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RESUMO

Introducédo: Fatores genéticos, hormonais, ambientais e alteracdes nas vias
metabdlicas e imunolbégicas desempenham um papel importante no desenvolvimento
e no curso clinico da esclerose multipla (EM). Além disso, uma associacdo entre
prolactinemia com sexo, incapacidade e formas clinicas dos pacientes com EM foi
relatada com resultados conflitantes. Objetivo: Avaliar o papel de biomarcadores
inflamatorios, metabdlicos, hormonais, de estresse oxidativo e nitrosativo (IMO&NS)
na incapacidade, progressao da doenca e formas clinicas, bem como a associa¢ao
de prolactina com formas clinicas e acumulo de incapacidade ao longo do tempo em
pacientes com EM durante 16 meses. Métodos: Foi realizado um estudo longitudinal
com a inclusao de 140 pacientes com EM, nas formas recorrente-remitente (EMRR)
e progressivas de EM (EMProg) que incluiram as formas primariamente progressiva
(EMPP) e secundariamente progressiva (EMSP) . Os dados clinicos e laboratoriais
foram obtidos na admisséo (TO) e ap6s oito (T8) e 16 meses (T16) da inclusdo no
estudo. A Escala do Estado de Incapacidade (EDSS) foi aplicada em TO, T8 e T16 e
a variacéo dos escores de EDSS entre os tempos (AEDSS) foi calculada. Valores de
AEDSS (como variavel continua ou dicotomizada como <0 ou > 0) foram usados
para avaliar a progressdao da incapacidade da doenca. Os resultados foram
expressos, também, como escores compostos ponderados por unidades z.
Resultados: No primeiro artigo, foram avaliados 140, 128 e 122 pacientes com EM
em TO, T8 e T16, respectivamente. A incapacidade em TO, T8 e T16 foi maior entre
pacientes com EMProg do que aqueles com EMRR. Destes, 47 pacientes
apresentaram acumulo de incapacidade, aumentando de 3,4 (TO) para 4,5 (T8) e
para 5,1 (T16). Idade, frequéncia de tabagismo, paratormonio (PTH) e homocisteina
foram maiores, enquanto o acido félico foi menor entre esses pacientes. A variacédo
da incapacidade (AEDSS) foi positivamente associada a hipertensédo arterial
sistémica (HAS), idade, proteina C-reativa avaliada por método ultrassensivel
(usPCR), interleucina (IL)-17 e produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP) e
negativamente associada ao acido folico e célcio. A variacdo do AEDSS de T8 a T16
foi predita pela reducéo de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] e acido félico de TO a T8,
e um aumento dos escores compostos pelas citocinas zIL-6+zIL-17-zIL-4 de TO a
T8. Além disso, 40,3% do AEDSS em T16 foi explicado pela HAS, idade, tabagismo
e 0 escore homocisteina-acido félico em T16 (positivamente), 25(0OH)D em T8
(negativamente) e zIL-6+zIL-17-IL- 4 (positivamente) em T16. PTH, IL-6 e IL-4 foram
mais elevados e 25(OH)D foi menor entre os pacientes com EMProg do que aqueles
com EMRR. No segundo artigo, avaliamos os niveis séricos de prolactina e ferritina
em 120 pacientes com EM, sendo 101 com EMRR e 19 com EMProg. Em uma
primeira analise, a prolactina foi associada a incapacidade ao longo do tempo, mas
apos a introducdo da idade e sexo na andlise estatistica, os efeitos da prolactina na
incapacidade deixaram de ser significativos. Prolactina e ferritina ndo diferiram ao
longo do tempo entre os dois grupos de estudo. Da mesma forma, apos a introdugao



de idade e sexo como variaveis confundidoras, os efeitos do diagnostico sobre os
niveis de prolactina deixaram de ser significativos (P = 0,563). A fim de avaliar o
papel da prolactina na resposta inflamatéria em pacientes com EM, avaliamos a
associacdo de prolactina com ferritina. O resultado mostrou que a prolactina estava
associada negativamente a ferritina (P < 0,001) e que o diagnéstico de RRMS e
ProgMS e o tempo (TO, T8 e T16) ndo tiveram efeitos significativos nos niveis de
ferritina (P = 0,927 e P = 0,358, respectivamente). No entanto, apds a introducao de
idade e sexo, esta associacdo entre prolactina e ferritina ndo foi mais significativa (P
= 0,599), enquanto o diagnostico (mas ndao o tempo) tornou-se significativo (P =
0,001). A ferritina foi maior nos pacientes com EMRR do que nos com EMProg
(239,5 £ 10,3 ng /mL versus 131,5 + 21,7 ng/mL) apos o ajuste para idade e sexo.
Além disso, 21,6% da variacdo da incapacidade foi predita pela idade (P < 0,001) e
sexo (P = 0,049), enquanto a prolactina ndo foi significativa. Conclusdes: Os
resultados mostraram que um conjunto de biomarcadores IMO&NS, juntamente com
HAS e idade, foi fortemente associado com mudancas na incapacidade de pacientes
com EM durante 16 meses de seguimento. A ativacdo imune e o metabolismo do
PTH e do &cido félico e homocisteina, bem como os baixos niveis de 25(0OH)D e
calcio, desempenham um papel na progressdo da EM e de suas formas clinicas.
Esses biomarcadores podem ser Uteis como possiveis biomarcadores laboratoriais
para prever a progressao da incapacidade ao longo do tempo em pacientes com
EM. Além disso, os resultados sugeriram que os efeitos da prolactina na
incapacidade de pacientes com EM relatados previamente podem ser um resultado
espurio, porque essas correlacdes refletem as associacdes positivas de idade com a
incapacidade e a associacao negativa da idade com a prolactina.

Palavras-chave: Esclerose multipla. Inflamacdo. Incapacidade. Homocisteina.
Acido félico. Vitamina D. Prolactina.
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ABSTRACT

Background: Genetic, hormonal, environmental factors and changes in immunologic
and metabolic pathways play an important role in the development and clinical
course of multiple sclerosis (MS). Moreover, an association between prolactinemia
with sex, disability and clinical forms of patients with MS has been reported with
conflicting results. Objective: To evaluate the role of inflammatory, metabolic,
oxidative and nitrosative stress (IMO&NS) biomarkers on disability, disease
progression and clinical forms, as well as the association of prolactin with clinical
forms and accumulating disability over time in MS patients during 16 months follow-
up. Methods: A longitudinal study was carried out with 140 patients with MS, with
both relapsing-remitting MS (RRMS) and progressive clinical forms of MS (ProgMS)
that included MS primary progressive (PPMS) and MS secondary progressive
(SPMS). Clinical and laboratory data were obtained at admission (T0), and eight (T8)
and 16 months (T16) later the study inclusion. The Expanded Disability Status Score
(EDSS) were applied at TO, T8 and T16 and the variation in the EDSS scores
between the times (AEDSS) was calculated. Values of AEDSS, expressed as
continuous or dichotomized variable as <0 or >0) were used to evaluate the
progression of disability. The results were also expressed as z unit weighted
composite scores. Results: The study followed-up 140, 128, and 122 MS patients at
TO, T8 and T16, respectively. The disability at TO, T8 and T16 were higher among
patients with ProgMS than those with RRMS. Of them, 47 patients showed
accumulating disability, increasing from 3.4 (TO) to 4.5 (T8) and to 5.1 (T16). Age,
frequency of smoking, parathormone (PTH) and homocysteine (Hcy) were higher
while folic acid was lower among these patients. The AEDSS were positively
associated with systemic arterial hypertension (SAH), age, high sensitivity C-reactive
protein measured with high sensitivity method (hsCRP), interleukin (IL)-17 and
advanced oxidized protein products (AOPP), whilst they were negatively associated
with folic acid and calcium. The AEDSS from T8 to T16 were predicted by decreased
25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] and folic acid from TO to T8, and an increased
cytokine composite score zIL-6+zIL-17-zIL-4 from TO to T8. Moreover, 40.3% of the
AEDSS at T16 was explained by the SAH, age, smoking and zHcy-zfolic acid at T16
(positively), 25(OH)D at T8 (negatively) and zIL-6+zIL-17-IL-4 (positively) at T16.
PTH, IL-6, and IL-4 were higher and 25(OH)D was lower among patients with
ProgMS than those with RRMS. Secondly, we evaluated prolactin and ferritin serum
levels among 120 patients with MS. Prolactin and ferritin did not differ over time
between both groups. Firstly, prolactin was associated with disability over time but
after introducing age and sex, the effects of prolactin on disability were no longer
significant. Prolactin was associated with age and sex, whereby age was positively
associated with disability. In the same way, after introducing age and sex, the effects
of diagnosis on prolactin levels were no longer significant (P=0.563). In order to
evaluate the role of prolactin in inflammatory response among MS patients, we
evaluated the association of prolactin with ferritin. The result showed that prolactin



was negatively associated with ferritin (P<0.001) and that RRMS and ProgMS
diagnosis and time (TO, T8 and T16) have no significant effects on ferritin levels
(P=0.927 and P=0.358, respectively). After introducing age and sex, this association
between prolactin and ferritin was no longer significant (P=0.599), whilst diagnosis
(but not time) became significant (P=0.001). Ferritin was higher in RRMS than in the
ProgMS (239.5 £10.3 ng/mL versus 131.5 + 21.7 ng/mL) after adjusting for age and
sex. Moreover, 21.6% of the variance in the disability was predicted by age
(P<0.001), and sex (P=0.049), while prolactin was not significant. Conclusions: The
results showed that a set of IMO&NS biomarkers, together with SAH and age, was
strongly associated with changes in the disability of MS patients during 16-month
follow-up. Immune activation and PTH and Hcy-folic acid metabolism as well as low
levels of 25(OH)D and calcium play a role in the progression of MS and its clinical
forms. These biomarkers may prove useful as possible laboratory biomarkers to
predict accumulating disability over time in MS patients. Moreover, the results
suggested that the effects of prolactin on the disability of MS patients found in the
literature may be spurious results because those correlations reflect the positive
associations of age with the disability and the negative association of age with
prolactin.

Keywords: Multiple sclerosis. Inflammation. Disability. Homocysteine. Folic acid.
Vitamin D. Prolactin.
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1 INTRODUCAO

A esclerose mdltipla (EM) € uma doenca crbnica, inflamatéria, desmielinizante e
complexa do sistema nervoso central (SNC), a qual foi descoberta primeiramente pelo cientista
Jean-Martin Charcot em 1868 (ORTIZ et al., 2013; KORIEM, 2016). Apresenta curso clinico
variavel e acomete o encéfalo, medula espinhal, nervos o6pticos, poupando as raizes dos

nervos e 0s nervos periféricos (ORTIZ et al., 2013).

11 EPIDEMIOLOGIA

Aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas no mundo vivem com EM, sendo a causa
mais comum de incapacidade neurologica em adultos jovens, acometendo principalmente
individuos na idade de 20-50 anos (KORIEM, 2016; SOSPEDRA; MARTIN, 2016).

Em cerca de 70% dos casos a doenca se inicia entre os 20 e os 40 anos de idade, com
um pico de incidéncia aos 30 anos, sendo apenas 10% dos diagndsticos realizados em
doentes com idade inferior a 20 anos (POSER; BAUER; POSER, 1982). Seus aspectos
clinicos e prevaléncia variam consideravelmente em todo o mundo, sendo maior nas regides
localizadas entre os paralelos 44 e 64 N (RIBEIRO, 2011). Frequentemente as populacdes do
norte Europeu sao as mais atingidas, o que pode ser explicado pela diminuicdo dos niveis da
vitamina D devido a baixa exposicao solar nesses paises, configurando uma hipétese para o
desenvolvimento da doenca (KORIEM, 2016). Sdo consideradas areas de alta incidéncia as
gue possuem acima de 30 casos por 100 mil habitantes, areas de prevaléncia média de 5 a 30
casos por 100 mil habitantes, e baixa prevaléncia quando o nimero de casos € menor que 5
por 100 mil habitantes (NOSEWORTHY et al., 2000; CALLEGARO, 2005; RIBEIRO, 2011).

A EM parece ser menos frequente na América do Sul em comparag¢do com paises do
hemisfério norte (NOSEWORTHY et al., 2000). No Brasil, sua taxa de prevaléncia é de
aproximadamente 15 casos por cada 100.000 habitantes. O primeiro estudo, na cidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, apresentou uma taxa de prevaléncia de 4,3 por 100.000 habitantes
(CALLLEGARO et al., 1992). Anos mais tarde, uma reavaliacdo da epidemiologia de EM
mostrou uma taxa de prevaléncia de 15,0 por 100.000 (CALLEGARO et al., 2001). Uma
terceira investigacdo de prevaléncia, realizada em Botucatu, Sdo Paulo, revelou uma taxa de
prevaléncia de 17 por 100.000 habitantes (ROCHA et al., 2002). Entre os habitantes do Estado
de Minas Gerais, a taxa de prevaléncia foi de 12,5 por 100.000 habitantes em Uberaba
(RIBEIRO, 2011) e de 18,2 por 100.000 habitantes em Belo Horizonte (LANA-PEIXOTO et al.,
2012). Em Santa Maria, Rio Grande do Sul, um estudo mostrou uma prevaléncia de 27,2 por
100.000 habitantes, a maior taxa relatada no Brasil (FINKELSZTEJN et al., 2014). Acredita-se

gue essa diferenca entre as regides brasileiras decorra em parte da diversidade genética e da
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miscigenacdo da populacdo. Estes fatores, aliados a grande extensdo territorial brasileira
justificariam a concentracdo de determinadas caracteristicas genéticas e fenotipicas em
algumas regides do pais (GRZESIUK, 2006).

Assim como em outras doencas autoimunes, a EM é universalmente mais prevalente
em mulheres do que em homens (HARBO; GOLD; TINTORE, 2013), com uma relacio
mulher/homem de cerca de 2:1 (CONFAVREUX; AIMARD; DEVIC, 1980; WEISHENKER et al.,
1989).

Estudos evidenciaram que as mulheres geralmente iniciam a doenca antes que 0s
homens; no entanto, ha uma discreta menor prevaléncia no sexo feminino da doenca
progressiva primaria assim como menor progressao da incapacidade nas mulheres do que nos
homens (BERGAMASCHI, 2007).

1.2 ETIOLOGIA

A etiologia da EM é complexa e envolve a interagéo entre diversos fatores ambientais e
genéticos (ASCHERIO; MUNGER; LUNEMANN, 2012). Os fatores ambientais mais
importantes sdo hipovitaminose D (baixa exposicéo solar), agentes infecciosos como Epstein
Barr Virus (EBV), agentes quimicos, tabaco, dieta (obesidade) (GRIGORIADIS; VAN PESCH,
2015). Entre os fatores genéticos, ha os associados a regidao gendmica do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC), também denominados genes que codificam as moléculas de
antigeno leucocitario humano (HLA) (HOHLFELD; WEKERLE, 2004; SOSPEDRA; MARTIN,
2005). O haplétipo HLA-DR2 (-DRB1*1501, -DQA1*0102, -DQB1*0602) do sistema HLA classe
Il foi associado com a EM em pacientes caucasianos (RAMAGOPALAN; DYMENT; EBERS,
2008), assim como inimeros genes ndo-HLA como os que codificam as moléculas antagonista
do receptor de interleucina (IL)-2 (IL2RA), molécula de ades&o molecular 1 (ICAM1), receptor
de IL-7 (IL7R), entre outros (BAHREINI et al., 2010). Evidéncias apontam que a EM nao é
causada pelo efeito de um Unico gene, mas pelo efeito de varios genes em que cada um deles

contribui para o risco de desenvolver a doenga (SAWCER et al., 2011).

1.2.1 Vitamina D

A associagao entre doencas autoimunes e vitamina D tem sido estabelecida nos ultimos
anos (HOLICK, 2005). Vitamina D é um hormbnio que participa do metabolismo ésseo e da
homeostase do célcio (GRANT; HOLICK, 2005). Apresenta ainda um papel na diferenciacao
celular, inibicdo do crescimento celular e modulacdo do sistema imune (BIKLE, 2011). A
predominancia do clima temperado no hemisfério norte, com longos periodos de baixa

radiacdo solar e a alta prevaléncia de hipovitaminose D constatada em estudos realizados em
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populacbes desses paises levaram a hip6tese de que essa deficiéncia possa explicar a
distribuicdo geografica da EM (HOSSEIN-NEZHAD; HOLICK, 2013; MARTINELLI et al., 2013;
FREEDMAN et al., 2012). Além disso, estudos tém sugerido que niveis séricos adequados de
vitamina D podem auxiliar na reducdo do risco de desenvolvimento da doenca (BIKLE, 2011,
MARTINELLI et al., 2013). Nosso grupo de pesquisa também demonstrou que a deficiéncia de
vitamina D esté relacionada com maior incapacidade nos pacientes com a forma recorrente-
remitente da EM (EMRR) (OLIVEIRA et al., 2017).

1.2.2 Epstein-Barr virus (EBV)

O EBV ou Herpesvirus humano tipo 4 (HHV-4) é o agente etiol6gico da mononucleose
infecciosa e estd associado a doencas malignas como o linfoma de Hodgkin, linfoma nao-
Hodgkin, linfoma de Burkitt e carcinoma de nasofaringe. Estudos epidemioldgicos e
moleculares tém estabelecido o EBV como um fator de risco para o desenvolvimento da EM e,
além disso, que a patogénese da EM deva envolver a resposta a infeccdo pelo virus (JI;
PERCHELLET; GOVERMAN, 2010; BARUKCIC; BARUKCIC, 2016).

A mononucleose infecciosa e elevados niveis de anticorpos especificos para o EBV
estdo correlacionados com o aumento do risco para desenvolver EM. Acredita-se que a
infeccdo latente pelo EBV leve a reativacdo viral no SNC, resultando em células B
transformadas pelo EBV nos espacos meningeo e perivascular, expressando proteinas virais
gue poderiam ativar células T efetoras (LOSSIUS et al., 2014).

Além disso, uma infeccéo viral crbnica pelo EBV pode ocasionar um aumento do
namero de células T de memodria virus-especificas e esse aumento pode estar acentuado na

EM (SNYDER et al., 2008).

1.3 SINTOMAS

A apresentacgdo clinica inicial da EM é variavel, estimando-se que em 50% dos casos
exista disfuncéo isolada dos feixes longos (predominio de alteracdes sensitivas), em 15%
ocorra neurite éptica isolada, em 10% ocorra disfungéo do tronco cerebral e em 25% ocorram
combinagdes dos anteriores (CONFAVREUX; COMPSTON, 2006). Os sintomas séo diversos e
dependem da area acometida do SNC. A fadiga é o sintoma mais comum e incapacitante da
EM (PENNER; CALABRESE, 2010). Depressdo, humor instavel, nistagmo, neurite Optica,
diplopia, disartria, dor, alteracdes de sensibilidade, fraqueza muscular, espasmos musculares,
incoordenacdo, disturbios na fala, retencdo urinaria, incontinéncias fecal e urinaria, constipacéo

ou diarreia sdo alguns dos sintomas apresentados pelos pacientes (KORIEM, 2016). Alguns
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pacientes podem apresentar piora transitéria dos sinais e sintomas da EM durante um banho
guente ou durante a execucdo de exercicios extenuantes, caracterizando o chamado
fendmeno de Uhthoff (SA, 2012).

1.4 FORMAS CLINICAS

De acordo com a classificagdo fenotipica da EM, a doenca pode ser classificada em
sindrome clinicamente isolada (CIS) ativa e inativa, EMRR ativa e inativa, e em doenca
progressiva. A doenga progressiva € ainda subdividida em secundariamente progressiva
(EMSP) e primariamente progressiva (EMPP). As formas progressivas podem ainda ser
classificadas em ativa e com progressao, ativa e sem progresséo, inativa mas com progressao,
e inativa e sem progressao (doenca estavel). A presenca de surtos caracteriza a atividade
clinica da doenga, enquanto que as lesdes na ressonancia nuclear magnética (RNM) com
realce pelo contraste gadolineo no T1, ou o aumento do volume ou do nimero das lesbes
hiperintensas em T2 caracterizam a atividade radiologica. Autores sugerem que a progressao
da doenca seja determinada anualmente por meio da avaliacdo do histérico de mudancas
clinicas do paciente ou por meio de mudancas em escalas de medidas objetivas (LUBLIN et
al., 2014).

A CIS é a primeira apresentacédo clinica de uma doenca que apresenta caracteristicas
desmielinizantes e inflamatérias. Em torno de 30-70% dos pacientes evoluem para EM, de
acordo com o critério da disseminac¢ado no tempo (LUBLIN et al., 2014; KORIEM, 2016).

A EMRR ocorre em cerca de 85% dos doentes, verificando-se surtos claramente, com
recuperacao completa ou parcial, sem progressdo da doenca entre surtos. Em 80 a 90% dos
casos esta forma evolui para a EM secundariamente progressiva (EMSP), na qual ocorre
progressdo da incapacidade (LUBLIN; REINGOLD, 1996; NOSEWORTHY, 1999; HAUSER,;
OKSENBERG, 2006). O surto é definido como um novo sintoma neurolégico ou um agravo de
um antigo sintoma durante um periodo superior a um dia (SELLEBJERG et al., 2011).

