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RESUMO

A esclerose multipla (EM), € uma doenca desmielinizante e inflamatéria crénica, na qual
0 processo inflamatério € reponsavel pela formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNSs). Essas espécies reativas ativam macrofagos e microglia no
sistema nervoso central (SNC), induzindo a morte de oligodendrécitos e proporcionando
a degeneracao axonal. Alguns estudos apontam que 0 estresse oxidativo (EO) tem um
importante papel na fisiopatologia da EM, devido ao elevado consumo de oxigénio e
altos indices de &cidos graxos no SNC. O EO faz parte de umas das condi¢cdes de
modulacao da ferritina, que € uma proteina com alto grau de armazenamento de ferro e
que faz parte das espécies reativas. As citocinas inflamatérias presentes nesta doenca
regulam positivamente a sintese de ferritina, os radicais livres resultantes da ativacdo da
microglia pelo excesso de ferro e, consequentemente, de ferritina, induzem um aumento
significativo do EO e da peroxidacéo lipidica, levando a uma disfuncéo mitocondrial que
pode levar a morte essas células residentes do SNC. Embora a maior parte dos relatos
demonstrem os efeitos deletérios da ferritina, também tém sido demonstrado efeitos
antioxidantes dessa proteina. Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia dos
niveis séricos de ferritina nos parametros de EO e na progressdo da doenca em
pacientes com EM. Foram incluidos 167 individuos saudaveis, recrutados do banco de
sangue do Hemocentro Regional do Hospital Universitario de Londrina e 164 pacientes
com EM, atendidos no Ambulatério de Doencas Desmielinizantes do Ambulatério de
Especialidades do HU (AEHU), classificados de acordo com critérios de McDonald.
Esses pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com seus niveis de ferritina
(<125,6 ng/mL e 2125,6ng/mL). A incapacidade da doenca foi avaliada pela Escala
Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS). Para avaliar a progressado da doenca,
foram considerados os escores de EDSS do ano de 2011 e subtraidos os escores de
2006. Para o EO foram avaliados a capacidade antioxidante total do plasma pelo
método de TRAP, metabdlitos de 6xido nitrico (NOXx), proteinas carbonilicas, produtos
avancados de oxidacdo proteica (AOPP) e hidroperoxidos lipidicos (CL-LOOH).
Pacientes com EM e com niveis elevados de ferritina, tiveram maior progressao da
doenca (p = 0,030), e niveis mais elevados de AOPP (p = 0,001) e niveis mais baixos de
NOx e TRAP, no plasma (p = 0,031, p = 0,006, respiectivamente), do que os individuos
com EM e baixos niveis de ferritina. A analise de regressao logistica multivariada
mostrou que o aumento da AOPP e progressao da doenca foram significativamente e
positivamente associados com o aumento da ferritina. A combinacdo de niveis de
ferritina no soro e marcadores de EO e ferritina foram responsaveis por cerca de 14% na
progressao da doenca. Em conclusdo, os nossos resultados sugerem que a ferritina
pode agravar o EO em pacientes com MS e contribuir para a progresséo da doenca.

Palavras-chave: Esclerose Mdltipla. Estresse Oxidativo. Inflamacé&o Cronica. Ferritina.
Hiperferritinemia.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a demyelinating disease, and chronic inflammatory, it is the
inflammatory process is responsible for the formation of reactive oxygen species
(ROS) and nitrogen (RNS). These reactive species activated macrophages and
microglia in the central nervsoso system (CNS), leading to the death of
oligodendrocytes and providing axonal degeneration. Some studies suggest that
oxidative stress (OS) has an important role in the pathophysiology of MS, due to the
high consumption of oxygen and high levels of fatty acids in these tissues. EO is part
of one of the modulation conditions of ferritin, which is a protein with a high degree of
iron storage, part of reactive species. Inflammatory cytokines present in this disease,
upregulate the synthesis of ferritin, the free radicals resulting from activation of
microglia by excess iron and consequently ferritin induce a significant increase in EO
and lipid peroxidation, leading to mitochondrial dysfunction that can lead to death of
these cells resident CNS. While most reports demonstrate mostly the deleterious
effects of ferritin, it has also been demonstrated antioxidant effects of this protein.
Our present study aimed to evaluate the influence of serum ferritin in the parameters
of oxidative stress and disease progression in MS patients. This study included 167
healthy subjects recruited from the blood bank of the Regional Blood Center of the
University Hospital of Londrina, and 164 patients with MS, coming outpatient
demyelinating diseases of the same hospital, classified according to McDonald
criteria, which were divided into two groups according to their serum ferritin levels
(<125.6ng/mL and 2125.6ng/mL). The inability of the disease evaluated by the
Expanded Disability Status Scale (EDSS), to assess disease progression was
reduced by the EDSS 2011-2006. For the EO were evaluated Antioxidant Capacity
Total Plasma (TRAP), Metabolites of Nitric Oxide (NOx), Carbonilicas Proteins,
Advanced Products Protein Oxidation (AOPP) and hydroperoxides Lipid (CL-LOOH).
Patients with MS and high ferritin levels had greater disease progression (p=0.030),
AOPP (p=0.001) and lower levels of NOx and TRAP (p=0.031) (p=0.006)
respectively, than individuals with MS and low levels of ferritin. The multivariate
logistic regression analysis showed that the increase of AOPP and disease
progression was significantly and positively associated with increased ferritin. The
combination of ferritin levels in serum and oxidative markers were responsible for
around 14% of disease progression. In conclusion, our results suggest that ferritin
can aggravate oxidative stress in patients with MS and contribute to disease
progression.

Keywords: Multiple sclerosis. Oxidative stress. Chronic inflammation. Ferritin.
Hyperferritin.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESCLEROSE MULTIPLA: DEFINICAO E FORMAS CLINICAS

A esclerose multipla (EM) foi primeiramente descrita em 1868
por Jean-Martin Charcot, neurologista francés, (POSE; BRINAR, 2004), ap0s
observar pacientes com episodios intermitentes de disfungcdo neuroldgica e
visualizacdo de células inflamatorias na substéncia branca do cérebro e medula
espinhal (HAFLER et al., 2005).

Os mecanismos envolvidos na patogénese da EM sdo conhecidos
por incluirem uma cascata de eventos que induzem déficits fisicos e cognitivos.
Existe também, uma reducéo da integridade e funcdo neuronal que afeta a massa
cinzenta e que pode ser o processo patolégico fundamental que leva a disfuncao
cognitiva nesta doenca (CICCARELLI; THOMPSON, 2016).

A EM tem uma etiologia multifatorial, desencadeada por
fatores genéticos e ambientais (MILO; KAHANA, 2010) e caracteriza-se por ser
imunomediada e inflamatéria acometendo o sistema nervoso central (SNC), com
infiltrados perivasculares de células mononucleares. Atinge a mielina e
oligodendrdcitos e causa desmielinizacao e perda axonal, principalmente na matéria
branca (COMPSTON et al., 2006).

A desmielinizacao € a principal caracteristica fisiopatolégica da EM e
€ causada pela inflamacdo crénica apresentada pelos pacientes. O processo
inflamatorio é responséavel pela formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNSs). Essas espécies reativas ativam macréfagos
e micrdglia induzindo a morte de oligodendrécitos e a degeneracdo axonal
(LASSMANN, 2008). Clinicamente, pacientes com EM convivem com uma variedade
de sinais e sintomas neurolégicos que podem ocorrer em ataques repentinos ou
serem insidiosos e progressivos (COMPSTON et al., 2006).

Os sintomas mais comuns da EM sdo paralisia, falta de
coordenacdo, fraqueza de membros, distarbios sensoriais, visuais, vesicais ou
intestinais, vertigens ou desmaios e desordens cognitivas. A doenca apresenta
periodos de surto e de remissdes que atingem necessariamente o0 SNC. O surto
inicial pode durar dias ou semanas, seguido de uma remissdo que pode ser de
meses a anos (CONFAVREUX; VUKUSIC, 2008; STEINMAN, 2001).



13

Originalmente, em 1996, a EM foi categorizada em quatro principais
subtipos: remitente-recorrente (EM-RR), primariamente progressiva (EM-PP),
secundariamente progressiva (EM-SP) e progressiva-recidiva (EM-PR) (LUBLIN;
REINGOLD, 1996). Mais recentemente, em 2014, a doenca foi novamente descrita
nos subtipos RR, SP, PP e em um novo subtipo denominado Sindrome Clinicamente
Isolada (CIS), (LUBLIN et al., 2014). Além dos surtos neurolégicos que duram,
geralmente, em torno de 24 horas nos subtipos EM-RR, EM-PP e EM-SP,
eventualmente surgem também sintomas agudos isolados no subtipo de CIS, como
perdas sensoriais em partes do corpo, ataxia, diplopia, perda visual, neurite Optica,
entre outros (STEINMAN, 2001).

A EM-RR é a mais prevalente e durante o curso deste subtipo de EM
observam-se surtos e recaidas claramente definidos, com alteracdo de uma ou mais
funcdes neuroldgicas, com posterior recuperacdo que pode ser completa ou deixar
sequelas e déficits residuais, sem apresentar progressdao da doenca durante os
periodos de recidivas (KOCH; MOSTERT; ARUTJUNYAN, 2007; CONFAVREUX;
VUKUSIC, 2008; LUBLIN et al., 2014). A CIS é a primeira manifestacdo clinica da
doenca, sem evidéncia de episodios prévios de desmielinizacdo (LUBLIN et al.,
2014). A forma EM-SP é responsavel por causar uma deterioracdo das funcdes
neuroldgicas e representa de 15 a 20% das formas de EM. Tem como caracteristica
um periodo inicial como a EM-RR, seguida de progressdo com ou sem recaidas
ocasionais. Ja na forma EM-PP ha uma progressao constante da doenca desde o
inicio dos sintomas, é uma forma ndo muito comum, porém a mais grave,
representando 10 a 15% dos casos e se distinguindo das demais pelos critérios de
disseminacdo no tempo e dificuldade no diagnéstico (CONFAVREUX; VUKUSIC,
2008).

