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KALLAUR, Ana Paula. Avaliacdo do polimorfismo genético Ncol do fator de necrose
tumoralf, marcadores inflamatérios e do estresse oxidativo e nitrosativo como preditores
da incapacidade, progressio da doenca e depressio na esclerose multipla. 2017. 89 p.
Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2017.

RESUMO

Introducao:. Existem evidéncias de que mecanismos inflamatdrios e do estresse oxidativo e
nitrosativo  exercem importante papel na fisiopatologia da esclerose multipla (EM) e
depressdao. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o polimorfismo genético Ncol do
fator de necrose tumoral (TNF)-f (rs909253), marcadores inflamatorios e do estresse
oxidativo e nitrosativo (IO&NS) como preditores da incapacidade neurologica, progressao da
doenca e presencga de depressao em pacientes com EM. Métodos:Inicialmente, foi realizado
um delineamento caso-controle com 212 pacientes com EM (150 mulheres ¢ 62 homens),
sendo 150 com a forma clinica remitente recorrente (EMRR) e 61 com as formas
progressivas. Posteriormente, foi realizado um estudo longitudinal com seguimento
ambulatorial durante 5 anos. Como controle, foram inseridos 249 individuos saudaveis (170
mulheres e 72 homens). O diagnodstico de EM foi realizado segundo os critérios revisados de
McDonald; a incapacidade neuroldgica foi avaliada pela Escala Expandida do Estado de
Incapacidade (EDSS) em 2006 e 2011 e os pacientes foram divididos com incapacidade leve
(EDSS < 3) e moderada ou grave (EDSS > 3). A progressdo da doenga foi avaliada pelo
aumento do EDSS no periodo de estudo e pela diferenga entre os valores de EDSS obtidos em
2006 e 2011 (AEDSS). A atividade da doenca foi avaliada pela presenca de lesdes gadolinio-
positivas observadas na ressonancia magnética nuclear (RMN). A depressdo foi avaliada pela
Escala de Depressdo ¢ Ansiedade do Hospital (HADS), sendo considerado paciente com
depressao quando o escore > 8,0. A dependéncia de nicotina foi identificada pelos critérios
revisados do Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais. O polimorfismo
genético Ncol do TNF-p foi determinado pela reagao em cadeia da polimerase e polimorfismo
do comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) com a identificagdo de 3
genotipos: GG (TNB1/B1), GA (TNFB1/B2) e AA (TNFB2/B2). Foram avaliados os niveis
séricos da interleucina (IL)-1pB, IL-6, TNF-a, interferon (IFN)-y, IL-4, IL-10, IL-17, proteina
C reativa (PCR), albumina e ferritina. Foram determinados os niveis plasmaticos de
hidroperoxido (CL-LOOH), proteinas carbonilicas, produtos avangados da oxidagdo de
proteinas (AOPP), metabolitos do 6xido nitrico (NOx) e a capacidade total antioxidante do
plasma. Resultados:A média (+ devio-padrdao) do EDSS em 2006 foi 1,62 + 2,01 e em 2011
foi 3,16 + 2,29 e a duragdo da doenca foi de 7,34 + 7,0 anos. Os niveis de IL-10, TNF-a,
IFN-y, AOPP e NOx foram mais elevados e os de IL-4 foram menores em pacientes com
EDSS >3 comparados aos obtidos em pacientes com EDSS < 3, quando avaliados em 2011
(p=0,05). O aumento do EDSS no periodo 2006-2011 foi positivamente associado aos niveis
de TNF-a e IFN-y. Niveis aumentados de IFN-y foram associados aos sintomas piramidais
(p=0,041) e niveis aumentados de IL-6 foram associados a sintomas sensitivos (p=0,029).
Niveis aumentados de proteinas carbonilicas e IL-10, assim como niveis diminuidos de
albumina mostraram-se preditores dos sintomas cerebelares (p=0,012, p=0,036 e¢ p=0,017,
respectivamente). O gendtipo GA (TNFB1/B2) do polimorfismo Ncol do TNF-p foi associado
com menor risco de progressao dos sintomas piramidais (p=0,010). O tratamento com IFN-f e
acetato de glatiramer reduziu os niveis de TNF-a mas ndo alterou os outros biomarcadores de
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IO&NS e progressao da doenga. Niveis aumentados de IL-6 ¢ diminuidos de IL-4 e albumina
foram associados com a presenca de depressdao nos pacientes com EM (p=0,003, p=0,044 ¢
p=0,013, respectivamente). A regressdo logistica bindria mostrou que pacientes EM com
depressdo (versus sem depressdo) apresentaram mais sintomas intestinais e progressdo da
doenca, niveis aumentados de IL-6 e diminuidos de albumina (p=0,001, p=0,003, p=0,010 e
p=0,041, respectivamente). Em individuos com EM, a presen¢a de sintomas piramidal,
intestinal e visual foram preditores dos escores de HADS; 58,0% da variagdo no HADS foram
devidas a sintomas intestinais e visuais, assim como negativamente associados ao gendtipo
GA (TNFB1/B2) e lesdes gadolinio-positivas na RMN. Conclusdo: Os marcadores
inflamatorios e do estresse oxidativo (IO&NS) e o gendtipo GA (TNFB1/B2) do
polimorfismo Ncol do TNF-f foram preditores de maior incapacidade na EM e associados
com diferentes indices da progressdo da doenca, quando avaliada pelo EDSS e sintomas
especificos, incluindo progressdao dos sintomas piramidais, sensitivos e cerebelares. Como os
medicamentos modificadores da atividade da doenca utilizados pelos pacientes ndo afetaram
os biomarcadores do estresse oxidativo e nitrosativo e que estes biomarcadores foram
preditores da progressdao da doenca, estes resultados sugerem que novos tratamentos da EM
podem ter como alvo as vias do estresse oxidativo e nitrosativo. Outra conclusdo importante
do estudo ¢ que a EM com depressdo estd associada com sinais de inflamagdo periférica,
maior incapacidade, progressdo da doenca, sintomas intestinais e visuais, mas com menor
atividade aguda da doenga avaliada pela presenca de lesdes gadolinio-positivas quando
comparada com EM sem depressdo. Estes resultados sugerem que a depressdo ¢ parte dos
sintomas neuroldgicos da EM e que o aparecimento deste sintoma ¢ influenciado pela
inflamacdo periférica enquanto neuroinflamacdo aguda e o gendtipo GA (TNFB1/B2)
parecem desencadear papel protetor para o aparecimento dos sintomas depressivos.

Palavras-chave:  Esclerose multipla. Polimorfismo genético. Fator de necrose tumoral f.
Citocinas. Estresse oxidativo e nitrosativo. EDSS. Inflamacao.
Depressao.
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KALLAUR, Ana Paula. Evaluation of tumor necrosis factor f Ncol polymorphism,
inflammatory, oxidative and nitrosative biomarkers as predictors of disability,
progression of disease and depression in multiple sclerosis. 2017. 89 p. Thesis (Doctoral in
Health Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Background: There is evidence that activated immune inflammatory and oxidative and
nitrosative stress (IO&NS) pathways play a role in the pathophysiology of multiple sclerosis
(MS) and depression. Objective: The aim of this study was to evaluate the Ncol of the tumor
necrosis factor (INF)-f polymorphism (rs909253), inflammatory markers and oxidative and
nitrosative stress biomarkers (IO&NS) as predictors of disability, disease progression and
depression in MS patients. Methods: Firstly, a case-control study was carried out with 212
MS patients with MS (150 women e 62 men), 150 presenting relapsing-remitting MS (RRMS)
and 61 presenting progressive forms. Secondly, a longitudinal and 5-years follow-up was
carried out with 249 healthy controls (170 women and 72 men). Revised McDonald Criteria
were used in diagnosis; the disability was measured using Expanded Disability Status Scale
(EDSS) in 2006 and 2011 and the patients were categorized as mild disability (EDSS < 3) and
moderate/severe disability (EDSS > 3). The progression was evaluated using the increases in
EDSS scores during the study and the delta values of the 5-years follow up (AEDSS = 2011
EDSS - 2006 EDSS). The disease activity was evaluated using gadolinium-enhanced lesions
in magnetic resonance imaging (MRI). Depression was evaluated using Hospital Anxiety and
Depression Scale (HADS) and was defined when scores were > 8.0. The nicotine dependence
was evaluated according Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Text
Revision. The Ncol TNF-f polymorphism was determined using polymerase chain reaction
and restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), and three gen otypes were
identified: GG (TNBI1/B1), GA (TNGBI1/B2) and AA (TNFB2/B2). Serum levels of
interleukin (IL)-6, TNF-a, interferon (IFN)-y, IL-4, IL-10, and IL-17, albumin, ferritin, and
plasma levels of lipid hydroperoxides (CL-LOOH), carbonyl protein, advanced oxidation
protein products (AOPPs), nitric oxide metabolites (NOx), and total antioxidant plasma
capacity were also evaluated. Results: The mean EDSS (+ standard deviation) in 2006 was
1.62 +£2.01 and in 2011 3.16 &+ 2.29, and disease duration was 7.34 + 7.0 years. The levels of
IL-10, TNF-a, IFN-y, AOPP, and NOx were significantly higher and IL-4 were lower in MS
patients with higher 2011 EDSS scores (>3) as compared with those with low EDSS < 3
scores (p<0.05). The actual increases in EDSS from 2006 to 2011 were positively associated
with TNF-a and IFN-y. Increased IFN-y values were associated with higher pyramidal
symptoms (p=0.041) and increased IL-6 with sensitive symptoms (p=0.029). Increased
carbonyl protein and IL-10 but lowered albumin levels predicted cerebelar symptoms
(p=0.012, p=0.026, and p=0.017, respectively). The GA (TNFB1/B2) genotype decreased risk
towards progression of pyramidal symptoms (p=0.010). Treatment with IFN- and glatiramer
acetate significantly reduced TNF-a but did not affect the other IO&NS biomarkers or disease
progression. Three variables discriminate MS patients with depression from those without
depression, i.e., increased IL-6 and lower IL-4 and albumin (p=0.003, p=0.044 and p=0.013,
respectively). Binary logistic regression showed that MS with depression (versus MS without
depression) was characterized by more intestinal symptoms and disease progression, higher
serum IL-6, and lower albumin levels (p=0.001, p=0.034, p=0.010,and 0=0.041, respectively).
In patients with MS, the HADS score was significantly predicted by three EDSS symptoms,



i.e., pyramidal, intestinal, and visual symptoms. Fifty-eight percent of the variance in the
HADS score were predicted by intestinal symptoms, visual symptoms, the GA (TNFB1/B2)
genotype, and gadolinium-positive enhancement lesions (both inversely associated).
Conclusion: The inflammatory and oxidative and nitrosative stress (IO&NS) biomarkers and
GA (TNFB1/B2) genotype of Ncol TNF-f genotypes predict high disability in MS and are
associated with different aspects of disease progression, when evaluated by EDSS and
specific symptoms, including progression of pyramidal, sensitive, and cerebellar symptoms.
As the disease modifying drugs of the patients did not affect the oxidative stress biomarkers
and these biomarkers were predictors of the disease, this result suggests that new drugs to
treat MS should also target oxidative stress pathways. Another conclusion MS with
depression is associated with signs of peripheral inflammation, more disability, disease
progression, intestinal and visual symptoms, but less gadolinium-positive lesions as compared
to MS without depression. It is concluded that depression is part of the neurological
symptoms of MS and that its expression is primed by peripheral inflammation while acute
neuroinflammation and the GA (TNFB1/B2) genotype may be protective.

Keywords: Multiple sclerosis. Genetic polymorphism. Oxidative and nitrosative stress.
Tumor necrosis factor beta. EDSS. Inflammation. Depression.
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1. INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenga desmielinizante inflamatdria cronica progressiva do
sistema nervoso central (SNC), caracterizada por lesdes imuno-mediada das células na substancia
branca e cinzenta do cérebro, medula espinhal e nervo 6ptico (KAMALI-SARVESTANI et al., 2007).
Afeta, principalmente, jovens adultos do sexo feminino (MOUZAKI et al., 2015).

A patogénese da EM ndo esta completamente elucidada e evidéncias demonstram uma
complexa interacao entre susceptibilidade genética, falha dos mecanismos de tolerdncia imunologica e
fatores ambientais como gatilho (MOUZAKI et al., 2015), assim como interagdes entre genes e meio
ambiente e mecanismos epigenéticos (VOSKUHL e GOLD, 2012). Entre os fatores ambientais estdo
as infecc¢des virais (principalmente envolvendo o virus Epstein Barr), agentes quimicos, tabaco, dieta
(obesidade) e vitamina D (baixa exposi¢ao solar) (GRIGORIADIS e VAN PESCH, 2015).

O diagnostico da EM ¢ baseado em evidéncias clinicas, exame de ressonancia magnética
nuclear (RMN), exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) e os potenciais evocados. Para estabelecer
o diagnostico de EM, deve demonstrar a ocorréncia de lesdoes no SNC disseminadas no tempo e no
espaco e excluir qualquer outro diagnodstico. Os critérios diagnoésticos utilizados sdo os de Poser
(1991), McDonald (2001), McDonald revisados em 2005 (WOLINSKY, 2005) e em 2010 (POLMAN
et al., 2010). No entanto, esta nova revisdo ndo invalida os critérios de McDonald publicados em 2001
e 2005 (POLMAN et al., 2010). Estas revisdes foram realizadas para classificar exatamente o
significado de surto, disseminacdo da doenga no espago e¢ no tempo, RMN positiva e caracterizar a
sindrome clinicamente isolada (CIS). A forma CIS caracteriza-se por manifestacdes agudas
monofasicas em localizagdes anatdomicas especificas: neurite Optica, nas regides justacortical,
periventricular e infratentorial, mielite transversa, tronco cerebral e cerebelo, indicativas de alto risco
para desenvolver a doenca clinicamente definida, quando estd associada a presenca de lesdes na RMN
e as alteragdes imunologicas no LCR atribuidas a EM (POLMAN et al., 2005; KANTARCI et al.,
2005; WHO, 2006). O critério de McDonald foi revisado em 2010, para facilitar o diagnostico de EM
e diferenciar do diagnostico de neuromielite dptica.