O intervalo de tempo entre os dois primeiros surtos e o numero de surtos parecem se
relacionar com a progressdo da incapacidade, verificando-se uma progressao mais rapida
qguando o intervalo é menor, e quando ocorre um elevado nimero de surtos durante os
primeiros dois anos de doenca (SCALFARI et al., 2010). Apdés os primeiros dois anos de
doenca, o impacto do niumero de surtos no prognéstico parece ser menor (SCALFARI et al.,
2014) e se estima que cada surto provoque um agravamento em meédia de 0,24 a 0,57 na
escala EDSS (LUBLIN; BAIER; CUTTER, 2003). Quando os sintomas surgem na EMRR,
frequentemente sado resolvidos, ficando uma pequena ou nenhuma incapacidade para o
paciente (PITTOCK; RODRIGUEZ, 2008). A interacdo entre processos inflamatérios e
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neurodegenerativos na EM resulta em episédios agudos de piora, 0s surtos, e o acumulo
progressivo de incapacidade (ORTIZ et al., 2013).

A EMPP se caracteriza por progressdo da incapacidade e discreta melhora dos
sintomas da EM (TRAPP; NAVE, 2008; DUTTA, TRAPP, 2011). De 10 a 20% dos pacientes
com EMRR progridem para EMPP, com duracédo de aproximadamente 10 anos para que esta
conversdo ocorra (LUBLIN; REINGOLD, 1996; COMPOSTON; COLES, 2008).

A EMSP é caracterizada por surtos e discreta remissdo. Aproximadamente 65% dos
pacientes com EMRR evoluem para EMSP ao longo de 19 anos da doenca (ROVARIS et al.,
2006; KORIEM, 2016).

O Painel Internacional da EM acrescentou ainda o conceito de sindrome
radiologicamente isolada (RIS), a qual ocorre quando incidentalmente se encontram sinais em
exames de imagem sugestivos de desmielinizac¢éo e inflamac&o, na auséncia de sinais clinicos
ou sintomas. Dependendo da morfologia e das lesbes detectadas na RNM, deve-se suspeitar
da evolucdo para EM (LUBLIN et al., 2014; KORIEM, 2016).

A Figura 1 ilustra a representacéo grafica das formas clinicas da (EM).

Figura 1l Representacao gréfica das formas clinicas da esclerose mdultipla
I " tempo % —"tempo~——*
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© primariamente progressiva
Q * .
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Esclerose miltipla Esclerose multipla
recorrente-remitente secundariamente progressiva

Fonte: Adaptado de sbv IMPROVER Systems Biology Verification. Disponivel em:

< https://www.sbvimprover.com/challenge-1/challenge/ms-stage >
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15 CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Os critérios diagnosticos de McDonald para EM passaram por uma revisdo realizada
por um grupo autores (THOMPSON et al.,, 2018), conforme o esquema apresentado no

Quadro 1, e foram estabelecidos os seguintes:

1.5.1 Disseminag¢&o no espaco

A presenca de uma ou mais lesdes hiperintensas em T2 da RNM, em pelo menos duas

de quatro areas do SNC: periventricular, justacortical, infratentorial ou na medula espinhal.

1.5.2 Disseminagdo no tempo

Pode ser demonstrada pela presenca simultdnea de lesGes com ou sem realce pelo
gadolineo a qualquer tempo ou por uma nova leséo hiperintensa em T2 ou com realce pelo
gadolineo em uma RNM de controle de evolugéo, com referéncia a primeira RNM (ou basal),

independentemente do tempo entre 0s exames.

1.5.3 EMPP

Para EMPP deve haver um ano de progressado da doenca (determinado prospectiva ou
retrospectivamente) mais a presenca de dois dos trés critérios seguintes: uma ou mais lesdes
hiperintensas em T2 em, pelo menos, uma area caracteristica da EM (periventricular, cortical
ou justacortical, ou infratentorial); duas ou mais lesbes em hiperintensas em T2 na medula

espinhal; ou bandas oligoclonais no liquido cefalorraquidiano (LCR) (THOMPSON et al., 2018).
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Quadro 1 Critérios de McDonald 2017 revisados para o diagnéstico de Esclerose Mdltipla

Critérios de McDonald 2017

NUmero de NUmero de lesbes com Dados adicionais necessarios
surtos evidéncia clinica objetiva para o diagnéstico de EM
=2 =2 Nenhum

1 (desde que haja evidéncias
claras de um surto anterior
>2 B Nenhum
envolvendo uma lesdo em uma

localizagdo anatbémica distinta)

Disseminag&o no espaco
demonstrada por um surto novo em
uma localizagao diferente ou pela
RNM

Disseminacé&o no tempo
demonstrada por um novo surto
1 22 ou RNM ou presenca de bandas
oligoclonais no LCR (em substituicdo

a disseminacao temporal)

Disseminagéo no espaco
demonstrada por um novo surto
envolvendo uma localizagéo
diferente ou pela RNM
e
1 1 disseminacao no tempo
demonstrada por um novo surto
ou pela RNM ou
Presenca de bandas oligoclonais no
LCR (em substituicdo a

disseminacao temporal)

Fonte: Adaptado de THOMPSON et al. (2018).

EM: esclerose miltipla; RNM: ressonancia nuclear magnética; LCR: liquido cefalorraquidiano
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1.6 INCAPACIDADE E PROGRESSAO DA DOENCA

Para avaliar o grau de incapacidade de doentes com EM, Kurtzke (1983) elaborou a
Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS), um método de quantificar as
incapacidades ocorridas durante a evolucdo da EM ao longo do tempo. A escala varia de 0 a
10 e quantifica as incapacidades em oito sistemas funcionais: piramidais, cerebelares, do
tronco cerebral, sensitivas, vesicais, intestinais, visuais e mentais (KURTZKE, 1983). Na
maioria dos estudos, 0s pacientes sdo categorizados com incapacidade leve (EDSS<3) ou
moderada/grave (EDSS=3) (KALLAUR et al., 2017). Ao longo do tempo, os pacientes com EM
podem apresentar alteracfes nos escores de incapacidade. A progressdo da incapacidade
pode ser avaliada usando diferentes estratégias, como variagdo das alteracdes do EDSS em
tempos diferentes (EDSS no tempo 2 — EDSS no tempo 1 = AEDSS). Considera-se progressao
da incapacidade quando ocorre aumento de, pelo menos um ponto completo, para pacientes
com um escore basal EDSS <6,0, e um agravamento de, pelo menos meio ponto, para
pacientes com escore basal EDSS = 6,0 (KOCH et al., 2007a). Existem ainda outras diversas
escalas utilizadas para avaliar clinicamente pacientes com EM, como o escore de gravidade da
esclerose mudltipla (Multiple Sclerosis Severity Score — MSSS) (ROXBURGH et al., 2005) e o
Neurological Rating Scale (NRS) (SIPE et al., 1984).

1.7 FISIOPATOLOGIA

Em relacdo a fisiopatologia da EM varios mecanismos lesivos estdo envolvidos, como
danos neuronal e axonal, desmielinizacdo, inflamacdo autoimune, neurodegeneracéo,
astrogliose, alteracbes metabdlicas, remielinizagdo, estresse oxidativo e excitotoxicidade
(MILLER et al., 2012a; ORTIZ et al., 2016; SOSPEDRA; MARTIN, 2016).

1.7.1 Inflamacgé&o

A inflamacao esté presente em todos os estagios da EM. No entanto, € mais intensa na
fase aguda da doenca do que na fase crbnica (POPESCU; LUCCHINETTI; 2012). O SNC é
considerado um local imunologicamente privilegiado, uma vez que o acesso de células imunes
circulantes é controlado pela barreira hematoencefalica (BHE) (RANSOHOFF; ENGELHARDT,
2012; ENGELHARDT; RANSOHOFF, 2012). Em condicdes fisiolégicas hd uma entrada minima

e restrita de células imunes no SNC por meio do plexo cordide (KIVISAKK et al., 2003).
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N&o se sabe ao certo se 0 processo que leva ao desenvolvimento da EM se inicia na
periferia ou no SNC. No modelo que se inicia na periferia, células T autorreativas, as quais sdo
ativadas nos sitios periféricos, geralmente por meio do mimetismo molecular, ativacdo de
células proximas (bystander) ou pela coexpressao de receptores das células T com diferentes
especificidades, alcancam o SNC com células B ativadas e mondcitos. Esse modelo é
consistente com o modelo da encefalomielite autoimune experimental (EAE) em animais
(OLSON et al., 2001; HARKIOLAKI et al., 2009; MUENZ et al., 2009; JI; PERCHELLET;
GOVERMAN, 2010).

Na EAE, as células T CD4+ sao reativadas no SNC pelas células apresentadoras de
antigenos, incluindo as células dendriticas CD11c*, resultando em uma resposta inflamatoria
qgue ocasiona o recrutamento de mondcitos para o SNC, bem como a ativagdo de células T
CD4* naive, o que impulsiona o processo inflamatorio (MCMAHON et al., 2005).

Eventos extrinsecos ao SNC também podem deflagrar o desenvolvimento da doenca,
com infiltracdo de linfécitos autorreativos ocorrendo como um fenémeno secundario. Porém,
ainda permanecem incertos quais seriam esses eventos extrinsecos ao SNC. A infeccao viral
do SNC tem sido apontada como um evento deflagrador dos mecanismos da resposta
inflamatéria (RANSOHOFF; ENGELHARDT, 2012; LOUVEAU et al., 2015).

A toleréncia é um estado imunoldgico caracterizado por uma resposta efetora reduzida
ou ausente, apds um contato prévio com o antigeno. Se a tolerancia imunolégica é quebrada,
por meio da reducdo da funcdo das células T regulatérias (Treg) e/ou por elevacdo da
resisténcia das células B efetoras e células T aos mecanismos supressores, as células B
autorreativas e células T direcionadas para o SNC podem ser ativadas na periferia e se
tornarem células efetoras agressivas devido ao mimetismo molecular, apresentacdo de
autoantigenos e reconhecimento de antigenos liberados na periferia e sequestrados no SNC.
Fatores genéticos e ambientais, como agentes infecciosos e componentes do tabaco
contribuem para esses eventos. Uma vez ativadas, as células T CD8", células T helper (Th)-1 e
Th1l7, células B e células da imunidade inata podem invadir o SNC, gerando inflamacéo e
leséo tecidual (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).

Na EM o processo inflamatério cronico leva a destruicdo da bainha de mielina e as
citocinas estdo intimamente envolvidas na progressdo e regulacdo da doenca. No SNC,
citocinas afetam a permeabilidade da BHE, e a ativacdo da micrdglia é responsavel pela
liberacdo de uma grande variedade de mediadores proinflamatérios (RODGERS; MILLER,
2012).

Tem sido relatado que citocinas exercem um papel importante na patogénese da EM,
onde se observam mudancas no perfil de citocinas inflamatérias (IMAMURA et al., 1993;
IMITOLA et al., 2005; KALLAUR et al.,, 2013). Estudos mostraram um aumento Sérico

significante nos niveis de interleucina (IL)-6, IL-17 e interferon (IFN)-y em pacientes com EM
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quando comparados ao grupo controle (STELMASIAK et al., 2001; BRANDAO et al., 2005).
Outro estudo relatou que concentracdes séricas de IL-18, IL-23 e IL-17 foram
significativamente maiores em pacientes com EM que nos controles saudaveis (CHEN et al.,
2012).

Biomarcadores refletem alteracdes do sistema imunolégico, tal como o perfil de
citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias que podem estar correlacionadas com a
incapacidade e progressao na EM. Nosso grupo de pesquisa avaliou 0s niveis séricos de
citocinas proinflamatoérias incluindo fator de necrose tumoral (TNF)-a e IL-1B3, IL-6 e IL 12, Thl
(IFN-y), Th17 (IL-17) e anti-inflamatorias Th2 (IL-4 e IL-10) em pacientes com EMRR e
avaliamos a associagao entre o perfil de citocinas e a progressao e atividade da doenga. Nesse
estudo foi demonstrado que os niveis séricos de IFN-y, IL-6, IL-12 e IL-4 foram maiores nos
pacientes com EMRR quando comparados aos controles. Além disso, 0s niveis séricos de IL-4
foram maiores em pacientes com EMRR com menor grau de incapacidade quando
comparados aos que apresentavam incapacidade moderada/grave (KALLAUR et al., 2013).
Esses resultados indicam que pacientes com EMRR, mesmo em fase de remisséo clinica,
apresentam um sistema complexo de citocinas inflamatoérias e anti-inflamatdrias que podem

interagir para modular a progressao e a atividade da doenca.

1.7.2 Estresse oxidativo

Evidéncias indicam que o estresse oxidativo também exerce um papel importante na
patogénese da EM. O estresse oxidativo € um estado celular em que as rea¢bes da
homeostase redox estdo alteradas e a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) excedem a sua eliminacdo. Os neurbénios do SNC séo
muito ativos durante o metabolismo oxidativo, estando constantemente expostos a niveis
moderados de EROs, as quais sdo removidas por antioxidantes, como a melatonina, vitaminas
D e E e glutationa; e por enzimas antioxidantes, como a catalase, superéxido dismutase e
glutationa peroxidase. Em doengas inflamatérias crbénicas, como a EM, as defesas
antioxidantes sdo escassas, 0 que leva ao estresse oxidativo. As EROs séo derivadas do
oxigénio e incluem o anion superoxido (O°), o peroxido de hidrogénio (H.O,) e o radical
hidroxila (OH"), enquanto que as ERNs séo derivadas do nitrogénio e incluem o éxido nitrico
(NO) e o peroxinitrito (ONOO"). O SNC é sensivel ao dano oxidativo devido a consideravel
guantidade de lipideos no tecido nervoso e ao seu intenso metabolismo mitocondrial que
ocasiona niveis intracelulares elevados de anions superéxido. Além disso, oligodendrdcitos
possuem elevados niveis de ferro e baixos niveis de enzimas antioxidantes (ORTIZ et al.,
2016). Desta forma, EROs e ERNs podem desempenhar um papel chave por contribuir com a
destruicdo da bainha de mielina (AMORINI et al., 2009).
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Baixos niveis de antioxidantes ocasionam um aumento na atividade da lipoxigenase no
SNC, estimulando a producao de leucotrienos, o0 que aumenta o processo imunoinflamatério no
cértex cerebral. A destruicdo da mielina é ocasionada pela ativacdo de células T que por sua
vez sdo ativadas na presenca de radicais livres produzidos por meio da cascata do acido
araquidénico. Apds, surgem os marcadores do estresse oxidativo associados com a atividade
reduzida da superodxido dismutase e com 0 aumento da glutationa, aumento da hidroxila e da
producdo de peréxidos, os quais agem negativamente na mielina. Ha modificacdes evidentes
na atividade mitocondrial, principalmente nas suas membranas (ORTIZ et al., 2016).

Aumento dos niveis de biomarcadores do estresse oxidativo e diminuicdo dos niveis de
substancias antioxidantes tém sido encontrados no soro e no LCR de pacientes com EM
(SAYRE; PERRY; SMITH, 2008). Estudos prévios demonstraram que produtos da peroxidagéo
lipidica, como o hidroperdxido iniciado por terc-butil avaliado por quimioluminescéncia (CL-
LOOH), estdao aumentados no plasma de pacientes com EM, e sua elevacao esta associada ao
aumento da incapacidade (NAIDOO; KNAPP, 1992; KOCH et al., 2007a; FERRETI et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, a concentragdo de isoprostano no LCR, um biomarcador
para peroxidacdo lipidica, foi trés vezes maior em pacientes com EM quando comparados a
individuos com outras doencas neuroldgicas (GRECO et al., 1999). Niveis de isoprostano
podem ser facilmente detectados em fluidos biolégicos e tecidos, sendo considerado um
marcador sensivel e especifico de peroxidacédo lipidica in vivo (GRECO; MINGHETTI; LEVI,
2000). Um outro estudo mostrou que niveis de isoprostano na urina foram seis vezes mais
elevados em pacientes com EMSP quando comparados aos controles (MILLER et al., 2012a),
sugerindo que o isoprostano pode ser usado como um marcador ndo invasivo para determinar
0 estresse oxidativo e pode estar associado com formas progressivas da doenca.

Enquanto a peroxidagéo lipidica tem sido estudada em doencas neurodegenerativas, a
oxidagao de proteinas tem recebido pouca aten¢do. Entre os varios biomarcadores disponiveis,
a proteina carbonilica é considerada um biomarcador sensivel, confiavel e um marcador geral
de oxidacéo proteica mediada por EROs (BIZZOZERO, 2009). Estudos relataram um aumento
dos niveis plasméticos de proteinas carbonilicas em pacientes com EM quando comparados a
individuos saudaveis (MILLER et al., 2012a; OLIVEIRA et al., 2012). Pela primeira vez, nosso
grupo de pesquisa demonstrou, em 2012, uma correlagdo positiva entre a incapacidade da
doenca, avaliada pelo EDSS, e niveis plasméticos de proteinas carbonilicas em pacientes com
EM (OLIVEIRA et al., 2012).

O NO, cuja sintese se realiza por acao da enzima éxido nitrico sintetase (NOS), a partir
do aminoacido L-arginina, participa de uma variedade de fungdes biolégicas como
imunorregulacdo de reacdes inflamatérias, downregulation da producdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), expressdo de moléculas MHC de classe Il nos macréfagos, inducédo da

apoptose nas células T CD4*, regulacdo da cadeia respiratdria mitocondrial, inibicdo da
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apresentacdo de antigenos e migracdo e adesao de leucécitos (ORTIZ et al., 2016). O papel
do NO na EM é complexo e também tem sido investigado; no entanto, resultados conflitantes
tém sido obtidos. Alguns estudos encontraram aumento dos niveis de metabdlitos do NO (NOx)
no plasma de pacientes com EM (YAMASHITA et al., 1997; YUCEYAR; TASKIRAN;
SAGDUYU, 2001), enquanto outros mostraram diminuicdo deste marcador (OLIVEIRA et al.,
2012). Quando NO é produzido em grande quantidade, rapidamente reage com o anion
superéxido para formar o peroxinitrito, um potente agente oxidante mais téxico que o NO,
capaz de danificar neurbnios e oligodendrdcitos, e parece ser a molécula chave do estresse
oxidativo envolvida na EM (GONSETTE, 2008). Assim, a formacdo de nitrotirosina (marcador
do dano causado pelo peroxinitrito) € frequentemente observada em doengas inflamatdrias
cronicas. Evidéncias indicam que niveis de nitrotirosina estdo elevados no plasma de pacientes
com EM quando comparado a individuos saudaveis. A concentracdo plasméatica de nitrotirosina
foi duas vezes maior em pacientes com EMSP quando comparados a pacientes com EMRR,
sugerindo uma relacdo deste biomarcador com a progressdo da doenca (MILLER et al.,
2012a).

Por outro lado, estudos relataram reducéo da capacidade antioxidante total no plasma
em pacientes com EM (BESLER; COMOGLU, 2003; OLIVEIRA et al., 2012). Em estudos
prévios OLIVEIRA et al., (2012), reportaram que pacientes com EM apresentaram diminuig&do
da capacidade antioxidante total do plasma pelo método do total radical-trapping antioxidant
parameter (TRAP). A metodologia do TRAP envolve uma acdo cumulativa de todas as
moléculas antioxidantes do plasma, incluindo vitamina E, acido Urico, vitamina C e proteinas
como a albumina. Uma diminuicdo na concentracdo do TRAP em pacientes com EM pode
ocorrer durante o curso clinico da doenca como resultado da inflamacédo crénica que é
acompanhada pelo aumento de substancias oxidantes (OLIVEIRA et al., 2012).

Sendo assim, essas evidéncias indicam um desequilibrio redox em pacientes com EM,
demonstrado tanto pelo aumento dos niveis séricos dos parametros pré-oxidantes como pela
diminuicdo das defesas antioxidantes, quando comparados com individuos saudaveis. Neste
contexto, podemos sugerir uma correlagdo entre biomarcadores do estresse oxidativo com a
progressao da incapacidade clinica apresentada pelos pacientes, o que pode fornecer
informagbes sobre progndéstico e ser essencial para um melhor entendimento da patogénese
da doenca. Um estudo desenvolvido pelo nosso grupo demonstrou uma correlacdo positiva
entre o grau de incapacidade clinica avaliada pelo EDSS e niveis plasmaticos de peroxidagao
de lipideos e de proteinas (proteinas carbonilicas) em pacientes com EM (OLIVEIRA et al.,
2012). Portanto, nossa hipdtese é a de que marcadores do estresse oxidativo (peroxidacéo
lipidica, oxidacao proteica e NOx) possam estar associados com a progressado da EM e serem

Uteis na pratica clinica.



27

A Figura 2 resume 0s principais mecanismos inflamatérios e de estresse oxidativo e

nitrosativo envolvidos no SNC em pacientes com EM.