A Figura 1, a seguir, representa as principais formas clinicas da EM.
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Figura 1 - Formas Clinicas da EM
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Fonte: Adaptado de Marques, (2010); ABEM, (2011).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A EM néo é igualmente distribuida pelo mundo e sua prevaléncia
varia entre 5 casos a cada 100.000 pessoas em areas tropicais e/ou na Asia e de
100-200 casos por 100.000 habitantes em zonas temperadas (COMPSTON et al.,
2006; ROSATI, 2001). Existem relatos de areas com alta frequéncia de EM em
regides quentes como na Sardenha, no sul do Mediterraneo e de baixa frequéncia
como em algumas regibes do Canada (MILO; KAHANA, 2010). Isso pode ser
explicado pela susceptibilidade genética e distribuicdo das etnias pelo globo terrestre

(GRANIERI et al.,, 2000). Estima-se que, mundialmente, 2,5 milhdes de pessoas
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vivam com EM (MILO; KAHANA, 2010), sendo em sua maioria mulheres, numa
proporcdo estimada de 2:1, (CONFAVREUX; VUKUSIC, 2008). No Brasil, esse
namero é de 15 casos a cada 100.000 habitantes (FRAGOSO; PERES, 2007).

Na maioria dos casos, as manifestacbes ocorrem entre os 20 e 40
anos de idade, sendo mais frequentes em individuos caucasianos (CONFAVREUX
et al., 2000).

Ao menos, 20% das pessoas afetadas pela EM possuem pelo
menos um parente também com a doenca. Estudos no Canada sugerem que o risco
de desenvolvimento da EM em parentes de primeiro grau de pessoas afetadas € de
cerca de 3,4-5,1% maior do que em néo parentes (DYMENT; SADOVNICK; EBERS,
1997) e outras pesquisas na Bélgica também encontraram essa associacdo por
parentesco (CARTON et al.,, 1997) e na Escocia (SAWCER; GOODFELLOW;
COMPSTON,1997).

1.3 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

Durante muitos anos tentou-se definir critérios para a EM. Em
1868, Jean- Martin Charcot descreveu caracteristicas clinicas tipicas para a doenca
e, mais tarde descobriu-se que a triade sugerida por este médico era inespecifica e
estava presente também em outras desordens neuroldgicas. Alguns anos depois,
em 1906, Marburg definiu outros critérios para o diagnéstico da EM, que também
apresentaram baixa especificidade para a doenca. JA em 1954, Allison e Milliar
apresentaram a primeira classificacdo clinica para o diagndstico da EM na qual havia
a descricdo de sintomas em tempos diferentes e em varias regides do SNC,
diferentemente das descritas anteriormente. Em 1965, Schumacher desenvolveu os
primeiros critérios modernos para o diagnostico da EM, adaptando grupos ja
utilizados. Porém, com o passar 0s anos, esses critérios foram considerados muito
restritos e, em 1983, Poser e Brinar descreveram novos critérios a partir de ensaios
clinicos (PRZYBEK et al., 2015).

Em 1996 com a introducdo de exames radioldégicos como a
ressonancia nuclear magnética (RNM) e drogas como o interferon beta (IFN-(),
necessitou-se de uma atualizacédo dos critérios utilizados para o diagnoéstico da EM.

Entdo, em 2001, lan MacDonald e colaboradores desenvolveram novos critérios,
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conhecidos como “Critérios de McDonald” (MCDONALD; COMPSTON; EDAN, 2001)
gue foram posteriormente revisados em 2010 (PRZYBEK et al., 2015).

De acordo com os critérios de McDonald, o nimero de diagndsticos
possiveis na investigacdo de individuos com suspeita de EM séo trés: possivel EM,
EM definida e auséncia de EM. Para ser classificada como EM, a doenca deve
apresentar um curso clinico tipico e apresentar todos os critérios exigidos. Para
possivel EM os pacientes devem apresentar sintomas que indiquem EM mas nao
preencherem todos os critérios exigidos, necessitando de maior observacdo. O nao
preenchimento dos critérios estabelecidos exclui o diagnéstico de EM. Para
McDonald e colaboradores, os surtos e recaidas devem ter duracdo de 24 horas e
nado podem estar associadas a febre ou sintomas de infeccbes e ha também a
necessidade de um intervalo de 30 dias entre duas recidivas da doenca
(MCDONALD; COMPSTON; EDAN, 2001). O uso do Critério de McDonald tem
resultado em diagndsticos precoces da doenca com maior especificidade e
sensibilidade e melhores chances de sucesso no tratamento (TINTORE; ROVIRA;
MARTINE Z, 2000).

Considerada uma doenca heterogénea sob as perspectivas clinica e
epidemiologica, atualmente n&o existem biomarcadores laboratoriais para
diagnosticar com precisdao a EM, assim como exames de imagem que ajudem a
diagnosticar com rigor, a forma clinica e a evolu¢do dos pacientes acometidos pela
EM (LUCCHINETTI et al., 2000).

A seguir, no Quadro 1, sdo apresentados os Critérios de Diagndstico
descritos por McDonald para EM.



Quadro 1 - Critérios de Diagnéstico McDonald para Esclerose Multipla

Critérios de diagndsticos McDonald para Esclerose Mdltipla
(revisao de 2010)

Sintomas Clinicos

Condic¢des adicionais que devem ser
cumpridos para fazer o diagnostico de
EM

Duas ou mais recidivas e pelo
menos dois sintomas clinicos
diferentes

N&o é necessario

Duas ou mais recidivas e s6 um
sintoma clinico

Disseminacdo no espagco comprovada
por exame de ressonancia nuclear
magnética ou aguardar até que a recaida
com sintomatologia diferente

Uma recaida e pelo menos, dois
diferentes sintomas clinicos

Disseminacdo em tempo comprovada por
exame de ressonancia nuclear magnética
ou aguardar a segunda recaida

Uma recaida e apenas um sintoma
clinico  (sindrome clinicamente
isolada)

Disseminacdo em tempo comprovada por
exame de ressonancia nuclear magnética
ou aguardar a segunda recaida e;
Disseminacdo no espaco comprovada
por exame de ressonancia nuclear
magnética ou aguardar a segunda
recaida com diferentes sintomatologias

Fonte: Adaptado de Przybek et al., (2015).

1.4 AVALIACAO DA INCAPACIDADE FUNCIONAL

A incapacidade funcional causada pela doenca é atualmente
avaliada pela Escala Expandida do Estado de Incapacidade (Expanded Disability
Scale Status, EDSS) que foi primeiramente descrita por Kurtzke, em 1961. Esta
escala baseia-se em afericbes de oito areas do SNC conhecidas como sistemas
funcionais, nos quais sdo avaliadas as fun¢bes piramidais, tronco cerebral,

cerebelar, sensoriais, intestinais, vesicais, cerebrais e visuais (KURTKE, 1983),

conforme mostra a Figura 2, abaixo.
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Figura 2: Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS)
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Fonte: Kurtzke, (1983).

Uma avaliagdo de EDSS grau O define um paciente com EM que
possui um exame neurolégico normal, jA o grau 1 se relaciona a pessoas com
distarbios de humor, depressao, euforia, entre outros. Assim, a escala EDSS vai
aumentando seu grau conforme ocorre a progressdo da doenca, até atingir o grau 9

para pacientes acamados e 10 para 6bito (KURTZKE, 1983).

1.5 FATORES DE RISCO E FISIOPATOLOGIA DA EM

Pacientes com EM apresentam uma desregulacdo intensa da
resposta imune, de etiologia multifatorial e com diferentes fatores de risco como
susceptibilidade genética, epigenética e fatores ambientais. Entre os fatores
ambientais destacam-se a exposi¢ao a produtos quimicos, tabagismo, dieta e niveis
de exposicao a raios solares ultra-violetas (UV), além dos niveis séricos de vitamina
D (OKSENBERG; BARANGAZINI, 2010). Essa desregulacdo imune envolve os
sistemas de imunidade inata, como células dendriticas (CD) e células
apresentadoras de antigeno (APCs) e imunidade adaptativa com a participacdo das
células B e T CD4*e T CD8* (GRIGORIADISE; VAN PESCHB, 2015; SALOU et al.,
2015).

Estudos do tipo caso-controle tém sido realizados para correlacionar

a exposicao das pessoas a radiacbes UV, através da luz solar com a incidéncia de
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EM. Os efeitos da exposicdo ao sol sdo mediadas pela vitamina D que, como
descrito, pode ter um papel protetor no aparecimento da EM (ASCHERIO;
MUNGER; 2007).

Um estudo na Tasmania indicou uma diminuicdo no risco de
desenvolvimento da EM em pessoas que tiveram uma maior exposi¢do a raios UV
entre 6 e 15 anos de idade (GOLDACRE et al., 2004). Munger, Zhang e O'reilly
publicaram em 2004, um estudo de segmento que realizaram no decorrer de 20
anos no qual estudaram dois grandes grupos de mulheres. Nos resultados,
constatou-se que pacientes suplementadas com vitamina D tiveram menor risco de
desenvolvimento da EM (MUNGER; ZHANG; O’'REILLY, 2004). Ascherio, Munger e
Simon (2010) também visualizaram esse papel protetor da vitamina D para o
surgimento da EM (ASCHERIO; MUNGER; SIMON, 2010).

Um surto inicial na EM pode ser explicado pelo mimetismo molecular
entre alguns epitopos microbianos e bainha de mielina humana. Algumas recidivas
podem ocorrer apos infec¢des virais, como o herpes-virus tipo 6, influenza, sarampo,
papiloma virus e herpes-virus humano tipo 4 (Epstein-Barr). Todos esses
microrganismos possuem sequéncias semelhantes as encontradas nas proteinas
estruturais da mielina. Em um processo infeccioso, estes microrganismos podem
ativar linfocitos T (LT), linfécitos B (LB) e macrofagos que, posteriormente,
penetrardo na barreira hematoencefalica, reconhecendo assim, essas sequéncias
microbianas na bainha de mielina e causando sua degradacdo por um processo
autoimune (WUCHERPFENNIG, et al., 1997; STEINMAN, 2001).

