-au 1inregistrat corelatii Pearson semnificative
intre varsta si nivelele MPO (r=0,27 p<0,05) si
LDLox (r=0,45, p<0,01). Coeficientii de corelatie
partiala obtinuti prin controlarea pentru varsta au
avut valori semnificative (MPO/lot: r=0,61; p<
0,01; LDLox/lot: r=0,86; p<0,001), aratand ca
deosebirile dintre cele doua loturi nu sunt datorate
numai varstei, ci si bolii.

Investigarea markerilor inflamatiei asociati cu
ATSC s-a facut prin masurarea activitatii enzima-
tice a Lp-PLAZ2, si a concentratiilor plasmatice ale
IL-6 si TNF-a. Activitatea enzimatica a Lp-PLA2
a avut valori semnificativ crescute la pacientii ScS
fata de martori (372.005+£13.082 U/L vs 212,18 +
15,87 U/L; p<0,0001), ca si concentratiile plasma-
tice ale IL-6 si TNF-o, care au diferit in mod
semnificativ intre cele doud loturi (44,25+£23,75
pg/mL vs 6,06+4,03pg/mL respectiv 70,95+33,73
pg/mL vs 3,47+3,3 pg/mL) — rezultate prezentate
in tabelul 2.

Din nou, diferenta de varsta dintre lotul martor
si cel al pacientilor a impus corectarea rezultatelor
prin controlarea factorului varstd, intrucdt s-a
inregistrat o corelatie Pearson semnificativa intre
varstd si Lp-PLA2 (r=0,28, p<0,05). Coeficientii
de corelatie partiald obtinuti prin controlarea
pentru varstda au avut valori semnificative (Lp-PL
A2/1ot: 1=0,68; p<0,001; IL-6/lot: r=0,79; p<0,001;
TNF-o/lot: r=0,85,p<0,001), ardtand ca deosebirile
dintre pacientii ScS si martorii sdnatosi nu sunt
datorate numai varstei, ci si bolii.

Diferente intre cele doud subseturi de pacienti
(ScS-dc si ScS-Ic) pentru markerii testati au fost
evidentiate pentru valorile activitatii enzimatice a
MPO, care a fost semnificativ crescuta la pacientii
cu forma difuza fatd de cei cu forma limitata
(304,01+18,04 U/L vs 87,76+25,34 U/L, p< 0,0001),
(vezi tabel 2). Nici unul dintre ceilalti parametri
nu au prezentat diferente semnificative intre cele
doud subseturi.

Au fost facute comparatii intre parametrii luati
in discutie in grupul de bolnavi cu o vechime a
bolii de mai putin de 5 ani (“early ScS”) fatd de
cel cu o vechime a bolii mai mare de 5,1 ani
(tabelul 3). Aceasta comparatie a aratat ca pentru
concentratiile IL-6 si TNF-a existd o diferenta
semnificativa statistic intre cele doud grupuri, cu
valori mai mari in lotul de pacienti cu boald
timpurie. O altd deosebire semnificativa statistic a
fost nivelul mai scazut al LDLox la acest grup,
comparativ cu cel cu boald in stadiul evolutiv
tardiv. Nu s-au inregistrat alte diferente semnifi-
cative Intre cele doua subseturi de pacienti (vezi
tabelul 3).

Analiza statistica a markerilor oxidarii i a
celor ai inflamatiei luati in discutie in functie de

Tabelul 2. Rezultatele investigarii markerilor ATSC ai stresului oxidativ si al inflamatiei in relatie cu

ScS
Pacienti ScS (N = 22) Martg\:i:i:)é tos p
dc-ScS Ic-ScS
Markeri a MPO (U/L) 304,01+18,04 | 287,76+25,34 p<0,001
stresului 296,77+ 28,.85 253,50+14,87 p<0,001
oxidativ IMA (U/mL) 70,00+12,13 63,08+9,68 p<0,07
LDLox (U/L) 346,72+121,78 42,33+30,72 p<0,001
LP-PLA2 (U/L) 372,00+13,08 212,18+15,87 p<0,001
Markeriai | IL-6 (pg/mL) 44,25+23,75 6,06+4,03 p<0,001
inflamatiei [ TNEg (pg/mL) 70,95+33,73 3,47+3,30 p<0,001
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caracteristicile clinice si paraclinice a aratat ca
pacientii cu fibroza pulmonard diagnosticata pe
radiografia pulmonara standard au nivele de MPO
semnificativ mai mari decat cei fara: 307,6 + 16,7
vs 284,8. + 32,4 U/L.

Rezultatele sunt prezentate ca medie + deviatie
standard. LDL ox = LDL oxidat, MPO = mieloper-
oxidaza, IMA = albumina modificata de ischemie,
LP-PLA2 = Fosfolipaza A2 asociatda LDL, IL-6 =
interleukina 6, TNF-a = factorul de necroza tumo-
rala alfa.

Dintre markerii inflamatiei asociati cu ATSC
s-a inregistrat o corelatie pozitivd semnificativa
statistic intre Lp-PLA2 si scorul cutanat (r=0,52,
p<0,05). Nici un alt marker al inflamatiei nu s-a
mai corelat cu vreun parametru clinic sau paraclinic
al pacientilor cu ScS.

Nu am gasit asocieri semnificative pentru nici
unul dintre parametrii studiati cu: scorul cutanat
(Rodnan modificat), prezenta fenomenului Raynaud
(absent la numai 2 dintre pacientii studiati), pre-
zenta ulceratiilor cutanate, prezenta altor afectari
viscerale sau de organ/sistem (cardiaca, articulara,
musculara, renald) si activitatea bolii (scor EScSG/
Valentini).