Figura 2 Mecanismos inflamatérios e de estresse oxidativo e nitrosativo envolvidos no sistema

nervoso central (SNC) em pacientes com esclerose multipla (EM)
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Macréfagos da circulagdo periférica apresentam antigenos com epitopos semelhantes a
mielina aos linfocitos T CD4* naives (Th0) que, apds ativadas, podem se diferenciar em Th1,
Th2, Th17 e T reguladora (Treg). Os Th1 ativados ligam-se as células endoteliais por meio das
moléculas de adesao (VLA4 se liga a VCAM-1 e LFA1 se liga a ICAM-1), facilitando a entrada
destas células no SNC através da barreira hematoencefalica (BHE). No parénquima nervoso,
um novo contato ocorre entre as células T CD4* e macréfagos ou micréglia. Nesta fase de
reativagdo, a micréglia torna-se ativada e produz grande quantidade de mediadores
proinflamatérios como fator de necrose tumoral a (TNF-a), interferon a (IFN-a), IL-12,
quimiocinas, metaloproteinases de matriz (MMPs) e aumento da expressdo de moléculas de
adesdo. Ocorre aumento da expressdo das enzimas oOxido nitrico sintase induzivel (iINOS) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase responsaveis pela produgao de
oxido nitrico (NO) e anion superoxido, respectivamente. Estas duas moléculas levam a

formacao de peroxinitrito que € um potente oxidante envolvido na lesdo dos oligodendrdcitos e



28

axbnios na EM. LT CD4* ativados produzem IL-2 e IFN-y que estimulam linfécitos B na
producao de anticorpos contra a glicoproteina da mielina de oligodendrécitos (anti-MOG) e
anticorpo contra a proteina basica de mielina (anti-MBP), que fixam o complemento levando a
morte celular. Estas citocinas também estimulam linfocitos T citotéxicos (CTL) que agem
diretamente nas lesdes desmielinizantes. Os macrofagos perivasculares ativados também
produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) que reagem com
lipideos poli-insaturados causando peroxidacao lipidica e fagocitose da mielina. Todos estes

mecanismos contibuem para o processo de desmielinizagdo na EM.
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al. (2014).

1.7.3 Fatores envolvidos na patogénese da EM, incapacidade e formas clinicas

Pacientes com EM apresentam um risco relativo para doenga cardiovascular
aumentado, o qual varia conforme o comportamento da doenga (ROSHANISEFAT et al., 2014;
HUBBARD; MOTL; FERNHALL, 2018). Algumas comorbidades, como hipertensédo arterial
sistémica (HAS), obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM), alcoolismo e tabagismo podem
aumentar a probabilidade de progressdo da EM e, independentemente, interferir na qualidade
de vida (OVERS et al., 2012). As comorbidades cardiovasculares estdo vinculadas a rapida
progressao da incapacidade e ao risco aumentado para o uso de bengala nesses individuos
(MARRIE; HORWITZ, 2010; MARRIE et al., 2010).

Essas doencas estéo associadas ao aumento do declinio cognitivo e a atrofia cerebral,
uma vez que ocasionam exacerbacdo da inflamacao periférica e elevacdo de marcadores
inflamatérios, esta ultima associada ao aumento da atrofia cerebral (ENZINGER et al., 2005;
KNOPMAN, 2005). Em um estudo realizado pelo Comité Norte-Americano de Pesquisa em EM
(NARCOMS), foi observada que a presenca de uma ou mais comorbidades vasculares, no
momento do diagnéstico da doenca, estava correlacionada com um menor tempo de
incapacidade para andar numa relacdo dose-resposta. Quando comparada com doentes com
EM sem comorbidades vasculares, a presenca de uma ou mais doencas vasculares foi
associada ao uso de apoio unilateral para caminhada seis anos antes (MARRIE et al., 2011).

A prevaléncia da HAS na populagdo com EM ultrapassa 10% e aumenta com a idade.
Pode estar associada ao elevado indice de massa corporea (IMC) e ao perfil
predominantemente sedentario adotado por esses pacientes devido a incapacidade
(HUBBARD; MOTL; FERNHALL, 2018). Uma pesquisa evidenciou que o acumulo de lesGes
cerebrais esta correlacionado com a disfuncao autonémica cardiovascular (SAARI et al., 2004)
e outras relataram que o metaborreflexo e o barorreflexo carotideo estdo alterados na EM,
afetando o controle da presséao arterial (MARONGIU et al., 2015; HUANG et al., 2016).
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A angiotensina Il é a principal molécula efetora do sistema renina-angiotensina (SRA) e
sua sintese depende da enzima conversora de angiotensina (ECA), a qual é expressa tanto
nos tecidos periféricos como no SNC. No cérebro dos mamiferos, estdo presentes 0s
componentes fundamentais do SRA, como os receptores de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) e 2
(AT2R) (ZIVKOVIC et al., 2016). A angiotensina Il além de ser vasoconstritora, € um fator
proinflamatério envolvido nos aspectos autoimune e inflamatério do processo de
desmielinizacdo. Em um estudo realizado por pesquisadores no Japéo, foi observada que a
concentracdo de angiotensina Il no LCR tendeu a ter uma correlagdo negativa com a
incapacidade (EDSS) durante surtos da EM, sugerindo que niveis intratecais reduzidos de
angiotensina Il possam estar relacionados com a lesdo neural e com o0s processos de
regeneracdo na doenca (KAWAJIRI et al., 2008).

Os mecanismos pelos quais o tabagismo influencia o risco para EM ainda permanecem
obscuros. Sabe-se que é um fator de risco independente para o desenvolvimento da doenca,
com risco relativo de aproximadamente 1,5 (WINGERCHUK, 2012). Sugere-se que o
tabagismo desencadeie uma resposta imune pulmonar que, junto a susceptibilidade genética e
a exposicao a virus especificos, leve ao desenvolvimento da EM (OVERS et al., 2012). Tem
sido associado ao curso progressivo da doencga, gerando aumento da incapacidade, do volume
das lesbes e da atrofia cerebral (PITTAS et al., 2009; ZIVADINOV et al., 2009). Tem sido
relatado que o tabagismo exerce, também, efeitos epigenéticos associados a mecanismos
inflamatorios e autoimunes na EM (KUCUKALI et al., 2015).

1.7.4 AlteracGes metabdlicas associadas a incapacidade e formas clinicas da EM

A obesidade é estabelecida como um fator de risco para varias doengas autoimunes
(HARPSQ@E et al., 2014; RICHTER et al., 2017). Alguns estudos correlacionaram a obesidade
durante o periodo da adolescéncia e do inicio da idade adulta com o desenvolvimento da EM
(KAVAK 2015; HEDSTROM; OLSSON; ALFREDSSON, 2016). Ha evidéncias de que a
obesidade interage com fatores ambientais e genéticos, aumentando a susceptibilidade ao
desenvolvimento da EM. O “estado proinflamatério” da obesidade é caracterizado pelos niveis
elevados de citocinas proinflamatérias, como a IL-6 e a leptina, a indugdo da resposta
inflamatéria mediada por Th17; além disto, os baixos niveis de metabdlitos da vitamina D
circulantes em individuos obesos sdo hip6teses para a associagdo entre obesidade e EM
(GIANFRANCESCO; BARCELLOS, 2016).

Uma pesquisa desenvolvida em 2017 concluiu que o IMC apresenta uma repercussao
diferente na gravidade da EM entre homens e mulheres. Foi constatada uma correlacdo
modesta entre a obesidade e gravidade da doenca nas mulheres (RICHTER et al., 2017). Uma

explicacdo possivel para a associacao entre maior gravidade da doenca com IMC maior é a da
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“causalidade reversa”: pacientes com maior incapacidade mantém menos uma rotina alimentar
e de exercicios adequada. Além disso, utilizam mais esterdides e outras medicacdes
associadas ao ganho ponderal (BOVE et al., 2016)

Estudos discutem o efeito paradoxal da obesidade no prognéstico de doencas
infecciosas e autoimunes. Embora o IMC mais elevado durante a adolescéncia e a idade adulta
jovem tenham sido relatados como fatores de risco para EM, os dados sédo conflitantes em
relacdo a associacdo entre o IMC e a gravidade da doenga na EM. Um estudo transversal
descobriu que o IMC teve uma modesta correlacdo com a gravidade da EM e sintomas em
mulheres (RICHTER et al., 2017). Por outro lado, um grande estudo mostrou que a obesidade
estava correlacionada com pior incapacidade em mulheres, mas ndo em homens (BOVE et al.,
2016). O déficit neuroimune na esquizofrenia foi fortemente previsto por um IMC reduzido,
sugerindo que o IMC seria um fator de protecdo na faixa de IMC de 25-30 kg/m?
(KANCHANATWAN et al., 2018).

O tecido adiposo é uma importante fonte de adipocinas proinflamatérias e anti-
inflamatérias; portanto, pode ter efeitos prejudiciais e protetores, respectivamente. A relacdo
entre IMC e taxa de mortalidade resulta em uma curva em forma de J, que mostra que tanto o
IMC alto quanto o IMC muito baixo estdo associados ao aumento da mortalidade (GOYAL;
NIMMAKAYALA; ZONSZEIN, 2014). Embora o IMC seja um indicador da adiposidade corporal
total, ele ndo reflete a capacidade adiposa de mudar para um estado anti-inflamatério através
da adiponectina, uma das adipocinas que pode modular a resposta inflamatéria (CORRALES-
MEDINA et al. 2011; GOYAL; NIMMAKAYALA; ZONSZEIN, 2014).

O colesterol € um componente essencial da mielina. Os lipideos, principalmente as
lipoproteinas, estdo envolvidos na regulacdo de fun¢des neurais no SNC que estdo ligadas ao
metabolismo lipidico (WEINSTOCK-GUTTMAN et al., 2011). A dislipidemia pode potencializar
processos inflamatérios que ocorrem no endotélio vascular, induzindo a adesédo de moléculas e
o recrutamento de mondcitos (SITIA et al., 2010). Pouco se sabe sobre o efeito dos niveis de
triglicerideos e colesterol, bem como da lipoproteina de alta densidade (HDL) e da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) na progressdo da EM. H& hip6teses de que 0s processos
proinflamatérios e trombogénicos associados a dislipidemia contribuam para a progressao da
EM por diversos mecanismos que ocorrem no endotélio vascular da BHE, como o
recrutamento de leucécito, aumento da disfuncdo endotelial e do risco de hipoperfuséo
(WEINSTOCK-GUTTMAN et al., 2011). Em 2002 um estudo observou que o colesterol total
elevado estava associado ao aumento no nimero de lesBes real¢cadas pelo contraste na RNM
encefalica de pacientes com CIS em seguimento apds um primeiro evento clinico (GIUBILEI et
al.,, 2002). Foi observado também que pacientes com EM apresentavam mais
hipercolesterolemia e que a paraoxonase-1, uma enzima antioxidante associada ao HDL,
estava diminuida durante os surtos da doenca (JAMROZ-WISNIEWSKA et al., 2009).
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O aumento da incidéncia global da DM é uma preocupac¢éo crescente e o nimero de
adultos diabéticos mais que duplicou em trés décadas (DANAEI et al., 2011). Sabe-se que uma
disfuncdo autoimune estd envolvida no surgimento da DM (DE SOUZA et al., 2005), assim
como varios mecanismos autoimunes estdo implicados na fisiopatologia da EM. O impacto da
DM na incapacidade da EM pode ser de causa direta, por meio da disfun¢cdo autoimune, ou
indireta, por exemplo, com o surgimento de dor neuropatica e do acometimento visual. A
resisténcia insulinica parece também exacerbar o acometimento cognitivo da EM (WATSON;
CRAFT, 2006). Além disso, DM eleva a susceptibilidade ao estresse oxidativo, alterando a
funcdo e a estrutura dos vasos sanguineos, intensificando a resposta inflamatéria no cérebro
(JEFFERSON et al., 2007).

Processos inflamatérios cronicos, por meio da mediagdo de citocinas, ocasionam
mudancas na resisténcia insulinica. Pesquisadores brasileiros encontraram uma prevaléncia
maior de resisténcia insulinica em pacientes com EM quando comparados com individuos
sadios. Além disso, os pacientes com EM apresentaram 2,48 vezes mais chance de
desenvolver resisténcia insulinica (OLIVEIRA et al., 2014).

A sindrome metabdlica (SM) é uma condigcdo complexa caracterizada por um conjunto
de fatores de risco cardiovascular usualmente relacionados a deposicéo central de gordura e a
resisténcia a insulina. Representa a combinacdo de pelo menos trés componentes dos
seguintes: obesidade abdominal por meio de circunferéncia abdominal em homens = 90 cm e
em mulheres = 80 cm, triglicerideos = 150 mg/dL, HDL colesterol em homens < 40 mg/dL e em
mulheres < 50 mg/dL, pressao arterial sistélica =2 130 mmHg ou diastdlica = 85 mmHg e
glicemia de jejum = 100 mg/dL (ALBERTI et al., 2009). Um estudo prévio constatou que nos
individuos com doencgas autoimunes como artrite reumatéide e lipus eritematoso sistémico, a
prevaléncia da SM é maior do que a média nacional (VERSINI et al., 2014). Uma pesquisa
israelense encontrou que 30% de 130 pacientes com EM com incapacidade apresentavam SM
(PINHAS-HAMIEL et al., 2015). No entanto, em pacientes com EM os dados sobre SM ainda
sao limitados (WENS et al., 2013).

O folato, éacido fdélico ou vitamina B9 apresenta papel fundamental no SNC,
principalmente na conversdo da homocisteina (Hcy) em metionina por meio da metionina
sintase. A Hcy é um aminoacido ndo essencial sulfurado, sendo considerada um marcador
inflamatério capaz de induzir a ruptura da BHE (KAMATH et al., 2006; MOGHADDASI et al.,
2013). Niveis elevados de homocisteina estdo associados ao desenvolvimento de varias
doencas neurodegenerativas, como a EM e a doenca de Alzheimer (TEUNISSEN et al., 2008;
OLIVEIRA et al.,, 2018). Acredita-se que 0s niveis plasmaticos elevados de homocisteina
contribuam para a progressado da EM pelo aumento da producao das EROs (FARACI; LENTZ,
2004), da excitotoxicidade pela estimulacdo dos receptores N-metil-D-metil-aspartato (NMDA),

lesdo do DNA de neurdnios e estimulo a apoptose (HO et al., 2002).
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1.7.5 Altera¢Oes hormonais associadas a incapacidade e formas clinicas da EM

A assimetria da ocorréncia de doencas autoimunes entre 0S Sexos representa um
grande desafio para a ciéncia. Os sistemas imunoldgico e neuroenddcrino estdo intimamente
conectados e os hormbnios sexuais como estrdgenos, progesterona, prolactina e testosterona,
parecem ter um papel crucial nesse aspecto da autoimunidade (BORBA; ZANDMAN-
GODDARD; SHOENFELD, 2018). Condicdes fisiologicas relacionadas com alteraces
hormonais na mulher, tais como puberdade, gestacdo, puerpério e menopausa também
exercem significativa influéncia na prevaléncia e na evolugdo da EM (YSRRAELIT;
CORREALE, 2019).

A prolactina € um hormonio peptideo de 23 kDa secretado pela glandula hipéfise sob
controle do hipotalamo, mas também pode ser produzido em locais extra-pituitarios, como
ovario, decidua, prostata, glandula mamaria, tecido adiposo, cérebro e células imunes,
principalmente linfécitos (WALTON; CRONIN, 1990; HEESEN et al.,, 2002; MAJUMDAR,;
MANGAL, 2013; CORREALE; FAREZ; YSRRAELIT, 2014). No entanto, a prolactina
extrapituitaria tem peso molecular e atividade biolégica diferentes (SINHA, 1995). O receptor
de prolactina (PRLR) pertence a super familia do horménio do crescimento (GH) e citocinas,
gue inclui receptores para GH, leptina, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, eritropoietina e fator de
inibicdo da leucemia (SAVINO, 2017). O controle hipotalamico da secrecdo de prolactina é
diferente de outros horménios hipofisarios anteriores, sendo predominantemente inibitério, por
meio da dopamina dos neurbnios dopaminérgicos tuberoinfundibulares. Além disso, a
prolactina ndo possui um tecido alvo enddcrino e, portanto, ndo possui 0 caminho de
retrocontrole classico para regular sua secre¢do. Em vez disso, € regulada por um retrocontrole
de alca curta, em que a prolactina em si atua no cérebro para estimular a producdo de
dopamina e, assim, inibir sua propria secrecao (GRATTAN, 2015). Sua secrecao € estimulada
por citocinas como a IL-1, IL-2, e IL-6, e inibida pela endotelina-3 e o IFN-y (DEVI; HALPERIN,
2014).

A hiperprolactinemia é definida como niveis de prolactina acima de 20 ng/mL em
homens e 25 ng/mL em mulheres (MAJUMDAR; MANGAL, 2013) com uma taxa esperada de
até 3% entre a populagédo saudavel. Os niveis aumentam fisiologicamente durante a lactacao,
mas também como resultado de varias doencgas, incluindo prolactinoma, hipotireoidismo e
insuficiéncia adrenal e tem sido associada a multiplas doencas autoimunes (BUSKILA;
SUKENIK; SHOENFELD, 1991; SAVINO, 2017).

A ligacdo entre a autoimunidade e a prolactina parece ter uma origem genética, uma
vez que os genes prolactina (PRL) e receptor da prolactina (PRLR) se localizam no bracgo curto

do cromossomo 6, préximo a regido MHC classe Il, especificamente do locus HLA-DRB1,
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conhecido, também, por sua associagdo com doencas autoimunes (MELLAI et al., 2003;
VIATTE et al., 2016). A prolactina atua nas respostas imunes inata e adaptativa, participando
da maturacdo de timécitos CD4- CD8 em células T CD4* CD8", por meio da expressao do
receptor de IL-2 (VERA-LASTRA; JARA; ESPINOZA, 2002). A hiperprolactinemia afeta a
delecdo clonal das células B, muda a producdo de citocinas Thl e Th2, ocasionando a
secrecao de IL-6, IFN-y, aumenta ainda a producdo de imunoglobulinas (TOMIO et al., 2008).

Alguns estudos correlacionaram a hiperprolactinemia positivamente com o inicio da EM,
com os surtos e o numero de células secretoras do anticorpo contra a glicoproteina da mielina
dos oligodendrécitos (anti-MOG) (COSTANZA et al., 2015; COSTANZA; PEDOTTI, 2016). Em
um estudo realizado na Turquia, foi constatado que os grupos de pacientes com EM, CIS e
neuromielite 6ptica (NMO) apresentavam niveis séricos de prolactina maiores do que o
individuos saudéaveis. Além disso, nos grupos de pacientes com EM e NMO, os niveis eram
maiores durante o periodo de surto do que na remissdo, e naqueles que apresentaram
episodios de mielite (TURKOGLU et al., 2016).

Além dos niveis séricos deficientes de vitamina D, outros parametros laboratoriais do
metabolismo de célcio-fésforo, como a concentracdo sérica do paratorménio (PTH), tém sido
descritos em pacientes com EM. Em um estudo realizado na Polbnia, pesquisadores
observaram niveis séricos mais elevados de PTH em homens em estagio avancado da EM do
gue em mulheres e o aumento da concentracdo do PTH ocorreu, também, com o aumento do
namero de surtos (KUBICKA-BACZYK, et al., 2015). No entanto, outro estudo revelou niveis
diminuidos de PTH e da relacdo sérica de 1,25(0OH)D/25(0OH)D e aumentados de fator de
crescimento de fibroblastos 23 (FGF23) em pacientes com EMRR comparados aos controles,
revelando um desequilibrio do eixo PTH-FGF23-vitamina D na EMRR, que seria consistente
com a hipétese do estudo de que na EMRR existe supressao das glandulas paratireoides por

concentracdes plasmaticas inapropriadamente altas de FGF23 intacto (STEIN et al., 2018).
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1.8 TRATAMENTO

O tratamento da EM pode ser dividido em trés categorias: sintomatico, da fase aguda e

modificador da doenca.

1.8.1 Sintomatico

O tratamento sintomético é composto de medica¢gbes que melhoram a qualidade de
vida dos pacientes. Sdo medicamentos utilizados principalmente para fadiga, depresséo,

espasticidade, tremor, disfungdes sexual, urinéria e intestinal (MARQUES, 2018).

1.8.2 Fase aguda

Durante os surtos, a fase aguda da doenca, os glicocorticéides continuam sendo os
farmacos mais usados no tratamento da EM, principalmente altas doses de metilprednisolona
intravenosa por 3 a 5 dias (MOREIRA et al, 2002; MARQUES, 2018). Porém,
aproximadamente 50% dos pacientes ndo se recuperam satisfatoriamente apds surtos graves
com o uso de glicocorticéides (NOSEWORTHY; CONFAVREUX; COMPSTON, 2006).