Além da forma CIS, a EM ainda possui as formas clinicas recorrente-remitente (EMRR),
primariamente progressiva (EMPP) e secundariamente progressiva (EMSP). A forma EMRR ¢ a mais
frequente, caracterizada por episodios de surtos bem definidos no tempo, com alteracdo de uma ou
mais fungdes neuroldgicas, com posterior recuperagdo que pode ser completa ou com sequelas. Cerca
de 70,0 a 80,0% dos pacientes apresentam esta forma clinica (VALE, 2010). A EMSP caracteriza-se
pela progressdo continua da doenga, sem a presenga de surtos e acomete cerca de 15,0 a 20,0% dos
pacientes. Aproximadamente, 50,0% dos pacientes com a EMRR irdo desenvolver a forma EMSP
dentro de 10 anos e 80,0% irdo desenvolver dentro de 20 anos apds o inicio da doenga. A EMPP ¢ a

forma mais grave da doenca e também a menos frequente ¢ acomete 10,0 a 15,0% dos pacientes ¢



caracteriza-se por uma progressao desde o inicio da doenga. A forma primaria progressiva recorrente
(EMPPR) ¢ caracterizada pelo inicio progressivo surgindo posteriormente surtos bem identificados,
mantendo um padrdo de progressdo entre os surtos. Esta forma constitui cerca de 5% dos casos e
parece ser a evolugdo natural da forma clinica EM-PP (MARQUES, 2010). O termo progressao em
EM significa um agravamento continuo dos sinais neuroldgicos no SNC por um periodo minimo de 6
meses. Pacientes que manifestam as formas progressivas da EM (EMSP e EMPP) apresentam um pior
prognostico, pois ndo apresentam uma boa resposta terapéutica aos medicamentos disponiveis (VALE,
2010; FARJAM et al., 2015). As opgdes terapéuticas para estes pacientes sdo limitadas e, na maioria

das vezes, ineficazes. A figura 1 ilustra as formas clinicas da EM.

Forma recorrente-remitente

R

Forma secundariamente progressiva

- -

Forma primariamente progressiva

—

Forma primadria progressiva recorrente (com surtos)

A

Figura 1. Representagao grafica das formas clinicas da esclerose multipla. Fonte: MARQUES (2010)

A gravidade da EM pode ser avaliada por marcadores de inflamacdo e desmielinizagdo
observados no exame de RMN que pode revelar uma lesdo captante do contraste gadolinio e pela
Escala Expandida do Estado de Incapacidade (Expanded Disability Status Scale - EDSS) de Kurtzke
(1983). Na EDSS, os escores variam de 0,0 (nenhuma incapacidade) a 10,0 (morte devido a EM)

dependendo do comprometimento dos sistemas funcionais apresentado pelo paciente. Entre os
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sistemas funcionais avaliados nesta escala estdo as fungdes piramidal, cerebelar, do tronco cerebral,
sensitiva, vesical, intestinal, visual, cerebral ou mentais.

A técnica de RMN tem sido amplamente utilizada para entender a fisiopatologia da EM,
demonstrando danos tanto na substincia branca quanto na cinzenta, lesdes estas que contribuem para o
aumento da incapacidade neuroldégica (MORGEN et al., 2006; PIRKO et al., 2007). Um estudo de
nove anos de seguimento em pacientes com EM mostrou atrofia significativa nas substancias branca e
cinzenta, avaliada pela RMN. Os pacientes com EMSP tiveram maior atrofia na substincia cinzenta e
maior carga lesional do que os com EMRR, que foram relacionadas significativamente com a EDSS e
idade de inicio da doenga (TEDESCHI et al., 2005). Estes autores concluiram que a atrofia da
substancia cinzenta ¢ a variavel mais significativa para determinar a incapacidade final do paciente.
Kearney et al. (2016) mostraram que atrofia na medula espinhal e no cérebro sdo relevantes,
contribuindo independentemente para o aumento da incapacidade.

O cerebelo ¢ o local de maior dano na EM, principalmente em pacientes com as formas
progressivas (CALABRESE et al., 2010; REDONDO et al., 2015; KEMP et al., 2016). A alteragao
cerebelar contribui para a incapacidade neuroldgica, levando a progressdo da doenca apesar do
tratamento com drogas modificadoras da doenga (WAXMAN, 2005). Disfuncdo cerebelar na EM
parece aumentar pela combinacdo de lesdes nas substincias branca e cinzenta. Estudos de lesdo na
substancia cinzenta na EM tém recebido menos ateng@o do que estudos de lesdo na substancia branca.
No entanto, estudos de lesdo da substancia cinzenta evidenciam extensa desmielinizagdo, inflamacao e
perda neuronal (LUCCHINETTI et al., 2011). Além disso, a atrofia cortical demonstrada na RMN ¢
reconhecida como marcador para estabelecer a progressao da EM (STEENWIJIK et al., 2016).

1.1 Fisiopatologia da Esclerose Miltipla

Evidencias indicam que a EM ¢ iniciada pela ativagdo de linfécitos T (LT) e B (LB) na
periferia contra componentes do SNC. A forma como estas células sdo ativadas ainda é pouco
conhecida e estudos sugerem que estes linfocitos autorreativos reconhecem, na periferia, moléculas ou
células com peptideos semelhantes a mielina, podendo ser um gatilho para desencadear a doenca.
Estas células migram para o SNC onde reconhecem autoantigenos da mielina como proteina basica da
mielina (myelin basic protein-MBP), proteina proteolipidica (proteolipid protein-PLP), glicoproteina
oligodendrocitica da mielina (myelin oligodendrocyte glycoprotein-MOG) e a proteina de choque
térmico sequestrada da mielina denominada alfa B cristalina (alpha B crystallin). Apds o
reconhecimento destas proteinas, as células do sistema imune sdo reativadas e desencadeiam uma
cascata de reagOes inflamatorias que resultam na desmielinizagdo e lesdo de axoOnios. Enquanto a
MOG e alfa B cristalina sdo expressas em lesdes recentes, podendo ser marcadores de
desmieliniza¢des mais recentes, as proteinas MBP e PLP sdo expressas em lesdes mais avangadas e

indicam a degradacdo mais avancada da mielina. (WINQUIST et al., 2007; FARJAM et al., 2015).



Células apresentadoras de antigenos (APCs) da resposta imune inata, como as células
dendriticas, entram em contato com o antigeno, se tornam ativadas, produzem citocinas e apresentam
antigenos aos LT CD4" naive ou virgens. As APCs secretam diferentes citocinas e, dependendo da
citocina produzida, os LT CD4" naive podem seguir vias diferentes de diferenciacio. Na presenca de
interleucina (IL)-12, os LT CD4" naive se diferenciam em LT CD4" T helper (Th)-1 e secretam
interferon (IFN)-y. Na presenca de IL-23, os LT CD4" naive se diferenciam em LT CD4" Thl7 e
secretam IL-17. As células Th17 e sua citocina IL-17 e a célula Thl e sua citocina IFN-y parecem
exercer um importante papel na inflamacdo, enquanto as células T regulatorias (Treg) estdo inibidas
(GRIGORIADIS e VAN PESCH, 2015).

A resposta por LB tem sido amplamente reconhecida na EM, tanto na fase inicial quanto na
fase progressiva da doenca. Os LB tém sido encontrados nos subcompartimentos do SNC de pacientes
com EM, incluindo liquido cefalorraquidiano (LCR), barreira hematoencefalica (BHE), parénquima e
meninges. O padrdo de lesdo e desmielinizacdo por LB ocorrem pela producdo de anticorpos
antimielina, forma¢ao de imunocomplexos e deposi¢cao de complemento. Também foram encontrados
anticorpos antimielina dentro de células fagociticas. Além disso, LB sdo excelentes APCs aos LT,
antigenos estes reconhecidos pelos seus receptores de células B (BCR). E desta forma, na EM, os LB
conseguem apresentar eficientemente neuroantigenos aos LT no SNC. Além disso, os LB podem
modular a resposta imunologica dos LT e das células mieldides pela secrecdo de citocinas
proinflamatérias como a IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a, linfotoxina alfa ou TNF-p ou anti-
inflamatorias/regulatorias como IL-10 e IL-35. No entanto, estudos mostram que na EM, os LB estdo
anormalmente polarizados para respostas inflamatorias e que existem defeitos na sua fungdo
reguladora anti-inflamatéria (MICHEL et al., 2015; LI et al., 2015).

Niveis aumentados de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 e TNF-a foram encontrados
no LCR de pacientes com EM (AL-OMAISHI, BASHIR e GENDELMAN, 1999; ARGAW et al.,
2006). Niveis aumentados de TNF-a tém sido associados com aumento da incapacidade avaliada pelo
EDSS e indicados como preditores da atividade da doengca (KURTZKE, 1983; OLIVEIRA et al.,
2012; LJUBISAVLIJEVIC et al., 2014). Citocinas do padrao de resposta Th1 como IL-2, IL-12 e IFN-
v geralmente estdo aumentadas na doenca ativa, enquanto as citocinas do padrao Th2 como IL-4 e IL-
10 tém se apresentado aumentadas em doenca em remissao (GAJEWSKI et al., 1989; HAUSER et al.,
1990; FREI et al., 1991; AL-OMAISHI et al., 1999; MURPHY e REINER, 2002; KOGUCHI et al.,
2006; IMAM et al., 2007; LJUBISAVLIJEVIC et al., 2014). No entanto, 0 aumento concomitante de
citocinas Thl e Th2 pode estar presente durante os periodos de surto da doenca (RODRIGUEZ-
SAINZ et al., 2002; MORRIS e MAES, 2013).



1.2 Citocinas na Esclerose Multipla

As principais citocinas envolvidas na fisiopatologia da EM sdo revisadas, a seguir.

1.2.1 TNF-a

O TNF-a ¢ a principal citocina proinflamatoria secretada, principalmente, por macréfagos e
linfocitos Thl. Esta citocina possui efeito direto na inducdo de apoptose de oligodendrocitos e
desmielinizagdo (ARNETT et al., 2001). Em humanos, a expressdo de TNF-o aumenta as lesdes na
EM e também ¢é expresso por macrofagos, microglia e astrocitos em lesdes cronicas ativas
(CANNELLA e RAINE, 1995). Estudos demonstraram uma correlagcdo positiva entre os niveis de
TNF-a e o curso clinico de EM (ZIPP et al., 1995; ANDREWS et al., 1998; VAN OOSTEN et al.,
1998). Niveis séricos de TNF-a > 50 pg/mL e valores mensuraveis no LCR foram associados a
atividade da doenca visualizada pela presenca de lesdes gadolinio-positivas na RMN (SPULER et al.,
1996). O aumento da expressao do TNF-a tem sido associado com a atividade clinica da EMRR e com
o desenvolvimento da EMPP e EMSP. O TNF-a aumenta a resposta imune por meio da apresentagao
de antigenos pelas moléculas MHC de classe II, pelo aumento da expressao de moléculas de adesdo e
pela disfuncao da BHE (IMITOLA et al., 2005).

O TNF-a ¢ um mediador critico envolvido na imunopatogénese da EM e possui uma ampla
variedade de efeitos biologicos que, além da morte das células por apoptose, lesdo isquémica e
citotdxica nos neuronios, esta envolvido em mecanismos de neuroprotecdo. A coexisténcia de efeitos
neurotoxicos e neuroprotetores desta citocina esta relacionada a ligagdo a seus receptores TNFRI (ou
pS55) e TNFR 11 (ou p75) expressos na superficie das células ou na forma soltivel (sTNFRI e sTNRFII,
respectivamente). O TNFRI esta relacionado com um curso mais grave da doenca, inflamacdo e
desmielinizagdo, enquanto que o TNFRII esta relacionado com um curso mais brando da doenga e
remielinizacdo (BERGOLKA e MILLER, 1998; SUVANNAVEIJH et al., 2000; EHLING et al., 2003;
IMITOLA et al., 2005). Concentragoes da forma soltivel dos receptores t€ém sido encontradas e
correlacionadas com a atividade clinica da EM e variagdes genéticas do TNFRII t€m sido associadas

com susceptibilidade e progressdo clinica da EM (EHLING et al., 2003).

1.2.2  1L-12

Os niveis de IL-12 apresentaram-se elevados em pacientes com EM (WINDHAGEN et al.,
1995). O aumento da expressao da IL-12 no SNC resulta em aumento da inflamacdo e infiltrado
celular (CAMPBELL et al., 1998). Os niveis de RNAm da IL-12p40 estavam aumentados em células
mononucleares periféricas estimuladas de pacientes com as formas EMRR e EMSP e foram
correlacionados com o desenvolvimento de lesdes ativas observadas no cérebro por RMN (VAN

BOXEL-DEZAIRE et al., 1999).



1.23 1IL-17

As células Th17 apresentam um papel critico no desenvolvimento da resposta autoimune
(YWAKURA, ISHIGAME, 2006). A diferenciacdo das células Th17 ¢é orquestrada por varias
citocinas incluindo IL-6, IL-1-B, TGF-B, IL-21 e IL-23 (estimulando) e IFN-y, IL-4, IL-12, IL-10 e IL-
27 (inibindo). A expressdo de IL-17 gera um microambiente altamente inflamatério e induz a graves
condicdes patologicas (COOKE, 2006). Estudos com analises de microarranjos de DNA com tecidos
de pacientes com EM indicaram que a expressdo do RNAm da IL-17 estava elevada nas lesdes
cerebrais ativas; além disto, a [L-17 estava presente nas lesdes (LOCK et al., 2002).