No SNC, a reposta inflamatéria é dirigida pelo Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a) e Interferon-gama (IFN-y) que induzem as células endoteliais
a expressarem a molécula de adesao celular vascular (VCAM) e o complexo de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II). Os LT ativados expressam as integrinas e
CD4 que podem se ligar a VCAM e MHC-II das células endoteliais, desencadeando
o processo inflamatério (STEINMAN, 2001).

Na evolucdo da doencga, tem sido demonstrado a ocorréncia de duas
fases distintas: uma inicial com predominancia inflamatoria, na qual ocorre a
desmielinizacéo, perda de oligodendroécitos e comprometimento axonal, e uma tardia
com caracteristicas degenerativas (STEINMAN, 2001; MILLER et al., 2012). Esta
evolucdo bimodal evidencia diferentes processos fisiopatoldégicos envolvidos no

desencadeamento e progressédo da EM (MILLER et al., 2012).
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Na Figura 3, abaixo, estdo elucidados 0s mecanismos
imunopatoldgicos e de estresse oxidativo (EO) envolvidos no dano ao SNC
causados pela EM. Nesta figura, observa-se dois locais diferentes de ativacdo
celular no organismo: a circulacdo periférica, na qual ocorre a ativacdo dos LT
virgens pelas APC que apresentam através de MHC-Il um antigeno desconhecido,
ativando o linfécito ThO em Thl, Th2, Thl7 ou Treg dependendo do estimulo de
citocinas secretados pela célula apresentadora. O LT, agora diferenciado e ativado,
ultrapassa a BHE e ativa a microglia no SNC, o segundo local de ativacao celular.
Com a ativagdo das células residentes, hd subsequente aumento da producdo de
EROs e ERNSs, ativacdo de macrofagos, presenca de LT CD8* citotoxicos (CTL) e
LB, com producdo de anticorpos, ataque autoimune e consequente degradacdo da
bainha de mielina (OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 3 — Fisiopatologia da Esclerose Multipla
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Fonte: Oliveira et al., (2014).
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A EM pode ser classificada por quatro padroes diferentes de
desmielinizacdo. O padrao tipo | € o mais encontrado em EM e esta associado a
presenca de LT e macrofagos no infiltrado inflamatorio, remielinizacdo parcial e
preservacdao de oligodendrécitos que sao responsaveis pela sintese da mielina
(IRANI, 2005; KANTARCI; MORALES; ZIEMER, 2005). O padrao de leséo tipo Il é
menos frequente que o tipo | e é caracterizado pela deposicdo de anticorpos e
ativacdo do sistema complemento nos locais da lesdo. Neste padrdo também nédo é
visualizado comprometimento dos oligodendrécitos. Ja nos padrdes Ill e IV quase
ndo se observa remielinizacdo, pois existe grande comprometimento dos
oligodendrocitos (IRANI, 2005; LUCCHINETTI et al.,, 2000). LT ativados atacam
normalmente proteinas encontradas na bainha de mielina, como a proteina béasica
da mielina, glicoproteina de mielina e proteina proteolipidica oligodendroglial. Essas
células T produzem vérias citocinas como o TNF-a e a linfotoxina-alfa (LT-a) que
induzem macréfagos, micréglia e astrocitos para a producao de oxido nitrico (NO) e
osteopontina (STEINMAN, 2001).

O NO esta ligado a morte de células oligodéndricas pela micréglia, e
a oxido nitrico sintase (iNOS), que catalisa a sintese de NO e € encontrada em
lesbes desmielinizantes na EM. O IFN-y e o TNF-a induzem a transcrigao de iNOS
em astrdcitos, microglia e macréfagos e, este efeito juntamente com anticorpos,
induzem a fagocitose de grandes fragmentos da bainha de mielina (STEINMAN,
2001).

Macrofagos e LT produzem osteopontina que induz LT helper do tipo
1 (Th1) a produzirem citocinas inflamatérias como IFN-y e interleucina (IL) 2 (IL-2),
além de reduzir a acdo de LT helper tipo 2 (Th2), que produzem citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10. As citocinas pro-inflamatérias produzidas pelas células
Thl exacerbam a EM, enquanto que as do padrao Th2 reduzem as lesdes por serem
anti-inflamatorias (KAPPOS et al, 2000).

Estes ataques imunolégicos mediados por LT, LB, complemento e
mediadores inflamatérios como citocinas e NO, produzem vastas areas de
desmielinizacdo que prejudicam a conducgéo elétrica ao longo do axdnio e gera a
fisiopatologia da EM (STEINMAN, 2001).

Linfocitos T CD4* produzem também células da linhagem T helper

17 (Th17), que quando ativado produz citocinas IL-17, IL-6, IL-21 e IL-22 que sé&o
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pro-inflamatodrias e estdo presentes em grande numero em doengas autoimunes
(KRAKAUER; SORENSEN; KHADEMI, 2008).

Além das células T CD4*, sabe-se que as células T CD8* também
tém importante papel na fisiopatologia da EM, porque podem se infiltrar nas lesdes
cerebrais e serem importantes efetores no processo da doenca (SALOU et al.,
2015). A presenca e expressao do complexo de histocompatibilidade classe | (MHC-
), induzida pelas células T CD8*, é necessaria para a citotoxidade dessas células.
Estudos tém demonstrado um aumento da presenca deste tipo de MHC nos
oligodendrdcitos, neurbnios, ax6nios e astrécitos, dependendo do tipo de EM e
atividade da lesdo neuronal (HOFTBERGER et al., 2004; SALOU et al., 2015).

Steinman (2001) avaliou 0 sequenciamento genético em pacientes
com EM incluiu a expressao TNF-a, imunoglobulinas, IL-6, componentes da cascata
do sistema complemento e osteopontina como ponte da transicdo da forma EM-RR
para formas progressivas da doenca.

Um estudo realizado em 2014 avaliou a presenca do polimorfismo
Ncol de Fator de necrose Tumoral Beta (TNF-B) em pacientes com EM e concluiu
que este estd diretamente associado ao aumento de marcadores metabdlicos e
inflamatérios. Mulheres com esse polimorfismo apresentaram diminuicdo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-10, e uma correlacdo positiva entre EDSS
e glicose, EDDS e Homeostasis Model Assessment de resisténcia a insulina (HOMA-
IR). Ja homens portadores deste polimorfismo, além de apresentarem também
diminuicdo de IL-4 e IL-10, tiveram um aumento nos niveis de TNF-a, IFN-y e IL-17
que sao citocinas pro-inflamatérias, com uma correlacdo positiva entre EDSS e
niveis de TNF-a (KALLAUR et al., 2014).

Outro estudo genético envolvendo polimorfismos foi realizado no Rio
de Janeiro, Brasil, no ano de 2015. Neste trabalho, os autores estudaram mulheres
com EMRR e mulheres saudaveis e constataram que o polimorfismo rs4774*C no
gene CIITA em conjungédo com o alelo HLA-DRB1*15:01, provocou um aumento a
susceptibilidade de EM nessas pacientes, destacando uma origem poligénica para
esta doenca (PARADELA et al., 2015).

Pacientes com EMRR, mesmo na fase de remissdo, exibem uma
rede complexa de citocinas pro e anti-inflamatérias que interagem para modular a
progressdo e atividade da doenca. Apresentam maiores niveis de citocinas pro-

inflamatorias como, IFN-y, IL-6, IL-12 quando foram comparados com individuos
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saudaveis. Essas pacientes com EM-RR, com incapacidade leve, tiveram maiores
niveis de IL-4 quando comparados com pacientes com maior incapacidade verificada
pelo EDSS (KALLAUR et al. 2013). Outro estudo associou a presenca de lesdes na
RNM com valores mais altos de TNF-a, IFN-y e IL-17 e IL-12 diminuidas em
pacientes com EM em progressdo quando comparados a pacientes com EM em
remiss@o, com correlagdo inversa de niveis de IL-10 com EDSS em pacientes com
EM progressiva (KALLAUR et al., 2016).

1.6 ESTRESSE OXIDATIVO E EM

Estudos apontam que o EO tem um importante papel na
fisiopatologia de doencas do SNC, dentre elas a EM, devido ao elevado consumo de
oxigénio e altos indices de acidos graxos no SNC (GILGUN-SHERKI; MELAMED;
OFFEN, 2001; BARNHAM; MASTERS; BUSH, 2004; FRIEDMAN, 2011). Um estudo
post-mortem avaliou partes do tecido nervoso de oito pacientes com EM e seis
pacientes controles. Realizou-se a pesquisa de anticorpos, imunohistoquimica,
biologia celular, exames de imagens e estresse oxidativo por imunofluorescéncia
pesquisando malonaldeido, 4-hidroxinonenal, superoxido dismutase 1 (SOD-1) e
superoxido dismutase 2 (SOD-2), dentre outros. Foi demonstrado que o EO esta
diretamente ligado aos danos na matéria cinzenta do cérebro de individuos com EM
(KEMP et al., 2016).

Outros trabalhos tém avaliado os produtos da peroxidacao lipidica
em pacientes com EM e encontraram um aumento significativo destes produtos
(OLIVEIRA et al., 2016). A peroxidacdo proteica tem sido maior nesses casos
(MILLER et al., 2012).