A plasmaférese pode ser usada para o tratamento de pacientes com EM em surtos
graves que apresentaram resposta insatisfatoria ao uso de glicocorticéides ou também quando
aplicacdes repetidas de altas doses de glicocorticéides ndo resultam em uma recuperacao
significativa para os doentes. No entanto, apesar de um grupo de pacientes responder a
plasmaférese, esse tratamento parece ndo ser apropriado para todos os pacientes com EM,
nao sendo indicado de rotina para os surtos da EM (KEEGAN et al., 2005).

Uma metandlise evidenciou que a imunoglobulina intravenosa € efetiva na prevencgéo
de surtos de pacientes com EM recorrente (GRAY; MCDONNELL; FORBES, 2003).

1.8.3 Modificador da doenca

Os interferons (IFNs) sdo proteinas que participam naturalmente da resposta imune e
tém as funcBes de atrair, modificar e dirigir as células do sistema imune para suas acbes
(PLOSKER, 2011). Na EM séo usados dois tipos de IFN-B, “a” e “b”, os quais sdo produzidos
por recombinacéo genética a partir do gene humano, diferindo pela forma de producao, sendo

o tipo “a” em ovario de hamster e o tipo “b“em cultura de Escherichia coli (MARQUES et al.,
2018).
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O acetato de glatiramer é um polipeptideo sintético com uma formac¢éo randomizada de
guatro aminoacidos. Seu mecanismo de acdo é o desvio da reacdo autoimune contra a
proteina de mielina bésica, cujo fragmento 83-99 é mimetizado pelo polipeptideo sintético.
Além disso, parece induzir a tolerancia e desvio da resposta imune para perfil Th2 (JOHNSON
et al., 1995).

A EM foi a primeira doenga neurolégica a receber aprovagéo para tratamento com um
anticorpo monoclonal, cuja eficacia foi comprovada pela redugéo da taxa de surtos, do nimero
de novas lesdes, da incapacidade e do grau de atrofia cerebral. Entre os anticorpos
monoclonais, h4 o natalizumabe e o alentuzumabe, ambos aprovados para uso na doenga. O
rituximabe, indicado oficialmente para tratamento de linfoma de células B, tem sido utilizado de
forma off-label na EM (MARQUES et al., 2018).

O natalizumabe é um antagonista da integrina a4 (subunidades B1 e (7), molécula
expressa na superficie dos leucécitos, apresentando um papel essencial na migragdo dessas
células para o SNC através da barreira hematoencefalica. Quando se liga a integrina a4, o
natalizumabe impede sua interagdo com a molécula de adesdo celular vascular (VCAM-1),
impossibilitando a adesao e a migracao de leucdcitos ativados ao SNC (KAPPOS et al., 2007;
COYLE et al., 2009). E indicado no tratamento de pacientes com EMRR com intensa atividade
da doenca (MARQUES et al., 2018).

O alentuzumabe é um anticorpo monoclonal humanizado, contra a molécula CD52,
expresso na superficie de linfocitos T e B maduros, cuja funcdo ainda ndo foi bem
estabelecida. O bloqueio dessa molécula leva a eliminacdo rapida e prolongada de linfocitos
maduros (COLES, 2013; FREEDMAN; KAPLAN; MARKOVIC-PLESE, 2013; GARNOCK-
JONES, 2014). Mostrou eficacia na reducao da atividade da doenca em pacientes com EMRR
sem histéria de tratamento prévio e naqueles com falha terapéutica ao IFN-3 e ao acetato de
glatiramer (COLES et al., 2012).

O desenvolvimento de novos tratamentos para a EM resultaram no langcamento de
novos farmacos, inclusive por via oral. Dentre eles, destacam-se o fingolimode, a teriflunomida
e o fumarato de dimetila (MARQUES et al., 2018).

O fingolimode foi aprovado como primeira linha de tratamento para pacientes com
EMRR e é um pro-farmaco fosforilado in vivo pela enzima esfingosina quinase-2 a um
composto biologicamente ativo, o fingolimode-fosfato. A forma fosforilada € um anélogo
estrutural da esfingosina-1-fosfato (S1P), a qual atua como lipidio sinalizador agonista em pelo
menos quatro dos cinco receptores S1P (S1P1, S1P3, S1P4 e S1P5) acoplados a proteina G
em multiplos processos biolégicos no organismo, incluindo a neuroinflamacéo e a migracdo de
linfécitos dos tecidos linféides para a circulacao sistémica (KIM et al., 2015).

A teriflunomida é um inibidor ndo competitivo e reversivel da enzima mitocondrial

desidrogenase di-hidro-orotato (DHODH). O pool celular do nucleotideo pirimidina é derivado
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de uma via de salvamento independente da DHODH, ou, em situacBes em que € necessaria
uma grande proliferagcéo celular, de uma via de sintese “de novo”, dependente dessa enzima.
Ela age apenas em células como os linfécitos em grande proliferacdo, e ndo em células em
repouso ou em expansao homeostatica, atuando, portanto, apenas em situacdes em que a
funcdo celular esteja hiper-reativa, sem impedir o metabolismo homeostatico basico. Inibe a
atividade da proteina tirosina-quinase, reduzindo a proliferacdo de células T, a ativacdo e a
producao de citocinas, em especial IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 (O’'CONNOR et al., 2006;
WARNKE et al., 2009; CLAUSSEN; KORN, 2012; MILLER et al., 2012b). Interfere na interacdo
entre os linfécitos T e as células apresentadoras de antigenos, bloqueia o TNF-a, induz a
ativagao do fator nuclear k B (NF-kB) e inibe moléculas de adesé&o celular e metaloproteinases
(FRAGOSO; BROOKS, 2015).

O fumarato de dimetila apresenta atividade anti-inflamatéria, tanto por sua acgéo
linfocitaria quanto pela agdo sobre a migragdo celular. Ocorre reducdo nos leucécitos
circulantes e inversao da resposta de Thl para Th2, por meio da elevacédo das IL-4, IL-5 e IL-
10, assim como reducdo na regulacdo das moléculas-1 de adesao intracelular, vascular e
selectina-E, dificultando a passagem de linfocitos T ativados pela barreira hematoencefalica.
Além disso, o fumarato de dimetila ativa a via de transcricdo Nrf2, sinalizando que esse
medicamento tem acgdo sobre 0 estresse oxidativo, exercendo dessa forma, um efeito
neuroprotetor (BURNESS; DEEKS, 2014; BOMPREZZI, 2015; SHEREMATA; BROWN;
RAMMOHAN, 2015).

O transplante autélogo de células-tronco hematopoiéticas é uma imunointervencao com
0 objetivo de reduzir a atividade do sistema imunolégico por meio da imunossupressao e
resgate do sistema com repopulacdo da medula através da infusdo das células-tronco. Alguns
estudos demonstraram que de 500 pacientes com EM submetidos ao transplante, 46%
encontram-se sem progressao clinica da doenga quando avaliadas a presenca de surtos e a
escala EDSS, depois de cinco anos de seguimento, havendo uma taxa de sobrevida de 92%
nesse grupo (SNOWDEN et al., 2012).

Recentemente, o ocrelizumab, um anticorpo monoclonal anti-CD20 foi aprovado tanto
para o tratamento da EMRR quanto da EMPP (FRAU et al., 2018; MARQUES et al., 2018).

A Figura 3 ilustra a linha do tempo do desenvolvimento de medicamentos utilizados no

tratamento da EM.
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Figura 3 Linha do tempo do desenvolvimento de medicamentos utilizados no
tratamento da EM. Importantes marcos do desenvolvimento sdo mostrados nos
guadros de cor cinza e drogas aprovadas pelo Food and Drug Administration (Estados
Unidos) ou Agéncia Europeia de Medicina para o tratamento de EM secundaria progressiva

sdo mostradas nos quadros de cor rosa.
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Fonte: Adaptado de Tintore; Vidal-Jordana; Sastre-Garriga (2019)
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2 JUSTIFICATIVA

A EM se caracteriza pela grande heterogeneidade quanto ao quadro clinico, indices de
progressao da incapacidade, formas clinicas e respostas as terapias classicas recomendadas
para o tratamento destes pacientes. Esta heterogeneidade é forte evidéncia de que existem
varios mecanismos lesivos envolvidos na sua fisiopatologia, como os mediados pela
desregulacdo da resposta imunoldgica inata e adaptativa, mecanismos do estresse oxidativo e
nitrosativo e alteragdes de importantes vias metabdlicas e hormonais, como a dos carboidratos,
homocisteina, acido félico, PTH, calcio, vitamina D e obesidade.

Diante desta heterogeneidade de mecanismos envolvidos, os dados clinicos e os
obtidos por exames de imagem, como a RNM, podem ser insuficientes para um diagnéstico e
avaliagcdo do progndstico mais precocemente e com maior sensibilidade e especificidade.
Diante disto, a busca por biomarcadores em EM tem sido um campo muito ativo de pesquisa,
relevante para contribuir para o diagnéstico, avaliacdo do prognostico e melhorar o novo
paradigma da medicina personalizada (AUFFRAY; CHARRON; HOOD, 2010; HOOD; FRIEND,
2011).

A identificacdo de um biomarcador preditivo de progressdo da EM, particularmente
guando medido no inicio do processo da doenca, pode ter um impacto enorme na tomada de
decisédo dos médicos que tratam pacientes com EM (GOURRAUD et al., 2012). No entanto, a
maioria dos estudos com biomarcadores nao foi validada e, portanto, ndo sdo clinicamente
Gteis no momento. Além disso, estudos que avaliam as vias da inflamacéo, metabdlicas e do
estresse oxidativo durante o acompanhamento clinico, laboratorial e de tratamento de
pacientes com EM em diferentes formas clinicas sdo escassos e alguns resultados sao
conflitantes.

N&o ha até o presente momento estudos que tenham avaliado o comportamento destes

biomarcadores durante o seguimento clinico de pacientes com EM.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os marcadores inflamatorios, metabodlicos, hormonais e de estresse oxidativo e

nitrosativo (IMO&NS) em pacientes com EM por um periodo de 16 meses.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os niveis plasmaticos de marcadores hormonais e IMO&NS em pacientes
com EM durante 16 meses de acompanhamento ambulatorial;

- Avaliar se h& associacao entre os marcadores hormonais e IMO&NS em pacientes
com EM e a incapacidade, progressdo da incapacidade e formas clinicas da doenca, durante
16 meses de acompanhamento ambulatorial,

- ldentificar marcadores hormonais e IMO&NS que possam ser utilizados como

preditores da incapacidade, progresséo da incapacidade e formas clinicas da doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo

Seres Humanos da Universidade de Londrina, Paran4, Brasil (CAAE: 22290913.9.0000.5231) e

todos os individuos convidados foram informados detalhadamente sobre a pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, Apéncide 2).

O estudo também foi aprovado pela Novartis Biosciences S.A., quando foi proposto

como um Estudo de Iniciativa do Investigador, recebendo o regisro CFTY720DBRO7T.

4.2 DELINEAMENTO

O estudo apresenta um desenho observacional, longitudinal e prospectivo. Os
pacientes foram diagnosticados com EM de acordo com os critérios de McDonald (POLMAN et
al.,, 2011). A incapacidade dos pacientes foi avaliada usando a escala EDSS de acordo com
Kurtzke (1983). Os pacientes com EM incluidos no estudo foram acompanhados por um

periodo de 16 meses (Figura 3).

Figura 3 Delineamento do estudo proposto para avaliar marcadores do estresse
oxidativo e inflamatérios em pacientes com esclerose multipla (EM) em um periodo de 16
meses, sendo no momento de inclusdo no estudo ou baseline (T0), apdés 8 meses (T8) e apds

16 meses (T16) de seguimento ambulatorial

8 meses 8 meses
. ]
TO T8 T16
12 avaliacao 22 avaliacéo 32 avaliagédo
clinica e clinica e clinica e
laboratorial laboratorial dos laboratorial dos
dos pacientes pacientes pacientes

TO: tempo de inclusédo dos pacientes no estudo; T8: ap0s 8 meses da inclusao no estudo; T16: apds 16

meses da inclusao no estudo
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4.3 PARTICIPANTES DO ESTUDO

Foi realizado um estudo prospectivo com delineamento de metodologia observacional
em 140 pacientes elegiveis com EM recrutados no Ambulatério de Especialidades do Hospital
Universitario (AEHU) de Londrina, PR, no periodo de dezembro de 2014 a marco de 2017.
Foram incluidos individuos adultos, ambos os sexos e com diagndstico de EM de acordo com
os Critérios McDonald (POLMAN et al., 2011). Os pacientes com EM foram classificados como
EMRR, EMPP e EMSP (LUBLIN et al., 2014) e foram avaliados no momento da inclusdo ou
baseline (T0), ap6s oito meses de seguimento (T8) e apdés 16 meses de seguimento (T16).
Todos os pacientes com EM estavam na fase de remissao clinica, definida como o periodo de
recuperacao sem episodios de recaida nos ultimos trés meses antes do momento da incluséo
no estudo. Os pacientes ndo estavam em uso de corticéides. Todos foram tratados de acordo
com as diretrizes para o tratamento da EM (MARQUES, 2018) e o uso de terapias para EM

foram registrados em cada avaliac¢éo clinica.

4.4  CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo foram pacientes com EM e com diagnéstico de outras
doencas autoimunes, inclusive NMO, infecciosas, outras comorbidades, gestacdo; pacientes
gue estivessem em uso de qualquer suplemento vitaminico e/ou antioxidante que alterassem

os biomarcadores laboratoriais avaliados.

4.5 DADOS DEMOGRAFICOS, EPIDEMIOLOGICOS, ANTROPOMETRICOS E CLINICOS

Na visita TO (baseline), os dados demograficos, epidemioldgicos, antropométricos e
clinicos foram coletados por questionario padrdo (Apéndice 1). A etnia foi classificada de
acordo com a autopercepc¢édo do individuo da cor da pele como caucasiano e ndo-caucasiano
(BRASIL, 2011). O indice de massa corporal (IMC) expresso em Kg/m?, e circunferéncia
abdominal (expressa em cm) também foram registrados; pressdo arterial sistolica (PAS) e
pressdo arterial diastélica (PAD) foram registradas e a média foi usada na analise como
descrita em estudo prévio (OLIVEIRA et al., 2018).

A incapacidade foi avaliada em cada avaliacao clinica (TO, T8 e T16) com a aplicacdo
da Escala Expandida de Estado de Incapacidade (EDSS), segundo Kurtzke (1983). A
progressao da incapacidade foi determinada utilizando a alteracdo na incapacidade ao longo
do tempo, denominado AEDSS, obtido com os calculos do EDSS T8 - EDSS TO, EDSST16 -
EDSST8, bem como EDSST16 - EDSS T0. Os valores de AEDSS foram expressos como
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varidveis de escala ou dicotomizados como <0 (sem progressdo da incapacidade) ou > 0 (com
progressdo da incapacidade). O periodo de oito meses entre as avaliacdes foi considerado
adequado para que as variacbes nos biomarcadores laboratoriais e pardmetros clinicos

avaliados pudessem ser observados e mensurados.

46  AVALIACAO LABORATORIAL

4.6.1 Obtencdo de amostra

Amostras de sangue venoso foram coletadas apos jejum de 12 horas, com acido
etilenodiamionotetracético (EDTA) como anticoagulante e sem anticoagulante no inicio do
estudo (TO) e durante o seguimento (T8 e T16). As amostras foram consecutivamente e
anonimamente codificadas e centrifugadas a 2.500 rpm por 15 min. As aliquotas de plasma e

soro foram armazenadas a -80 °C até serem analisadas.

46.2 Biomarcadores inflamatorios

A proteina C reativa (PCR) foi determinada com ensaio de alta sensibilidade
utilizando turbidimetria (Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, EUA) e a ferritina
foi determinada com ensaio de quimioluminescéncia por microparticulas (CMIA) (Architect
i2000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL , EUA). Os procedimentos técnicos e valores de
referéncia foram os recomendados pelos fabricantes dos reagentes. Os niveis plasmaticos das
citocinas IL-2, IL-6, IL-17, IFN-y, IL-4 e IL-10 foram determinados pelo método
imunofluorimétrico com imunoensaio de multiplex de microesferas (Novex Life Technologies,
Frederick, EUA) para a plataforma Luminex, instrumento MAGPIX® (Luminex Corp., TX, USA).
Os protocolos e os valores de referéncia foram seguidos de acordo com as instru¢cdes dos

fabricantes.

46.3 Biomarcadores metabdlicos/hormonais

Os biomarcadores metabolicos foram avaliados pela dosagem de glicose, colesterol
total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triglicerideos e calcio, utilizando um autoanalisador
biogquimico (Dimension Dade AR Dade Behring, 1998). Deerfield, IL, EUA). Os niveis séricos
de Hcy, PTH, &cido fdlico, insulina, prolactina e 25-hidroxivitamina D [25 (OH) D] foram
determinados por meio de CMIA (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, EUA). Os
protocolos e os valores de referéncia foram seguidos de acordo com as instrucdes dos

fabricantes
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4.6.4 Biomarcadores do estresse oxidativo/nitrosativo

Os biomarcadores do estresse oxidativo e nitrosativo avaliados foram o0s niveis
plasméticos de hidroperodxidos lipidicos determinados por quimioluminescéncia iniciada por t-
butil hidroperéxido (CL-LOOH), como descrito (GONZALEZ-FLECHA; LLESUY; BOVERIS,
1991). Os resultados foram expressos em contagem por minuto (c.p.m.). A oxidacao protéica
foi avaliada pelos biomarcadores AOPP e proteinas carbonilicas, como descritos anteriormente
(WITKO-SARSAT et al., 1998; REZNIK; PACKER, 1994, respectivamente). O contelido
carbonilico nas proteinas foi determinado no plasma por espectrofotometria baseado na reagéo
da 2,4 dinitrofenilhidrazina com o grupo carbonila, formando a 2,4dinitrofenilhidrazona e os
resultados foram expressos em nmol mL-1 mg-1 proteinas totais (REZNICK; PACKER, 1994).
A concentracdo de 6xido nitrico (NO) foi estimada pela mensuracdo dos metabdlitos do NO
(NOx) como nitritos (NO2°) e nitratos (NO3"), utilizando-se esferas de cadmio para a reducao
de nitrato a nitrito o qual é quantificado ao formar um complexo colorido com reagente de
Griess. Os resultados foram expressos em uM (NAVARRO-GONZALVEZ; GARCIA-BENAYAS;
ARENAS, 1998; PANIS et al., 2011).

A capacidade antioxidante total do plasma foi determinada pelo método de Total
Radical Trapping Antioxidant Parameter (TRAP), como descrito previamente (REPETTO et al.,
1996). Brevemente, esta técnica quantifica antioxidantes hidro e lipossollveis presentes no
plasma, por meio de quimioluminescéncia. Baseia-se neutralizacdo de radicais livres gerados
pela adicdo de um azoiniciador pelos antioxidantes presentes no plasma a ser testado, periodo
no qual a oxidagcdo é inibida e comparada ao do Trolox® (New Jersey, EUA) andalogo
hidrossolivel da vitamina E, usado como antioxidante de referéncia e quantitativamente
relacionado a capacidade antioxidante total do plasma. Os niveis séricos de acido urico (AU)
foram determinados por autoanalisador bioquimico (Dimension Dade AR Dade Behring,
Deerfild, IL) e foram usados para corrigir os valores de TRAP. Os valores de TRAP foram
expressos em pPM Trolox/AU (VENTURINI et al., 2012). O grupamento sulfidrila (SH) das
proteinas foi determinado no plasma por espectrofotometria (HU, 1994) e os resultados foram

expressos em pM.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas foram expressas como média e + desvio padrao (x DP) e as
varidveis categdricas foram expressas em nimero absoluto (n) e porcentagem (%). Utilizamos
a andlise de variancia (ANOVA) para avaliar as diferencas intergrupos nas variaveis de escala
e a analise das tabelas de contingéncia (teste X?) para verificar as associa¢des entre as
variaveis ordinais. Empregamos a analise multivariada de modelo linear geral (GLM) para
avaliar os efeitos de grupos (grupos EDSS ou EMRR versus EMSP + EMPP) como variaveis
exploratérias primarias sobre dados de biomarcadores enquanto controlamos variaveis
externas (idade, sexo, IMC). Consequentemente, foram realizados testes para efeitos entre
sujeitos para examinar os efeitos de varidveis exploratdrias significativas sobre as variaveis
dependentes. Foram utilizadas andlises de Modelo Misto Linear (LMM) para examinar as
associacdes entre mudangas no escore EDSS (de TO a T8 a T16, medidas repetidas) e os
biomarcadores, ajustando-se as variaveis externas relevantes (para isso, inserimos idade,
sexo, formas clinicas de EM, tratamentos para EM, IMC, tabagismo e HAS na andlise).