IL-17 estimula a producdo de IL-6 pelos astrocitos e produgdo de IL-6, TNF-a e IL-1P pelos
macréfagos, todas citocinas implicadas na fisiopatologia da EM (VAN WAGONER; BENVENISTE,
1999). Brucklacher-Waldert et al. (2009) mostraram que a propor¢do de células Th17 em pacientes
com EM nas fases de surtos era significativamente mais elevada comparada com pacientes em fase de
remissdo da doencga, tanto nas formas CIS como EMRR. Além disto, Sweeney colaboradores (2011)
demonstraram que a terapia com IFN- apresenta efeitos protetores na EM inibindo as células Th17,
diretamente, via aumento da IL-27 que inibe as células Th17 ou indiretamente pela inibicdo das

citocinas IL-23 e IL-1 que atuam no desenvolvimento das células Th17.

1.2.4 IFN-y

Linfocitos produtores de IFN-y foram encontrados em infiltrados perivasculares de pacientes
com EM (DIHIB-JALBUT et al., 2006). IFN-y e IL-12 estdo aumentadas no cérebro, LCR ou sangue
periférico de pacientes com EM, especialmente nas fases agudas de exacerbagdo da doenga (HUANG
et al., 2004). Pacientes com os surtos tinham aumento significativo de produgdo de IFN-y pelas células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) apds serem estimuladas com fitohemaglutinina
comparados com pacientes em remissao; entretanto, esta producdo foi reduzida apods tratamento com
IFN-B (BECHER et al., 1999). Estudos clinicos usando IFN-y para tratamento de pacientes com EM
resultaram em aumento do numero de exacerbagdes. Posteriormente, verificou-se que IFN-y induz
apoptose em oligodendrocitos humanos e, em lesdes da EM, a expressao de IFN-y esta proxima aos
oligodendrécitos apoptoticos, indicando que o IFN-y contribui para o processo lesivo observado nas
lesdes da EM (POULY et al., 2000). Esta citocina ¢ um dos alvos terapéuticos da terapia da EM. Cucci
e colaboradores (2010) compararam os niveis de transcritos do RNAm de genes associados a resposta
imune em pacientes que recebiam diferentes doses de IFN-f§ e confirmaram que o IFN-B diminui a
expressdo das moléculas proinflamatorias Thl como IFN-y e TNF-a, e aumenta as moléculas

relacionadas a resposta Th2, como IL-10.



1.2.5 1IL-4elL-10

IL-4 ¢ um citocina chave produzida pelas células Th2 e inibe as células Thl pela diminui¢ao
das citocinas IL-1 e TNF-a. Niveis elevados de IL-4 podem reduzir a gravidade da encefalomielite
autoimune experimental (EAE), enquanto que a sua auséncia ndo altera o curso da doenga,
possivelmente porque outra citocina Th2 pode substituir suas fun¢des e contribuir para a tolerancia da
EAE. Além disto, a administracdo de IL-4 na EAE melhora o quadro da doenga e exerce um efeito
protetor (CANELLA, RAINE, 1995).

Tanto na EMRR como na EMSP, ocorre aumento do nimero de PBMCs secretoras de 1L-4
(KUCHROOQO et al., 1995). Mikulkova et al. (2011) encontraram niveis elevados de IL-4 em pacientes
com EMRR comparados aos controles saudaveis. Os niveis séricos de IL-4 mostraram-se
significativamente mais elevados entre os pacientes com EMRR com incapacidade leve do que entre
os moderada ou grave. Este resultado confirma a importancia desta citocina como modulador anti-
inflamatodrio nos processos lesivos da EM (IMITOLA et al., 2005; TRENOVA et al., 2011).

IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que modula a expressdo da doenga em pacientes com
EM. Estudos relatam que a produgdo diferencial da IL-10 pode ser um fator na gravidade da EM
(SAMOILOVA et al., 1998; LUOMALA et al., 2003). Ao contrario da IL-4, a auséncia da IL-10
resulta em uma EAE mais grave, sugerindo que sua fun¢do ndo pode ser substituida por outra citocina
Th2 (SAMOILOVA et al., 1998). Estudos mostram que PBMCs apresentam diminui¢cdo da IL-10
antes do inicio de uma exacerbacdo da EM em pacientes com EMRR (RIECKMANN et al., 1994). Os
niveis de IL-10 foram significativamente reduzidos em pacientes com EMSP comparados com EMRR
quatro semanas antes de visualizagdo da atividade cerebral da doenga por RMN e seis semanas antes
de um surto clinico (VAN BOXEL-DENZAIRE et al., 1999).

O perfil de citocinas foi avaliado em 169 pacientes com EMRR na fase de remissdo da doenga
e em 132 controles saudaveis da populagdo do sul do Brasil (KALLAUR et al., 2013). Os resultados
mostraram que os niveis de IFN-y, IL-6, IL-12 e IL-4 estavam mais elevados nos pacientes com
EMRR comparado a controles enquanto que a IL-1 foi mais elevada nos controles do que nos
pacientes com EMRR; a IL-4 foi mais elevada nos pacientes com incapacidade leve do que os com
incapacidade moderada ou grave; os niveis de TNF-a e IL-10 foram maiores nos pacientes com
doenca inativa comparados aos com doencga ativa e baixos niveis de TNF-a e altos niveis de IFN-y
foram independentemente associados com a EMRR e atividade da doenca. Os resultados indicaram
que os pacientes com EMRR, mesmo na fase de remissdo clinica, exibem uma complexa rede de
citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias que podem interagir para a modulagdo da progressao e
atividade da doenca. Posteriormente, um estudo realizado em 126 pacientes com EMRR, 32 com as
formas progressivas (EMPP e EMSP) e 40 controles provenientes desta mesma populagdo brasileira
(KALLAUR et al., 2017) mostrou que as citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-4 ¢ IL-10

foram mais elevadas nas formas progressivas do que nos controles e aumento de IL-1f ¢ IFN-y ¢



diminui¢do de IL-12 e IL-4 foram observados em pacientes com as formas progressivas comparados
aos com a EMRR. Os pacientes com as formas progressivas com progressdo da doenga apresentaram
niveis mais elevados de TNF-a, IFN-y e IL-10 do que os sem progressdo e niveis mais elevados de
TNF-a, IFN-y e IL-17 ¢ menores de IL-12 comparados com os com EMRR com progressdo. Os
autores verificaram, também, uma correlagdo inversa entre IL-10 e a incapacidade neurologica nos
pacientes com as formas progressivas. Os resultados mostram o importante envolvimento do TNF-a,
IFN-y e IL-17 na fisiopatologia da progressdo da doenca e da IL-10 na modulagdo dos mecanismos

envolvidos na incapacidade neuroldgica dos pacientes com as formas progressivas.

1.3 Polimorfismo genético Ncol do fator de necrose tumoral beta

Apesar das fortes evidéncias de que a patogénese da EM envolve uma interagdo entre fatores
genéticos e ambientais, o progresso na identificacdo dos fatores de risco relevantes tem sido lento e
praticamente ndo héd entendimento sobre como podem interagir e resultar em doenca. Variagdes nos
genes que codificam a expressdo e regulacdo de citocinas e seus receptores podem desempenhar um
importante papel na susceptibilidade 8 EM e na progressao da doenca (revisados por KALLAUR et
al., 2011). Estudos genéticos de associagdo (genome-wide association studies, GWAS) mostram que
30,0% dos polimorfismos de um unico nucleotideo (single nucleotide polymorphism, SNP) associados
a EM estdo em genes que codificam citocinas, sinais de coestimulagdo e tradugdo de moléculas
(GRIGORIADIS e VAN PESCH,2015). Polimorfismos nos genes TNF-a ¢ TNF-f estao relacionados
com o aumento da susceptibilidade a doencas autoimunes (FUGGER et al., 1990; ROTH et al., 1994)
e na fisiopatologia da EM (HUIZINGA et al., 1997; MYCKO et al., 1998; KAMALI-SAVERSTANI
et al.; 2007).

Os genes TNF-0. ¢ TNF-f (linfotoxina alfa — LTA) estfo inseridos na regido do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe III, no brago curto do cromossomo 6 humano
(IMITOLA et al., 2005). Messer ¢ colaboradores (1991) descreveram um SNP localizado na posigdo
+252 do primeiro intron do gene TNF-f que consiste na troca de uma guanina (G) no alelo mais
frequente por uma adenina (A) no alelo menos frequente, detectado por meio do polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) apos a digestdo com a enzima de restri¢ao Ncol, sendo
denominado de polimorfismo Ncol do gene TNF-p. O alelo G apresenta e sitio de restricdo para a
enzima Ncol e com a troca G>A, ocorre perda do deste sitio de restricdo; assim trés genotipos
TNFB1/B1 (GG), TNFB1/B2 (GA) e TNFB2/B2 (AA) podem ser determinados por amplificacdo do
gene pela reacdo em cadeia da polimerase, digestdo do produto amplificado pela enzima Ncol e
determinagdo do polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricio (RFLP) (Messer et al.,
1991). Inicialmente, foi denominado como polimorfismo +252 (G>A) e, atualmente, ¢ identificado

como 15909253 pelo Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (National Center for



Biotechnology Information — NCBI). O NCBI ¢ o local de armazenamento de genoma (geneBank) e
descreve que o SNP r$909253 ocorre na posigdo +501 e considera o alelo A como alelo ancestral e
mais frequente e o alelo G como alelo variante e menos frequente.

Estudos tém demonstrado que o polimorfismo rs909253 ¢é potencialmente funcional e que esta
relacionado com aumento das condi¢des inflamatérias por resultar em alteragcdes na regido
transcricional do gene TNF-¢, com aumento na expressdo deste gene e, consequentemente, em maior
producdo da citocina TNF-o, um importante fator na patogénese da EM (MESSER et al., 1991;
EBERS e SANDOVNICK et al., 1994; SHARMA et al., 2006).

Diferengas individuais na capacidade de producdo do TNF-a podem ser causadas por
diferencas na taxa de transcricdo, de regulacdo da estabilidade do RNAm, na eficiente traducao ou
processamento da proteina madura. Polimorfismos nos genes que codificam as proteinas que regulam
esse processo podem causar diferencas na producdo do TNF-o (HUIZINGA et al., 1997).

Kamali-Savertani e colaboradores (2007) avaliaram o polimorfismo Ncol no gene TNF-f € o
polimorfismo -308 no promotor do 7NF-o na populagdo iraniana com EM. A frequéncia alélica e
genotipica encontrada em ambos os polimorfismos ndo diferiu entre os pacientes com EM e controles,
sugerindo que estes polimorfismos ndo estariam relacionados com a susceptibilidade a EM. No
entanto, um estudo realizado em nosso laboratério demonstrou que o polimorfismo genético rs909253
estda associado a EM e pode ter um papel na susceptibilidade a EM na populacdo brasileira
independentemente da presenca do alelo HLA-DRB1*15 (KALLAUR et al., 2014a) e que o gen6tipo
AA (TNFB2/B2) estd associado com aumento dos niveis séricos de TNF-o (KALLAUR, 2013).
Posteriormente, este polimorfismo foi associado aos marcadores inflamatdérios e metabdlicos nesta
mesma coorte de pacientes com EM (KALLAUR et al., 2014b). Neste estudo, pacientes do sexo
feminino com o gendtipo AA (TNFB2/B2) apresentaram diminui¢do dos niveis plasmaticos de IL-4 e
IL-10 e aumento de TNF-a, glicose, insulina e resisténcia a insulina do que as pacientes com outros
genotipos; no entanto, entre os homens com EMRR, os que apresentavam o gendtipo AA (TNFB2/B2)
exibiram aumento dos niveis de TNF-a, IFN-y ¢ IL-17 e diminui¢do dos niveis de 1L-4, IL-10, insulina
e resisténcia a insulina comparados aos pacientes com outros genotipos. Estes resultados sugerem que
o genotipo AA (TNFB2/B2) do polimorfismo rs909253 esta associado ao aumento de marcadores
inflamatdrios e metabolicos e esta associacdo € diferente de acordo com o sexo dos pacientes com

EMRR.



10

1.4 Estresse oxidativo e nitrosativo

Além dos mecanismos imunoldgicos, existem evidéncias que o estresse oxidativo e nitrosativo
exercem um papel crucial na fisiopatologia da EM. Estudos investigaram o possivel papel das EROs
como superoxido (O;7), perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH’) e das ERNs como
peroxinitrito (ONOQ") na etiologia e patogénese da EM (VAN HORSSEN et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2012). A interacdo entre EROs e 6xido nitrico (NO) leva a formagdo do peroxinitrito (ONOO),
uma molécula extremamente reativa responsavel pela oxidagao de proteinas, lipideos e DNA. EROs e
ERNs geradas em excesso pela microglia ativada tém sido implicadas como mediadores da
degeneracdo da mielina e dos oligondendrocitos e parecem atuar como fator agravante para a doenga,
contribuindo para a formagdo e persisténcia das lesdes caracteristicas da EM (GILGUN-SHERKI;
MELAMED; OFFEN, 2004; VAN HORSSEN et al., 2008), sendo considerados fortes marcadores da
doenca (AMORINI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2016).