Dentre as ERNs, o radical livre NO é conhecido por seu
envolvimento como mediador de doencas autoimunes e morte de células do SNC,
como oligodendrdcitos. O NO é responsavel pela ativacdo da micréglia, sendo que a
enzima que catalisa a sintese desse radical, a INOS, vem sendo constantemente
encontrada em lesdes desmielinizantes (GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN,
2004; VAN HORSSEN, et al. 2008). A combinacdo de NO, anticorpos, sistema
complemento e TNF-a induzem a fagocitose de grandes partes da bainha de
mielina, prejudicando a conducgéo elétrica ao longo do axonio, resultando assim na
desmielinizacéo (KAPPOS et al., 2000).
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Varios estudos tém associado os niveis de metabdlitos de NO (NOx)
com EM, porém, os dados séo discrepantes. Enquanto um estudo constatou uma
diminuicdo deste metabdlito nos fluidos biologicos (DE BUSTOS et al., 1999), dois
trabalhos mostraram niveis elevados de NOx no liquido céfalorraquidiano (LCR) e
plasma de pacientes com EM (DANILOV; ANDERSSON; BAYAND, et al., 2003).
Oliveira et al (2016) demonstraram que os niveis de NOx podem ser utilizados como
preditores desta doenca. Outra pesquisa envolvendo polimorfismo do gene Ncol do
TNF-B e EO, relacionou positivamente o aumento dos niveis de NOx com o EDSS
(KALLAUR et al., 2015).

Van Meeteren et al. (2005) relataram que pessoas com EM
apresentam niveis diminuidos de antioxidantes, dentre eles o acido urico, que € um
importante antioxidante enddgeno bastante estudado na EM. Ha tanto relato da
diminuicdo dos niveis séricos de acido urico (TONCEV et al., 2002), quanto de niveis
elevados desse antioxidante ndo enzimatico em pacientes com EM (AMORINI;
PETZOLD; TAVAZZI, 2009).

Tem sido demonstrado que a capacidade antioxidante total do
plasma esté reduzida em pacientes com EM, assim como também a atividade das
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) (BESLER; COMOGLU,
2003; OLIVEIRA et al., 2016).

Um estudo publicado em 2012, demonstrou que pacientes com EM
apresentaram aumento significativo nos niveis plasmaticos de biomarcadores de EO
quando comparados com individuos saudaveis. Avaliando marcadores de EO como
hidroperoxidos lipidicos, NOx, capacidade antioxidante total do plasma (Total
Radical Trapping Antioxidant Parameter), grupamento sulfidrila, dentre outros, foi
demonstrado uma correlagéo positiva entre os niveis de hidroperoxidos lipidicos e o
EDSS demonstrando que o aumento de estresse oxidativo estd diretamente
envolvido na incapacidade presente na EM (OLIVEIRA et al., 2012).

Alguns biomarcadores de EO tém sido descritos como preditores de
diagnéstico para EM. Entre esses biomarcadores estdo o hidroperdxido lipidico (CL-
LOOH), AOPP, TRAP e NOx, além da ferritina e da albumina. Foi demonstrado
também que os AOPP e a albumina auxiliam na diferenciagdo EMRR das formas
progressivas da doenca (OLIVEIRA et al, 2016). Os produtos avancados de

oxidacdo proteica s&o originarios do resultado da ag¢do dos radicais livres em
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proteinas e podem atuar como mediador inflamatério (ALDERMAN; SHAH;
FOREMAN, 2002).

1.7 FERRITINAE EM

O excesso de ferro no organismo pode causar um aumento das
EROs causando danos oxidativos com base na reacdo de Fenton. Essa reacao é
caracterizada pela acdo do oxidante peréxido de hidrogénio (H202) no Fe?*,
transformando-o em Fe3* mais grupamento hidroxila (OH) (FENTON, 1894). No
entanto, este excesso pode ser regulado pelos niveis de ferritina, que tem alta
capacidade de armazenamento desse metal (HARRISON; AROSIO, 1996). Desta
forma, a ferritina pode ser considerada um antioxidante natural por sequestrar o ferro
e inibir o EO e, consequentemente, a apoptose celular (ZHAO; AROSIO.;
CHASTEEN, 2006).

A ferritina é uma proteina com alto grau de armazenamento de ferro,
composta por 24 de cadeias de polipeptideos de 2 distintas subunidades, leves (L) e
pesadas (H), que sdo capazes de se ligar a até 4500 atomos de ferro, que € um
metal critico para o funcionamento normal do cérebro humano além de ser
responsavel também pela sintese de DNA e pela fosforilacdo oxidativa (HARRISON
e AROSIO, 1996; DA COSTA et al., 2011; STANKIEWICZ; NEEMA; CECCARELLI,
2014). A sintese desta proteina € regulada pelos niveis celulares de ferro e
fornecimento de oxigénio (SAMMARCO et al., 2008) e sua meia vida € de cerca de
3,5 horas (MEHLHASE et al., 2005). No entanto, o metabolismo irregular dos niveis
de ferro pode causar diversos disturbios neurolégicos, como por exemplo, a EM
(STANKIEWICZ; NEEMA; CECCARELLI, 2014).

A cadeia pesada da ferritina € responsavel pela atividade da
ferroxidase dessa proteina e essa atividade € essencial para a absorcédo de ferro
livre. J& a cadeia leve da ferritina facilita o0 armazenamento do metal em seu ndcleo.
Portanto, para o armazenamento correto e eficiente do ferro na ferritina € necessério
um equilibrio de ambas as cadeias dessa proteina (ZHAO et al., 2001). O EO esta
envolvido na modulacao transcricional da ferritina, que pode atuar diretamente ou
indiretamente sobre a expressao de seu gene. As citocinas inflamatorias, como o

TNF-a, IL-1a (Interleucina 1-alfa) e IL-6, regulam positivamente a sintese de ferritina
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em células mesenquimais, hepatécitos e mondcitos-macréfagos (MILLER et al.,
1991).

Estudos relataram um aumento significativo de ferritina em doencas
inflamatorias crénicas e autoimunes neurodegenerativas (ZANDMAN-GODDARD e
SHOENFELD, 2007; DA COSTA et al., 2011; DWYER et al., 2015). KHALIL et al.,
2014 evidenciaram que a homeostase do ferro € alterada no SNC durante fases
precoces da EM, sugerindo que a ferritina pode desempenhar um papel fundamental
no aumento da deposicéo de ferro no cérebro de pessoas com a doenca. No SNC, a
ferritina encontra-se em niveis elevados e estes niveis, porém, podem sofrer
alteracdes durante o envelhecimento ou doengas degenerativas como a doenca de
Alzheimer e doenca de Parkinson.

Diversos estudos descreveram a ferritina como pré oxidante,
mostrando que o radical superoxido pode mobilizar o ferro da ferritina, e que sua
exposicao exacerbada a radicais de oxigénio, pode aumentar a quantidade de ferro
reativo, levando assim, a uma maior leséo oxidante no individuo. Além disso, o ferro
€ catalisador da formacao de radicais OH, que sdo potentes oxidantes e que atacam
lipidios da membrana celular, proteinas e acidos nucleicos (AROSIO; LEVI, 2002;
SALVADOR, 2010; KHALIL et al., 2014). No entanto, outros estudos caracterizaram
a ferritina como antioxidante, descrevendo que ela possui um importante papel
protetor, mediado pelo oxigénio, contra os danos causados pelos radicais livres
(BALLA et al., 1992; OBERLE et al., 1999; AROSIO; INGRASSIA; CAVADINI, 2009;
DRWYER et al., 2015).

As células residentes no cérebro humano, como oligodendrdcitos e
micréglia, apresentam elevados niveis de ferritina e consequentemente de ferro,
visualizados em tecidos vivos por RNM ou em tecidos de autdpsia. Niveis
excessivos deste metal no SNC sao capazes de produzir EROs e ERNs que,
portanto, podem prejudicar a ligacao de ferritina, como dano pela oxidacéo de ferro
(HAN et al.,, 2002; ZECCA et al.,, 2004; MEHTA et al.,, 2013). Mehlase (2005)
demostraram que o aumento de ferro, decorrente de aumento de radicais livres,
como H202, estimula agentes quelantes deste metal, e inibe assim a expresséo de
ferritina. O aumento de peroxido de oxigénio (H202) também eleva em 25% a taxa
de degradacao da ferritina. Uma deposicdo aumentada de ferro na EM foi descrita
por alguns pesquisadores, que visualizaram a presenca deste metal circundante as

placas de desmielinizagdo na substancia branca e dentro das lesdes nos vasos
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sanguineos da substancia cinzenta no cérebro de pessoas com EM (PETZOLD et
al., 2002; STANKIEWICZ et al., 2007). Outro estudo realizado em 2008, concluiu que
a sobrecarga de ferro no SNC, contribui para a patogénese da EM, e um
desequilibrio deste metal é verdadeiramente associado com uma atividade pro-
oxidante e pro-inflamatoéria da doenca, podendo assim o ferro ser um alvo para
terapias futuras de controle da EM (ABO-KRYSHA; RASHED, 2008).

Os radicais livres resultantes da ativacdo da microglia pelo excesso
de ferro e consequentemente ferritina, induzem um aumento significativo do EO e da
peroxidacgéo lipidica, pelo excesso de acidos graxos presentes no cérebro, levando a
uma disfuncé@o mitocondrial que pode levar a morte essas células residentes do SNC
humano em pacientes com EM (HALLIWELL, 2006; SALVADOR, 2010).

Um estudo que avaliou duas outras doencas neurodegenerativas,
doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer, constatou aumento significativo de
ferro e ferritina na substancia negra do cérebro de pacientes o que, segundo 0s
autores, esta diretamente ligado ao aumento de EROs e EO (JELLIMNGER et al.,
1990). Outro estudo mais recente com pacientes portadores de IUpus eritematoso
sistémico descreveu a ferritina como pro-oxidante e observou que 0 excesso de
ferritina também auxilia na formacéo de EO (LOZOVOY et al., 2013).