A andlise de regressdo mudltipla foi usada para examinar as associacfes entre T16
EDSS (variavel dependente) e biomarcadores selecionados em TO e T8 ou em T8 e T16,
enquanto ajustada para variaveis relevantes estranhas ou confundidoras (para este fim
entramos idade, sexo, MS clinico formas, tratamento da EM, IMC, tabagismo e HAS na
analise). Empregamos a andlise de regressao logistica binaria para definir os biomarcadores
mais significativos que preveem EMSP + EMPP versus outros tipos de EM, ajustando os
fatores de confusdo relevantes (incluindo as varidveis estranhas listadas acima e a etnia
autodeclarada, o DM e a duracéo da doenca). Os resultados foram transformados em escores
z para comparar escores que sdo de diferentes distribuicbes, unidades ou escalas normais.
Pontuacdes compostas ponderadas por unidade z foram computadas incluindo transformacéao
z de célcio (zCa?*) + z25(0OH)D (zCa?* + z25(0OH)D) refletindo uma desordem combinada em
calcio e vitD; zIL-6 + zIL-17 - zIL-4 (zIL-6 + zIL-17-zIL-4), o que reflete a relacdo entre as
respostas inflamatéria e anti-inflamatéria, e zHcy — zacido folico refletindo um indice integrado
de toxicidade a homocisteina e menor protecao pelo acido félico. Andlises de regresséo foram
verificadas quanto & multicolinearidade. Todas as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o Programa IBM SPSS Windows versao 24. Os testes foram bicaudais, e um nivel

alfa de 0,05 indicou um efeito estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados em forma de dois artigos cientificos originais, a

serem submetidos em periédicos internacionais na area de Neurologia Clinica.

5.1 Artigo 1- Inflammatory and metabolic biomarkers are associated with the clinical forms
and disability over time in patients with multiple sclerosis: a follow-up study, a ser submetido ao

Molecular Neurobology, com indice de impacto de 5.076

5.2 Artigo 2- Prolactin is not associated with disability and clinical forms in patients with

multiple sclerosis, submetido ao Neuromolecular Medicine, com indice de impacto de 2,950.
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Artigo 1
Inflammatory, hormonal and metabolic biomarkers are associated with the clinical forms

and disability over time in patients with multiple sclerosis: a follow-up study
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Abstract

Background: Genetic, environmental factors and changes in immunologic and metabolic
pathways play a role in the development and clinical course of multiple sclerosis (MS).
Objective: To evaluate the role of inflammatory, hormonal, metabolic, oxidative and nitrosative
stress (IMO&NS) biomarkers on disability, disease progression and clinical forms in MS
patients during 16 months follow-up.

Methods: Clinical and laboratory data were obtained from 119 patients with relapsing-remitting
MS (RRMS) and 21 with progressive MS (ProgMS) at admission (T0), and eight (T8) and 16
months (T16) later. The Expanded Disability Status Score (EDSS) was applied at TO, T8 and
T16 and the progress in the EDSS score (AEDSS) was calculated. Values of AEDSS, expressed
as continuous or dichotomized variable (as <0 or >0) were used to evaluate the progression of
disability.

Results: The study included 140, 128, and 122 MS patients at TO, T8 and T16, respectively. Of
them, 47 patients showed accumulating disability, increasing from 3.4 (T0) to 4.5 (T8)and to 5.1
(T16). AEDSS scores from TO to T16 were positively associated with systemic arterial
hypertension (SAH), age, high sentivity C-reactive protein (hsCRP), interleukin (IL)-17 and
advanced oxidized protein products (AOPP), and negatively associated with folic acid and
calcium. AEDSS scores from T8 to T16 were predicted by biomarkers from TO to T8, namely
decreased 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] and folic acid and an increased immune activation
index (zIL-6+zIL-17-zIL-4). Moreover, 51.1% of T16 EDSS was explained by SAH, smoking,
age, male sex, and zIL-6+zIL-17-zIL-4 at T8 (all positively), TO 25(OH)D and T8 calcium (both
negatively). In another model, 40.3% of T16 EDSS was explained by SAH, smoking, age, T16
homocysteine (Hcy) / folic acid ratio, T16 zIL-6+zIL-17-zIL-4 (all positively) and T8 25(0OH)D
(negatively). Hcy, parathormone (PTH), IL-6, and IL-4 were higher and 25(OH)D was lower

among patients with ProgMS than those with RRMS.
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Conclusions: A set of IMO&NS biomarkers, together with SAH and age, was strongly
associated with changes in disability of MS patients during 16-month follow-up. Dysregulation
in the immune response, PTH and Hcy-folic acid metabolisms as well as low levels of 25(OH)D
and calcium play a role in the progression of MS and its clinical forms. These biomarkers may
prove useful as possible laboratory biomarkers to predict accumulating disability over time in

MS patients.

Keywords: multiple sclerosis; inflammation; disability; homocysteine; folic acid; vitamin D
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Introduction

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory autoimmune-mediated disabling disease of
the central nervous system (CNS) (Sicras-Mainar et al. 2017), affecting approximately 2.5
million individuals worldwide (Files et al. 2015). It is a complex disease, most frequently
observed among young adults, females and Caucasians (Tiirkoglu et al. 2016). The etiology of
MS is not fully understood, but accumulating evidence suggests that the risk of MS, as well as
the clinical course and disease progression, are determined by interactions between a complex
genetic background, breakdown in immune tolerance against myelin and neuronal antigens,
dysregulation of the immune response, and dysfunction of the blood brain-barrier (BBB)
(Gourraud et al. 2012; Beecham et al. 2013; Olsson et al. 2017; Kallaur et al. 2017a). Moreover,
several environmental risk factors for MS, such as vitamin D deficiency, smoking, Epstein—Barr
virus (EBV) infection, as well dietary-intake are all known to exert epigenetic effects (Swank
and Dugan 1990; Ramagopalan et al. 2010; Kugukali et al., 2015).

The presence of comorbidities, such as systemic arterial hypertension (SAH), type 2
diabetes mellitus (DM), and obstructive lung disease, but not hyperlipidemia showed an
independent and cumulative impact on clinical disability measures (Conway et al. 2017). The
presence of SAH and heart disease contributed to advanced brain atrophy in MS patients over 5-
year follow-up period (Jakimovski et al. 2018). Moreover, obesity, metabolic syndrome (MetS)
and tobacco smoking are associated with a delay in MS diagnosis and with the disability of MS
patients (Overs et al. 2012).

Different pathological mechanisms are involved in MS, including autoimmune
inflammation, demyelination, neurodegeneration with axonal and neuronal death, astrogliosis,
and metabolic alterations that are most likely responsible for the disease heterogeneity (Sospedra
and Martin 2016). The innate immune system contributes to axonal loss in MS lesions through

infiltrated macrophages. These cells produce mediators, such as pro-inflammatory cytokines (IL-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=T%C3%BCrko%C4%9Flu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28360812
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1, IL-12, TNF-a), free radicals, glutamate and metalloproteases that exert effects on axonal
integrity (Hendriks et al., 2005). The adaptive immune response in MS is characterized by the
expression of Thl, Th2 and Th17 cytokines, as well as chemokines and their receptors
(Mikulkova et al. 2011). While the demyelination and neurodegeneration occurring in MS are
driven by Thl and Th17 adaptive immune responses associated with disease initiation, Th2 and
T regulatory (Treg) cells secreting anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-10, respectively)
are reported to be protective in MS (Kallaur et al. 2013).

The CNS is highly susceptible to reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS) and proteins, lipids and DNA of the CNS tissue are target of the oxidative and
nitrosative stress initiating inflammatory processes, which contibute to myelin and
oligodendroglia destruction. These damage mechanisms also sustain the neurodegeneration in
the chronic phase of disease (Ferretti et al. 2005; Adamczyk; Adamczyk-Sowa 2016; Ohl et al.
2016).

The search for biomarkers in MS has been a very active field of research that is relevant
to the new paradigm of personalized medicine (Auffray et al., 2010; Hood and Friend 2011).
Ferritin, albumin, lipid hydroperoxides, advanced oxidized protein products (AOPP), total
antioxidant plasma capacity and nitric oxide metabolites (NOXx) were suggested to be predictors
of MS diagnosis, whereas aloumin and AOPP were suggested to be predictors that differentiated
relapsing-remitting MS (RRMS) from the progressive clinical forms of MS (ProgMS) (Oliveira
et al. 2017a). Dysregulation of the concentration of molecules involved in different pathways,
such as vitamin D (Oliveira et al.2017b), homocysteine (Hcy) (Oliveira et al., 2018) and folic
acid has been associated with MS (Kocer et al. 2009; Moghaddasi et al. 2013). Higher levels of
Hcy were reported in MS patients than controls (Oliveira et al. 2018; Moghaddasi et al. 2013;
Ramsaransing et al. 2006), and were associated with high disability scores (Guzel et al. 2016).

However, other studies showed contradictory results (Rio et al. 1994; Kararizou et al. 2013;
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Teunissem et al. 2008). Moreover, the evaluation of IMO&NS biomarkers during clinical,
laboratory and treatment follow-up of patients with MS in different clinical forms are scarce.
Hence, the aims of the present study were to delineate the associations between IMO&NS
biomarkers and clinical MS forms, disability and disease progression during a 16 months-

follow-up.

Materials and Methods
Study subjects and clinical characteristics

A prospective study was carried out with an observational methodology design in 140
eligible patients with MS enrolled from the Specialized Outpatient of University Hospital
(AEHU) of Londrina, Southern Brazil, from December 2014 to March 2017. Adult individuals
were included, both sexes, and with MS diagnosis according to the McDonald Criteria (Polman
et al. 2011). The MS patients were classified as RRMS, primary progressive MS (PPMS) and
secondary progressive MS (SPMS) (Lublin et al., 2014). The patients were evaluated at the time
of the inclusion or baseline (T0), eight month-follow-up (T8), and 16 month-follow-up (T16).
All MS patients were in the remission clinical phase, defined as the period of recovery with no
relapse episodes within the last three months prior to the time of study enrollment. All of them
were treated according to the MS treatment guideline (Comini-Frota et al. 2017; Marques et al.,
2018) and the use of MS therapies was recorded in each clinical evaluation.

Exclusion criteria were MS patients with diagnosis of other autoimmune, infectious
diseases, other comorbidity and treatment with any vitamin and/or antioxidant supplement that
alter the laboratory biomarkers that were evaluated. The disability was evaluated in each clinical
evaluation (TO, T8 and T16) using the Expanded Disability Scale Status (EDSS, Kurtzke 1983).
Progression in disability was determined using the change in the disabilty over time, namely

AEDSS, that was obtained with EDSS T8 - EDSS T0, EDSST16 - EDSSTS8, as well as
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EDSST16 - EDSS TO. AEDSS values were expressed either as continuous or dichotomized
variables; AEDSS < 0 was defined as no disability progression and AEDSS> 0 was defined as
disability progression.

At the TO visit (baseline), demographic, epidemiological, anthropometric and clinical
data were taken by standard questionnaire. The ethnicity was classified according to individual’s
self-perception of skin color as Caucasian and non-Caucasian (Brazil 2011). Body mass index
(BMI) and waist circumference were also recorded; systolic blood pressure (SBP) and diastolic
blood pressure (DBP) were measured and the mean of these measurements was used in the
analysis as described elsewhere (Oliveira et al., 2018). Moreover, use of antihypertensive
medication was an indication of systemic arterial hypertension (SAH) (James et al. 2014). DM
was defined as a fasting serum glucose >126 mg/dL, a non-fasting serum glucose > 200 mg/dL
and/or use of hypoglycemic medication (American Diabetes Association 2014). Dyslipidemia
and MetS were defined as previously reported (National Cholesterol Education Program Expert
Panel On Detection, Evaluation 2002; Grundy et al. 2005, respectively) .

The protocol was approved by the Institutional Research Ethics Committees of
University of Londrina, Parand, Brazil (CAAE: 22290913.9.0000.5231) and all of the
individuals invited were informed in detail about the research and gave written Informed

Consent.

Blood samples and IMO&NS biomarkers

Venous blood samples were drawn after fasting for 12 hours, with and without
anticoagulants at baseline (TO) and during the follow-up T8 and T16. The samples were
consecutively and anonymously coded and centrifuged at 2,500 rpm for 15 min. Further, plasma
and serum aliquots were stored at -80° C until used. The inflammatory biomarkers were

evaluated through C-were reactive protein, determined with high sensitivity assay (hsCRP) using
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turbidimetry (Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA), ferritin, determined
with chemiluminescent microparticle assay (CMIA) (Architect 2000, Abbott Laboratory,
Abbott Park, IL, USA) and plasma levels of cytokines IL-2, IL-6, IL-17, IFN-y, IL-4, and IL-10,
determined using immunofluorimetric method with microspheres multiplex immunoassay
(Novex Life Technologies, Frederick, USA) for Luminex plataform in MAGPIX® instrument
(Luminex Corp., TX, USA). Metabolic biomarkers were evaluated through glucose, total
cholesterol, high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, low-density lipoprotein (LDL)-
cholesterol, triglycerides, and calcium using a biochemical autoanalyzer (Dimension Dade AR
Dade Behring, Deerfield, IL, USA); Hey, PTH, folic acid, and 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D]
serum levels were determined using CMIA (Architect i2000, Abbott Laboratory, Abbott Park,
IL, USA).

The oxidative and nitrosative stress was evaluated using plasma levels of lipid
hydroperoxides determined by tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescent (CL-
LOOH), as described (Gonzales-Flecha et al. 1991); AOPP and protein carbonyl were
determined as previously described (Witko-Sarsat et al. 1998; Reznik; Packer 1994,
respectively); nitric oxide (NO) concentration was estimated by measuring the metabolites
nitrites (NO?) and nitrates (NO%*) using cadmium beads for the reduction of nitrate to nitrite
(Navarro-Gonzélvez et al. 1998). Moreover, total plasma antioxidant capacity was evaluated
using total radical antioxidant parameter (TRAP), as reported (Repetto et al., 1996). The system
was calibrated with the vitamin E analog TROLOX. Serum levels of uric acid (UA) were
determined using a biochemical auto analyzer (Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfild, IL)
and were used to correct the TRAP values. The TRAP results were expressed by the mM
Trolox/UA mg/mL ratio (Venturini et al., 2012). Sulfhydryl group (SH) of proteins was
evaluated in plasma by the spectrophotometry method (Hu, 1994) and the results were expressed

in uM.
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Statistical Analysis

We used analysis of variance (ANOVA) to assess intergroup differences in scale
variables and analysis of contingency tables (X?-test) to check associations between ordinal
variables. We employed multivariate general linear model (GLM) analysis to assess effects of
groups (EDSS groups or RR versus SPMS+PPMS) as primary explanatory variables on
biomarker data while controlling for extraneous variables (age, sex, BMI). Consequently, tests
for between-subject effects were performed to examine the effects of significant explanatory
variables on the dependent variables. Linear Mixed Model (LMM) analysis, repeated
measurements, was used to examine the associations between the three EDSS scores (from TO to
T8 to T16) and the biomarkers, while adjusting for the relevant extraneous variables. Toward
this end we adjusted the results for time, age, sex, clinical MS forms, MS treatments, BMI,
smoking and HAS. We employed a stepwise model selection approach and evaluated the
goodness of fit of the different models using the Bayesian information criterion (BIC). We used
the autoregressive repeated covariance matrix and the maximum likelihood method. Multiple
regression analysis was used to examine the associations between T16 EDSS (dependent
variable) and selected biomarkers at TO and T8 or at T8 and T16, while adjusting for the relevant
extraneous variables (toward this end we entered age, sex, clinical MS forms, MS treatments,
BMI, smoking and HAS in the analysis). We employed binary logistic regression analysis to
define the most significant biomarkers predicting SPMS+PPMS versus other types of MS while
adjusting for the relevant confounders (including the extraneous variables listed above and self-
declared ethnicity, DM, and duration of illness). Regression analyses were checked for
multicollinearity. The results were transformed in z-scores (z) to compare scores that are from
different normal distributions, units or scales. Z unit weighted composite scores were computed

including z transformation of calcium (zCa?") + z25(0OH)D, named as zCa?*+zvitD, reflecting a
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combined disorder in calcium and vitD; z(zIL-6+ zIL-17) - zIL-4, named as zIL-6+zIL-17-zIL-
4, reflecting inflammatory versus anti-inflammatory response, and zHcy- zfolic acid, named as
zHcy-zfolic acid, reflecting an integrated index of Hcy toxicity and lowered protection by folic
acid). All statistical analyses were performed employing IBM SPSS Windows version 25. Tests

were 2-tailed, and an alpha level of 0.05 indicated a statistically significant effect.

Results
Demographic and clinical characteristics of subjects

At TO (baseline), 140 patients were evaluated, 119 with RRMS, 18 with SPMS and 3 with
PPMS; of them, 128 were evaluated at T8 (108 with RRMS and 20 with progressive clinical
forms); 12 of them did not respond to scheduling for clinical and laboratory evaluation and were
discontinued in the study. Scheduling was done by the study team who called directly to the
patients. At T16, 122 patients (103 with RRMS and 19 with progressive clinical forms) attended
the appointment for the clinical and laboratory evaluation and six patients were discontinued in
the study. Of them, one patient moved to another country, one patient had his MS clinical
diagnosis changed; one patient was hospitalized in the intensive therapy unit, while two other
patients did not respond to the invitation.

Of the 140 MS patients included at the baseline, 9 (6.4%) were without treatment for MS;
87 (62.1%) were using IFN-B1a, 34 (24.3%) were using glatiramer acetate, 8 (5.7%) were using
natalizumab, and 2 (1.5%) were using fingolimod. Of the 128 MS patients evaluated at the T8
follow-up, 9 (7.0%) were without treatment for MS; 61 (47.5%) were using IFN-B1a, 31 (24.2%)
were using glatiramer acetate, 10 (7.8%) were using natalizumab, 12 (9.4%) were using
fingolimod, and 1 (0.8%) was using dymethyl fumarate. Of the 122 MS patients evaluated at the
T16 follow-up, 8 (6.5%) were without treatment for MS; 44 (36.2%) were using IFN-Bla, 28

(23.0%) were using glatiramer acetate, 12 (9.8%) were using natalizumab, 27 (22.1%) were
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using fingolimod, 1 (0.8%) was using dymethyl fumarate and 2 (1.6%) were using

teriflunomide.

Associations with 4 EDSS responses from baseline to 16 months later

Table 1 shows the clinical and biological characteristics of subjects divided in two
groups according to their AEDSS responses (from baseline to 16 months later). Using a cut-off
score 0, we found that 47 patients showed an increase in AEDSS values, while 72 patients did
not. While there were no significant differences in baseline TO EDSS values between both
groups, the EDSS values in the group with AEDSS > 0 increased from 3.4 (T0) to 4.5 (T8) and
to 5.1 (T16). There were no significant differences in duration of illness, BMI, waist
circumference, sex, ethnicity, MetS, SAH, and the RRMS/SPMS+PPMS ratio between the two
study groups. Using multivariate GLM analysis followed by tests for between-subject effects,
age was somewhat higher (P=0.025), there were significantly more smokers (P=0.004), higher
Hcy (P=0.049) and PTH (P=0.009) and lower folic acid (P=0.023) in the study sample with
increasing AEDSS values compared with the others. Nevertheless, these data were not corrected
for extraneous variables as we only want to show the measured values in our study samples. The
analyses in the sections below show the effects of biomarkers on EDSS scores while adjusting

for the relevant extraneous variables (including age, sex, BMI, smoking).

Effects of time on the biomarkers
Table 2 shows the outcome of LMM analyses, repeated measurements, a first with the
EDSS score (from TO to T8 to T16) as dependent variable and time, AEDSS and the time versus

AEDSS interaction as primary explanatory variables (while adjusting for the abovementioned
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extraneous variables). We found a significant interaction time versus AEDSS indicating that in
patients with AEDSS > 0 the EDSS score increased while in those with AEDSS <0 the EDSS
scores decreased over time. Age had a significant effect on the AEDSS scores (F=21.19,
df=1/114.0, p<0.001). Table 2 shows also the results of LMM analyses with the biomarkers
(from TO to T8 to T16) as dependent variables and time as primary explanatory variables (while
adjusting for the abovementioned extraneous variables). We found that Hcy levels significantly
decreased over time with significant differences between the three time points. Folic acid was
significantly lower at T16 than at TO. PTH was significantly higher at T16 than at TO and T8,
while calcium was significantly different between the three time points and increased from TO
- T8 - T16. IL-4 was significantly lower at T16 than TO, while AOPP decreased from TO -

T8 - T16. There was no significant effect of time on vitamin D, hsCRP, IL-6 and IL-17.