O estresse oxidativo exerce um profundo efeito na patogénese de doengas neurodegenerativas
pela alta susceptibilidade do cérebro aos danos induzidos pelas EROs e ERNs, por varias razdes, tais
como: 1) elevado consumo de oxigénio; 2) elevada producao de EROs e ERNs, que se originam de
reacdes neuroquimicas especificas como a oxidacdo de dopamina e glutamato; 3) elevada
concentracdo de 4cidos graxos poli-insaturados e outros lipideos como a mielina, que s@o
particularmente mais vulneraveis a peroxidagao lipidica; 4) aumento do deposito de ions metalicos no
cérebro com a idade, como o ferro que atua como pro-oxidante em condigdes patologicas catalisando a
produgdo de maiores niveis de EROs ¢ ERNs (CHIURCHIU ¢ MACCARRONE, 2011; FRIEDMAN,
2011). Por outro lado, pesquisas diretas em tecido cerebral de pacientes afetados por doengas
neurodegenerativas revelam uma reducdo de defesa celular antioxidante, especialmente devido a
reducdo dos antioxidantes relevantes como superoxido dismutase, catalase, glutationa/glutationa
peroxidase, a-tocoferol e acido urico (LANGEMANN, KABIERSCH, NEWCOMBE, 1992). De fato,
baixos niveis de antioxidantes podem aumentar a atividade da lipoxigenase, aumentando o processo
imunoinflamatdrio no cérebro. Além disto, o excesso de EROs pode estimular a atividade de células T
pela cascata do acido araquiddnico ou produzir direta ou indiretamente danos a BHE ou aos neurdénios
(LEHNER et al., 2011).

Outro componente resultante do estresse oxidativo é a liberagio do ferro divalente (Fe *” de
células destruidas no meio extracelular, o que estimula a formagdo de radical hidroxila, também
responsaveis pela oxidagdo de proteinas, lipideos e DNA. O ferro se acumula no cérebro humano com
o passar do tempo e é armazenado, principalmente, nos oligodendrocitos e mielina. E desta forma, a
amplificacdo da lesdo cerebral pelo ferro associado ao estresse oxidativo € importante em doengas
desmielinizantes devido a destrui¢ao dos oligodendrocitos e ativagdo cronica da microglia (CROSS et

al., 1998; HAMETNER et al., 2013; LASSMANN e VAN HORSSEN, 2016).
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Os maiores produtores de EROs e ERNs sdo as células do sistema imunologico, especialmente
as c¢lulas fagociticas, como microglia e leucocitos infiltrados no SNC, devido a elevada expressao de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, 0xido nitrico sintase induzida (iNOS) e
xantina oxidase. As enzimas iNOS e NADPH oxidase s@o responsaveis pela produgdo de 6xido nitrico
(NO) e anion superoxido, respectivamente. Estas duas moléculas pro-oxidantes levam a formagao de
peroxinitritos, um potente oxidante envolvido na lesdo dos oligodendrocitos e axdnios na EM
(CHIURCHIU, ORLACCHIO e MACCARRONE, 2016).

As moléculas do estresse oxidativo apresentam um rapido periodo de acdo. Em condicdes
patologicas, proteinas oxidadas e nitrosiladas s6 conseguem serem detectadas em uma pequena janela
de tempo durante a lesdo ativa da EM e proximo as células inflamatorias (LASSMANN e VAN
HORSEN, 2016). Estudos mostram que niveis aumentados de peroxinitrito foram encontrados na EM
ativa (GONSETTE, 2008). EROs podem desregular a BHE, o que resulta em rapida progressdo da
doenca devido a entrada de mondcitos contribuindo para a inflamagao (ORTIZ et al., 2013). Fiorini et
al. (2013) mostraram que pacientes com EMRR apresentaram niveis mais elevados de proteinas
oxidadas do que os controles.

A forma EMRR e as formas progressivas da EM sdo causadas por diferentes mecanismos
lesivos. A inflamagdo aguda local esta associada com inicio dos surtos na EMRR, enquanto que a
inflamacao disseminada estd associada com a degeneragdo axonal e progressdo da doenga. O estresse
oxidativo parece contribuir com ambos processos (BJARTMAR e TRAPP, 2001; GILGUM-SHERKI,
MELAMED e OFFEN, 2004). Niveis aumentados dos marcadores do estresse oxidativo foram obtidos
durante os surtos e niveis individuos durante a fase de remissdo clinica da EM. A presenga de
marcadores do estresse oxidativo no LCR e plasma tem sido positivamente associada ao EDSS
(GAJEWSKI et al., 1989; LIUBISAVLIJEVIC et al., 2014).

Nosso grupo de pesquisa verificou aumento do estresse oxidativo em pacientes com EM,
mesmo em fase de remissdo clinica da doenca, sendo o primeiro estudo a demonstrar que o estresse
oxidativo esta associado a progressdao da EM avaliada pelo EDSS nestes pacientes (OLIVEIRA et al.,
2012).

Niveis aumentados de iNOS, NO e seus metabdlitos nitrito e nitrato (NOx) t€m sido detectado
nas lesdes no cérebro e no LCR assim como niveis aumentados de NOx no LCR, mas ndo no plasma,
tém sido associados com a progressao da doenga (ENCINAS, MANGANAS e ENIKOLOPOV, 2005).
Niveis aumentados de estresse oxidativo também tém sido correlacionados com a impregnagdo de
gadolinio nas lesdes do SNC demonstradas pela RMN, um marcador de neuroinflamacao aguda e
permeabilidade da BHE (LJUBISAVLIJEVIC et al., 2014).

Oliveira et al. (2017) demonstraram a presenca de niveis significativamente elevados de
ferritina e peroxidagdo lipidica e niveis individuos de albumina, capacidade antioxidante total do

plasma, produtos avangados de oxidagdo protéica (AOPP) e NOx nos pacientes com EM quando
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comparados aos controles. Na regressdo logistica ajustada para idade, os autores também
demonstraram que a ferritina e peroxidacao lipidica estavam positivamente associadas a EM, atuando
como preditores para o desenvolvimento da doenga. Ja os niveis de albumina, capacidade antioxidante
total do plasma, AOPP e NOx foram negativamente associados com EM. Em outra regressao logistica
ajustada para idade, pacientes com formas progressivas da EM apresentaram niveis individuos de
albumina e aumentados de AOPP quando comparados aos pacientes com a forma EMRR.

O dano pelo estresse oxidativo é amplificado na presenga de cations como Fe*" e cobre (Cu™).
Na presenca destes ions, H,O, é convertido em hidroxilas altamente reativas pela reagdo de Fenton.
No estado fisioldgico, o ferro se acumula no cérebro com o passar do tempo e ¢ armazenado na
mielina, oligodendrécitos e microglia na forma do ferro trivalente (Fe™) ligado a ferritina. Na EM,
devido as lesdes, o ferro é liberado no espago extracelular onde ¢ transformado em ferro Fe*
aumentando a toxicicidade das EROs. O ferro livre é recolhido pela microglia e macrofagos e estas
células se acumulam nas bordas das lesoes e podem ir para o espago perivascular (BAGNATO et al.,
2011; MEHTA et al., 2013; MAHAD, TRAPP ¢ LASSMAN, 2015). Nas formas progressivas, o
actmulo de peroxidacdo lipidica estd parcialmente relacionado ao acimulo de ferro nas lesdes. Areas
mais comuns de depdsito de ferro sdo as do ganglio basal, tdlamo e hipotdlamo, com apresentacao de
maior neurodegeneragdo e atrofia mesmo nos estagios iniciais da EM (HAMETNER et al., 2013;
LANSLEY et al., 2013; MAHAD, TRAPP e LASSMAN, 2015).

As EROs e ERNs sao fisiologicamente neutralizadas por varias moléculas antioxidantes que
podem ser de origem enzimatica como a superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase,
ou ndo enzimatica como acido urico (AU), glutationa, vitamina C, vitamina E, entre outras
(AMORINI et al., 2009). Estudos demonstraram redugdo da capacidade antioxidante total do plasma
avaliada pelo método do Parametro Antioxidante Relacionado a captura total de radicais (TRAP) em
pacientes com EM (BESLER; COMOGLU, 2003); também foi demonstrada reduzida atividade dos
antioxidantes ndo enzimaticos AU, glutationa e¢ vitamina E (VAN MEETEREN et al., 2005;
RENTZOS et al., 2006).

A Figura 2 sumariza os mecanismos inflamatorios e de estresse oxidativo e nitrosativo

envolvidos no processo fisiopatologicos de desmielinizagdo na EM.
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Figura 2 Mecanismos inflamatorios e de estresse oxidativo e nitrosativo envolvidos no sistema nervoso

central (SNC) em pacientes com esclerose multipla (EM). Macréfagos da circulagdo periférica apresentam

antigenos com epitopos semelhantes & mielina aos linfocitos T CD4" naives (Th0) que, ap6s ativadas, podem se

diferenciar em Thl, Th2, Th17 e T reguladora (Treg). Os Thl ativados ligam-se as células endoteliais por meio

das moléculas de adesdo (VLA4 se liga & VCAM-1 e LFAL1 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 macrdfagos ou microglia. Nesta fase de reativagdo, a micréglia torna-se ativada e

produz grande quantidade de medidores proinflamatoérios como fator de necrose tumoral a (TNF-a), interferon o

(IFN-a), IL-12, quimiocinas, metaloproteinases de matriz (MMPs) e aumento da expressdo de moléculas de

adesdo. Ocorre aumento da expressdo das enzimas 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase responsaveis pela producéo de 6xido nitrico (NO) e anion superdxido,

respectivamente. Estas duas moléculas levam a formagdo de peroxinitrito que é um potente oxidante envolvido

na lesdo dos oligodendrdcitos e axonios na EM. LT CD4" ativados produzem IL-2 e IFN-y que estimulam

linfocitos B na produgdo de anticorpos anti-MOG e anti-MBP, que fixam o complemento levando a morte

celular. Estas citocinas também estimulam linfocitos T citotdoxicos (CTL) que agem diretamente nas lesdes

desmielinizantes. Os macrofagos perivasculares ativados também produzem espécies reativas de oxigénio

(EROs) e de nitrogénios (ERNs) que reagem com lipideos poli-insaturados causando peroxidacdo lipidica e

fagocitose da mielina. Todos estes mecanismos contibuem para o processo de desmielinizagdo na EM. Fonte:

Adaptado de: OLIVEIRA et al. (2014).
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1.5 Depressio na esclerose multipla

A EM ¢ a doenca desmielinizante que mais apresenta incapacidade neurologica. Além disto,
também afeta aspectos emocionais, psiquicos, cognitivos e sociais na vida do paciente (RANDOLPH e
ARMETT, 2005; ZIEMSSEN, 2009; ASKARI et al., 2014). A depressao ¢ a manifestagdo psiquiatrica
mais comum na EM e acomete mais de 50,0% dos pacientes (SKOKOUM, SOUBASI ¢ GOURZIS,
2012; FEINSTEIN et al., 2014) e, nestes pacientes, sua causa ndo esta completamente elucidada
(RANDOLPH e ARMETT, 2005; ZIEMSSEN, 2009; ASKARI et al., 2014). A depressdo pode ser
avaliada pela Escala de Depressdo e Ansiedade (Hospital Anxiety and Depression Scale -HADS) que
foi validada para avaliacdo do grau de depressdo em pacientes ndo psiquidtricos (ZIGMOND e
SNAITH, 1983; NORTON et al., 2013). Possa et al. (2017) mostraram que a depressdo estava
associada a incapacidade em, aproximadamente, 40,0% dos pacientes.

A atrofia cerebral ou desmielinizagdo no lobo frontal e hipocampo tem sido relacionada a
sintomas depressivos nos pacientes com EM (FEINSTEIN et al., 2014; STUKE et al., 2016). Outro
estudo mostrou um volume reduzido da substancia cinzenta em pacientes com EM e depressdo quando
comparados aos com EM sem depressao, especialmente na regido frontal e cortex, hipocampo, ntcleo
caudado e globo palido (BIELAU et al., 2005; KIM, HAMILTON, GOTLIB, 2007; COLE et al.,
2011).

Na EM, a depressdo precede o inicio dos sintomas neurologicos e esta associada com
diminuicdo da qualidade de vida e aumento da morbidade e mortalidade (MAES et al., 2011a;
VATTAKATUCHERY, RICKARDS ¢ CAVANNA, 2011; FEINSTEIN et al., 2014). O tratamento
com IFN-B pode causar ou exacerbar a depressdo e, por isso, ¢ indicada a troca pelo acetato de
glatiramer quando este sintoma aparece (FRAGOSO et al., 2010; ZIEMSSEN et al., 2014).

Maes e colaboradores (2011b) demonstraram que pacientes com EM e depressao apresentaram
niveis aumentados de mondcitos e citocinas padrdo Thl, além de apresentarem niveis elevados de
marcadores de peroxidagdo lipidica e expressdo da iNOs. Outro estudo mostrou que o aumento na
producdo de IFN-y pelos linfocitos Thl estava significativamente correlacionado com aumento da
gravidade da depressdo nos pacientes com EM (POKRYSZKO-DRAGAN et al., 2012). Estudos
também mostraram que o aumento de IFN-y pelas células T autorreativas na EM, que esta associado
com depressdo, ¢ reduzido pelo tratamento com antidepressivos (POKRYSZKO-DRAGAN et al.,
2012).

A figura 3 ilustra as principais células e moléculas que participam dos mecanismos lesivos

envolvidos na fisiopatologia da esclerose multipla com depressao.



15

Associado *'l.‘m'-u Genotipo Circulacao
com EM e *— §IL-4 *— TnrB2/B2 RPC periférica
depressic ‘IL—IG IL-12/ IFN-y
k_ — e
Efeito *’T;W'f genotipo t Inflamagcido  *
protetor *— ) 14 & zwz:gz/sz‘_/ periférica 5
na depressdo IL-10 w’-‘%
@ =
IL-4 o IL-6 |
® 11-10 @ 00 - IL-4
ﬁ Contraste Th-¢ i
clineo &Albumna ? Depressio
LT CD4 —_— e
. Smhenn e L 5 e e
& DD DDDRADDD DY, &
{ e petm e Barreira
[ R // i S hematcencefalica
v TNF-o oo P
! L IO

o o
Tk \ ® Q%
Auséncia de A~ Vj%(:_c\m Thl
impregnagio iy N IFN-v o @ N A
pelo 'W l 1B ativado \‘ ° ;oeoﬁ a ‘@,ct\ic

da iNOS ;!
1g0.