No entanto, Dwyer e colaboradores (2015) estudaram um grupo de
pacientes com EMRR durante 24 semanas que faziam uso de IFN-B1a trés vezes
por semana, e descreveram que esses pacientes tinham um aumento a curto prazo
dos niveis de ferritina sérica e diminui¢cdes das lesées no SNC verificadas por RNM,
e gque o aumento dessa proteina ndo aumentou os niveis de ferro no cérebro, ndo
causando assim danos aos pacientes.

Embora a maior parte dos relatos tenham demonstrado os efeitos
deletérios da ferritina, também tem sido demonstrado que a cadeia pesada da
ferritina pode sequestrar o Fe 2* em solucdo e reduzir a peroxidacao lipidica
induzida pela reacdo de Fenton, e que a ligacdo ferro-ferritina pode ligar-se a
grandes quantidades de moléculas de NO em diferentes locais da estrutura
desempenhando uma acao antioxidante (AROSIO; LEVI, 2002).
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2 JUSTIFICATIVA
Considerando que:

e O aumento de ferritina € um preditor de EM e esta associada com as formas

progressivas da doenga,;

e Estudos prévios demonstraram que a ferritina apresenta efeito antioxidante

em doencas inflamatorias crénicas e autoimunes;

e HA& alteracdo do estado redox em pacientes com EM e este esta

correlacionado ao aumento de EDSS;

¢ Na&ao ha estudos que tenham investigado o envolvimento da ferritinemia no EO

em pacientes com EM,;

Este estudo tem como hipétese que a ferritinemia estd associada ha

alteracdo do estado redox e a progresséao da doenga em pacientes com EM.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a influéncia dos niveis séricos de ferritina nos parametros de

EO e na progressao da doenca em pacientes com EM.

3.2 ESPECIFICOS

Comparar os niveis séricos de ferritina em individuos saudaveis (grupo

controle) e pacientes com EM,;

e Verificar se altos niveis de ferritina estdo associados os marcadores de EO
em pacientes com EM,;

e Verificar se h4 associacdo entre altos niveis de ferritina e as formas clinicas
de EM,;

e Avaliar se o aumento sérico de ferritina estd associado com a progressao da

doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO E ASPECTOS ETICOS

Foi realizado um estudo observacional caso-controle para atingir os
objetivos descritos no trabalho.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, com o
Parecer de Aprovacdo no. 159/10, CAAE no. 0140.0.268.000-10, em 30 de agosto
de 2010 (ANEXO A). Todos os individuos foram convidados a participarem
voluntariamente da pesquisa, informados, em detalhes, sobre o estudo a ser
desenvolvido e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENCIDE A).

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes com
diagnéstico de EM, adultos, de ambos os sexos, atendidos no Ambulatério de
Doencas Desmielinizantes do Ambulatério de Especialidades do Hospital
Universitario (AEHU) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), em Londrina,
Parana. O convite foi realizado de forma consecutiva, no periodo de janeiro de 2013
a dezembro de 2015. Neste mesmo periodo, foram convidados individuos saudaveis
candidatos a doadores de sangue do Hemocentro Regional de Londrina e da
populacdo em geral, adultos, de ambos o0s sexos.

Foram avaliados 164 pacientes com EM diagnosticados segundo os
critérios de McDonald (POLMAN; REINGOLD; BANWELL, 2011) e classificados
como EM-RR, EM-SP e EM-PP. O grau de incapacidade dos pacientes foi avaliado
por meio da EDSS, com escores que variam de 0,0 a 10,0 (KURTZKE, 1983). As
informacdes sobre fatores que influenciam no estilo de vida e histéria médica foram
obtidas na avaliag&o clinica.

O grupo controle foi composto de 167 individuos saudaveis
selecionados, consecutivamente, entre os doadores de sangue fidelizados do

Hemocentro Regional de Londrina e da populagcdo em geral. Fatores como idade,
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sexo, etnia, tabagismo, indice de massa corporal (IMC) e uso dos medicamentos
foram ajustados para ndo interferirem nos parametros avaliados. Os individuos
avaliados deste grupo ndo apresentavam caracteristicas clinicas ou laboratoriais de
doencas autoimunes, renal, cardiaca ou hepatica e reportaram ndo fazerem uso de
medicamentos anti-inflamatoérios e suplementos antioxidantes. Todos os individuos
envolvidos neste estudo relataram néo fazer uso de bebidas alcodlicas regularmente
e nao praticavam exercicio fisico regularmente. Os habitos nutricionais dos
pacientes foram similares aos do grupo controle e nenhum dos individuos estava
recebendo algum tipo de dieta especifica.

Posteriormente, o grupo de pacientes com EM foi dividido em 2
subgrupos, de acordo com a mediana e interquartis (IQR, 25-75%) para valores
séricos de ferritina sendo mediana de 125,6 ng/mL e IQR 65,5-221,6 ng/mL: grupo 1
— ferritina < 125,6 ng/mL; grupo 2: ferritina = 125,6 ng/mL)

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os pacientes com CIS e neuromielite
Optica, pacientes e controles que estavam em uso de medicamentos anti-

inflamatdrios, suplemento com vitamina D e/ou antioxidante.

4.4 CARACTERISTICAS DOS SUJEITOS

Foram coletados dados demograficos (idade, sexo, etnia),
epidemioldgicos, antropométricos (peso, altura e IMC) e clinicos (formas clinicas,
EDSS e terapia para EM) dos individuos inseridos no estudo. Os dados foram
coletados pela aplicagcdo de um questionario padrdo (Apéndice B), respondidos
pelos pacientes e pelos individuos do grupo controle. Os dados foram, também,
obtidos por meio de consulta aos prontuarios médicos e a base de dados LABHOS
do Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) do HU/UEL e do Hemocentro Regional de
Londrina. As medidas antropométricas avaliadas foram peso corporal (Kg) e altura
(m), obtidas, por interrogatério, durante a aplicacdo do questionario. O IMC foi
calculado como peso (Kg) dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em

kg/m2. Por meio do questionario foram obtidas informacdes sobre hébitos
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alimentares, tempo de exposicdo solar/dia, uso de protetor solar e uso de
medicamentos em geral e especificos para o tratamento da EM.

4.5 COLETA DE MATERIAL BloLOGICO

Para a andlise dos marcadores do EO, amostras de sangue
periférico foram coletadas pela equipe de funcionarios do LAC/HU, segundo a
requisicdo de exames laboratoriais padronizada pelo hospital. Foram coletados 10
mL em tubo de coleta a vacuo sem anticoagulante e dois tubos de 5 mL com
anticoagulante EDTA. Para analise dos marcadores bioquimicos, a coleta de sangue
periférico, com EDTA e sem anticoagulante, foi realizada apés um periodo de 12
horas de jejum. O material foi encaminhado imediatamente ao laboratério para
registro, processamento e armazenamento das amostras. O material coletado foi
centrifugado a 3.000 r.p.m. por 15 minutos e aliquotas de plasma e soro foram
armazenadas a -80°C até o momento de uso. Todos 0s pacientes e controles, bem
como suas respectivas amostras, foram identificados por nimero e letra para

garantir o anonimato e confidencialidade dos individuos e dos resultados obtidos.

4.6 MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO

4.6.1 Determinacdo de Hidroperdxidos Lipidicos por Quimioluminescéncia Iniciados
Por t-butil (CL-LOOH)

A avaliacdo da formacédo de lipoperoxidos por quimioluminescéncia
(QL) foi efetuada em uma adaptacdo da técnica descrita por Gonzales-Flecha,
Llesuy e Boveris (1991). A metodologia de CL-LOOH foi empregada para analisar a
integridade dos mecanismos de defesa antioxidantes ndo enzimaticos e os niveis de
lipoperéxidos presentes no plasma. O teste baseia-se na premissa de que um
aumento de QL esta relacionado com um EO prévio sofrido pelo tecido, levando ao
consumo das defesas antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E,
com formacao de lipoperoxidos, resultando em um aumento da emisséo de fotons. O
método de QL foi realizado em equipamento luminbmetro (GloMAx 20/20 Single
Tube Luminometer, Promega Corporation, WI, USA). Uma média de leituras

realizadas apés 1 hora de reacéo foi expressa em unidades relativas de luz (URL).
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4.6.2 Determinacdo Dos Produtos Avancados de Oxidacéo Proteica (AOPP)

Os AOPP foram determinados no plasma usando um método
semiautomético descrito por Witko-Sarsat et al. (1996). AOPP resultam da oxidacdo
de residuos de aminoacidos, como a tirosina, e  detectados
espectrofotometricamente. As concentracdes foram expressas em micromol/L

(umol/L) de equivalente de cloramina T.

4.6.3 Determinacao de Proteinas Carbonilicas

O conteudo carbonilico de proteinas € amplamente utilizado como
biomarcador de dano oxidativo em proteinas, sob condicdbes de EO
(VASCONCELOS et al., 2007). O método utilizado para sua quantificacdo no plasma
foi espectrofotométrico, baseado na reacéo da 2,4 dinitrofenilhidrazina com o grupo
carbonila, formando a 2,4 dinitrofenilhidrazona, de acordo com a técnica descrita por
Reznick e Paccker (1994). Os resultados foram expressos em nmol mL-1 mg-1
proteinas totais.

