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KEYWORDS Abstract
MCP-1: Objective: To evaluate neopterin plasma concentrations in patients with active juvenile idio-
TNF-af pathic arthritis (JIA) and correlate them with disease activity.

Methods: Sixty patients diagnosed as active JIA, as well as another 60 apparently healthy age-
and gender-matched children as controls, were recruited from the Pediatrics Allergy and Immu-
nology Clinic, Ain Shams University. Disease activity was assessed by the Juvenile Arthritis
Disease Activity Score 27 (JADAS-27). Laboratory investigations were performed for all pati-
ents, including determination of hemoglobin concentration (Hgb), erythrocyte sedimentation
rate (ESR), and C-reactive protein. Serum concentrations of tumor necrosis factor-alpha (TNF-
-a), interleukin-6 (IL-6), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and neopterin were
measured.

Results: Significant differences were found between JIA patients and controls with regard
to the mean levels of Hgb, ESR, TNF-a, IL-6, and MCP-1 (p<0.05). A statistically significant
higher mean level serum neopterin concentration (p <0.05) was found in JIA patients (20.43 +
8.73 nmol/L) than in controls (6.88 +-2.87 nmol/L) (p <0.05). Positive significant correlations
were detected between serum neopterin and ESR, TNF-q, IL-6, MCP-1, and JADAS-27 (p <0.05).
No correlation was found between serum neopterin and CRP (p >0.05). Multiple linear regres-
sion analysis showed that JADAS- 27 and ESR were the main variables associated with serum
neopterin in JIA patients (p <0.05).

Conclusion: The elevation of plasma neopterin concentrations in early JIA patients may indicate
stimulation of immune response. Serum neopterin can be used as a sensitive marker for assaying
background inflammation and disease activity score in JIA patients.
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PALAVRAS-CHAVE
MCP-1;

FNT-o;

Artrite reumatoide

Associacdo de neopterina como marcador de ativacdo do sistema imunolégico
e atividade da artrite reumatoide juvenil

Resumo

Objetivo: Avaliar as concentracdes plasmaticas de neopterina em pacientes com artrite idio-
patica juvenil (AlJ) ativa e correlaciona-las com a atividade da doenca.

Métodos: Foram recrutados da clinica de Alergia e Imunologia Infantil da Universidade Ain
Shams 60 pacientes diagnosticados com AlJ ativa, bem como 60 criancas aparentemente sau-
daveis com a mesma idade e o mesmo sexo no grupo de controle. A atividade da doenca foi
avaliada pelo Escore de Atividade da Doenca da Artrite Juvenil em 27 Articulacoes (JADAS-27).
Foram feitas investigacées laboratoriais em todos os pacientes, incluindo a determinacao da
concentracdo de hemoglobinas, a taxa de sedimentacao de eritrocitos e a proteina C-reativa.
Foram mensuradas as concentracgdes séricas do fator de necrose tumoral alfa, interleucina-6 e
proteina quimiotatica de mondcitos-1 e neopterina.

Resultados: Foi encontrada uma diferenca significativa entre os pacientes com AlJ e os con-
troles quanto as médias de Hb, TSE, FNT-«, IL-6 € MCP-1 (p<0,05). Foi encontrado um nivel
estatistica e significativamente maior de concentracdo média de neopterina sérica (p <0,05)
em pacientes com AlJ (valor médio de 20,43 48,73 nmol/L) do que em controles (valor médio
de 6,88 +2,87 nmol/L) (p <0,05). Foram detectadas correlacdes positivas significativas entre a
neopterina sérica e TSE, FNT-a, IL-6, MCP-1 e JADAS-27 (p < 0,05). Nao foi encontrada correlacao
entre a neopterina sérica e a PCR (p > 0,05). A analise de regresséo linear multipla mostrou que
0 JADAS-27 e a TSE foram as principais variaveis associadas a neopterina sérica em pacientes
com AlJ (p<0,05).