Associations between biomarkers and EDSS values over time

In order to examine the associations over time (from baseline TO to T16) between the
biomarkers (explanatory variables) and EDSS values we have performed LMM analysis with the
EDSS values over time as repeated measures, while adjusting for clinical forms of MS and the
five different treatment groups. Table 3 (LMM #1) shows that the EDDS scores were
significantly associated with HAS (positively), age (positively), IL-17 and AOPP (all positively).
The EDSS score was significantly higher in those with HAS (mean £SE = 4.98 +0.37) versus
those without (3.87 £0.33). Table 3 (LMM #2) shows that changes in EDSS scores were, after
introducing HAS, age and treatment, significantly associated with AOPP, zIL6+zIL17-zIL4

(positively) and zHcy-zfolic acid (positively).
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Prediction of EDSS (from T8 to T16) by biomarkers (from TO and T8)

In order to delineate whether biomarkers may predict the EDSS values some months
later, we performed the LMM analysis with EDSS values at T8 and T16 as repeated
measurements (dependent variables) and biomarkers at TO and T8 as explanatory variables. In
this analysis EDSS at T8 is predicted by biomarkers at TO and EDSS at T16 by biomarkers at
T8. Table 4 shows that the changes in EDSS from T8 to T16 are significantly and negatively

predicted by lowered z25(0OH)D + zCa?".

Prediction of EDDS values at T16 by biomarker values at TO, T8 and T16

Table 5 examines the prediction of EDSS at T16 (dependent variable) using the
biomarkers which vyielded significant results in Tables 1-4 as explanatory variables. In
regressions #1 and #2 we entered the biomarkers obtained at TO and T8 and in regression #3 we
entered the biomarkers at T8 and T16. Regression #1 shows that 51.1% of the variance in EDSS
at T16 was explained by SAH, smoking, age, sex (all positively), as well as by vitamin D at TO
and calcium at TO (both negatively) and zIL-6+zIL-17-zIL-4 at T8 (positively). We have rerun
the analysis without the three above-mentioned biomarkers and found that 32.6% of the variance
in EDSS at T16 was explained by the regression on SAH, age, sex and zHcy-zfolic acid at TO
(positively). Regression #3 shows that 40.3% of the variance in EDSS at T16 was explained by
the regression on SAH, age, smoking, zHcy-folic acid at T16 and zIL-6+zIL-17-zIL-4 at T16 (all

positively) and vitamin D at T8 (negatively).
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Differences between RRMS and SPMS+PPMS

Table 6 shows the results of a multivariate GLM analysis with the 10 biomarkers (at the
three time points) used in this study as dependent variables and with RRMS versus
SPMS+PPMS groups as primary explanatory variable, while adjusting for sex, time, smoking
and age. We found a highly significant effect of groups, explaining around 13.9% of the variance
in the biomarkers. Tests for between-subject effects showed that Hcy, vitamin D, PTH, IL-6, and
IL-4 were significantly associated with the study groups; however, all of these biomarkers
showed a weak effect on the clinical forms of MS.

Figure 1 shows the z values of all biomarkers in those two groups of MS. Hcy, PTH, IL-
6 and IL-4 were significantly higher in SPMS+PPMS as compared with RRMS, while vitamin D
was significantly lower in SPMS+PPMS.

Figure 2 shows the differences in the biomarkers between both males and females. The
multivariate GLM analysis showed that there was also a highly significant effect of sex. Tests
for between-subject effects showed significant effect of male sex with lower levels of folic acid
(F=5.83, df=1/250, P=0.016), PTH (F=4.98, df=1/250, P =0.027), and hsCRP (F=12.14,
df=1/250, P =0.001), and higher levels of Hcy (F=29.10, df=1/250, P <0.001), calcium (F=3.92,
df=1/250, P =0.049), IL-17 (F=4.74, df=1/250, P =0.030) and AOPP (F=6.02, df=1/250, P
=0.015) when compared with female sex. Moreover, age was significantly (and positively)

associated with Hcy levels (F=26.28, df=1/250, P <0.001).

Best prediction of SPMS+PPMS

Table 7 shows the best prediction of SPMS+PPMS (dependent variable) using
biomarkers and other possible clinical explanatory variables (ethnicity, sex, duration of illness,
DM). We found that SPMS+PPMS was best predicted (all positivey) by ethnicity (being not

Caucasian, p=0.033), male sex (p=0.001), duration of illness (p<0.001), DM (p=0.026), PTH
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(p=0.048) and IL-6 (p<0.001) (all positively) and BMI (p<0.001; inversely). With this model,
86.3% of the SPMS+PPMS patients were correctly classified with a sensitivity of 72.1% and

specificity of 89.4%.

Discussion

The main finding of the present study is that a set of IMO&NS biomarkers were strongly
associated with the changes in the disability over time in patients with MS, as evaluated with
EDSS scores during a 16-month follow-up. The high levels of the immune-inflammatory
response, as indicated by the composite index zIL-6+zIL-17-zIL-4, as well as low levels of
25(0OH)D and folic acid were important biomarkers associated with the changes in EDSS over
time in this cohort of MS patients. The association between the composite scores used in the
present study, such as zIL-6+zIL-17-zIL-4 and zHcy-zfolic acid with the changes on disability
over time are consistent with the immune imbalance and inflammatory and metabolic
mechanisms that modulate pathophysiological cascades in the CNS followed by the destruction
of myelin and axonal death.

Other important findings of the present study are some baseline characteristics of MS
patients, such as the ethnicity (No Caucasian), sex (male), duration of illness and the presence of
DM together with high levels of PTH and IL-6 are predictors of ProgMS, with high sensitivity
and specificity. These results deserve to be discussed in detail.

The immune-inflammatory response mediated by Thl7 cells plays a key role in the
pathogenic mechanisms of MS (Zepp et al. 2011). Increased IL-17 expression has been detected
in peripheral blood mononuclear cells of MS patients during disease relapses. Human
endothelial cells from patients with MS express high levels of IL-17 receptors, which could
facilitate Th17 infiltration into the CNS (Ferreira et al. 2014). Other studies have also

demonstrated the expression of IL-17 and IL-6 in perivascular lymphocytes, astrocytes,
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oligodendrocytes and in areas of active MS lesions (Matusevicius et al. 1999; Lock et al. 2002).
Higher IL-17-secreting T cells were detected in the peripheral blood of patients with MS during
the clinical remission phase as compared with healthy individuals, and in vitro IL-17 levels were
directly associated with disability (Teixeira et al. 2013).

IL-6 has been implicated in the induction of pathogenic IL-17-producing T cells in
autoimmune diseases. In patients with active RRMS, IL-6 signaling was shown to support T
effector cell resistance to regulation by regulatory T cells (Treg), which may contribute to
disease aggravation (Schneider et al. 2013). In both EAE and MS, IL-6 seems to affect the
disease pathogenesis through its activity in the peripheral lymphoid organs (Petkovi¢ and
Castellano 2016).

The present study showed that there were significantly more smokers in the group with
increasing disability scores over time, in agreement with previous reports (Overs et al. 2012).
Smoking may initiate a pulmonary immune response that when coupled with genetic
susceptibility or specific viral exposures may contribute to the development of MS. Smokers had
also significantly worse MS disability at baseline than never-smokers as well as a 64% and 34%
increased risk of reaching EDSS 4 and 6 as compared with non-smokers and former smokers,
respectively (Zivadinov et al. 2009; Kannan and Yadav 2017). Current smoking was also
associated with shortened times to reach EDSS 4 and EDSS 8 (7.6 and 65.1 months earlier,
respectively, versus never smoked) (Dagan et al. 2016).

Another important finding of the present study was that Hcy was significantly higher and
folic acid significantly lower in MS patients with increasing disability scores. This is in
agreement with our previous study, in which patients with ProgMS showed higher plasma levels
of Hcy than those with RRMS (Oliveira et al. 2018). Higher Hcy levels are accompanied by a
faster progression of MS as well as more disability compared to patients with lower Hcy levels

(Skovierova et al. 2015). Hcy can induce BBB disruption (Kamath et al. 2006) and may cause
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neuronal damage through other mechanisms including increased production of ROS (Faraci and
Lentz 2004), promoting excitotoxicity via stimulation of N-methyl-D-aspartate receptors
(NMDA), damaging neuronal DNA, and triggering apoptosis (Ho et al. 2002).

Deficiencies in vitamin B6, vitamin B12 and folic acid (vitamin B9) are associated with
elevated plasma levels of Hcy. Vitamin B12 and folate have fundamental roles in CNS function
especially with the methionine synthase-mediated conversion of Hcy to methionine, which is
essential for synthesis of DNA and RNA (Moghaddasi et al. 2013). Hyperhomocysteinemia
resulting from poor reconversion to methionine is related to low methionine availability. As
methionine is an important methyl group donor in several biochemical processes, the
hypomethylation of arginine of myelin basic protein (MBP) decreases the hydrophobicity of
MBP and gives rise to less stable myelin structures and enhances degeneration of the myelin
sheath (Ramsaransing et al. 2006).

The low levels of folic acid observed among the MS patients with increased disability
over time, as well as among those with ProgMS, underscores the anti-inflammatory effects exert
by this compound controlling the inflammatory response in a variety of inflammatory-related
diseases (Samblas et al., 2018). Like methionine, folic acid acts as methyl donor precursors for
DNA methylation, a key regulatory mechanism behind some inflammatory processes. Folic acid
supplementation ameliorated hypertension, DM and stroke outcomes by reducing levels of
inflammatory markers, such as CRP, IL-1p, TNF-a and adhesion molecules (Cianciulli et al.
2016). Moreover, folic acid was able to modulate the inflammatory response in microglia cells
shifting them toward an anti-inflammatory phenotype through regulating NF-kB related
pathways (Cianciulli et al. 2016).

In the present study, the higher serum levels of PTH among patients with ProgMS
(compared with those with RRMS) and among those with increasing disability over time are

consistent with previous study (Kubicka-Baczyk et al. 2015). These authors showed that newly
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diagnosed MS patients had the lowest serum levels of PTH compared to those observed in
patients at a more advanced stage of the disease as well as in the control group; moreover, the
increase in serum levels of PTH was observed with the increase in relapses. A study showed an
association between MS disease process and pathological bone loss with increased prevalence of
osteoporosis in men and women with MS and the proportion of male MS patients with reduced
bone mass was high and disproportionate to their age and ambulation (Weinstock-Guttman et al.
2004). PTH stimulates IL-6 production by osteoblasts and liver cells, and IL-6 may modulate
acute phase protein synthesis in the liver. Patients with hyperparathyroidism theoretically have
higher levels of IL-6, CRP, or TNF-a than those with normal PTH levels. However, the casual

relationship between PTH levels and inflammation remains to be elucidated (Cheng et al. 2014).

Comorbidities, such as hypertension and DM, are known to affect MS patients in a
number of ways, including delaying time to diagnosis and reducing health-related quality of life
(Conway et al. 2017). Underscoring this statement, another significant finding of the present
study was that changes in disability over time were associated with hypertension, in agreement
with previous reports (Marrie et al., 2011; Tettey et al. 2014; Conway et al. 2017). A number of
explanations should be considered for unfavorable outcomes in MS patients with hypertension,
such as through neurodegenerative processes as evidenced by accelerated brain atrophy (Salerno
et al. 1992; Nagai et al. 2008). Moreover, patients with hypertension showed higher percentage
of lateral ventricle volume change compared to non-hypertensive patients (Jakimovski et al.
2018) and anti-hypertensive medications may influence the disease course, or hypertension may,
in some way, decrease the effectiveness of MS therapies (Conway et al. 2017).

In the present study we found that changes in EDSS scores were negatively associated
with the index zCa®'+zvitD and positively associated with the index zIL-6+zIL-17-zIL-4

independently of hypertension, age, and treatment. These results are consistent with our previous


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinstock-Guttman%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15124763
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studies, which reported higher IL-4 levels among RRMS patients with mild disability compared
with those with moderate/severe disability (Kallaur et al. 2013). Further, we also reported that
patients with ProgMS presented higher levels of IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-4, and IL-
10 than controls (Kallaur et al. 2017b).

In the present study, changes in disability over time (from T8 to T16) were strongly
associated with decreased 25(OH)D, underscoring a possible use of this biomarker to predict the
disability progression, as previously reported (Harandi et al. 2012; Oliveira et al. 2017b).
Moreover, vitamin D levels were inversely associated with MS activity as measured by brain
magnetic resonance imaging (Mowry et al., 2012). It was also shown that vitamin D deficiency
may contribute with a 11.5% increase in EDSS scores and may be one of the predictors of
disability in MS patients independently of the redox status, (Oliveira et al., 2017b). In addition,
low MS relapse rate was observed in patients with higher levels of vitamin D than those with
lower levels of vitamin D (Smolders et al. 2008; Simpson et al. 2010). Some mechanistic
explanations are that 1,25(OH)D inhibits Th17 cells differentiation via regulating NF-kB activity
and expression of IL-17 (Sun et al., 2018); both 25(OH)D and 1,25(OH)D modulate Th17
effector responses and enhance regulatory function of CD4'T cells as well as that vitamin D
drives CD4" T cells to a CD25" FoxP3*CTLA" phenotype, which has immunosuppressive and
regulatory functions (Fawaz et al. 2016). Vitamin D also promotes the secretion of the anti-
inflammatory cytokine transforming growth factor (TGF)-p1 and suppresses the pro-
inflammatory cytokines IL-17 and IFN-y, reducing the frequency of IL-17A and IFN-y
producing cells (Fawaz et al. 2016).

In the present study, we found that the ProgMS subtypes (SPMS+PPMS) were positively
associated with male sex and the presence of DM. MS is more common in women than men,
with the female to male ratio as high as 3:1 and females have more relapses than men (Bove and

Chitnis 2013; Ribbons et al. 2015). However, male sex has been associated with a poorer clinical
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outcome in relapse-onset cohorts and men are reported to have a more rapid accumulation of
disability (Bove et al. 2012; Shirani et al. 2012). Male patients also reach disability milestones
faster than their female counterparts (Bove et al. 2013); display a more progressive form of MS
(Gholipour et al. 2011) and have a poorer recovery after the initial MS relapse than women
(Cossburn et al. 2012; Ribbons et al. 2015). As showed in the present study, male sex exerts
higher effects in some biomarkers, including lower folic acid and higher Hcy, IL-6, IL-17, IL-4
and AOPP levels compared to female sex. Regarding DM, the results obtained here are in
agreement with our previous study in which 40% of MS patients had insulin resistance and
showed higher disability than those without insulin resistance (Oliveira et al. 2014).

Regarding the BMI, patients of the present cohort with low BMI values would be less
likely to develop ProgMS. While higher BMI during adolescence and young adulthood has been
reported as risk factor for MS, data are conflicting concerning the relationship between BMI and
disease severity in MS. A cross-sectional study found that BMI had a modest correlation with
MS severity and symptom in women (Richter et al. 2017). On the other hand, a large study
showed that obesity was correlated with worse disability in women, but not in men (Bove et al.
2016). The neuroimmune disorder deficit schizophrenia is strongly predicted by a lowered BMI
suggesting that BMI is a protective factor in the BMI range of 25-30 kg/m? (Kanchanatwan et
al., 2018). Adipose tissue is a major source of pro-inflammatory and anti-inflammatory
adipokines; therefore, can have both harmful and protective effects, respectively. The
relationship between BMI and mortality rate results in a J-shaped curve, which shows that both
high BMI and very low BMI are associated with increased mortality (Goyal et al. 2014). While
BMI is an indicator of the overall body adiposity, it does not reflect the adipose capacity to shift
toward to an anti-inflammatory status through adiponectin, one of the adipokines that may

modulate the inflammatory response (Corrales-Medina et al. 2011; Goyal et al. 2014).
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The present study has, at least, two limitations that need to be addressed. First, the
relatively small sample size of patients with ProgMS that was followed-up; and second, the
possible uncontrolled confounders variables, such as variant alleles in genes coding for
inflammatory and metabolic molecules evaluated in this study, as well as lifestyle conditions
(including the individual variability of alcohol consumption, physical activity, dietary habits, and
sun exposure). On the other hand, some strengths are evident, including the longitudinal design

with 16-month follow-up.

Conclusions

Taken together, the results showed that a set of IMO&NS biomarkers was associated
with the changes in disability over time of MS patients, when evaluated during a 16-month
follow-up. The changes from T8 to T16 were predicted by low levels of 25(OH)D and folic acid
as well as by high levels of IL-6 and IL-17. Moreover, high levels of PTH, IL-6 and IL-4 and
low levels of vitamin D together with ethnicity (non-Caucasian), sex (male), longer disease
duration and the presence of DM could be useful biomarkers to predict the ProgMS. These
results support the hypothesis that high levels of IL-6 and IL-17, as well as low level of vitamin
D and folic acid may be possible targets for integrative therapies to modulate the inflammatory

response and metabolic changes observed in MS patients.
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Table 1 Demographic, clinical, and laboratory biomarker data of multiple sclerosis

patients in two groups divided according to changes in EDSS from baseline (TO) to 16 months

later (T16)
AEDSS <0 AEDSS >0
Variable F/x? df P value
(n=72) (n=47)

Age (year) 40.8 (12.7) 46.1(12.2) 512  1/117 0.025
EDSS TO 3.1(2.3) 3.4 (2.3) 058  1/117 0.447
EDSS T8 2.6 (2.5) 45(2.2) 17.37  1/112 <0.001
EDSS T16 2.0 (2.4) 5.1(2.2) 53.85 1/117 <0.001
Duration of illness (year) 6.7 (5.6) 8.2 (5.0) 240  1/117 0.124
BMI (kg/m?) 25.5 (4.8) 26.2 (5.5) 057 1/117 0.453
WC (cm) 88.8 (13.1) 93.7 (13.3) 3.70  1/112 0.057
Sex (F/M) 50/22 31/16 016 1 0.690
Caucasian/Non-Caucasian ~ 60/12 36/11 083 1 0.363
Tobacco use (No/Yes) 68/4 36/11 822 1 0.004
MetS (No/Yes) 56/15 29/17 3.52 1 0.061
SAH (No/Yes) 60/12 32/15 3.77 1 0.052
Clinical forms

RRMS/SPMS + PPMS 63/9 37/10 169 1 0.194
Homocysteine (umolL) 10.96 (0.29) 11.96 (0.35) 3.92  1/253 0.049
Folic acid (ng/mL) 10.42 (0.43) 9.58 (0.52) 525  1/253 0.023
25(0H)D (ng/mL) 30.60 (1.65) 34.33(1.99) 050 1/253 0.481
PTH (pg/mL) 55.25 (2.23) 64.25(2.68)  6.93  1/253 0.009
Calcium (mg/dL) 8.65 (0.03) 8.60 (0.04) 1.18  1/253 0.279
hsCRP (mg/L) 3.67 (0.88) 4.94 (1.11) 0.24  1/253 0.623
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IL-6 (pg/mL) 9.99 (4.83) 2031 (6.11) 013  1/253 0.715
IL-17 (pg/mL) 16.59 (9.85) 40.19 (12.46) 381  1/253 0.052
IL-4 (pg/mL) 18.71(29.70)  98.46(37.59) 0.69  1/253 0.407

AOPP (umol/L of 114.19(3.03) 112.82(3.88) 0.09  1/253 0.761
chloramine-T equivalents)
Carbonyl protein (nmol/mg 3.05 (0.13) 3.36 (0.12) 0.53 1/246 0.468

total protein)

Sulfhydryl group (UM) 288.9 (6.6) 291.0(6.2) 027 1/246 0.601
TRAP/UA (UM Trolox) 188.6 (4.7) 182.0(45) 147  1/246 0.226
CL-LOOH (cpm) 161.0 (5.8) 169.5(56) 168  1/246 0.196

All results of analyses of variance (F values). x2: results of analyses of contingency tables.
Continuous variables were expressed as mean and standard error of mean (SEM) and categorical
variables were expressed as absolute number. df: degree of freedom; EDSS: Expanded Disability
Status Scale; BMI: body mass index; WC: waist circumference; MetS: metabolic syndrome; SAH:
Systemic arterial hypertension; RRMS: relapsing-remitting multiple sclerosis; SPMS: secondary
progressive multiple sclerosis; PPMS: primary progressive multiple sclerosis; Hcy: homocysteine;
25(0H)D: 25-hydroxyvitamin D; PTH: parathormone; hsCRP: C-reactive protein evaluated with
high sensitivity assay; IL: interleukin; AOPP: advanced oxidation protein product; TRAP: Total
radical-trapping antioxidant parameter determined by chemiluminescence; UA: uric acid; CL-
LOOH: levels lipid hydroperoxides determined by tert-butyl hydroperoxide-initiated

chemiluminescent



Table 2 Results of linear mixed model analysis, repeated measures, with EDSS and the biomarkers measured in this study as dependent variables