4.6.4 Determinacéo de nitrito para estimativa do NO

A estimativa da concentracdo de NO nas amostras foi realizada pela
técnica descrita por Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas e Arenas (1998), com
adaptacdes. O método baseia-se na reducao de nitrato a nitrito mediada por reacdes
de oxirreducdo ocorridas entre o nitrato presente na amostra e o sistema cadmio-
cobre dos reagentes, com posterior diazotacdo e deteccdo colorimétrica do
azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess a 550nm. Os resultados

foram expressos em pm.
4.6.5 Capacidade Antioxidante Total do Plasma
Determinou-se a capacidade antioxidante total do plasma por meio

da metodologia do TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter). Nesta

analise, avalia-se a acdo cumulativa de todos os antioxidantes presentes no meio
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qgue resulta em um parametro integrado capaz de revelar alteracbes no delicado
equilibrio redox existente in vivo (VASCONCELOS et al., 2007). Esta técnica
quantifica antioxidantes hidro e lipossollUveis presentes no plasma, por meio de QL,
como descrito previamente (REPETTO et al., 1996). Baseia-se no principio da
adicdo de um azoiniciador ao plasma, substancia capaz de gerar radicais livres, que
por sua vez, sdo neutralizados pelos antioxidantes presentes no plasma, periodo no
qual a oxidacao é inibida e comparada ao do Trolox (New Jersey, EUA) analogo
hidrossoluvel da vitamina E, usado como antioxidante de referéncia e
guantitativamente relacionado a capacidade antioxidante total do plasma. Os valores
de TRAP foram corrigidos pelos niveis séricos de acido urico (AU), segundo estudos
prévios (VENTURINI et al. 2012) e os resultados foram expressos pela razao entre
TRAP/AU. A determinacdo dos niveis séricos de AU foi realizada utilizando-se um
autoanalisador bioquimico (Dimension® RxL Max, Sistema Integrado de Quimica,
Newark, NJ, USA), expressos em mg/dL, segundo as recomendacdes e valores de

referéncia do fabricante.

4.7 FERRITINEMIA

Os niveis séricos de ferritina foram avaliados por ensaio de
quimioluminescéncia em microparticulas (CMIA) (Architech™, Abbott Laboratory,

Abbott Park, IL, USA) e expressos em ng/mL.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Dados categoricos foram analisados pelo teste de x?> ou exato de
Fisher, conforme apropriado. Os resultados foram expressos como nimero absoluto
e percentagem. Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a
normalidade de distribuicdo das varidveis. Transformacfes logaritmicas (Ln) de
dados continuos foram utilizadas nas analises quando as variaveis néo
apresentaram distribuicdo normal ou quando havia heterogeneidade da variancia,
conforme avaliado com o teste de Levene. Comparacdes entre grupos foram
realizadas utilizando o teste t de Student e os dados foram expressos como * erro
padrdo da média (xSEM). Os resultados obtidos na andlise univariada que

apresentaram p<0,1 foram incluidos na analise de regressdo logistica binaria
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multivariada. Todos os testes foram realizados no programa SPSS 20.0 (Chicago, IL,
USA), utilizando-se p<0,05 para valores estatisticamente significativos.



5 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e
discutidos em um artigo cientifico, que foi submetido a revista Journal of the

Neurological Sciences, com fator de impacto 2,126.

36
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Abstract

Hyperferritinemia and oxidative stress have been implicated in the
pathogenesis of multiple sclerosis (MS). The aim of the present study was to
evaluate the serum levels of ferritin and to verify their association with oxidative
stress markers and MS progression. This study included 164 MS patients, which
were divided in two groups according to their levels of ferritin (cut off 125.6 ug/L).
Oxidative  stress was evaluated by tert-butyl hydroperoxide-initiated
chemiluminescence (CL-LOOH), advanced oxidation protein products (AOPP),
carbonyl protein, nitric oxide metabolites (NOXx), sulfhydryl groups of protein and total
radical-trapping antioxidant parameter (TRAP). MS patients with elevated levels of
ferritin showed higher disease progression (p=0.030), AOPP (p= 0.001), and lower
plasma NOXx levels (p= 0.031) and TRAP (p= 0.006) than MS patients with lower
ferritin levels. The multivariate logistic regression analysis showed that increased
AOPP and progression of disease were significantly and positively associated with
increase of ferritin. The combination of serum ferritin levels and oxidative stress
markers were responsible for 13,9% in the disease progression. In conclusion, our
results suggest that ferritin could aggravate oxidative stress in patients with MS and
contribute to progression of disease.

Keywords: Ferritin, multiple sclerosis, oxidative stress, disease progression,
hyperferritinemia
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1 INTRODUCTION

MS is a chronic disease of the central nervous system and is
associated with the formation of focal myelin loss and progressive neurodegeneration
that is present in all phases of the disease and is closely associated with
inflammation and oxidative stress [1]. Oxidized DNA molecules, lipids, and protein
adducts are frequently found in active MS lesions and are associated spatially and
quantitatively with apoptotic oligodendrocytes and neurodegeneration in the brain of
patients with MS [2].

Hyperferritinemia is associated with inflammation, infections, and
malignancies. In many aspects, ferritin can be viewed as a member of the group of
proteins that respond to oxidative and nitrosative stress and inflammation [3].
Inflammatory cytokines, particularly tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin-1a (IL-1-a), upregulate ferritin synthesis in various mammalian cells,
including mesenchimal cells, hepatocytes, and monocyte-macrophage [4].
Controversy exists whether ferritin  has pro- or antioxidant properties.
Oligodendrocytes have high concentrations of ferritin and iron [5,6], and elevated
ferritin levels could be a defense mechanism against iron-induced oxidative injury.
However, observations that superoxide can mobilize iron from ferritin suggest that
exposure to oxygen radicals may, in fact, increase the pool of reactive iron and
exacerbate oxidant injury [4]. Therefore, ferritin has an ambiguous role and depends
on various circumstances to be considered as pro or antioxidant.

Hyperferritinemia has been observed in patients with MS and higher
levels were associated with inflammatory process and oxidative stress [6,7,8]. A
previous study reported that ferritin levels were significantly elevated in the serum
and the cerebrospinal fluid only in chronic progressive active MS patients [7].

In addition, a recent study of our group, which aimed to evaluate
inflammatory and oxidative stress blood markers as possible predictors of MS,
demonstrated that besides albumin and biomarkers of oxidative and nitrosative
stress, such as, CL-LOOH, AOPP, TRAP and NOXx, ferritin levels could be also a
predictor of MS [8].

Although there is a body of evidence to support a role of
hyperferritinemia in several issues related to MS, we are not aware of any study

which has reported the likely involvement of oxidative stress in this process.
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Therefore, the objective of this study was to evaluate the serum levels of ferritin and
to verify their association with oxidative stress markers and progression of the

disease.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 SUBJECTS

The study evaluated 164 patients with MS who were recruited from
the Outpatient of Demyelinating Diseases at the University of Londrina, Londrina,
Parand, Southern Brazil and 167 healthy controls. MS and the control group were
controlled by sex, age, ethnicity and body mass index (BMI). None of the participants
in the study presented with anemia, heart, thyroid, renal, hepatic, gastrointestinal or
oncological diseases and none was receiving antioxidant supplements. All of the
individuals enrolled in the study did not drink alcohol or practiced physical activity
regularly.

The MS diagnosis was established according to the McDonald
criteria [9] and the patients were classified as with relapsing-remitting multiple
sclerosis (RRMS) or with MS progressive clinical forms, including primarily-
progressive and secondary-progressive (PPMS and SPMS, respectively). The
patients were clinically evaluated for disability using the Extended Disability Status
Scale [10]. The disease progression was evaluated by EDSS 5-year follow-up less
EDSS baseline and a relevant worsening of disability was defined as worsening of
the EDSS score by at least one full point for patients with baseline score of <6.0, and
worsening by at least one-half point for patients with baseline score of 6.0 or higher
[11].

The group of patients with MS was divided in accordance with
median and interquartile range (IQR) as follows: low ferritin levels (ferritin < 126.0
ug/L), which corresponded to the 1stand 2" IQR and high ferritin levels (ferritin 126.0
> ug/L), which corresponded to the 3 and 4" IQR.

The protocol was approved by the Institutional Research Ethics
Committees of University of Londrina, Parand, Brazil, and all of the individuals invited

were informed in detail about the research and gave written informed consent.

2.2 DETERMINATION OF BoDY MASS INDEX
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The anthropometric measurements evaluated were body weight
(measured to the nearest 0.1 kg using an electronic scale, with individuals wearing
light clothing, but no shoes) and height (measured to the nearest 0.1 cm using a

stadiometer). BMI was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared.

2.3 BLOOD COLLECTION

Peripheral blood samples were collected without anticoagulant after
fasting for 12 h. For oxidative stress evaluation, peripheral blood samples were
collected with EDTA as anticoagulant. All of the samples were immediately
centrifuged at 3000 rpm for 15 min, and the sera aliquots were stored in =80 °C until

use.

2.4 OXIDATIVE STRESS MARKERS
2.4.1 Tert-butyl Hydroperoxide-initiated Chemiluminescence (CL-LOOH)

Lipid hydroperoxides in plasma were evaluated by CL-LOOH as
described previously [12], a method with higher sensitivity and specificity than the
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) measurement, the usual method to

determine lipid oxidation [12]. The results were expressed in counts per minute

(cpm).

2.4.2 Determination of Advanced Oxidation Protein Products (AOPP)

AOPP was determined in the plasma samples using the method
described by Witko-Sarsat et al. (1998) [27]. AOPP results from oxidation of amino
acid residues such as tyrosine, leading to the formation of dityrosine-containing
protein cross-linking products detected by spectrophotometry. AOPP concentrations

were expressed as micromoles per Liter (umol/L) of chloramines-T equivalents.

2.4.3 Carbonyl Protein Content
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Carbonyl content was measured as an estimate of protein oxidative
injury and was determined as described previously [13]. The results were expressed

in nmol/mL/mg total proteins.
2.4.4 Nitric Oxide Metabolites (NOXx)

Serum NOXx levels were assessed by nitrite (NO27) and nitrate
(NO3™) concentration according to the Griess reaction, supplemented by the
reduction of nitrate to nitrite with cadmium [13]. The values were expressed as pM.
2.4.5 Determination of sulphydryl groups

The sulfhydryl groups of protein were evaluated in the plasma
samples by a spectrophotometric assay based on 2,2-dithiobisnitrobeinzoic acid
(DTNB), as reported previously [14], and the results were expressed in uM.