Conclusdo: A elevacdo das concentraces plasmaticas de neopterina em pacientes com AlJ
precoce pode indicar um estimulo de resposta imune. A neopterina sérica pode ser usada como
um indicador sensivel para analisar o historico de inflamacdes e o escore de atividade da doenca
em pacientes com AlJ.

© 2015 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos

reservados.

Introducao

A artrite idiopatica juvenil (AlJ) geralmente é considerada
uma sindrome clinica que envolve diversos subconjuntos
de doengas, com varios fluxos inflamatorios, e leva a
uma futura via comum em que a sinovite persistente e o
dano relacionado a cartilagem articular e ao osso subja-
cente estdo presentes.” O principal processo inflamatorio
na fisiopatologia da AlJ consiste na superproducao do fator
de necrose tumoral, que leva a superproducdo de mui-
tas citocinas, como a interleucina-6, que causa inflamacao
persistente e destruicao da articulacdo.?* A doenca surge
em um individuo geneticamente suscetivel devido a fato-
res ambientais.> Ademais, foi especulado que um processo
autoimune motivado por um antigeno media a patologia
inflamatoria de alguns casos de artrite (p. ex., oligoar-
trite, poliartrite). Em contrapartida, nao existem sinais de
respostas imunes especificas para o antigeno e mediadas
pelos linfocitos em individuos no acometimento sistémico
da doenca. Investigacoes recentes na fisiopatologia do
acometimento sistémico da doenca indicaram que esse
disturbio deve-se a uma ativacdo descontrolada do sis-
tema imune inato.® Independentemente das diferencas na
patogénese subjacente dos varios tipos de AlJ, citocinas
pro-inflamatorias sao sistematicamente superproduzidas e
estdo relacionadas as manifestacdes clinicas em todos os
tipos de AlJ.7

O sistema de classificacao da Liga Internacional de
Associacdes de Reumatologia (ILAR) divide a AlJ em sete
subgrupos clinicos.® As poucas estimativas com base na
populacao disponiveis indicam que a prevaléncia da AlJ é de
aproximadamente 1-2 casos em cada 1.000 criancas e a inci-
déncia é de 11-14 novos casos em cada 100.000 criancas.’

A neopterina, composto de pirazino-pirimidina, é sin-
tetizada por mondcitos e macrofagos em resposta ao
interferon-y (IFN-y) produzido por células T ativadas. E um
marcador de resposta imune celular. Seus niveis se tor-
nam elevados em condicbes de ativacao de células T ou
macroéfagos, incluindo doengas autoimunes, como o lUpus
eritematoso sistémico e a artrite reumatoide.'®""

0 atual estudo foi feito para avaliar a associacao do nivel
plasmatico da neopterina com a atividade inflamatoéria e da
doenca em pacientes com AlJ.

Individuos e métodos

Este estudo incluiu 60 pacientes (30 do sexo masculino e
30 do feminino) diagnosticados com AlJ ativa (grupo 1),
bem como 60 criancas aparentemente saudaveis com a
mesma idade e o mesmo sexo no grupo de controle (grupo
2). Os pacientes foram recrutados da clinica de Alergia e
Imunologia Infantil da Universidade Ain Shams. Os consenti-
mentos informados por escrito foram obtidos dos pais apos
a explicacao do objetivo do estudo. O protocolo e todos os
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Tabela 1  Caracteristicas demograficas, bioquimicas e de doenca de todos os individuos

AlJ Controle p

Média & DP Média £ DP
Idade (anos) 12,204+-2,80 12,844-2,46 > 0,05
Sexo (n° M/F) 30/30 30/30
Hb (g/dL) 9,24+2,82 12,66 + 3,66 < 0,001
TSE (mm/h) 50,64 + 13,43 16,82 +4,35 < 0,0012
PCR (mg/L) 10,42 +3,20
FNT-« (pg/mL) 9,34+ 1,44 2,4+0,58 < 0,001
IL-6 (pg/mL) 30,76 + 8,28 5,26 42,44 < 0,001
MCP-1 (pg/mL) 300,33 +78,25 100,56 + 40,34 < 0,001
Neopterina (nmol/L) 20,43 +8,73 6,88 +2,87 < 0,0012
JADAS-27 40,34+ 8,24