Variables Time
F df P value
TOA T8 T16¢

EDSS (AEDSS < 0) 3.18 (0.25) 2.76 (0.26) 2.08 (0.26) 5.56 2/113.1 0.005
EDSS (AEDSS > 0) 3.28 (0.31) 4.40 (0.33) 5.00 (0.32) 88.40%* 2/1131 <0.001
Homocysteine (umol/L) 13.18 (0.67)B¢ 12.42 (0.64)*¢ 10.97 (0.62)*® 21.09 2/112.1 <0.001
Folic Acid (ng/mL) 11.23 (0.94)° 9.89 (0.56) 9.24 (0.51)" 3.13 2/1055 0.048
Vitamin D (ng/mL) 31.55 (2.47) 36.77 (2.75) 35.20 (2.75) 2.98 2/121.9 0.054
Parathormone (pg/mL) 59.99 (3.52)° 57.29 (3.67)° 65.46 (3.66)*8 6.32 2/112.8 0.003
Calcium (mg/dL) 8.48 (0.06)8¢ 8.64 (0.05)AC 8.74 (0.06) B 9.98 2/118.2 <0.001
hsCRP* (mg/L) 4.73 (1.59) 4.18 (0.70) 4.94 (0.85) 0.62 2/1235 0.539
IL-6* (pg/mL) 27.04 (8.83) 17.49 (4.16) 13.80 (3.34) 1.93 2/110.2  0.150
IL-17* (pg/mL) 35.47 (15.25) 25.22 (9.65) 20.06 (6.44) 1.17 2/111.3 0.314
IL-4* (pg/mL) 80.60 (48.80)° 49.36 (24.61) 27.43 (17.65)*8 6.30 2/109.9 0.003
AOPP (umol/L 135.35 (5.21)B¢ 116.13 (4.26)*¢ 103.11(3.87)* 26.03 2/119.8 <0.001

chloramine-T equivalents)

83
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All the results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; EDSS:
Expanded Disability Status Scale; AEDSS: change in the disabilty over time obtained
with EDSS T8 - EDSS T0, EDSST16 — EDSSTS8, as well as EDSST16-EDSS TO.
The AEDSS values were expressed either as continuous or dichotomized variables;
AEDSS < 0 was defined as no disability progression and AEDSS> 0 was defined as
disability progression; hsCRP: C-reactive protein with high sensitivity assay; IL-6:
interleukin-6; IL-17: interleukin-17; IL-4: interleukin-4; AOPP: advanced oxidation
protein product; *Processed in LM transformation; **for the interaction time versus

AEDSS

84
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Table 3 Results of linear mixed model analysis (LMM) analysis, repeated measures,

with the EDSS values over time as dependent variables

Explanatory variables F df P value
LMM+#1  Systemic arterial hypertension 7.94 1/111.05 0.006
Treatment 5.33 4/310.60 <0.001
Clinical forms 25.21 2/106.08 <0.001
Age 10.99 1/114.45 0.001
AOPP 7.36 1/288.99 0.007
IL-17 4.80 1/249.01 0.029
LMM#2  Systemic arterial hypertension 6.64 1/98.53 0.011
Treatment 3.93 4/188.22 <0.001
Age 13.07 1/102.60 <0.001
z(IL-6+1L-17- 1L-4) 5.35 1/222.82 0.022
AOPP 10.75 1/150.89 0.001
z(Homocysteine-folic acid) 4.25 1/187.03 0.041

All the results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; treatment: four different
treatment of multiple sclerosis; clinical forms: relapsing-remitting multiple sclerosis and progressive
forms of multiple sclerosis; z: results expressed as z scores; IL: interleukin; AOPP: advanced

oxidation protein product
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Table 4 Results of linear mixed model analysis, repeated measures, with the EDSS
values over time from T8 to T16 as dependent variables and the biomarker data at TO and T8

as explanatory variables

Explanatory variables F df P value
Systemic arterial hypertension 4.13 1/104.23 0.045
Age 7.83 1/104.46  0.006
z(vitamin D+calcium) 7.53 1/82.46 0.007

All the results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; z: results expressed as z

scores
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Table 5 Multiple regression analysis with EDSS T16 as dependent variable and biomarker at TO

and T8 or T8 and T16 as explanatory variables

Partial
Explanatory
Regression t Pvalue Fmodel df Pvalue Eta
Variables
Square
#1 (TO+T8)  Model - - 10.20 7/60 <0.001 0.511
SAH +2.61  0.012
Tobacco use +2.07  0.043
Age +4.17  <0.001
Sex +2.04  0.046
25(0OH)D (TO) -3.67  0.001
Calcium (T8) -2.52 0.014
zIL-6+zIL-17-zIL-4 (T8) +2.12  0.038
#2 (TO+T8)  Model - - 1173  4/97 <0.001 0.326
SAH +3.04 0.003
Age +2.83 0.006
Sex +2.46  0.016
zHcy-zfolic acid (TO) +3.08  0.003
#3 (T8+T16) Model - - 10.03 6/89 <0.001 0.403
SAH +2.98  0.004
Age +2.47  0.015
Tobacco use +2.63  0.010
zHcy-zfolic acid (T16) +2.24  0.028
25(0H)D (T8) 225  0.027
zIL-6+zIL-17-zIL-4 (T16) +2.57 0.012
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All results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; EDSS: Expanded Disability
Status Scale; SAH: Systemic arterial hypertension; 25(0OH)D: 25-hydroxyvitamin D; IL: interleukin;

Hcy: homocysteine.
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Figure 1 The z transformed values (SE) of the biomarkers in the relapsing remitting multiple
sclerosis patients (RRMS) versus secondary progressive multiple sclerosis (SPMS) plus
primary progressive multiple sclerosis (PPMS). Homocysteine, parathormone (PTH),
interleukin (IL)-6 and IL-4 were significantly higher in SPMS+PPMS as compared with

RRMS, while vitamin D was significantly lower in SPMS+PPMS.
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Figure 2 Differences in the inflammatory, metabolic and oxidative stress biomarkers between
both men and female patients with multiple sclerosis. The biomarkers are z transformed (SE).
The multivariate general liner model (GLM) analysis showed that there was a highly
significant effect of sex. Tests for between-subject effects showed significant effect on folic
acid (F=5.83, df=1/250, p=0.016), homocysteine (F=29.10, df=1/250, p<0.001),
parathormone (PTH, F=4.98, df=1/250, p=0.027), calcium (F=3.92, df=1/250, p=0.049), C-
reactive protein (CRP, F=12.14, df=1/250, p=0.001), interleukin (IL)-17 (F=4.74, df=1/250,

p=0.030) and Advanced Oxidized protein products (AOPP, F=6.02, df=1/250, p=0.015).
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Table 6 Differences between RRMS and progressive MS (SPMS + PPMS) in biomarker

signature after adjusting for extraneous variables

Dependent Explanatory Partial Eta
Test F df P value
variables  variables Square
Multivariable Al MSgroups  3.85 10/241 <0.001 0.139
10 Sex 5.86 10/241 <0.001 0.196
biomarkers Time 6.49 20/482 <0.001 0.212
Tobaccouse 2.09 10/241 0.026 0.080
Age 425 10.241 <0.001 0.150
Between Folic Acid MS groups 0.11 1/250 0.734 0. 000
subjects Hcy MS groups 409 1/250 0.044 0.020
analysis 25(0OH)D  MS groups 7.25 1/250 0.008 0.030
PTH MS groups 419 1/250 0.042 0.020
Calcium MS groups 1.37 1/250 0.244 0.010
hsCRP MS groups 1.02 1/250 0.313 0.000
IL-6 MS groups 1391 1/250 <0.001  0.060
IL-17 MS groups 3.10 1/250 0.080 0.010
IL-4 MS groups 10.66 1/250 0.001 0.040
AOPP MS groups 0.17 1/250 0.685 0.000

All the results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; RRMS:

relapsing-remitting multiple sclerosis; MS: multiple sclerosis; Hcy: homocysteine;

25(0OH)D: 25-hydroxyvitamin D; PTH: parathormone; hsCRP: C-reactive protein

determined with high sensitivity assay; IL: interleukin; AOPP: advanced oxidation

protein product; SPMS: secondary progressive multiple sclerosis; PPMS: primary

progressive multiple sclerosis
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Table 7 Results of binary logistic regression analysis with primary progressive multiple

sclerosis and secondary progressive multiple sclerosis clinical forms as dependent variables

Explanatory variables  Wald df P value OR 95% CI
Non Caucasian 4.57 1 0.033 3.54 1.11-11.30
Male sex 12.05 1 0.001 5.34 2.07-13.76
Duration of illness 26.22 1 <0.001 1.27 1.16-1.39
Type 2 DM 4.97 1 0.026 5.59 1.23-25.39
Body mass index 14.55 1 <0.001 0.82 0.74-0.91
Parathormone 3.92 1 0.048 1.54 1.00-2.36
Interleukin 6 20.57 1 <0.001 3.36 1.99-5.66

df: degree of freedom; OR: odds ratio; Cl: confidence interval; DM: diabetes mellitus; with

this model, 86.3% of the patients with progressive forms of multiple sclerosis were correctly

classified with a sensitivity of 72.1% and specificity of 89.4%.
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Abstract

Background: The association between prolactinemia with disability and clinical forms
multiple sclerosis (MS) patients remains unclear.

Objective: To evaluate the association of prolactin with clinical forms and disability over
time in MS patients.

Methods: The study enrolled 101 patients with relapsing-remitting MS (RRMS) and 19 with
progressive forms of MS (ProgMS). The disability, prolactin and ferritin serum levels were
evaluated at baseline (T0), eight-month (T8) and 16-month (T16) follow-up.

Results: The disability over time was higher among patients with ProgMS than RRMS.
Prolactin and ferritin did not differ over time between both groups. After introducing age and
sex, the effects of prolactin on disability were no longer significant. Prolactin was associated
with age and sex, whereby age was positively associated with disability. In the same way,
after introducing age and sex, the effects of diagnosis on prolactin levels were no longer
significant. Moreover, 21.6% of the variance in the disability was predicted by age and sex,
while prolactin was not significant.

Conclusions: The effects of prolactin on the disability and clinical forms of MS patients may
be spurious results because those correlations reflect the positive associations of age with the

disability and the negative association of age with prolactin.
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory autoimmune-mediated disease of the
central nervous system (CNS). Its etiology is not completely known but evidences suggest a
complex interaction between genetic, environmental and hormonal factors.! Elevated prolactin
serum levels have been associated with many autoimmune diseases, including MS?, and this
association is supported by findings that PRL and PRLR genes are located on the short arm of
human chromosome 6, near the HLA-DRBL1 region, which is known for its association with
many immune-mediated disorders.® Prolactin is a peptide hormone secreted by the anterior
pituitary gland under hypothalamus control, but it can also be produced in extra-pituitary
locations, such as ovary, decidua, prostate, mammary gland, adipose tissue, brain, and
immune cells, mainly lymphocytes.*® However, the extra-pituitary prolactin has different
molecular weight and biologic activity.’

Prolactin secretion is also regulated by cytokines, such as interleukin (IL)-1, IL-2 and
IL-6, which are stimulators, while endothelin-3 and interferon (IFN)-y play an inhibitory
role.® Prolactin acts as a hormone and a cytokine in many different tissues, with both
inflammatory and anti-inflammatory properties. Prolactin modulates the innate and adaptive
immune responses, the maturation of CD4 and CD8 thymocytes to CD4" CD8" T cells
through IL-2 receptor expression,®® promotes IL-6 and IFN-y secretion, as well as plays a
regulatory role on IL-2 levels.!* Moreover, prolactin increases immunoglobulin production,
stimulates the development of antigen-presenting cells expressing MHC class 11, and upholds
the co-stimulatory molecules CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), and CD40.12 On the other hand, an

anti-inflammatory role of prolactin has been reported, such as the shift from a Th1/Th17 pro-
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inflammatory response toward a Th2/T regulatory (Treg) response, which promotes tolerance
and inhibits natural Killer cells cytotoxicity during pregnancy.314

A positive correlation between hyperprolactinemia and MS onset and relapses was
reported.®*> However, a meta-analysis showed that most MS patients have normal prolactin
levels, whilst hyperprolactinemia was associated with clinical relapses in MS, especially
among those with hypothalamic lesions or optic neuritis, questioning if this hormonal change
is cause or consequence of a relapse.®

An association between prolactin and ferritin with clinical forms and sex among MS
patients was also reported.!” To clarify the role of prolactin in MS pathophysiology, the aim
of the present study was to evaluate the association of prolactin with clinical forms and

accumulating disability over time in patients with MS.

Methods
Study subjects and clinical characteristics

A prospective study enrolled 120 patients with MS attend at Outpatient Specialized of
University Hospital (AEHU) of Londrina, Southern Brazil, from December 2014 to March
2017. The patients were adult, both sexes, with the diagnosis of MS according to the revised
McDonald Criteria,®® and classified into relapsing-remitting MS (RRMS), primary
progressive MS (PPMS) and secondary progressive MS (SPMS).%® In this study, PPMS and
SPMS clinical forms were named as progressive MS (ProgMS). All the patients were in the
remission clinical phase, defined as the period of recovery with no relapse episodes within the
last three months prior to the time of enrollment in the study. They were clinically and
laboratory evaluated on admission or baseline (T0), eight-month follow-up (T8), and 16-
month follow-up (T16). The disability was evaluated using the Expanded Disability Score

Scale (EDSS).?° The patients were treated according to the guidelines for MS treatment,* and
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the use of disease modifying drugs (DMDs), i.e. IFN-B1a, natalizumab or glatiramer acetate,
as well as fingolimod were recorded each clinical evaluation.

At TO, demographic, epidemiological, anthropometric and clinical data were obtained
using standard questionnaire. The ethnicity was classified according to individual’s self-
perception of color skin as Caucasian and non-Caucasian. Body mass index (BMI), systolic
blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were measured and the mean of
SBP and DBP was used in the analysis; the use of antihypertensive medication was an
indication of systemic arterial hypertension (SAH)?. Metabolic syndrome (MetS) was
diagnosed according to previous definition.?® Exclusion criteria were the diagnosis of other
autoimmune and infectious diseases or comorbidities, as well as the treatment with any drug,
vitamin or antioxidant supplement that alter the laboratory biomarkers evaluated in this study.

The protocol was approved by the Institutional Research Ethics Committee of
University of Londrina, Parana, Brazil (CAAE: 22290913.9.0000.5231) and all of the
individuals invited were informed in detail about the research and gave written Informed

Consent.

Prolactin and ferritin measurements

Venous blood samples were drawn without anticoagulant after fasting for 12 hours at
TO, T8 and T16; further, they were centrifuged at 2,500 rpm for 15 min, separated in aliquots
and stored at -80° C until used. Prolactin and ferritin serum levels were determined using
chemiluminescent microparticle assay (CMIA, Architect i2000, Abbott Laboratory, Abbott
Park, IL, USA) with protocol assay and reference values in accordance to the manufacturer's

instructions.
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Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as mean and * standard deviation (z SD) and
categorical variables as absolute number (n) and percentage (%). Analysis of variance
(ANOVA) was used to assess intergroup differences in scale variables and analysis of
contingency tables (X?-test) to check associations between nominal variables. A linear mixed
model (LMM) analyses was used to examine the associations between changes in the EDSS
score (from TO to T8 to T16, repeated measures) as dependent variable and prolactin with or
without age and sex as explanatory variables. A LMM analysis was used with the prolactin
levels at TO, T8 and T16 as dependent variables and diagnosis and time with and without sex
and age as explanatory variables to examine the effects of MS diagnosis (RRMS versus
progressive clinical forms) on prolactin levels. A LMM was also used to examine the
associations between prolactin and ferritin (at TO, T8 and T16) with and without age and sex
as additional explanatory variables. Prolactin and ferritin values were processed also in
logarithm natural (Ln) transformations. Partial Least Squares analysis was used as a path
modeling technique (SmartPLS).2* Variables were introduced in the path models or as single
indicators (e.g. sex or age) or as a latent vector (LV) extracted from various indicators in a
reflective model (e.g. EDSS scores). We only performed PLS path analysis when the model
complied with specific quality criteria, namely model fit standardized root mean residual <
0.08 and the composite constructs have adequate composite reliability (>0.80) with an
average variance extracted >0.50. We performed consistent PLS bootstrapping (2000
bootstraps) and calculated path coefficients with exact p-values (inner model) and t-values
(outer model). Moreover, total effects, total indirect and specific indirect effects were
interpreted. All statistical analyses were performed employing IBM SPSS Windows version

24. Tests were 2-tailed, and an alpha level of 0.05 indicated a statistically significant effect.
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Results

Table 1 shows the socio-demographic data, EDSS, prolactin and ferritin at three time
points in MS patients divided into those with RRMS and ProgMS. Patients with ProgMS were
somewhat older and showed more males than those with RRMS. There were no differences in
age at onset, BMI, smoking behavior, MetS and SAH between both diagnosis groups. The
disability registered at TO, T8 and T16 was higher among the patients with ProgMS than those
with RRMS. There were no significant differences in TO, T8 and T16 prolactin and ferritin
levels between both study groups.

In order to examine the associations between changes over time (TO, T8 and T16) in
prolactin and EDSS, we used a linear mixed model analysis with EDSS as dependent variable
and prolactin with or without age and sex as explanatory variables. Table 2 shows that there
was a significant association between prolactin and EDSS when age and sex were not entered
in the regression analysis. Nevertheless, after introducing age and sex in the analysis, we
found that the effects of prolactin on EDSS score were no longer significant. Regression #3 in
Table 2 shows that prolactin was significantly associated with age and sex, whereby age was
significantly and positively associated with the EDSS score, whilst females showed
significantly higher prolactin levels than males (18.8 + 0.94 ng/mL versus 11.20 +1.38
ng/mL, P<0.05).

In order to examine the effects of MS diagnosis (RRMS versus ProgMS) on prolactin
levels, we have carried out a LMM analysis with prolactin levels at TO, T8 and T16 as
dependent variables and diagnosis and time with and without sex and age as explanatory
variables. Regression #1 in Table 3 shows that diagnosis was significantly associated with
prolactin levels with higher prolactin levels in RRMS than in the ProgMS (17.13+0.87 ng/mL
versus 12.41+2.00 ng/mL). Regression #2 in Table 3 shows that, after introducing age and

sex, the effects of diagnosis on prolactin levels were no longer significant (P=0.563).
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Further, we examine whether prolactin may have protective effects by attenuating the
inflammatory response. Towards this end, we examined the associations between prolactin
and an inflammatory biomarker, namely ferritin (at TO, T8 and T16) using a LMM with and
without age and sex as additional explanatory variables. Table 4, regression #1, shows that
prolactin is significantly and negatively associated with ferritin (P<0.001) and that diagnosis
and time (TO, T8 and T16) have no significant effects on ferritin levels (P=0.927 and
P=0.358, respectively). Nevertheless, after introducing age and sex, this association between
prolactin and ferritin was no longer significant (P=0.599), whilst diagnosis (but not time)
became significant (P=0.001). Thus, ferritin was significantly higher in RRMS than in the
ProgMS (239.5 +10.3 ng/mL versus 131.5 = 21.7 ng/mL). The latter ferritin values are
therefore the real estimated marginal mean values after adjusting for age and sex, and these
contrast the ferritin values shown in Table 1, which - as pointed out above - are not reliable
estimates because they were not adjusted for relevant confounding variables. Ferritin was
significantly predicted by age and sex, with positive associations between age and ferritin
(P<0.001) and higher levels in males than in females (316.9 £16.4 ng/mL versus 54.1 + 14.3
ng/mL).

Different path models were used to analyze the associations between EDSS, prolactin
and age and sex. First, a model whereby the EDSS score (at T16) was the outcome variable
and prolactin (TO) the explanatory variable, while age and sex are introduced as predictors of
prolactin (model #1). All variables were entered as single indicator variables. This path model
shows that prolactin was significantly and positively associated with the EDSS score and that
age and sex explained 19.6% of the variance in prolactin levels. However, such a model does
not include the possible effects of age and sex on the EDSS scores. Therefore, we have
constructed a second model (model #2) with the EDSS scores as outcome variable and

prolactin (T0), age and sex as direct explanatory variables, while age and sex also predict
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prolactin. This model with paths from age, sex and prolactin to an EDSS score latent
construct extracted from the three EDSS values (TO, T8 and T16), which were entered as
three indicator variables. The analysis shows that 21.7% of the variance in the EDSS score is
predicted by age (while sex and prolactin are not significant), while 19.6% of the variance in
prolactin is explained by effects of age and sex. In other words, the effects of prolactin on the
EDSS scores are no longer significant after considering the effects of age on the EDSS scores.
Thus, the associations between EDSS scores and prolactin as initially detected in the present
study (see Table 2 and model #1) are in fact spurious correlations because those correlations
reflect the positive associations of age with the EDSS score and the negative association of
age with prolactin. All in all, the best model is which considers only the effects of age and sex
on the EDSS scores. Doing so, we found that age and sex explained 21.6% of the variance in
the EDSS scores and that both age (path coefficient=0.439, P<0.001) and sex (path

coefficient=0.172, p=0.049) were significant in predicting the EDSS scores.

Discussion

The main finding of the present study is that prolactin is not associated with disability
as well as the RRMS and ProgMS, suggesting that this association previously reported,*1%16:25
may be a spurious result. An apparent association between prolactin and disability was no
longer significant when age and sex were entered in the statistical analysis, showing that this
result actually reflects the positive associations of age with the EDSS score and the negative
association of age with prolactin. The interpretation of this path model is that age significantly
affects the disability over time, as well as the prolactin levels and that prolactin does not
function as a mediator for effects of age (and sex) on the EDSS.