Rezultatele sunt prezentate ca medie + deviatie
standard. Scorul cutanat este evaluat dupa metoda
Rodnan modificata (42). Scorul de activitate a
bolii este calculat conform recomandérilor Gru-
pului European de Studiu al Sclerodermiei Siste-
mice, EScSG (43). HAQ-DI este indicele de disabi-
litate al scorului HAQ, obtinut prin completarea
de catre pacient a chestionarului de evaluare a
starii de sanatate, HAQ (44). Rezultatele sunt pre-

zentate ca medie + deviatie standard. LDL ox =
LDL oxidat, MPO = mieloperoxidaza, IMA =
albumina modificatd de ischemie, LP-PLA2 =
Fosfolipaza A2 asociatd LDL, IL-6 = interleukina
6, TNF-a = factorul de necroza tumorala alfa.
Analiza de corelatie a markerilor oxidarii aratd
o stransa corelatie pozitiva intre acestia: MPO si
IMA respectiv MPO si LDLox (r=0.44, p<0.001;
respectiv r= 0,68; p<0,001) dar si intre markerii
oxidadrii si cei ai inflamatiei. Astfel, MPO si LDLox
se coreleaza cu IL-6 (r= 0,64; p< 0,001 respectiv
r=0,59;p<0,001), cu TNF-a (r=0,58; p< 0,001
respectiv r=0,79; p<0,001) si cu Lp-PLA2 (r=0.66,
p<0.001 respectiv r=0.93, p<0.001). Corelatii
pozitive exista si intre IMA si Lp-PLA2 si TNF-a
(r=0,55; p<0,001 respectiv r=0,39, p< 0,05).

DISCUTII

Rezultatele obtinute in setul de markeri ai oxi-
darii asociati cu ATSC — LDLox, MPO si IMA —
sugereazd existenta unui proces aterosclerotic
precoce, subclinic, produs probabil prin mecanism
oxidativ la bolnavii ScS, proces mai intens la
pacientii cu forma cu afectare cutanatd difuza
decét la cei cu forma cu afectare cutanatd limitata
(vezi tabelul 2). Aceasta ipotezd este puternic
sustinuta de rezultatele obtinute prin testarea MPO
(296,77+ 28,.85 U/L la pacienti vs 253,50+14,87
U/L la martori; p< 0,0001) si a LDLox: (346,72+
121,78 la pacienti vs 42,33430,72) si mai putin
prin cele obtinute prin testarea IMA, unde diferenta
dintre loturi nu a atins pragul semnificatiei statis-
tice (70,00+12,13 U/mL la pacienti vs 63, 98+9,68
U/mL la martori; p<0,07).

Tabelul 3. Rezultatele investigarii markerilor ATSC ai stresului oxidativ gi ai inflamatiei in
relatie cu durata ScS (timpurie: debut in urmé cu cel mult 5 ani; tardiva: debut in urma cu

peste 5 ani)
Pacienti ScS timpurie Pacienti ScS tardiva
(N=12) (N =10) P
Varsta, ani 45,9+7,4 53,0+11,3 <0,05
Scor cutanat 14,0+7,6 9,2+5,4 <0,05
Scor de activitate a bolii 3,00+3,00 1,00+1,00 <0,05
HAQ-DI 0,82+0,67 1,03+1,00 <0,05
LDLox (U/1) 328,2+126,1 362,6+125,6 <0,05
MPO ((U/1) 301,46+22,64 286,9+24,04 NS
IMA (U/mL) 73,0+16,7 68,13+9,10 NS
Lp-PLA2 (U/N) 374,44+13,68 368,36+136,45 NS
IL-6 (pg/mL) 55.65+23.15 34.13+20.35 <0,05
TNFo (pg/mL) 86,8+35,6 57,5+28,3 <0,05
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Desi valorile activitatii enzimatice a MPO si ale
concentratiei LDLox cresc odata cu varsta, dupa cum
aratd analiza de corelatie, si desi lotul martor din
studiul nostru a diferit semnificativ de cel al paci-
entilor printr-o varstd mai tandrd, dupa controlul
factorului varsta, deosebirile reprezentate in tabelul 2
auramas semnificative statistic, ceea ce atesta existenta
unui efect real al ScS, independent de varsta, asupra
acestor markeri oxidativi. Lipsa de asociere intre
markerii oxidativi (concentratiile IMA si LDLox si
activitatea MPO) si unii parametri clinici ai bolii care
ar putea influenta intensitatea producerii speciilor
reactive de oxigen (durata bolii, scorurile cutanat
—Rodnan modificat — si de activitate — Valentini —
prezenta fenomenului Raynaud, a ulceratiilor digi-
tale etc.) ar putea ar putea fi explicata prin dimensi-
unea relativ redusa a lotului de subiecti inclusi in
studiu. Valorile MPO, superioare la subsetul ScS-
dc fata de subsetul ScS-Ic sugereaza, asa cum era
de asteptat, existenta unor procese oxidative mai
intense la pacientii cu afectare cutanata difuza.

Concentratiile semnificativ crescute ale LDLox
in grupul de pacienti cu o vechime a bolii mai
mare de 5 ani fata de cei cu o vechime a bolii mai
mica sugereaza o intensitate mai mare a proceselor
oxidative in etapa tardiva a bolii. Acest aspect
apare oarecum surprinzator, intrucat stadiul timpu-
riu al ScS este cel caracterizat prin activitate cres-
cutd a bolii i concentratii crescute ale reactantilor
de faza acuta (45) si in consecinta prin nivele mai
mari ale markerilor oxidativi (26).

In studiul nostru, diferenta concentratiilor IMA
intre pacienti si martorii sandtosi nu a atins pragul
semnificatiei statistice, poate si datoritd numarului
relativ mic de subiecti. in studiul lor, Borderie si
colaboratorii au gasit valori semnificativ mai mari
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