°
contraste \ = v
gadolineo Depressdo b ° e%ee "%
L LT CDB' T - oL
{ (( e T Macrd
oxis dos axOnio o mislaa Al A% v Macrofag
P 251 P i & e - | ativados
o2 w” Plasmocito : o 4
b.c“’ ” iy i <+ X g E
’ s ) %
S < L
o v ST N
fnapzessao

|

T gravidade dos
sintomas
de depressic ok
1 hidroxila

Assoclado a EM
Nao associado a depressio

Sistema Mervesc Central

Figura 3 Mecanismos inflamatérios e de estresse oxidativo e nitrosativo envolvidos na depressio em
pacientes com esclerose miltipla (EM). Células apresentadas de antigeno (APC) da circulagdo periférica
apresentam antigenos com epitopos semelhantes a mielina aos linfécitos T CD4" naives (Th0) que, apods
ativadas, podem se diferenciar em Th1 e Th2 sobre a acdo de interleucina (IL)-12/ interferon gama (IFN-v) e IL-
4, respectivamente. Células Thl ativadas passam a produzir IFN-y, IL-2, fator de necrose tumoral a (TNF-a) ¢
IL-6, ligam-se as células endoteliais por meio das moléculas de adesdo facilitando a entrada destas células no
sistema nervoso central (SNC) através da barreira hematoencefalica (BHE). Células Th2 ativadas produzem IL-
4, IL-10 e IL-6. Individuos com EM e depressdo, produzem niveis aumentados de IL-6 e diminuidos de IL-4 e
albumina. Individuos com EM e depressdao que apresentam gendtipo TNFB2/B2 apresentam elevados niveis de
TNF-o e baixos niveis de IL-4 e IL-10. Individuos com EM com depressdo que apresentam o gendtipo GA
(TNFB1/B2) apresentam baixos niveis de TNF-a e altos niveis de IL-4 e IL-10, apresentando um efeito protetor
para depressao. A ruptura da BHE permite a entrada de contraste gadolineo em exames de ressonancia magnética
nuclear, marcador de lesdo ativa e atividade da doenga. Individuos com EM e depressdo apresentaram auséncia
de impregnag@o pelo contraste gadolineo associado a maior incapacidade avaliada pelo EDSS e maior gravidade
dos sintomas de depressdo, provavelmente devido a inflamacgdo cronica e lesdo tecidual. Apds a entrada nas
cé¢lulas Thl e Th2 no SNC, um novo contato ocorre entre as células Thl e macroéfagos ou microglia, e LT Th2 e
linfécitos B (LB), acarretando na ativagdo destas células. Nesta fase de reativagdo, a microglia torna-se ativada e
produz grande quantidade de mediadores proinflamatérios como TNF-q, IFN-a, IL-12 e aumento da expressio
de moléculas de adesdo. Ocorre aumento da expressdo das enzimas 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase responsaveis pela produgdo de o6xido nitrico
(NO) e anion superoxido, respectivamente. Estas duas moléculas levam a formagdo de peroxinitrito que é um

potente oxidante envolvido na lesdo dos oligodendrocitos e axénios na EM. Por outro lado, os LT Th2 ativados
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que estimulam linfocitos B na produg@o de anticorpos anti-MOG ¢ anti-MBP, que fixam o complemento
levando a morte celular. Linfocitos T citotoxicos (CTL) agem diretamente nas lesdes desmielinizantes. Os
macrofagos perivasculares ativados também produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénios
(ERNS) que reagem com lipideos poli-insaturados causando peroxidagéo lipidica e fagocitose da mielina. Todos
estes mecanismos inflamatorios e estresse oxidativo e nitrosativo contibuem para o processo de desmielinizagdo
na EM, no entanto o estresse oxidativo parece nao contribuir para o aparecimento e gravidade dos sintomas da
depressao.

1.6. Tratamento da EM

Para o tratamento de pacientes com EM, ha de se considerar as recomendagdes do Ministério
da Saude do Brasil (BRASIL, 2015), tendo como suporte as evidéncias da literatura internacional e
conhecimentos obtidos na pratica clinica. As trés geragcdes de medicamentos modificadores da doenca
que tém sido desenvolvidas desde 1993 tratam o primeiro estagio da doenga, onde a inflamagéo ¢
predominante. Para pacientes que apresentam doenga progressiva com pouca (ou nenhuma) atividade
inflamatdria e predominante degeneracdo, ndo ha medicamentos com eficacia comprovada. Portanto, o
objetivo do tratamento da EM seria prolongar, o maximo possivel, o tempo para o paciente atingir o
segundo estagio da doenca (COMINI-FROTA et al., 2017). A terapia da EM envolve: a) tratamento
dos surtos, com corticoides em doses altas (metilprednisolona) e plasmaferese; b) medicamentos
modificadores do curso da doenga ou imunomoduladores como IFN-B la, IFN-B 1b, acetato de
glatiramer e imunoglobulina G humana intravenosa; c¢) medicamentos imunossupressores como
azatioprina, ciclofosfamida, mitoxantrona, metotrexato, micofenolato mofetil, fingolimode,
laquinimode, dimetil fumarato, teriflunomida e os anticorpos monoclonais natalizumabe, rituximabe e
alentuxumabe (COMINI-FROTA et al., 2017).

Estudos mostraram que pacientes com EM tratados com IFN-B 1b apresentaram menor
expressdo de mRNA de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a e maior expressdo de
citocinas anti-inflamatorias como a IL-10 (CUCCI et al., 2010). O IFN-B apresenta efeitos protetores
na EM via inibigdo das células Th17, diretamente, pelo aumento da expressdo da IL-27, que inibe as
células Thl7, ou indiretamente pela inibi¢do das citocinas IL-23 e IL-1 que atuam no
desenvolvimento das células Th17 (SWEENEY et al., 2011).

O acetato de glatiramer ¢ um polimero composto por quatro aminoacidos que sdo encontrados
na mielina. O medicamento funciona como uma falsa mielina e faz com as células de defesa ataquem
o polimero ao invés da mielina. A administracdo de acetato de glatiramer leva a uma alteracdo do
perfil pro-inflamatorio Thl para perfil anti-inflamatorio Th2 (CARPINTERO e BURGER, 2011).

O natalizumabe ¢ um anticorpo monoclonal dirigido contra a subunidade a4 do receptor very
late antigen 4 (VLA 4), 04B1 e a4p7, localizado na superficie de linfocitos. A imunoglobulina IgG,
humanizada se liga especificamente a superficie de células mononucleares circulantes que apresentam

a subunidade a4 do VLA4 inibindo a ligagdo do VLA4 as moléculas de adesdo molécula da adesdo
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celular vascular (VCAM) presente no endotélio; inibindo, deste modo, a passagem das células através
do endotélio. Na EM, os efeitos observados estdo relacionados ao bloqueio do trafego de células T
através do endotélio e BHE. Natalizumabe ¢ utilizado para o tratamento de pacientes com EM-RR
(YEDNOCK et al., 1992; RAMOS-CEJUDO et al., 2011).

Fingolimode (FTY720) é uma terapia oral para o tratamento da EM-RR. FTY720 é um
analogo estrutural do fosfato de esfingosina-1 (SIP) e ligante do receptor de esfingodina 1 (SIPR),
uma proteina G acoplada de esfingosina. Este receptor possui importante papel na saida dos LT ¢ LB
dos 6rgaos linfoides secundarios e timo. FYT720 sequestra os linfocitos nos linfonodos e impede sua
saida, ndo permitindo que alcanceo SNC para as respostas autoimunes na EM. O efeito terapéutico
também se deve a habilidade da droga internalizar os receptores SIPR, o que resulta em células ndo
responsivas ao ligante natural S1P, impedindo sua saida dos linfonodos (BRINKMANN et al., 2002;
WU et al., 2013).

Alentuzumabe ¢ uma imunoglobulina monoclonal IgG1 que tem como alvo receptor CD52
presente em linfocitos e monocitos maduros, depletando, seletivamente, estas células enquanto células
progenitoras permanecem inalteradas. Apos deplecdo, ocorre a indugdo da formagdo de novas células
T, com predominio de LT reguladores (FARJAM et al., 2015). Alentuzumabe mostrou-se eficaz na
prevencdo das placas de desmielinizagdo observadas na RMN e na diminui¢ao dos surtos; no entanto,
nao teve efeito sobre o aumento da incapacidade (COLE et al., 2012).

O dimetil fumarato ¢ um metabolito primario do monometil fumarato que ativa o fator de
transcri¢do nuclear E2 (Nfr2), um importante ativador de genes citoprotetores em situagdes de estresse
oxidativo (GOPAL et al., 2017).

Teriflunomida ¢ um farmaco de administragdo oral, metabolito da leflunomida, que inibe uma
enzima mitocondrial essencial na sintese das pirimidinas necessaria para rapida expansdo de linfocitos
T ativados. Assim, ao inibir a sintese das pirimidinas, ocorre a inibi¢do a proliferagdo de LT ¢ LB
ativados e, com isto, menor disponibilidade de células para atravessar a BHE, e ndo altera a
proliferagdo homeostatica de linfocitos (MILLER, 2016).

Infelizmente, independente da estratégia terapéutica seguida e das drogas escolhidas, cerca de
10,0% dos pacientes apresentardo progressao na sua doenca, com acumulo de neurodegeneracdo e
sequelas irreversiveis. Ha, também, uma pequena porcentagem de pacientes, em torno de 10,0%, que
responderdo bem ao primeiro medicamento prescrito, com 6timo controle dos surtos e carga lesional
na RMN, que parece ocorrer independente do medicamento (COMINI-FROTA et al., 2017). Entre
estes dois extremos, existem muitos pacientes que vao se beneficiar com os medicamentos que sejam
mais apropriados ao seu perfil de resposta inflamatoria e de estresse oxidativo e nitrosativo, o que
aponta a necessidade de se conhecer, cada vez melhor, as células e moléculas envolvidas na
fisiopatologia da EM que possam ser biomarcadores da doenga e novos alvos terapéuticos.

2. JUSTIFICATIVA
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Atualmente, a grande maioria das terapias aprovadas para o tratamento da EM tém como
alvo o componente inflamatério da doenga; no entanto, estd se tornando claro que, semelhante ao
tratamento de pacientes com cancer, a estratégia terapéutica de sucesso na EM deve envolver a
combinacdo de diferentes alvos terapéuticos que predominam nos diferentes processos
fisiopatologicos da EM. No entanto, o desenvolvimento de terapias especificas a estes processos
lesivos sera muito dificil sem o uso de biomarcadores que refletem os processos alvo.

Compreender a fisiopatologia da EM também nos pode levar a identificar biomarcadores que
possam predizer algumas caracteristicas da evolucdo da doenga em um determinado paciente, como a
forma clinica, a atividade da doenca e o aparecimento de novas lesdes no SNC, o aparecimento de
surto, aumento da incapacidade, progressdo da doenca e presenga de depressdo. Estes biomarcadores
poderiam ser utilizados para melhorar o monitoramento dos pacientes com EM e a conduta médica,
como necessidade de mudangas nos protocolos de atendimento e tratamento destes pacientes.

Virios polimorfismos genéticos descritos nas diferentes populagdes mundiais tém sido
associados com a susceptibilidade, resisténcia, curso clinico e gravidade da EM. Entretanto, resultados
contraditorios sdo registrados na literatura, principalmente quando populacdes geneticamente mais
homogéneas, como as do Hemisfério Norte, sdo comparadas. Poucos estudos avaliam a frequéncia de
polimorfismos genéticos associados a EM nas populagdes do Hemisfério Sul, incluindo a populagéo
brasileira, geneticamente mais heterogénea que as previamente estudadas.

Diante de uma doenca neurologica tdo complexa e heterogénea como a EM, tornam-se
necessarios estudos para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na susceptibilidade,
incapacidade, progressdo e presenca de depressdo na EM, na tentativa de identificar biomarcadores
viaveis que contribuam para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para o tratamento de
pacientes com EM. Entender a fisiopatologia da EM se torna crucial para identificar vias imunologicas
e ndo imunologicas envolvidas na doenga e escolher alvos que possam ser modulados
farmacologicamente, contribuindo para uma terapia mais eficaz nas suas diferentes formas clinicas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Avaliar polimorfismo genético Ncol do TNF-f, marcadores inflamatorios e do estresse
oxidativo e nitrosativo como preditores da incapacidade neurolédgica, progressdo da doenga e

depressdo em pacientes com EM.

3.2 Objetivos Especificos
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e Avaliar a associacdo entre os genotipos, marcadores inflamatorios, do estresse oxidativo e
nitrosativo e a incapacidade neurologica, progressdo da doenga e presenga de depressdo em
pacientes com EM;

e Determinar a relagdo entre as fungdes do EDSS (piramidal, cerebelar, sensitiva, tronco
cerebral, vesical, intestinal, visual, mental, outros achados) e a incapacidade, progressdao da
doenca e depressdo em pacientes com EM;

e Avaliar a neuroinflamacao e atividade da doenga, determinada pela impregnacdo de gadolinio
na RMN, em pacientes EM com depressdo e sem depressdo

e Avaliar a relagdo entre gravidade da depressdo e marcadores do estresse oxidativo, marcadores
inflamatorios e incapacidade neuroldgica.

4. METODOLOGIA

4.1 Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina (CAAE n. 0140.0.268.000-10, Parecer de Aprovagao n. 159/2010)
(ANEXO A). Os individuos foram convidados a participar voluntariamente e um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido dos individuos envolvidos na pesquisa ou de seus

responsaveis (ANEXO B).