AlJ, artrite idiopatica juvenil; Hb, concentracdo de hemoglobina; TSE, taxa de sedimentacéo de eritrécitos; PCR, proteina C-reativa;
FNT-a, fator de necrose tumoral alfa; IL-6, interleucina-6; MCP-1, proteina quimiotatica de mondcitos-1; JADAS-27, Escore de Atividade

da Doenca da Artrite Juvenil em 27 Articulacgdes.
2 p<0,001.

documentos correspondentes foram aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Centro Nacional de Pesquisa. Suas
idades variavam de cinco a 15 anos, com idade média de
12,20+ 2,8 anos. Eles eram elegiveis caso atendessem aos
critérios da Liga Internacional de Associacdoes de Reumato-
logia da Edmonton (segunda revisao) de um diagndstico de
AlJ.8 A atividade da doenga foi mensurada com um escore
validado, o Escore de Atividade da Doenca da Artrite Juvenil
em 27 Articulacdes (JADAS-27)."? Esse escore inclui quatro
medidas: avaliacdo global médica de atividade da doenca
com uma escala visual analogica (VAS), avaliacao global dos
pais sobre o bem-estar da crianca determinada por uma VAS,
contagem de articulacées com doenca ativa (avaliacao de
27 articulacoes) e TSE (taxa de sedimentacao de eritroci-
tos). A TSE é normalizada para um escore que varia de 0
a 10, pela formula (ESR - 20)/10. O JADAS-27 é calculado
como a soma linear simples dos escores de seus quatro com-
ponentes e gera um escore total de 0-57, com os maiores
escores associados a pior atividade da doenca. Trinta e oito
pacientes (63,3%) tinham AlJ com acometimento poliarti-
cular, 15 (25%) tinham acometimento pauciarticular e sete
(11,7%) tinham AlJ com acometimento sistémico.

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese
completa e a exame clinico. Foram feitas investigacoes labo-
ratoriais de todos os pacientes, incluindo a determinacao da
concentracao de hemoglobina (Hb em g/dL) e da taxa de
sedimentacao de eritrocitos (TSE em mm/h) pelo método
de Westergren e a deteccao de proteina C-reativa (PCR
em mg/L) pelo teste de aglutinacdo em latex em placas.
As concentracdes séricas do fator de necrose tumoral alfa
(FNT-a), interleucina-6 (IL-6) e proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1) foram mensuradas pelo ensaio imu-
nossorvente ligado a enzima (ELISA) multiplex (Millipore®,
Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha).

Ensaio de neopterina sérica (nmol/L)

Os niveis de neopterina sérica foram examinados com um
kit de ELISA (Neopterin ELISA, IBL, Hamburgo, Alemanha).
0 ensaio foi feito com base no principio basico de concorrén-
cia entre um antigeno conjugado e nao conjugado a peroxido

em uma determinada quantidade de locais de ligacao de
anticorpos. Os complexos antigeno-anticorpo conjugado a
peroxidase que se ligam aos pocos das tiras de microfiltro
sdo revestidos com um bom anticorpo antirrabico. O anti-
geno nao conjugado €, entao, eliminado por lavagem. Apods
a reacao do substrato, a densidade otica é mensurada em
450nm. Uma curva padrao é tracada e a concentracao de
neopterina na amostra é determinada pela interpolacao da
curva padrao.