2.4.6 Total Radical-trapping Antioxidant Parameter (TRAP)

The TRAP was determined as reported previously [15]. This method
detects hydrosoluble and/or liposoluble plasma antioxidants by measuring the
chemiluminescence inhibition time induced by 2,2-azobis(2-amidinopropane). The
system was calibrated with the vitamin E analog TROLOX and the values of TRAP
were expressed in equivalent of micrometer Trolox/ uric acid mg/dL (UA).

2.5 LABORATORIAL ANALYSES

2.5.1 Serum Levels of Ferritin

Ferritin levels were determined by chemiluminescent microparticle
immunoassay (CMIA; Architect, Abbott Laboratory Abbott Park, IL, USA).

2.6 STATISTICAL ANALYSES
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Categorical data were analyzed with Fisher’s exact test or chi-square
test when appropriate. The results were expressed by absolute number. Kolmogorov-
Smirnov test was used to assess normality of distribution. Natural logarithmic (Ln)
transformation of continuous data was used in the analyses when the variables were
not normally distributed. Comparisons between groups were performed using t
Student test. Data were expressed as the mean (£tSEM). The results of these
univariate statistical analyses were used to delineate the significant explanatory
variables to be used as determinants of independent association with the higher
ferritin levels in subsequent binary logistic regression analyses. Odds ratio (OR) and
95% confidence interval (Cl) were also demonstrated. All tests were 2-tailed and a p-
value of 0.05 was used for statistical significance. All analyses were conducted with
SPSS 20.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA).

3 RESULTS

Serum levels of ferritin were matched in relation to gender, ethnicity,
age and BMI in controls and MS patients. MS patients had higher ferritin levels when
compared with controls (p<0.0001) (Figure 1).

Table 1 shows the demographic, anthropometric and clinical
characteristics of MS patients categorized in two groups, according to their ferritin
levels. There were no significant differences in sex (p=0.074), ethnicity (p=0.575),
age (p=0.820), BMI (0.169), tabagism (p=0.626), clinical forms (0.297), duration of
the disease (p=0.619), and EDSS (p=0.198). However, MS patients with high ferritin
levels showed higher disease progression (p=0.030) than those with low ferritin
levels. Both groups did not differ in therapies utilization for MS, such as interferon-§,
glatiramer acetate, and natalizumab (p=0.3066).

Table 2 shows the oxidative stress markers in MS patients
categorized by serum ferritin levels. We found no significant differences in CL-LOOH
(p=0.566), carbonyl protein (0.760), and SH (p=0.264). MS patients with high ferritin
levels showed higher AOPP (p=0.001), whereas NOx levels and TRAP had lower
serum levels (p=0.031 and p=0.006, respectively) in this group when compared to
MS patients with low ferritin levels.

Table 3 shows the outcome of the binary logistic regression analysis.
AOPP (OR=8.759, 95% CI=1.606-47.799, p=0.012) and disease progression



44

(OR=1.447, 95% CI=1.031-2.032, p=0.033) were directly associated with high ferritin
levels, independently of gender. In addition, there was a trend of inverse association
between TRAP (OR=0.188, 95% CI=0.027-1.307, p=0.091) and ferritin levels.

AOPP (p=0.006) and progression index (p<0.001) were directly
correlated while TRAP (p=0.009) and NOx (p=0.022) were inversely correlated with
ferritin levels (Figure 2). The linear regression model 1 demonstrated that ferritin was
responsible for 6% variation of disease progression. However, in model 2,
association between ferritin and AOPP, NO and TRAP were responsible for 13.9%

variation of disease progression (table 4).

4 DISCUSSION

The main findings of the present study were that high ferritin levels
are associated with disease progression and oxidative stress markers in MS patients.
MS patients with higher ferritin levels had increased oxidative stress shown by
elevated serum AOPP levels and reduced NOx and TRAP levels.

Ferritin and iron homeostasis have been implicated in the
pathogenesis of MS [8,16,17]. Ferritin is an acute-phase reactant that represents the
major intracellular iron storage protein essential for various metabolic processes
including myelin formation and oxidative phosphorylation [18]. The expression of
ferritin is under delicate control, and is regulated by oxidative stress, hormones
(thyroid hormone), growth factors, second messengers, and hypoxia-ischemia and
hyperoxia [19].

Several possible causes of abnormal iron deposition in MS have
been postulated including blood-brain barrier dysfunction, decreased iron clearance
because of axonal dysfunction and inflammation, or dysregulation of iron transport
proteins because of inflammation [20].

Our results demonstrated that hyperferritinemia was associated with
a redox imbalance. In the present study, MS patients with high ferritin levels showed
increased AOPP compared with controls. AOPP has been used to measure damage
done to proteins by oxidative stress in different neurological diseases, including MS
[21]. Our data showed that AOPP was associated with elevated serum levels of

ferritin and there is a positive correlation between ferritin and AOPP levels.
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A role for extracellular ferritin as a pro-inflammatory signaling
molecule in hepatic stellate cells has been proposed, as well as a link between NO
and iron metabolism [22]. Ferritin acts as a cytokine regulating pro inflammatory
function via nuclear factor kappa B, which contributes to a markedly enhanced
expression of inducible nitric oxide synthase (INOS) with increased NO levels.
However, our study observed a significant decrease in NOx levels in MS patients with
higher ferritin levels. This results could be explained by higher NO consumption in
this condition. NO is consumed when it reacts with superoxide anion, producing the
strong oxidant species peroxynitrite (ONOOH") [21,23] that is toxic for
oligodendrocytes and axons and seems to be a key molecule of oxidative and
nitrosative stress which are involved in the pathophysiological mechanisms of MS [8].
Probably, the high ferritin levels in these patients lead to increased oxidative stress,
which in turn decrease NO to form peroxynitrite.

MS patients with high levels of ferritin also showed decreased
plasma total antioxidant capacity evaluated by TRAP. Our group has already
demonstrated significant decrease in TRAP in MS patients [8,21]. Antioxidant
deficiencies may occur during the clinical course of MS as result of chronic
inflammation that is accompanied by increased oxidative stress [24].

Controversy still remains whether ferritin has pro-or antioxidant
properties. Some hypotheses were assumed to explain ferritin antioxidant properties,
as follows: first, high ferritin concentrations in oligodendrocytes and, iron and serum
elevated ferritin levels could be a defense mechanism against iron-induced oxidative
injury [5]; second, ferritin is considered a natural antioxidant due to the iron
sequestration by ferritin with consequent inhibition of oxidative stress and apoptosis
[25]. However, ferritin can have pro-oxidant activity due to iron release under non-
physiological conditions and, with the production of strong reductants, ferritin iron can
be released to catalyze the production of free radicals [4]. Observations that
superoxide can mobilize iron from ferritin suggest that exposure to oxygen radicals
may, in fact, increase the pool of reactive iron and exacerbate oxidant injury [4]. In
the course of myelin and oligodendrocyte destruction in MS, iron is liberated into the
extracellular space and in part converted into the potentially toxic ferrous form [26]. A
recent study published by our group reported that ferritin and CL-LOOH showed
positive association with MS and were predictors of MS development and is in

agreement with the latter hypothesis [8].
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Previous studies reported that serum ferritin levels were elevated in
the cerebrospinal fluid of chronic progressive active MS patients compared to levels
found in normal individuals [6] and relapsing remitting MS [7]. In the present study,
there were no significant differences between clinical forms in both groups. However,
we observed that MS patients with high ferritin levels showed increased disease
progression. Our data are in agreement with a previous study that demonstrated that
hyperferritinemia was associated with a more progressive type of MS [16]. The
mechanism increased ferritin in the progression of MS is still not completely
understood, but some possible explanations may be considered. The pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1, TNF-a, and IL-6 have been found to increase
the production and secretion of ferritin [6], thus the elevated level of ferritin is likely
related to the underlying inflammation and progression of the disease. In addition, it
has been suggested that the association of elevated ferritin levels in MS patients and
progression of the disease may be due to the release of ferritin from damaged or
dying oligodendrocytes [6].

In the present study, a linear regression model was proposed to
predict the progression of MS. The combination of serum ferritin levels and oxidative
markers were responsible for around 14% in the disease progression.

In conclusion, although the design of the current study cannot infer
causality, our data allow to suggest that serum levels of ferritin are directly associated
with oxidative stress and with the disease progression in patients with MS. In
addition, oxidative stress may be suggested as one of the molecular mechanisms by
which ferritin is associated with disease progression. More studies are warranted to
have better understanding of the complex mechanisms involved in the progression of
MS.
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Figure 1 — Serum ferritin levels in healthy controls and multiple sclerosis (MS)
patients. Groups were controlled by sex, age and ethnicity.
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Figure 2: Pearson correlation between serum ferritin levels with oxidative stress
biomarkers and progression index. AOPP, advanced oxidation protein product; NOX,
nitric oxide metabolites; TRAP, total radical-trapping antioxidant parameter.



Table 1: Demographic,

anthropometric and clinical

52

characteristics of multiple

sclerosis patients categorized in two groups, according to their serum ferritin levels

(median).
Parameters Ferritin <125.6 Ferritin 2125,6 p
(ng/mL) (ng/mL) value
n=82 n=82
Sex n (%)
Female 66 ( 80.5) 56 (68.3) 0.074
Male 16 (19.5) 26 (31.7)
Ethnicity n(%)
Caucasian 65 (79.3) 62 (75.6) 0.575
Non Caucasian 17 (20.7) 20 (24.4)
Age (years) 42.15 (1.53) 41.65 (1.57) 0.820
Body Mass Index (kg/m?) 24.6 (0.54) 25.7 (0.66) 0.169
Smoking n(%)
No 71 (86.6) 74 (90.2) 0.6256
Yes 11 (13.4) 8(9.8)
MS Clinical Forms n(%)
RRMS 62 (75.6) 56 (68.3) 0.297
Progressive forms 20 (24.4) 26 (31.7)
Progression n(%)
Yes 37 (45.1) 35 (42.7) 0.753
No 45 (54.9) 47 (57.3)
Index Progression 1.16 (0.16) 1.72 (0.20) 0.030
(2006-2011)
Disease duration (years) 7.51 (0.93) 6.91 (0.76) 0.619
EDSS n (%)
<3.5 40 (48.8) 46 (56.1)
23.5 42 (51.2) 36 (43.9)
EDSS score 3.15(0.24) 2.72 (0.23) 0.198
Therapy n (%)
Interferon-B (1a and b) 52 (63.4) 60 (73.1) 0.3066
Glatiramer acetate 16 (19.5) 8(9.8)
Natalizumab 1(1.2) 2 (2.5)
Treatment naive 13 (15.9) 12 (14.6)

Categorical data were analyzed by chi-square test and expressed in absolute numbers (n).
Continuous data were analysed by t Student test. Data are expressed as mean (SEM). MS, multiple
sclerosis; RRMS, relapsing-remitting multiple sclerosis; EDSS, Expanded Disability Status Scale.