4.2 Delineamento

Inicialmente, foi realizado um estudo descritivo, observacional em dois grupos de individuos,
pacientes com EM e controles sem a doenca (estudo de caso-controle). Posteriormente, foi realizado
um estudo longitudinal com seguimento ambulatorial durante 5 anos envolvendo os pacientes com

EM.

4.3 Populacao

A populagdo de casos foi constituida por pacientes com EM adultos, ambos os sexos,
atendidos no Ambulatério de Neurologia do Ambulatério de Especialidades do Hospital Universitario
(AEHU) da Universidade Estadual de Londrina (UEL). A populagcdo controle foi constituida por
doadores de sangue fidelizados, de ambos os sexos, que procuraram o Hemocentro Regional de

Londrina, em Londrina, Parana, no mesmo periodo da realizagdo do estudo.

4.4 Amostra
A amostra de pacientes com EM foi obtida por conveniéncia de tempo e local, de forma
consecutiva, sendo incluidos 212 pacientes (150 mulheres e 62 homens). Os pacientes tiveram o

diagnodstico de EM segundo os critérios de McDonald revisados (POLMAN et al., 2010), classificados
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como EMRR, EMSP, EMPP e CIS. Destes, 150 apresentavam a forma clinica remitente recorrente
(EMRR) e 61 as formas progressivas (EMSP + EMPP). Todos os pacientes estavam em remissao
clinica da doenca, ou seja, com auséncia de surtos ha, pelo menos, trés meses da entrada no estudo.
Pacientes com neuromielite optica, doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson e esclerose amiotrofica
lateral foram excluidos do estudo.

O grupo controle foi constituido por 249 individuos (177 mulheres e 72 homens) entre os
doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina Também foram selecionados de
forma consecutiva, por conveniéncia de espaco ¢ tempo, no mesmo periodo de realizagdo do estudo.
Foram incluidos doadores de sangue que ndo apresentaram reatividade em todos os testes soroldgicos
empregados na triagem soroldgica para doadores de sangue, segundo as normas do Ministério da
Saude (BRASIL, 2004). Os individuos inseridos neste grupo ndo apresentavam caracteristicas clinicas
ou laboratoriais de doencgas autoimunes, renal, cardiaca ou hepéatica e reportaram ndo fazerem uso de
medicamentos anti-inflamatorios e suplementos antioxidantes. Todos os individuos envolvidos neste
estudo relataram ndo fazer uso de bebidas alcoodlicas regularmente e ndo praticavam exercicio fisico

regularmente.

4.5 Dados demograficos, epidemiologicos, antropométricos e clinicos

Os dados demograficos como idade, sexo e etnia, epidemioldgicos, antropométricos como
peso, altura, circunferéncia abdominal e indice de massa corpdrea (IMC), clinicos (formas clinica,
EDSS, RMN e tratamento) dos pacientes inseridos no estudo foram coletados pelo grupo de pesquisa
por meio de um questionario padronizado (ANEXO C), em consulta aos prontuarios médicos do
Hospital Universitario (HU) da UEL e a base de dados do Hemocentro Regional de Londrina e
LABHOS do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HU/UEL.

A etnia foi classificada de acordo com a autopercep¢do do individuo em Caucasiano e nio
Caucasiano (SUAREZ-KURTZ et al., 2012; BRASIL, 2013). As medidas antropométricas avaliadas
foram peso corporal (Kg), altura (m) e circunferéncia abdominal (cm), obtidas por interrogatorio e
mensuragdo direta pela equipe de pesquisadores, durante a aplicacdo do questionario. O IMC foi
calculado como peso (Kg) dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em kg/m’.

A idade do inicio da doenga foi obtida por consulta aos registros médicos. A incapacidade foi
avaliada por meio da EDSS obtida durante as consultas ambulatoriais em 2006 (baseline) e apos 5
anos de seguimento, em 2011, com escores que variam de 0,0 a 10,0 (KURTZKE, 1983). Para a
determinagdo do escore de EDSS, cada funcdo (piramidal, cerebelar, sensitiva, tronco cerebral,
vesical, intestinal, visual, mental e outros achados) é pontuada de zero (0,0) a seis (6,0) com base nos
sintomas clinicos do paciente, com posterior somatoria dos resultados e definicdo do escore final

(KURTZKE, 1983). Com os escores do EDSS, os pacientes foram categorizados com incapacidade
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leve (EDSS <3) e moderada/grave (EDSS >3). Em todos os pacientes, o EDSS foi avaliado no periodo
de remissao clinica (KOCH et al., 2007).

A progressdo da EM foi avaliada por dois métodos: para pacientes com EDSS basal < 6,0 foi
considerada progressdo quando ocorreu aumento de um ponto no EDSS; e para pacientes com EDSS >
6,0, foi considerada progressdo quando ocorreu aumento de 0,5 ponto na EDSS (KOCH et al., 2007).
Outro método utilizado foi com base na variagdo dos escores de EDSS apresentados em 2011- 2006
(AEDSS), sendo os valores residualizados computados por meio de analise de regressdo com EDSS de
2011 como variavel dependente e EDSS de 2006 como variavel explanatéria. Com estes dois métodos,
os pacientes foram classificados em EM com progressao e sem progressao.

A realizagao da RMN revelou a localizagao da lesdo (cérebro, medula espinhal, nervo 6ptico)
e presenca de lesdes positivas pela impregnacdo do contraste gadolinio, indicando doenca em
atividade. Os dados foram obtidos pela analise dos laudos e imagem das ressonédncias presentes no

prontudrio do paciente ou disponibilizados pelo Laboratdrio de Imagem Ultramed Londrina, PR.

4.6 Avaliacio da Depressio

A avaliagdo da depressdo foi realizada pela HADS, validada para a lingua portuguesa por
Botega ¢ colaboradores (1995). Trata-se de uma escala desenvolvida por Zigmond e Snaith (1983)
para avaliar os niveis de ansiedade e depressdo em individuos com doengas fisicas e em tratamento
ambulatorial. E constituida por 14 itens - 7 avaliam ansiedade ¢ 7 avaliam depressdo. Cada um dos
itens € pontuado de 0,0 a 3,0 e atinge uma pontuagdo maxima de 21,0 pontos. O ponto de corte
adotado como indicativo de ansiedade ou depressao foi de > 8,0 pontos, com sensibilidade de 90,0% e
especificidade de 87,3% (ZIGMOND E SNAITH, 1983; HONARMAND e FEINSTEIN 2009). Todos
os individuos foram entrevistados utilizando a escala HADS onde era realizada a leitura de cada
pergunta e as op¢des de resposta, sem imposicdo de limite de tempo para respondé-la. Todas as

entrevistas foram realizadas pelo mesmo examinador, no mesmo ambiente e no periodo vespertino.

4.7 Avaliacio da dependéncia de nicotina
O diagnostico da dependéncia de nicotina foi realizado pelos critérios revisados do Manual de
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders, Text Revision — DSM 1V-TR) (ZABEL, 1995).

4.8 Medicamentos para o tratamento da esclerose miltipla

Os dados sobre os medicamentos utilizados pelos pacientes com EM foram obtidos por
consulta aos prontudrios médicos e entrevista durante o atendimento ambulatorial. A maioria dos
pacientes (n=173) era tratada com drogas modificadoras da atividade da doenca como IFN-Bla

(n=148), acetato de glatiramer (n=24) ou natalizumabe (n=1). Foi registrado, também, o uso de
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glicorticdides e antidepressivos (fluoxetina, nortriptilina, sertralina ou amitriptilina) em alguns
pacientes. Auséncia de tratamento para EM foi registrada em 31 pacientes, que abandonaram a terapia

ou eram virgens de tratamento no momento da coleta de material biologico.

4.9 Coleta de sangue

Amostras de sangue periférico dos individuos envolvidos na pesquisa foram obtidas de acordo
com protocolo de Teunissen e colaboradores (2011). As amostras foram coletadas com o sistema de
coleta a vacuo em tubos com acido etilenodiamino tetracético (EDTA) como anticoagulante e em
tubos sem anticoagulante apds 12 horas de jejum. Apods a coleta, as amostras foram identificadas com
numero para garantir a confidencialidade e o material foi imediatamente centrifugado a 3000 r.p.m por
15 min. Plasma, soro e buffy-coat foram aliquotados em tubos tipo eppendorf e armazenados em

freezer -80°C para posterior analise.

4.10  Polimorfismo genético Ncol do TNF-

O DNA gendmico foi extraido com o kit de extragdo de DNA com coluna de resina (Biopur
Biometrix Diagnostica, Curitiba, Parana, Brasil) de acordo com instrugdes do fabricante, com algumas
modificagdes, como o volume de buffy-coat utilizado (200 pL) e a temperatura do tampao de eluigdo
(70°C). A presenga e integridade do DNA extraido foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio e visualizado na presenca de luz ultravioleta (UV), comparando a
um DNA padrfo.

Um fragmento de 782 pares de base (pb) do gene TNF-f foi amplificado utilizando a reagdo
em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) de acordo com dados descritos na
literatura (MAJETSCHAK, et al., 1999; MAJETSCHAK et al., 2002; DELONGUI, et al., 2011) com
algumas modificagdoes. Os primers foram desenhados de acordo com GenBank numero X02911
(MAJETSCHAK et al., 1999). O Primer 1 (TNFBI1 sense) ¢ formado pela sequéncia 5> CCG TGC
TTC GTG CTT TGG GAC TA 3’ e o Primer 2 (TNFB2 antisense) ¢ formado pela sequéncia 5> AGA
GGG GTG GAT GCT TGG GTT TC 3’ (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A
reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo 1,5 uL de cada primer 2,5 mM,
0,75 uL MgCl, 50 mM de, 2 uL. de ANTP 1,25 mM (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), 0,25 uL da enzima DNA polimerase recombinante 1,25 U diluida em 2,5 uL de tampao da
enzima (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, C4, USA4) ¢ 2,0 uL da amostra de DNA com 50-
100 ng. A reagao de amplificagdo foi realizada em termociclador PCR Sprint-Thermo Hybaid®
(Biosystems, Barcelona, Espanha), com um ciclo de desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C; seguido
por 37 ciclos de 45 segundos a 94°C para desnaturagdo, 45 segundos a 67°C para o anelamento e 45
segundos a 72°C para extensdao, com posterior 10 minutos a 72°C para a extensao final. Um controle

negativo (sem amostra de DNA) e um positivo (com DNA) foi incluido em cada bateria de PCR. O
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produto de amplificacdo foi avaliado pela eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando um marcador
de 100 pb (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), corado com brometo de etidio e
visualizado em presenca de luz UV com o sistema L-PIX HE (Loccus Biotecnology, Cotia, Brasil).

Dez microlitros do produto de PCR foi completamente digerido com 0,3 uL de enzima de
restrigdo recombinante Ncol 10 U/uL (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) com
incubagdo em banho-maria a 37°C por 4 horas. Os fragmentos da digestdo enzimatica foram
analisados pelo método de RFLP em eletroforese com gel de agarose 3% (70V, 70 minutos), seguida
de coloragcdo com brometo de etidio (MAJETSCHAK, et al., 1999; MAJETSCHAK et al., 2002;
DELONGUI, et al., 2011). O alelo G (TNFB1) inclui o sitio de restricdo da enzima Ncol e apresenta
um fragmento de 196 pb e outro de 586 pb; o alelo A (TNFB2) com auséncia do sitio de restrigao
apresenta um Unico fragmento de 782 pb. Com isto, 3 genoétipos sdo determinados: GG (TNFB1/B1,
fragmentos 586 pb e 196 pb), GA (TNFB1/TNFB2, com fragmentos 782 bp, 586 bp e 196 bp) e AA
(TNFB2/B2, com fragmento 782 pb). As imagens foram capturadas e armazenadas pelo sistema L-PLX
HE (Loccus Biotecnology, Cotia, Brasil).

4.11 Biomarcadores inflamatorios e anti-inflamatérios

As citocinas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a e IFN-y foram mensuradas em
amostras de soro por enzimaimunoensaio (ELISA) indireto com reagentes disponiveis comercialmente
(eBioscience, San Diego, California, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. Os limites de
deteccdo para as citocinas foram IL-6= 1,0 ng/mL, TNF-a= 2,0 ng/mL, IFN-y = 2,0 ng/mL, IL-4 = 1,0
ng/mL, IL-10 = 1,0 ng/mL e IL-17 2,0 ng/mL. Os resultados foram expressos em pg/mL e em
transformacao logaritmica (Ln)

Os niveis séricos de albumina foram determinados por autoanalisador bioquimico
(Dimension®, Dade Behring, Deerfield, IL, USA) e os resultados foram expressos em g/dL. Os niveis
séricos de PCR foram quantificados por nefelometria ultrassensivel (usPCR) (Behring Nephelometer
II, Dade Behring, Marburg, Germany), com sensibilidade analitica de 0,175 mg/L e expressos em
mg/L. Os niveis séricos de ferritina foram avaliados por imunoensaio de quimioluminescéncia de
microparticula (Chemiluminescence microparticle immunoassay — CMIA) (Architech® Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA) e expressos em ng/mL. Valores de ferritina > 274,7 ng/mL ¢ >
204,0 ng/mL foram considerados elevados para homens e mulheres, respectivamente, segundo as

instrugoes do fabricante.
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4.12 Biomarcadores do estresse oxidativo
4.12.1 Capacidade Antioxidante Total do Plasma (7otal Radical Trapping Antioxidant
Parameter, TRAP)

Determinou-se a capacidade antioxidante total do plasma por meio da técnica do TRAP. Nesta
analise, avalia-se a acdo cumulativa de todos os antioxidantes presentes no meio que resulta em um
pardmetro integrado capaz de revelar alteragdes no delicado equilibrio redox existente in vivo
(VASCONCELOS et al., 2007). Esta técnica quantifica antioxidantes hidro e lipossoliveis presentes
no plasma, por meio de quimioluminescéncia (QL), como descrito por Repetto e colaboradores (1996).