Analise estatistica

A anadlise estatistica foi feita com a versdao 16 do pacote
estatistico para as ciéncias sociais (SPSS) do Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados continuos foram expressos
como média 4 desvio padrao e foram comparados pelo uso
do teste t de Student. A analise de correlacao de Pearson foi
feita para avaliar a associacao entre exposicao continua e
covariaveis continuas. A analise de regressao linear multipla
foi feita para identificar a influéncia de multiplas variaveis
(idade, sexo, TSE, PCR, FNT-q, IL-6, MCP-1 e JADAS-27) em
uma variavel dependente (neopterina sérica). Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

As caracteristicas clinicas dos pacientes com AlJ e dos
individuos controle sao apresentadas na tabela 1. Nao foi
detectada diferenca significativa entre pacientes e contro-
les no que diz respeito a idade média (p>0,05). Contudo,
foram encontradas diferencas significativas entre ambos os
grupos no que diz respeito a média das outras variaveis (Hb,
TSE, FNT-q, IL-6, MCP-1 e neopterina) (p <0,05).

As caracteristicas demograficas e bioquimicas foram
comparadas entre homens e mulheres no grupo de pacien-
tes da tabela 2. O JADAS-27 médio era maior nas meninas
do que nos meninos e a diferenca foi significativa (p <0.05),
ao passo que nenhuma diferenca significativa foi detectada
com relacéo as outras variaveis.
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Tabela 2  Caracteristicas demograficas, bioquimicas e de doenca nos pacientes do sexo masculino e feminino com AlJ

Sexo Masculino Sexo Feminino p
Média 4 DP Média 4 DP
Idade (anos) 12,15 + 3,25 11,96 + 2,76 > 0,05
Hb (g/dL) 9,54 + 3,36 9,16 + 2,49 > 0,05
TSE (mm/h) 48,54 + 11,63 51,47 + 10,33 > 0,05
PCR (mg/L) 9,72 + 2,47 12,47 + 3,43
FNT-a (pg/mL) 8,24 + 1,46 10,04 + 1,37 > 0,05
IL-6 (pg/mL) 29,46 + 6,46 31,46 + 4,67 > 0,05
MCP-1 (pg/mL) 295,33 + 78,25 304,74 + 38,23 > 0,05
Neopterina (nmol/L) 19,84 + 7,49 20,16 + 2,42 > 0,05
JADAS-27 38,56 + 8,46 49,38 + 10,36 < 0,052

AlJ, artrite idiopatica juvenil; Hb, concentracdo de hemoglobina; TSE, taxa de sedimentacéo de eritrocitos; PCR, proteina C-reativa;
FNT-a, fator de necrose tumoral alfa; IL-6, interleucina-6; MCP-1, proteina quimiotatica de mondcitos-1; JADAS-27, Escore de Atividade

da Doenca da Artrite Juvenil em 27 Articulacoes.
a p<0,05.

As correlagdes entre neopterina sérica e atividade da
doenca e mediadores inflamatérios em pacientes com AlJ
sao apresentadas na tabela 3. Foram detectadas correlacoes
positivas significativas entre a neopterina sérica e TSE, FNT-
-a, IL-6, MCP-1 e JADAS-27 (p<0,05). Nao foi encontrada
correlacao significativa entre a neopterina sérica e a PCR
(p>0,05).

A andlise da regressao linear multipla para a associacao
de diferentes variaveis a neopterina sérica é apresentada na
tabela 4. Apos o ajuste por idade, sexo e marcadores infla-
matorios, o JADAS-27 e a TSE foram os principais preditores
dos altos niveis de neopterina vistos em pacientes com AlJ
(p<0,05). Os efeitos do FNT-«, da IL-6 e da MCP-1 foram
atenuados pelo ajuste de todas as variaveis.

Discussao

Este estudo mostrou um alto nivel de neopterina sérica como
marcador de ativacao macrofagica em pacientes com artrite
idiopatica juvenil. A neopterina e a TSE sdo preditores sig-
nificativos de atividade da doenca nesses pacientes.