Tabela 2: Oxidative stress markers

according to their serum levels of ferritin.

in multiple sclerosis patients
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categorized

Parameters Ferritin <125,6 Ferritin 2125,6 p

(ng/mL) (ng/mL) value
n=82 n=82

CL-LOOH (cpm) 25,514 (1,638) 26,165 (2,113) 0.566

AOPP (umol/L of chloramine- 114.69 (5.78) 132.34 (7.65) 0.001

T equivalents)

Carbonyl proteins (nmol mL- 77.93 (2.85) 78.42 (2.24) 0.760

1 mg- 1 total protein)

NOX (uM) 29.63 (5.00) 17.07 (2.61) 0.031

SH protein (uM) 0.275 (0.021) 0.312 (0.023) 0.264

TRAP (uM trolox/UA mg/dL) 192.65 (6.13) 167.38 (6.42) 0.006

Continuous data were analysed by t Student test. Data are expressed as mean (SEM). CL-
LOOH, tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence; AOPP, advanced oxidation
protein product; NOx, nitric oxide metabolites; TRAP, total radical-trapping antioxidant

parameter.
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Tabela 3: Binary logistic regression between high ferritin levels (3 and 4"
interquartile range) and normal ferritin levels (1% and 2"¢ interquartile range) as the
reference group) and explanatory variables

Parameters Wald df P value OR (95% CI)
TRAP (TRAP/AU) 2.854 1 0.091 0.188 (0.027-1.307)
AOPP (umol/L) 6.289 1 0.012 8.759 (1.606-47.799)
NOX (um) 1.955 1 0.162 0.699 (0.423-1.155)
Disease Progression 4.555 1 0.033 1.447 (1.031 — 2.032)
Sex 0.733 1 0.392 1.606 (0.543-4.748)

IQR, interquartile range; TRAP, total radical-trapping antioxidante parameter; AOPP,
advanced oxidation protein product; NOX, nitric oxide metabolites.
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Table 4: Results of 2 different model of linear regression analyses with the index progression as
dependent variables.

Dependent
variable Explanatory variable t p F df p R? (%)
Model 1 Ln Ferritin 3.083 0.002 9.503 1/82 0.002 6.4
Model 2 Ln Ferritin 3439 0.001 3.196 4/82 0.017 13.9
Ln AOPP 0.269 0.789
Ln NOx 0.140 0.889
Ln TRAP 0.342 0.734

AOPP, advanced oxidation protein product; NOX, nitric oxide metabolites; TRAP, total radical-
trapping antioxidante parameter;
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6 CONCLUSOES

o Pacientes com EM apresentam aumento nos niveis de ferritina e

estdo associados com a alteracédo do estado redox;

o N&o houve associacdo entre as formas clinicas de EM (RR e

formas progressiva) e niveis séricos aumentados de ferritina;

. Niveis aumentados de ferritinemia foram diretamente associados

com o indice de progresséao da doenca.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram um aumento
dos niveis de ferritina sérica em pacientes com EM. Niveis aumentados de ferritina
foram associados ao desequilibrio redox e a progressdo da doenca. Esses dados
sugerem que o EO pode ser um dos mecanismos moleculares associados a

progressdo da doenca verificada em pacientes com altos niveis de ferritina.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e nao hesite em perguntar sobre
qualquer duvida que tenha.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de
pesquisa com o titulo “AVALIAGAO DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM ESCLEROSE MULTIPLA”,
coordenado pela professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche e com a participacao de
outros docentes pesquisadores da Universidade Estadual de Londrina. Cabe ao
senhor (a) decidir se pretende participar ou ndo. Caso néo tenha condicGes de ler
e/lou compreender as informacBes contidas neste termo, o mesmo podera ser
assinado e datado por um membro da sua familia ou responsavel legal.

Vocé esta tendo a opcgao de participar de uma pesquisa que tem o objetivo de
saber quantos pacientes com Esclerose Multipla apresentam alteragbes no sangue
como exames bioquimicos e 0s que compdem o estresse oxidativo, com énfase no
estudo da importdncia e acdo dos radicais livres na Esclerose Mdltipla. Para
participar do projeto, sera necessaria a coleta dos dados como peso, altura e calculo
do indice de massa corpérea (IMC = peso/altura?); circunferéncia abdominal e
medida de presséo arterial. Também sera necessaria a coleta uma pequena amostra
de sangue (20mL) para realizacdo das provas bioquimicas e avaliacdo do estresse
oxidativo. A coleta dos dados e da amostra de sangue sera efetuada no mesmo dia
em que o senhor (a) sera atendido pelo servigo especializado para a realizacdo dos
exames de rotina do monitoramento do seu tratamento. Nao havera necessidade de
agendar outros dias para coletas especificas para este projeto de pesquisa.

Os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serao
mantidos sob sigilo e somente serdo utilizados para fins de pesquisa. Durante todas
as etapas do projeto, os participantes serao identificados por um numero codificado
gue serd utilizado nas andalises posteriores para garantir a preservacdo da
integridade do individuo, garantr o anonimato e evitar a quebra de
confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serdo divulgados em forma de
artigos cientificos e comunicagfes em eventos cientificos, sempre mantendo o sigilo
da identidade dos participantes e as amostras de material biol6gico coletadas seréo
descartadas em local apropriado de descarte de material biolégico (sangue, soro,
plasma) dos laboratérios envolvidos, seguindo as normas de biosseguranca
padronizada no Hospital Universitario.

Declara que esta completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa
sera realizada, ndo tenho nenhuma duvida sobre sua natureza e os procedimento,
sem risco, aos quais sera submetido. Declara também que esta ciente de que sua
participacdo € voluntaria, de que sera informado sobre os resultados dos exames
realizados, de ndo tera nenhum 6nus e de que podera se recusar ou abandonar a
pesquisa em qualquer momento sem que haja penalizacdo ou prejuizo algum para
seu atendimento e tratamento. Esta ciente também que o seu tratamento continuara
sendo conduzido pelo seu médico e que nenhum pagamento ou beneficio sera feito
ao participante ou aos familiares pela participacéo no presente estudo.

Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condi¢cdes
acima descritas, concordo voluntariamente a participar desse estudo.
Assinaturas
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Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar
ou compreender o contetdo deste TCLE

Nome:

Assinatura:

Local e data:

Profissional que obteve o TCLE
Nome:

Assinatura:

Local e data:

Pesquisador responsavel

Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche

Endereco: Departamento de Patologia, Analises Clinicas do Centro de Ciéncias da
Saude, Hospital Universitario de Londrina. Av. Robert Koch, 60, Vila Operéaria, CEP
86038-440.

Fone: 43-3371-2321 (Imunologia)

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de
Londrina  Fone: 43-3371-2490
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Dados demograficos

N° no projeto:

Nome

Endereco

Telefone:

Data de nascimento

Imunomodulador

( )YIFN-B1a ( )IFN-B1b ( ) Glatiramer ( ) Natalizumab

Corticoide

() Pulsoterapia ( ) Corticéide oral > mg

Outros medicamentos

Doencas associadas

Etnia

( ) Caucasiano ( )Negro ( )Mulato ( ) Asiatico

Cor da pele

( )Branca ( )Negra ( )Pardo ( )Amarela

Exposicao solar diaria

) N&o se expBe ao sol diariamente
) Baixa exposi¢ao ( < 20 min/dia )
) Exposicéo solar adequada (> 20 min/dia)

Usa protetor solar?

—~l~ —~

) Sim () Néo Frequéncia

Tabagismo

() Sim () Nao

Consumo de alcool

() Sim () Nzo

Profissédo

Habitos de dieta

() Suplementacéo alimentar ( ) Antioxidante ( ) Vitamina
() Dieta especifica

Obs.:
Dados Clinicos
IMC: Peso: Altura: Circunferéncia:
Forma clinica ()RR ()SP ()PP ()CIS ()néo definida

EDSS 2013

Atividade da doenca

( ) Remissdo ( ) Surto N° de surtos/ ano:

N° lesbes: ()Gd+ ()Gd- | Data RMN:
RMN

Local:

Tipo de RMN:
Inflamacéo/ Infeccéo ( )Sim ( )Néo Qual?

P&6s Menopausa

( )Sim ( )Néo Data Ultima menstruacao:
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ANEXO A

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL

A
.l‘. Univensidade

Estadual de Londrina
ce-uvl o ua £V PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana
Registro CONEP 268

Parecer de Aprovagdo N° 159/10
CAAE N° 0140.0.268.000-10 Londrina,30 de agosto de 2010.
FOLHA DE ROSTO N° 355660 _

PESQUISADORA: EDNA MARIA VISSOCI REICHE

Prezada Senhora:

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268)-
de acordo com as orientagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide/MS e
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“AVALIACAO DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM
ESCLEROSE MULTIPLA”

Situagdo do Projeto: APROVADO

- »

Informamos que deverd ser comunicada, por escrito, qualquer modificagdo que ocomra no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

Prof®. Dra. Alexandrina Abanecida Maciel
Coordenadora =
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL
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