Baseia-se no principio da adicdo de um azoiniciador ao plasma, substincia capaz de gerar
radicais livres, que por sua vez, sdo neutralizados pelos antioxidantes presentes no plasma, periodo no
qual a oxidacdo ¢ inibida e comparada ao do Trolox® (New Jersey, EUA) andlogo hidrossoluvel da
vitamina E, usado como antioxidante de referéncia e quantitativamente relacionado a capacidade
antioxidante total do plasma. Os valores de TRAP foram corrigidos pelos niveis de AU (VENTURINI
et al, 2012) e os resultados foram expressos pela razio TRAP/AU. A determinacdo do AU foi
realizada em autoanalisador bioquimico (DimensionTM Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA)
segundo as recomendagdes e valores de referéncia do fabricante e os valores foram expressos em

mg/dL.

4.12.2 Determinacao de hidroperdxidos lipidicos iniciados por t-butil (CL-LOOH)

A avaliagdo da formacdo de lipoperdoxidos no plasma pelo método de QL foi efetuada em uma
adaptacdo da técnica descrita por Gonzales-Flecha e colaboradores (1991). A QL estimulada por t-
butil hidroperéxido (CL-LOOH) foi empregada para analisar a integridade dos mecanismos de defesa
antioxidantes ndo enzimaticos e os niveis de lipoperéxidos presentes no plasma. O teste baseia-se na
premissa de que um aumento de QL esta relacionado com um estresse oxidativo prévio sofrido pelo
tecido, levando ao consumo das defesas antioxidantes de baixo peso molecular, tais como vitamina E,
com formacdo de lipoperoxidos, resultando em um aumento da emissdo de fotons. Foi utilizado um
contador p marca Beckman® modelo LS 6000, (Fullerton, California, EUA), que possui um modelo de
contagem ndo coincidente por 30 segundos, com uma faixa de resposta entre 300 e 620 nM. As
analises foram efetuadas em frascos de plastico para cintilagdo e protegidas da luz. Os resultados

foram medidos em contagem por minuto (c.p.m.)

4.12.3 Determinacao dos produtos avancados da oxidacao proteica (AOPPs)
AOPPs foram determinados em amostras de plasma usando o método descrito por Witko-
Sarsat e colaboradores (1996). AOPPs resultam da oxidagdo de residuos de aminoacidos como a

tirosina, levando a formagdo de produtos de proteinas contendo ditirosina detectados por
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espectrofotometria. Os niveis de AOPPs foram expressos em micromol/litro (umol/L) de equivalente

de T cloramina.

4.12.4 Determinac¢ao de metabolitos do 6xido nitrico (NOx)

Os NOx foram determinados no plasma por espectrofotometria de acordo com a reagao de
Griess, com algumas modificagdes (PANIS et al., 2011). Esta técnica utiliza o granulo de cddmio para
reduzir nitrato a nitrito, o qual ¢ quantificado ao formar um complexo colorido com reagente de

Griess. Os resultados foram expressos em pM.

4.12.5 Determinaciio de proteinas carbonilicas

O contetido carbonilico de proteinas ¢ amplamente utilizado como biomarcador de dano
oxidativo em proteinas, sob condigdes de estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007). O
método utilizado para sua quantificacdo no plasma foi espectrofotométrico, baseado na rea¢ao da 2,4
dinitrofenilhidrazina com o grupo carbonila, formando a 2,4 dinitrofenilhidrazona (REZNICK,

PACCKER, 1994). Os resultados foram expressos em nmol mL™" mg™ proteinas totais.

4.13 Analise Estatistica

As analises de contingéncia (teste y°) foram utilizadas para verificar as associagdes entre
as variaveis categoricas e grupos de diagndstico. Foram avaliadas as diferengas das variaveis continuas
entre os grupos utilizando analises de variancia (ANOVA), seguidas pelo teste de Tukey para
examinar as comparagdes multiplas entre médias de grupos. As variaveis categoricas foram expressas
em namero absoluto (n) e o percentual (%), e as variaveis continuas foram expressas como média +
desvio padrao (DP) ou erro padrdo da média (SEM). Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para avaliar a normalidade de distribuicdo das variaveis. Transformacdes logaritmicas (Ln) de dados
continuos foram utilizadas nas analises quando as varidveis ndo apresentaram distribuicdo normal ou
quando ndo havia heterogeneidade da variancia (conforme avaliado com o teste de Levene).

Odds ratio (OR) e intervalo de confianca (IC) de 95% foram calculados. Anélises de
regressdo logistica multinomial graduais automaticas foram utilizadas para definir as variaveis
significativas (IC de 95%) utilizando as varidveis com valor de p<0,1. Foi utilizada, também, a analise
multivariada linear (Multivariate general linear model-GLM) para determinar os biomarcadores
preditores para o diagndstico de EM. A andlise estatistica foi realizada com SPSS para Windows,

versdo 20.0 (SPSS Inc., CHIGADO, IL, EUA). A significancia estatistica foi definida como p <0,05.

5. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em dois artigos

cientificos descritos a seguir. O primeiro artigo avalia o polimorfismo genético Ncol do TNF-j,
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marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo e nitrosativo como possiveis preditores da
incapacidade e progressdo da EM, tendo como base um modelo estatistico proposto pelo grupo de
pesquisa em EM na UEL. O mesmo foi publicado no periédico Molecular Neurobiology (ISSN: 0893-
7648, fator de impacto de 5,397) em janeiro 2017, v. 54, n. 1, paginas 31-44 (doi: 10.1007/s12035-
015-9648-6). O segundo artigo avalia estas mesmas variaveis como possiveis preditores da depressio
em pacientes com EM, publicado no peridodico Molecular Neurobiology (ISSN: 0893-7648, fator de
impacto de 5,397) em outubro de 2016, v.53, n. 8, paginas 5191-5202 (doi: 10.1007/s12035-015-9443-
4).
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Abstract The aim of this study was to evaluate the TNF(3
Ncol polymorphism (rs909253) and immune-inflammatory,
oxidative, and nitrosative stress (IO&NS) biomarkers as pre-
dictors of disease progression in multiple sclerosis (MS). We
included 212 MS patients (150 female, 62 male, mean (£stan-
dard deviation (SD)) age=42.7+13.8 years) and 249 healthy
controls (177 female, 72 male, 36.8 + 11 years). The disability
was measured the Expanded Disability Status Scale (EDSS) in
2006 and 2011. We determined the TNF3 Ncol polymorphism
and serum levels of interleukin (IL)-6, tumor necrosis factor
(TNF)-a, interferon (IFN)-y, IL-4, IL-10, and IL-17, albumin,
ferritin, and plasma levels of lipid hydroperoxides (CL-
LOOH), carbonyl protein, advanced oxidation protein prod-
ucts (AOPPs), nitric oxide metabolites (NOx), and total
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radical-trapping antioxidant parameter (TRAP). The mean
EDSS (+SD) in 2006 was 1.62+2.01 and in 2011 3.16
+2.29, and disease duration was 7.34+7.0 years. IL-10,
TNF-«, IFN-y, AOPP, and NOx levels were significantly
higher and IL-4 lower in MS patients with a higher 2011
EDSS scores (=3) as compared with those with EDSS<3.
The actual increases in EDSS from 2006 to 2011 were posi-
tively associated with TNF-o« and IFN-y. Increased IFN-y
values were associated with higher pyramidal symptoms and
increased IL-6 with sensitive symptoms. Increased carbonyl
protein and IL-10 but lowered albumin levels predicted cere-
bellar symptoms. The TNFB1/B2 genotype decreased risk to-
wards progression of pyramidal symptoms. Treatments with
IFN-3 and glatiramer acetate significantly reduced TNF-o but
did not affect the other [O&NS biomarkers or disease progres-
sion. Taken together, IO&NS biomarkers and Ncol TNF[3 ge-
notypes predict high disability in MS and are associated with
different aspects of disease progression. New drugs to treat
MS should also target oxidative stress pathways.

Keywords Multiple sclerosis - Disability - TNF3 Ncol
polymorphism - Cytokines - Oxidative stress - Pyramidal
symptoms

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a progressive chronic inflaimmatory
disorder of the central nervous system (CNS), characterized
by immune-mediated damage to cells in the white and gray
matter of the brain, spinal cord, and optic nerve [1]. MS is
mediated by a T cell-dependent process that is associated with
macrophage-mediated demyelination driven by myelin
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specific auto-antigens [2]. However, the inflammatory process
involves many other immune cells, such as Th1, Th17, and B
cells, which interact in a collaborative fashion. Accumulating
evidence has brought B cells into focus as critical players in
MS pathogenesis. Several autoantibodies are formed against
different CNS components, such as neurons and glia, and even
immune cells, thus indicating the complex heterogeneity of
the disease [3]. Furthermore, IgG is synthesized intrathecally
in MS patients [4], and IgG and complement are characteristic
features of both type 2 and active MS lesions [5—7]. Memory
B cells can differentiate into CSF plasmablasts which are re-
sponsible for production of oligoclonal bands, a long-standing
hallmark of MS diagnosis observed in over 95 % of MS pa-
tients [8]. Moreover, plasma cells were found the infiltrates in
classical active plaques of acute and relapsing MS that be-
come increasingly prominent with chronicity of the disease
[9]. Nevertheless, there are other central mechanisms by
which B cells contribute to MS pathology. Reactivation of
memory B cells within the CNS can induce complement-
mediated damage to myelin as well as local activation of T
cells; T cells, in turn, contribute to B cell proliferation and
differentiation [10].

However, pathogenesis of MS is incompletely understood
and involves complex interactions between genetic suscepti-
bility and environmental triggers, as well as gene-environment
interactions and epigenetic mechanisms [11].

Variations in genes coding for the expression and regula-
tion of cytokines and their receptors may play a role in MS
susceptibility and disease progression [12, 13]. The pro-
inflammatory cytokines that are most implicated in the path-
ophysiology of MS are tumor necrosis factor (TNF)-a and
TNF-{3 [1, 14-17]. Their genes are tandemly located within
the major histocompatibility complex class III (MHC III) on
the short arm of human chromosome 6, suggesting that these
genes may be in linkage disequilibrium with the HLD-DR loci
that are associated with MS [18].

A single nucleotide polymorphism (SNP) at position +252
located in the first intron of the 7NF3, named as Ncol poly-
morphism (TNFG G252A, 1s909253), consists of a guanine
(G) in the allele TNFBI and of an adenine (A) in the variant
allele TNFB2 [19]. Studies have shown that TNF[3 genetic
polymorphism is important since variations in the region re-
sponsible for transcriptional regulation may have implications
for the TNF-o expression and variability on TNF-« synthesis
[19-22], which could be an important factor in the pathogen-
esis of MS.

Furthermore, growing evidence indicates that immune-
inflammatory and oxidative and nitrosative stress (IO&NS)
pathways play a major role in the pathogenesis of MS. Reac-
tive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS) might play a key role in disease development by con-
tributing to myelin and oligodendroglia degeneration, which
are pathological hallmarks of MS [23]. There is increasing

@ Springer

evidence that relapsing-remitting and progressive clinical
phases of MS are caused by distinct mechanisms; for example,
focal inflammation is associated with the onset of relapses,
whereas diffuse axonal degeneration may contribute to dis-
ease progression. Oxidative stress in MS is thought to contrib-
ute to both processes [24, 25]. Magnetic resonance imaging
(MRI) techniques have provided further knowledge on the
pathology of MS showing that damage to white and gray
matter structures plays a role in developing the disability
[26-28]. Tedeschi et al. [29] showed that baseline gray matter
atrophy and Expanded Disability Status Scale (EDSS) were
the best long-term (9-year follow-up) predictors of clinical
disease progression in relapsing-remitting MS (RRMS) pa-
tients. Kearney et al. [30] showed that spinal cord and brain
atrophy are both relevant, contributing independently to long-
term disability in relapse onset.

Understanding the causes of long-term disability in MS is a
key of current research, and it is important to monitor and to
treat the patients. To clarify this issue, the aim of the present
study was to evaluate the TNF[3 Ncol polymorphism
(rs909253) and IO&NS biomarkers as potential predictors
for susceptibility to MS, disability, and disease progression.

Materials and Methods
Study Design

The protocol was approved by the Institutional Research Ethic
Committee of the State University of Londrina, Southern Bra-
zil, and a written consent form was obtained from all of the
individuals.

Demographic and Clinical Data

Two hundred and twelve patients with MS were consecutively
recruited from the Demyelination Diseases Outpatient of the
Specialized Outpatient of University Hospital, State Universi-
ty of Londrina, Southern Brazil. The patients were diagnosed
according to the revised McDonald criteria [31, 32]. MS clin-
ical forms were determined as RRMS and progressive clinical
forms that included primary progressive MS (PPMS) and sec-
ondary progressive MS (SPMS). Demographic and clinical
data were obtained using a standard questionnaire and medical
records. Anthropometric measurements, such as body weight
(measured to the nearest 0.1 kg using an electronic scale, with
individuals wearing light clothing, but no shoes) and height
(measured to the nearest 0.1 cm using a stadiometer), were
evaluated. Body mass index (BMI) was calculated as weight
(kg) divided by height (m) squared; waist circumference (WC)
was measured and expressed in centimeter. Ethnicity was clas-
sified according to individual’s self-perception in Caucasian
and non-Caucasian [33, 34].
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Age at onset of MS was based on retrospective data from
medical records [31]. The disability was evaluated using the
EDSS at baseline (EDSS 2006), at the same period of blood
sample collection, and 5 years later (EDSS 2011) [35]. Pa-
tients were divided into those with mild disability (EDSS
2011<3) or moderate or high disability (EDSS 2011>3).
We used two measures of disease progression: (a) the delta
values (EDSS 2011-EDSS 2006) by at least one full point for
patients with a baseline score of <6.0 and a worsening by at
least one-half point for patients with a baseline of 6.0 or higher
[36] and (b) the residualized values computed by means of
regression analysis with EDSS 2011 as dependent variable
and EDSS 2006 as explanatory variable. With these criteria,
the patients were divided into those with a progressive or non-
progressive course.