Tabela 3  Correlacdes entre a neopterina e os marcadores
inflamatorios e atividade da doenca em pacientes com AlJ

Neopterina
r p
TSE 0,36 < 0,0012
PCR 0,08 > 0,05
FNT-a 0,46 < 0,0012
IL-6 0,24 < 0,05°
MCP-1 0,32 < 0,0012
JADAS- 27 0,33 < 0,0012

AlJ, artrite idiopatica juvenil; TSE, taxa de sedimentacdo de
eritrocitos; PCR, proteina C-reativa; FNT-«, fator de necrose
tumoral alfa; IL-6, interleucina-6; MCP-1, proteina quimiotatica
de mondcitos-1; JADAS-27, Escore de Atividade da Doenca da
Artrite Juvenil em 27 Articulacoes.

@ p<0,001.

b p<0,05.

Estudos anteriores de neopterina em artrite reumatoide
(AR) foram feitos para definir a relacdo entre neopterina
e a atividade da doenca. Geralmente, foi constatado que
a neopterina estava correlacionada com a atividade da
doenca na AR e diminuiu com o tratamento.'"'>" Em con-
trapartida ao estudo atual, um estudo anterior no Japao
detectou o aumento significativo da neopterina em pacien-
tes com LES (lUpus eritematoso sistémico) (p < 0,001), porém
nao em pacientes com AR. Contudo, pacientes com AR
apresentaram maior concentracao de neopterina no fluido
sinovial.™

No que diz respeito aos estudos recentes, Rho et al.
mostraram, em 2011,'® que as concentracées de neopte-
rina eram significativamente maiores em pacientes com LES
(mediana 8,0, [6,5-9,8] nmol/L) do que no grupo de con-
trole (5,7; [4,8-7,1] nmol/L) e eram maiores em pacientes
com LES do que com AR (todos p<0,001). Em pacientes
com LES, a neopterina estava significativamente correla-
cionada com a TSE (p=0,001), FNT-a (p<0,001), MCP-1
(p=0,005) e as concentracdes de homocisteina (p=0,01),

Tabela 4 Analise de regressao linear mdltipla da neopte-
rina e diferentes variaveis independentes

Variaveis Neopterina (R? = 0,458)
Coeficiente B padronizado t p

Idade 0,065 0,710 > 0,05
Sexo -0,018 -0,203 > 0,05
TSE 0,517 4,934 <0,0012
PCR 0,230 1,934 >0,05
FNT-a 0,164 1,842 > 0,05
IL-6 0,315 1,872 >0,05
MCP-1 0,232 1,723 > 0,05
JADAS- 27 0,534 4,862 < 0,0012

AlJ, artrite idiopatica juvenil; TSE, taxa de sedimentacdo de
eritrocitos; PCR, proteina C-reativa; FNT-a, fator de necrose
tumoral alfa; IL-6, interleucina-6; MCP-1, proteina quimiotatica
de mondcitos-1; JADAS-27, Escore de Atividade da Doenca da
Artrite Juvenil em 27 Articulacoes.