The second important result of our study is that also the apparent, inverse association

between ferritin and prolactin levels may be also a spurious correlation. Such correlation
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could suggest a protective role of prolactin on the inflammatory response. Ferritin is a classic
biomarker of inflammatory response in different conditions, such as infection, inflammatory
diseases, and MS.1"% Therefore, a negative association between ferritin and prolactin levels
could suggest a possible anti-inflammatory effect of prolactin in MS for example by effects
on Th1l and Th2 cytokine profiles and a regulatory role on IL-2 levels.*! Moreover, prolactin
may act through alterations in Th2/Treg response.’®* Nevertheless, after considering the
effects of age and sex in the analysis, the association between ferritin and prolactin was no
longer significant, indicating that the inverse associations between both factors (without
controlling for age and sex effects) are in fact spurious correlations. On the other hand,
controlling for age and sex revealed that ferritin levels are significantly higher in RRMS than
in the ProgMS, whilst without controlling for age and sex these differences could not be
detected. These results show that not adjusting for age and sex may lead to erroneous results.
The present study also underscores the significant role of age and sex in the ProgMS.
Patients with ProgMS were somewhat older and showed more males than the RRMS. Some
authors also found that ProgMS clinical forms seem to exhibit only the slightest gender bias
(1.1-1.3 to 1.0) unlike the 3:1 female to male predominance of MS overall.** 27
Hyperprolactinemia in MS still a matter of debate and the results are conflicting. In a
case-control study, higher serum levels of prolactin were observed during relapses of RRMS
patients compared to healthy controls;® however, the sample number of this study was
limited. Other study showed that 70% of reduction in relapse risk during the third trimester of
pregnancy was observed in RRMS patients with a rebound increase in relapse risk during the
first three-month post-partum.?® Perhaps, prolactin level drives postpartum relapses; however,
a study showed that breastfeeding, which is accompanied by high prolactin levels may play a

protective role against post-partum MS relapses.?®
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Elevation of prolactin may be part of a nonspecific hypothalamic-pituitary-
adrenal axis dysregulation caused by demyelination and/or neurodegeneration. Higher levels
of adrenocorticotropic, growth, luteinizing, and follicle-stimulating hormones, as well as
testosterone, cortisol, noradrenalin and dopamine were also observed in MS patients
compared to controls.*!® It is important to mention that among healthy individuals,
psychosocial stress led to significant increases in plasma prolactin, adrenocorticotropic
hormone and cortisol.*

Mild-to-moderate hyperprolactinemia was found in 30% of MS patients and is
speculated to be related to hypothalamic lesions,®! and patients with optic neuritis caused by
the loss of inhibitory function of the hypothalamus on prolactin secretion.’® Post-mortem
studies reveal that hypothalamic lesions are associated with more severe MS, which may
explain the elevated rate of hyperprolactinemia seen among patients with ProgMS.161732 On
the other hand, we found that diagnosis of RRMS or ProgMS was significantly associated
with prolactin levels, with higher prolactin levels in RRMS than in the ProgMS. However,
severe optic neuritis is also thought to be associated with hyperprolactinemia due to the
damage to adjacent tuberoinfundibular dopaminergic neurons, which project from the
mediobasal hypothalamus to the median eminence.®® Therefore, the high levels of prolactin
could be the consequence of the dysregulation of the inhibitory control rather than by MS per
se.

The conflicting results of prolactin levels obtained in MS patients from different
population worldwide may be due to small cohort size of MS patients, as well as the inclusion
of patients with different clinical forms of MS and genetic background presented by the most
studies aforementioned. Moreover, prolactin levels were often analyzed without controlling

for possible sex effects in MS progression and susceptibilities.!’
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Our results underscore that hyperferritinemia is implicated in the pathogenesis of
RRMS.% These authors found that MS patients with higher ferritin levels showed higher
disease progression than those with lower ferritin levels, and that progression of disease was
significantly and positively associated with hyperferritinemia. Moreover, these authors
showed that the combination of serum ferritin levels and oxidative stress biomarkers were
responsible for 13.9% in the MS disease progression. Hyperprolactinemia was observed in
6.7% and hyperferritinemia in 8% of MS patients, both of which were significantly more
common in the patients group compared with controls.” Among female MS patients,
hyperprolactinemia was related to SPMS, whereas hyperferritinemia was associated with male
gender and with the RRMS. Moreover, an inverse association was found between
hyperferritinemia and RRMS in male patients.*’

Other important finding of the present study was the higher baseline and follow-up
disability levels among patients with ProgMS than those with RRMS, as well as age and male
sex as factors predicting worse outcome in MS. The conversion of MS patients from RRMS
to SPMS seems to be related to prolonged chronic inflammation in the CNS and to the patient
age. Aging brain also plays an important role in the course of ProgMS.3* Although most
autoimmune diseases, including MS, are more frequent among female, symptom severity,
disease course may also differ between males and females. While MS as well as RRMS are
more frequent among females than males, the ProgMS is more frequent among males than
females. This sex disparity may be attributable to X-chromosome inactivation, differences in
the expression of steroid hormones, which modulate the immune response towards a Th2
phenotype, whilst in men a Thl response may be predominant.!* Therefore, the sex-based
different immune response profile may result in an increased progression of the disease in

males, as well as a higher prevalence of ProgMS than in women.3®
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The small sample size of patients with ProgMS may have limited the power to detect
small differences between the groups of the present study. However, a strength of the current
study is the adjustment of the statistical analyses for lurking variables (age and sex), which

possibly guarantees the reliability of the results obtained.

Conclusions

Our findings do not support the hypothesis that the disability of MS patients is
associated with a hyperprolactinemic state, but rather they suggest that associations between
the EDSS and prolactin levels may be spurious correlations. Actually, age and sex are real
factors that exert a role in the pathophysiology of MS and are associated with the clinical
forms and disability over time. Nevertheless, this finding should be replicated in other

samples to further examine the role of prolactin in the pathophysiology of MS.
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Table 1 Socio-demographic, clinical and laboratorial characteristics at three time points in patients

with multiple sclerosis (MS), according to clinical form during the follow-up period

RRMS ProgMS P
Variable F/Xz  df

(n=101) (n=19) value
Age (year) 41.7 (12.3) 48.9 (12.8) 544 1/118 0.021
Sex (F/M) 7427 (73.3/26.7)  8/11 (42.1/57.9)  7.18 1 0.007
Ethnicity (C/NC) 85 (84.1) /16 (15.9) 13 (68.4)/6(31.6) 264 1  0.104
BMI (kg/m?) 26.4 (5.4) 24.1 (4.2) 2.90 1/118 0.091
Smoking (N/Y) 89 (88.1) /12 (11.9) 15(78.9)/4(21.1) 1.16 1 0281
MetS (N/Y) 73(72.3) /27 (26.3) 12(63.2)/7(36.8) 076 1  0.384
SAH (N/Y) 82 (81.2) /19 (18.8) 13(68.4)/6 (31.6) 1.58 1 0.209
Age disease onset (year) 35.1 (10.6) 36.5(9.9) 0.27 1/118 0.606
EDSS TO 2.63 (1.88) 6.29 (1.57) 63.3 1/115 <0.001
EDSS T8 2.68 (2.23) 6.61 (1.32) 55.0 1/113 <0.001
EDSS T16 2.61 (2.48) 6.42 (1.88) 40.4 1/118 <0.001
Prolactin (ng/mL) T0O* 19.4 (19.7) 15.6 (11.9) 243  1/115 0.122
Prolactin (ng/mL) T8* 16.3 (11.1) 11.6 (5.1) 241 1/117 0.124
Prolactin (ng/mL) T16* 18.8 (32.2) 11.1 (6.3) 0.50 1/113 0.483
Ferritin (ng/mL) TO 179.6 (196.9) 166.9 (152.1) 0.01 1/116 0.899
Ferritin (ng/mL) T8 175.6 (193.7) 173.9 (145.5) 0.01 1/116 0.918
Ferritin (ng/mL) T16 170.7 (219.5) 169.3 (196.9) 0.05 1/117 0.818

All results of analyses of variance (F values; ANOVA). ¢2: results of analyses of contingency tables.
Continuous variables were expressed as mean and standard error of mean (SEM) and categorical

variables were expressed as absolute number. df: degree of freedom; F: female; M: male; C:
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Caucasian; NC: non Caucasian; BMI: body mass index; N: no; Y: yes; MetS: metabolic syndrome;
SAH: Systemic arterial hypertension; EDSS: Expanded Disability Status Scale; TO: time at the
inclusion in the study (baseline): T8: eight-month follow-up; T16: 16-month follow-up; RRMS:

relapsing-remitting multiple sclerosis; ProgMS: progressive multiple sclerosis.



112

Table 2 Result of linear mixed model analysis with EDSS (TO-T8-T16) as dependent variable

and prolactin with or without age and sex as covariates

Dependent variables  Explanatory variables F df P value
EDSS (TO, T8, T16) Prolactin (-) 10.31 1/335 0.001
EDSS (TO, T8, T16)  Prolactin 0.56 1/337  0.455
Age (+) 66.38 1/336  <0.001
Sex (Male > Female) 7.70 1/335 0.006
Prolactin (TO, T8, T16) Age (-) 17.63 1/338  <0.001
Sex (Male >Female) 47.38 1/339  <0.001

All the results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; EDSS: Expanded
Disability Status Scale; TO: time at the inclusion in the study (baseline): T8: eight-month follow-

up; T16: 16-month follow-up; (-): negative association; (+): positive association
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Table 3 Results of linear mixed model analysis with prolactin levels as dependent variable

and diagnosis of RRMS or ProgMS as explanatory variable

Dependent Variables Explanatory Variables F df  Pvalue
Prolactin (TO, T8, T16)* Diagnosis 8.82 1/339  0.003
#1 Time (TO, T8, T16) 3.50 1/213  0.032
Prolactin (TO, T8, T16)* Diagnosis 0.34 1/335  0.563
Time 4.22 1/212  0.012
#2 Age 15.55 1/336  <0.001
Sex 42.05 1/337 <0.001

All the results of analyses of variance (F values); df: degrees of freedom; *processed in

Logarithm natural transformation; TO: time at the inclusion in the study (baseline): T8:

eight-month follow-up; T16: 16-month follow-up; RRMS: relapsing-remitting multiple

sclerosis; ProgMS: progressive clinical forms of multiple sclerosis.
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Table 4 Result of linear mixed model analysis with ferritin levels as dependent variable

and prolactin levels with or without age, sex, and diagnosis as explanatory variables

Dependent Variables  Explanatory Variables F df P value
Ferritin (TO, T8, T16)* Diagnosis 0.01 1/345  0.927
#1 Time 1.03  1/231  0.358
Prolactin*(-) 21.39 1/336 <0.001
Ferritin (TO, T8, T16)* Diagnosis (RRMS >ProgMS)  11.74  1/343  0.001
Time 0.70  1/230  0.496
#2 Prolactin* 0.28 1/333  0.599
Age (+) 13.29 1/343  <0.001
Sex (Male/Female) 197.33 1/343  <0.001

All results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; RRMS: relapsing-remitting

multiple sclerosis; ProgMS: progressive MS; *processed in Logarithm natural transformation;

TO: time at the inclusion in the study (baseline): T8: eight-month follow-up; T16: 16-month

follow-up; (-): negative association; (+): positive association
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6 CONCLUSOES

Apbs a discussao dos resultados do artigo 1, podemaos concluir:

o O estudo acompanhou 140, 128 e 122 pacientes com EM nos tempos TO, T8 e T16,
respectivamente. Destes, 47 pacientes apresentaram acumulo de incapacidade,
aumentando de 3,4 (TO) para 4,5 (T8) e para 5,1 (T16);

o A alteracdo da incapacidade ao longo do tempo foi positivamente associada a HAS,
idade, hsPCR, IL-17 e AOPP, enquanto foi associada negativamente com acido folico e
calcio. O indice de alteragdo da incapacidade (AEDSS) de T8 a T16 foi predito pela
diminuicdo de 25(OH)D e acido félico obtidos nos tempos TO a T8, e um aumento do escore

composto de citocinas inflamatérias (IL-6+IL-17-1L-4) obtido nos tempos TO e T8;

o 51,1% da alteracdo da incapacidade dos pacientes observada em T16 foram
explicadas pelas variaveis HAS, tabagismo, idade, sexo e o escore de citocinas
inflamatérias (IL-6+IL-17-1L-4) observadas no T8 (todas positivamente), assim como das

variaveis 25(OH)D obtida no TO e calcio no T8 (todas negativamente);

o Em outro modelo de andlise de predicdo, os resultados mostraram que 40,3% da
alteracdo da incapacidade observada no T16 foram explicadas pelas variaveis HAS,
tabagismo, idade, indice entre homocisteina e acido félico (Homocisteina — acido félico)
obtidos no T16 assim como pelos indice inflamatério IL-6+IL-17-IL-4 obtidos no T16 (todas

positivamente) e 25(OH)D no T8 (negativamente);

o Os valores de Hcy, PTH, IL-6 e IL-4 foram maiores e de 25(OH)D foram menores
entre os pacientes com as formas progressivas da EM comparados aqueles com a forma
EMRR;

o As caracteristicas dos pacientes com EM, como etnia (ndo caucasiana), sexo
(masculino), duracdo da doenca e a presenca de DM juntamente com niveis elevados de

PTH e IL-6 s&o preditores de ProgMS, com alta sensibilidade e alta especificidade.
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o A desregulacdo na resposta imune, alteracBes metabdlicas associadas ao
hiperparatireoidismo, Hcy e acido félico, bem como baixos niveis de vitamina D e calcio,

desempenham um papel na progressao da EM e de suas formas clinicas.

o Diante destes resultados, concluiu-se que um conjunto de biomarcadores
IMO&NS, juntamente com HAS e idade, apresentou significativa associacdo com as
alteracbes na incapacidade dos pacientes com EM durante 16 meses de acompanhamento
e que podem ser Uteis para prever o acumulo da incapacidade ao longo do tempo em
pacientes com EM.

Apo6s a discusséao dos resultados do artigo 2, podemos concluir:

o A incapacidade observada em TO, T8 e T16 foi maior entre pacientes com as

formas progressivas do que aqueles com EMRR;

o Os niveis de prolactina e ferritina nao diferiram ao longo do tempo entre as formas

clinicas da EM;

. Apo6s a introducdo das variaveis idade e sexo na analise dos dados, os efeitos da
prolactina na incapacidade deixaram de ser significativos. A prolactina foi associada com

idade e sexo, sendo a idade positivamente associada a incapacidade;

o Da mesma forma, apds a introdugédo das variaveis idade e sexo na analise dos
dados, os efeitos do diagndstico de EMRR ou de formas progressivas da EM sobre os niveis
de prolactina, bem como a associacdo entre prolactina e ferritina, ndo foram mais

significativos;

o 21,6% da variancia da incapacidade foi prevista pela idade e sexo, enquanto a

prolactina nao foi significativa;

o Os efeitos da prolactina na incapacidade de pacientes com EM podem ser um
resultado espurio, porque essas correlacdes refletem as associagfes positivas de idade com

a incapacidade e a associacdo negativa da idade com a prolactina.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo tem, pelo menos, duas limitacdes que precisam ser abordadas.
Primeiro, o tamanho relativamente pequeno da amostra de pacientes com formas clinicas
progressivas de EM pode ter limitado o poder de detectar pequenas diferencas entre os
grupos do presente estudo. Segundo, as possiveis variaveis confundidoras que nao
puderam ser controladas no estudo, como alelos variantes nos genes que codificam as
moléculas inflamatodrias e metabdlicas avaliadas neste estudo, bem como as condi¢Bes de
estilo de vida (incluindo a variabilidade individual do consumo de alcool, inatividade fisica,
habitos alimentares e exposi¢éo ao sol).

Por outro lado, alguns pontos fortes sdo evidentes, incluindo o delineamento
longitudinal com 16 meses de acompanhamento clinico e laboratorial, a analise estatistica
robusta com ajuste de variaveis como idade, sexo, etnia e IMC, assim como 0S novos
escores compostos com os resultados obtidos.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que, além da idade, sexo e
desregulacdo da resposta imune inata e adaptativa, outros mecanismos podem estar
envolvidos na fisiopatologia da EM, como alteragbes hormonais e metabdlicas reveladas
pelos niveis aumentados de homocisteina e PTH e diminuidos de acido félico, vitamina D e
célcio. Estas outras alteracdes podem explicar, em parte, porque muitos pacientes nao
apresentam boa resposta terapéutica com os medicamentos atualmente disponiveis para o
tratamento dos pacientes com EM, uma vez que estes tém como alvo alguns componentes

do sistema imune inato e adaptativo e que visam o retorno do equilibrio da resposta imune.

Espera-se com este estudo um melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos na progressao da incapacidade e nas formas clinicas da EM,
assim como a identificacdo de possiveis marcadores laboratoriais que sejam capazes de
identifica-las precocemente e que possam, também, contribuir para o desenvolvimento de
possiveis novos alvos terapéuticos para uma terapia personalizada e integrativa no

tratamento de pacientes com EM.
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10  APENDICES
APENDICE A - TCLE
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Titulo da pesquisa:
Avaliacdo dos marcadores inflamatérios e do estresse oxidativo em pacientes com

esclerose multipla: um estudo de seguimento.

Prezado (a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “Avaliacdo dos marcadores
inflamatdrios e do estresse oxidativo em pacientes com esclerose mdultipla: um
estudo de seguimento, realizada no Hospital Universitario (HU) da Universidade Estadual
de Londrina. O objetivo da pesquisa é verificar se ha alteracdes nos exames laboratoriais
gue indicam inflamacdo e estresse oxidativo durante o periodo de 16 meses de
acompanhamento da esclerose mdltipla. A sua participagcdo é muito importante e ela se
daria da seguinte forma: 3 avaliacdes clinicas pelo médico neurologista, seguidas de coleta
de sangue, com intervalo de 8 meses entre elas, realizada por profissionais treinados para
esta funcdo, com material descartavel e tubos de coleta a vacuo, o que minimiza os
possiveis desconfortos decorrentes deste procedimento, como dor e hematoma leves no
local da puncéo.

Gostariamos de esclarecer que sua participacao é totalmente voluntaria, podendo vocé:
recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete
qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacgbes serdo
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Os beneficios esperados sdo: 1) o entendimento dos mecanismos envolvidos nas
alteracBes do estresse oxidativo e inflamagéo na esclerose mdltipla, possibilitando o melhor
monitoramento da doenga e desenvolvimento de novos medicamentos; 2) identificacdo dos
exames laboratoriais que estdo relacionados com a progressdo da doenca e o grau de
incapacidade que a doencga causa, 0 que podera contribuir para uma melhor monitoragéo e
deteccdo mais precoce da progressao da doenca;

Informamos que o (a) senhor (a) ndo terd nenhum custo nem sera remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacdo na

pesquisa.
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Caso voceé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode entrar em
contato com a equipe de pesquisadores (Prof2 Dr2 Edna Maria Vissoci Reiche ou Profé Dr2
Andréa Name Colado Sim&o0), pelo telefone: 3371-2321, ou procurar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, localizado no
HU, na Avenida Robert Kock, n°® 60, ou no telefone 3371-2490.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,

devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, de de 2014.

Pesquisadores Responsaveis

Edna Maria Vissoci Reiche
RG: 1.242.514-7

Andréa Name Colado Siméao
RG: 6.226.736-4

(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa,

concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impresséo dactiloscopica):

Data:

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para

assinatura do menor e do responsavel.




APENDICE B - Questionéario Projeto EM

Dados demogrdficos

N2 no projeto:

Nome

Data de nascimento: _ / /

Endereco

Telefone:

Imunomodulador

(

)IFN-Bla ( )IFN-Blb ( ) Glatiramer

( ) Natalizumab

Corticoide

(

) Pulsoterapia ( ) Corticéide oral = mg

Outros medicamentos

Doengas associadas

Etnia

(

) Caucasiano

( ) Negro

( )Mulato ( ) Asiatico

Cor da pele

(

)Branca ( ) Negra

( YPardo ( )Amarela

Exposigdo solar didria

) N&o se expGe ao sol diariamente

) Baixa exposicdo ( < 20 min/dia )

) Exposigdo solar adequada (> 20 min/dia)

—_ e~ A~ o~

Usa protetor solar? )Sim ( ) Ndo Frequéncia:
Tabagismo ( )Sim ( ) Nao
Consumo de alcool () Sim ( )Nao

Profissdo

Hébitos de dieta

(
(

) Suplementacdo alimentar ( ) Antioxidante

) Vitamina

( ) Dieta especifica

Obs.:

Dados Clinicos

IMC:

Peso:

Altura: Circunferéncia:

Forma clinica

( )RR

()SP ()PP

()CIS ()ndodefinida

EDSS

Atividade da doenca

( ) Remissdo ( )Surto

N° de surtos/ ano

N° lesGes: ()Gd+ ()Gd- Data RMN:
RMN Local:

Tipo de RMN:
Inflamacg&o/ Infecgdo ( )Sim ( )Nao Qual?
Pds Menopausa ( )Sim ( )Nzo Data ultima menstruacgao:

139