a p<0,001.
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porém, em pacientes com AR, apenas com a TSE (p=0,01).
Os resultados deste estudo estiveram de acordo com isso
no atual estudo. Em 2012, Ozkan et al."”” avaliaram a utili-
dade dos niveis de degradacéo do triptofano e neopterinaem
pacientes com artrite reumatoide ativa em terapia. Foi des-
coberto que os niveis de neopterina estavam positivamente
correlacionados com a quinurenina (r=0,582, p<0,02),
quinurenina/triptofano (r=0,486, p<0,05) e a taxa de
sedimentacdo de eritrocitos (r=0,472, p<0,05) e o fator
reumatoide (FR) (r=0,478, p<0,05) em um grupo de paci-
entes com artrite reumatoide de acordo com os resultados
deste estudo. Porém, em comparacdo com nossos resulta-
dos, foi constatado que os niveis de neopterina e de fator de
necrose tumoral alfa ndo apresentaram diferencas estatisti-
camente significativas entre pacientes e grupos de controle.
A diferenca pode ser devido a faixa etaria em seu estudo,
como foi a faixa etaria adulta. Em 2013, D’agostino et al."®
avaliaram as concentragdes plasmaticas de neopterina em
pacientes com artrite reumatoide (AR) precoce e as correla-
cionaram com a atividade da doenca. De acordo com nossos
resultados, eles detectaram uma elevacao estatisticamente
significativa da média de concentracdo de neopterina
em pacientes com AR precoce: valor médio de 8,92+
0,93 [3,94-28,3] nmol/L (p<0,001). A correlacao do
momento do produto de Pearson sugeriu uma correlacao
entre as concentracdes de neopterina e o DAS-28 (r=0,208,
p=0,065). Os mesmos resultados foram obtidos por Arshadi
et al.," que detectaram um nivel significativamente maior
de neopterina em pacientes com AR em comparacao com
os controles saudaveis. Ademais, o nivel de neopterina no
plasma aumentou em pacientes com doenca ativa e tam-
bém foi correlacionado aos parametros de atividade da
doenca. Os resultados anteriores estavam de acordo com
nossos resultados. Porém, em contraste com nossos resul-
tados, descobriram um nivel mais elevado de neopterina
em pacientes com AR do sexo masculino em comparacao
com pacientes do sexo feminino e uma correlacao signi-
ficativa do nivel de neopterina no plasma com a idade
tanto no grupo com AR quanto no grupo de controle.
A diferenca nos resultados pode ser atribuida a faixa eta-
ria adulta de seu estudo em comparagao com a faixa etaria
juvenil em nosso estudo. Fagerer et al. também estudaram,
em 2013, o envolvimento de quimiocinas especificas no
processo inflamatoério em pacientes com AR e doenca cardi-
ovascular com producao ativada da neopterina pteridina. De
acordo com o atual estudo, eles descobriram niveis elevados
de neopterina em pacientes com AR e concentracoes signi-
ficativamente elevadas de neopterina em pacientes com AR
mais doenca cardiovascular (DCV) em comparacdao com
AR sem DCV (p<0,03).

No melhor de nosso conhecimento, poucos estudos inclui-
ram a neopterina como um marcador proé-inflamatorio e de
artrite idiopatica juvenil. Dois estudos constataram eleva-
das concentracoes séricas de IL-10, IL-18, IL-6 e neopterina
em pacientes com AlJ sistémica complicada pela sindrome
de ativacdo macrofagica. Eles constataram que a IL-10 e
a IL-8 continuaram elevadas na doenca inativa, ao passo
que outras citocinas pro-inflamatoérias foram normalizadas
na fase inativa da doenca.?"?> Em 2014, Brunner et al.?*
avaliaram o triptofano como biomarcador na AlJ e o cor-
relacionaram com a neopterina no fluido sérico e sinovial.
Eles detectaram que o triptofano sérico ndo apresentava

diferenca relevante nos pacientes com AlJ em comparacao
com os controles, o que contrastou com a neopterina, que
era maior nos pacientes do que nos controles.

Nosso estudo tem diversas limitacdes. Seu modelo é
transversal e, portanto, nao se podem fazer inferéncias cau-
sais. Além disso, os efeitos do tipo de terapia sobre os niveis
de neopterina nao foram acompanhados, de forma que nao
se pode avaliar seu uso como marcador da eficacia terapéu-
tica. O tamanho da amostra relativamente pequeno poderia
ser responsavel pelo poder estatistico inadequado. Tama-
nhos de amostra maiores teriam maiores nimeros em cada
categoria de AlJ e permitiriam maior precisao na avaliacao
dos marcadores proé-inflamatorios entre as categorias.

Concluindo, este estudo destaca que a ativagcao macrofa-
gica, refletida pela maior quantidade de neopterina sérica, é
um indicador sensivel para avaliar o historico de inflamacoes
e o escore de atividade da doenca em pacientes com AlJ.
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