MRI revealed the lesion location (brain, spinal cord, and
optic nerve) and the presence or absence of gadolinium
contrast-enhancing lesions. Most but not all of the patients
(n=173) were treated, the majority with interferon beta
(IFN-, n=148) and others with glatiramer acetate (n=25).
Some patients were also treated with glucocorticoids and
natalizumab. Patients without treatment (n=31) were those
who abandoned therapy or were drug naive at the moment
of blood collection. All of the MS patients were in the remis-
sion clinical phase, defined as the period of recovery with no
relapse episodes within the last 3 months prior to the time of
enrollment in the study.

The control group consisted of 249 healthy blood donors
from the Blood Bank of Londrina, with similar demographic
characteristics and from the same geographic area. Control
individuals were excluded when they presented clinical symp-
toms of inflammation or blood-transmitted infections as
screened according to governmental procedures [37], MS,
and other autoimmune diseases.

Blood Samples

Peripheral blood samples were collected with EDTA as anti-
coagulant and without anticoagulant after 12-h fasting. All
samples were immediately centrifuged at 3000 rpm for
15 min, and the buffy coat, plasma, and serum aliquots were
stored at —80 °C in a freezer for posterior analyses according
to a consensus protocol [38]. The samples were consecutively
identified by number to guarantee the confidentiality.

TNF(3 Ncol Genetic Polymorphism

The genomic DNA was extracted from the buffy coat using
column resin method (Biopur, Biometrix Diagnostica, Curiti-
ba, Brazil), according to the manufacturer’s instructions. DNA
was amplified using polymerase chain reaction (PCR) with
primers determined according to the GenBank number
X02911 as follows: sense 5" CCG TGC TTC GTG CTT

TGG GAC TA 3’ and antisense 5" AGA GGG GTG GAT
GCT TGG GTT TC 3’ (Invitrogen™, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), as previously reported [22, 39, 40].
PCR conditions were performed in a thermocycler (PCR
Sprint-Thermo Hybaid™, Biosystems, Barcelona, Spain) that
comprised 5 min denaturation at 94 °C for initial denaturation:
37 cycles of 45 s at 94 °C for denaturation, 45 s at 67 °C for the
annealing and 45 s at 72 °C for the elongation, and 10 min at
72 °C for final elongation. The amplified fragment of 782 base
pairs (bp) was completely digested with Ncol restriction en-
zyme (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) for
4 hat37°C. The Ncol genotypes were identified by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis in a 3 % aga-
rose gel electrophoresis (70 V, 70 min) and stained with
ethidium bromide according to previous studies [22, 40].
The TNFBI allele includes a restriction site for Ncol and re-
sults in 196- and 586-bp fragments after digestion, and the
TNFB? allele (lacking the restriction site for Ncol) results a
fragment with 782 bp. The heterozygous genotype TNFB1/B2
results in three fragments (782, 586, and 196 bp).

IO&NS Marker Measurements

Serum levels of pro-inflammatory (interleukin (IL)-6, and
TNF-), Thl (IFN-y), Th2 or Treg (IL-4 and IL-10), and
Th17 (IL-17) cytokines were measured by a sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, eBioscience,
San Diego, California, USA). The limit of detection for these
cytokines was defined according to the manufacturer’s instruc-
tions (IL-6 1.0 ng/mL, TNF-« 2.0 ng/mL, IFN-y 2.0 ng/mL,
IL-4 1.0 ng/mL, IL-10 1.0 ng/mL, and IL-17 2.0 ng/mL). The
results were expressed as mean values (+sandard deviation
(SD)) of the cytokine values in logarithm transformation (Ln).

The serum levels of albumin were determined using a bio-
chemical autoanalyzer (Dimension™ Dade AR Dade Beh-
ring, Deerfield, IL, USA), and the results were expressed as
gram per deciliter; the serum levels of ferritin were determined
using chemiluminescence microparticle immunoassay
(CMIA, Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL,
USA), and the results were expressed as nanogram per
milliliter.

Plasma levels of fert-butyl hydroperoxide-initiated chemi-
luminescence (CL-LOOH) were evaluated as described previ-
ously [41], and the results were expressed in counts per minute
(cpm). Carbonyl protein content was measured as an estimate
of protein oxidative injury, as described elsewhere [42]. Pro-
tein oxidation was evaluated through the advanced oxidation
protein products (AOPP), as previously described [43], and
the results were expressed as micromoles per liter of
chloramine-T equivalents. Plasma levels of nitric oxide me-
tabolites (NOx) were assessed by nitrite (NO, ) and nitrate
(NO;") concentration according to the Griess reaction supple-
mented by the reduction of nitrate to nitrite with cadmium
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[44], and the results were expressed in micromolar. Total
radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) was deter-
mined as reported previously [45]. Briefly, this method detects
hydrosoluble and/or lyposoluble plasma antioxidants by mea-
suring the chemiluminescence inhibition time induced by 2,2-
azobis (2-amidinopropane). The system was calibrated with
the vitamin E analog Trolox, and TRAP values were
expressed in equivalent of micromolar Trolox.

Statistical Analysis Methods

Associations between two classification systems were
ascertained with analysis of contingency tables (x” test). Dif-
ferences in continuous variables among group means were
checked with analyses of variance (ANOVA). We used auto-
matic multivariate general linear model (GLM) analysis to
examine the associations between dependent variables (e.g.,
EDSS or pyramidal, cerebellar, and sensitive symptoms) and
different explanatory variables (e.g., sex, age, the [O&NS var-
iables). Automatic linear regression analysis was used to de-
lineate the significant predictor variables for dependent vari-
ables, including the EDSS and pyramidal, sensitive, and cer-
ebellar symptoms. All tests were two-tailed, and a p value of
0.05 was used for statistical significance. We used IBM SPSS,
windows version 22, to analyze the data.

Results

Baseline Characteristics of MS Patients According
to Their EDSS

The MS patients were 150 female and 62 male, with mean
(+standard deviation (SD)) age of 42.7+13.8 years, while the
healthy controls were 177 female and 72 male, with mean
36.8+11 years. The mean EDSS (+SD) in 2006 was 1.62
+2.01 and in 2011 3.16+2.29, and disease duration was
7.34+7.0 years. Table 1 shows sociodemographic data and
biomarkers in controls and MS patients divided into those
with an EDSS <3 versus an EDSS>3. Age was significantly
higher in subjects with a higher EDSS (i.e., >3) versus con-
trols and MS subjects with a lower EDSS score (i.e.,
EDSS <3). There were no significant differences in age be-
tween controls and MS patients with a lower EDSS score.
Likewise, duration of illness was significantly higher in sub-
jects with a higher EDSS than in those with a lower EDSS.
There were no significant differences in gender ratio and eth-
nicity between the three study groups. There were more
relapsing-remitting subjects in those with a higher EDSS score
than in those with a lower EDSS score. No significant differ-
ences in white matter lesions or gadolinium positivity were
detected between the two MS subgroups. There were no sig-
nificant associations between the three diagnostic groups and
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the genotype/allelic frequencies. There were no significant
differences in the drug status between the two MS subgroups.

Table 1 shows also the differences in the cytokine levels
between the two subgroups of patients with MS. These anal-
yses were performed only on the MS patients with the aim to
examine the contrasts between patients with higher versus
lower EDSS values. In order to control for possible effects
of the drug status of the patients, we carried out a multivariate
GLM analysis with the six cytokine levels (in Ln transforma-
tions) as dependent variables and the two EDSS groups and
the drug status (entered as no drugs, IFN-f3, and glatiramer)
and their two-way interaction as explanatory variables. We
found a significant effect of diagnosis (F'=4.00, df=6/130,
p=0.001) and drug status (F=2.51, df=12/262, p=0.004)
but no significant interaction (F=1.74, df=12/262,
p=0.059). Table 1 shows the tests of between-subject effects:
IL-10, TNF-«, and IFN-y were significantly higher and IL-4
significantly lower in MS patients with an increased EDSS
score as compared with patients with a lower score. There
were no significant differences in IL-6 or IL-17 between both
groups. Tests of between-subject effects for the drug status
showed a significant effect on TNF-« only (F'=6.31, df=2/
135, p=0.002). Thus, patients treated with IFN-3 (1.19
+0.09 pg/mL; p=0.001) and those treated with glatiramer
(1.23+0.22 pg/mL; p=0.01) showed significantly lower
TNF-« levels than those without any treatment (1.99
+0.21 pg/mL). There were no significant differences in the
effects of [FN-f3 versus glatiramer (p =0.840).

Table 1 shows also the results of the oxidative stress
measurements. A multivariate GLM analysis was per-
formed in the MS patients only (to control for putative
effects of drugs) with lipid hydroperoxide, AOPP, NOx,
ferritin, TRAP, and albumin as dependent variables and
the two diagnostic MS groups divided according to the
EDSS scores, and drug status (entered as: no drugs,
IFN-f3, glatiramer) and their interaction as explanatory
variables showed no significant effect of the drug status
(F=0.47, df=12/180, p=0.929). Since there were no
significant treatment effects, we have consequently ex-
amined the differences in these biomarkers between
healthy subjects and the two MS groups. There was a
highly significant effect of diagnosis (F'=12.83, df=12/
474, p<0.001). Table 1 shows the estimated means and
SE values obtained in this analysis and the results of
the tests of between subject effects. We found signifi-
cant differences in lipid hydroperoxide, AOPP, NOx,
and ferritin between the three groups. Bonferroni-
corrected post hoc tests showed higher lipid hydroper-
oxide values in the two MS groups than in controls.
AOPP was significantly lower in those with a lower
EDSS score than in controls and MS patients with a
higher EDSS score. NOx was significantly lower in
the two MS groups than in controls and lower in those
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with a lower EDSS score as compared with those with a
higher EDSS score. Ferritin was higher in the two MS groups
as compared to controls. A separate GLM analysis was per-
formed on carbonyl proteins (because this assay was per-
formed only in MS patients), but no significant differences
between both MS groups could be found.

Effects of Time (from 2006 to 2011) on EDSS Score
and MS Symptoms

Table 2 shows the effects of time (from 2006 to 2011) on
EDSS score and pyramidal, sensitive, and cerebellar symp-
toms. Although we used two different methods to divide the
patients into those with a progressive versus non-progressive
course (see “Materials and Methods”), we here report only on
the residualized EDSS values obtained by the regression of
EDSS 2011 on EDSS 2006 and using a cutoff value of 0.12.
This cutoff value was determined as that value whereby 40 %
of the subjects had increased residualized EDSS values. Uni-
variate RM design GLM analysis performed on the EDSS
values showed a significant effect of time and a significant
interaction between time and course. Table 2 shows the mag-
nitude of increases in EDSS in those with a progressive course
as compared to those with a non-progressive course.

Multivariate RM design GLM analysis with the pyramidal,
sensitive, and cerebellar symptoms as dependent variables
showed that time (F=23.44, df=3/62, p<0.001) and the time
X course (progressive versus non-progressive) interaction
(F=13.94, df=3/62, p<0.001) were both significant.
Table 2 also shows the results of tests of between-subject
effects. There were significant time effects for all three vari-
ables and significant interactions time by course for pyramidal
and sensitive, but not cerebellar, symptoms.

Factors Associated with the 5-Year Follow-up Progression
in the EDSS

Subsequently, we have examined the factors that could possi-
bly affect the 5-year follow-up progression in the EDSS.
Table 3 shows the outcome of RM design GLM analyses with
significant time X group or between-group effects. Table 3
shows that only sex had (without p correction) a significant
effect on the progression. Ethnicity, relapsing-remitting clini-
cal form, treatment versus no treatment, type of treatment (no
treatment versus IFN-[3 versus glatiramer), glucocorticoids or
not, gadolinium positivity, white matter lesions or not, and
Ncol TNF( genotypes did not affect progression in these
RM design GLM analyses. Non-RRMS patients and those
treated had significantly higher EDSS values than their
counterparts.

Table 4 shows the results of automatic linear regression
analyses with EDSS 2011 and the changes in EDSS from
2006 to 2011 (computed as the residualized values obtained
by the regression of EDSS 2011 on EDSS 2006) as dependent
variables and the IO&NS biomarkers, age, gender, use of
drugs, and type of MS as explanatory variables. Consequently,
the variables were entered in univariate GLM analyses. The
univariate GLM analysis with the effects of the drug status
entered as three groups (i.e., no treatment and treatment with
IFN-{ or glatiramer) showed that 38.4 % of the variance in the
EDSS 2011 values was explained by the regression on four
variables, i.e., age (positively associated), lipid hydroperoxide
(positively associated), drugs, and the interaction term RRMS
with drugs. RRMS itself was not significant in this regression
analysis. The estimated marginal means showed that in pa-
tients with RRMS, the EDSS score was lower in those who
were treated with IFN- (2.54+0.20) and glatiramer (3.74
+0.59) than in those without medication (4.11+0.87). In

Table 2 Measurements of the

Expanded Disability Status Scale Variables Time Non-progressive® Progressive” Ft or Fi df P value
(EDSS), pyramidal, sensitive, and
cerebellar symptoms in patients EDSS 2006 1.58 (£2.04) 1.69 (1.98) Ft=565.35 1/209 <0.001
with multiple sclerosis subdivided 2011 2.05 (1.99) 487 (+1.55)  Fi=311.84 1209  <0.001
INto a NON-PTOZIESSIVE COUISE VS Pyramidal symptoms 2006 2.01 (£1.34) 1.84 (£1.33)  Ft=44.87 1/64 <0.001
those with a progressive clinical .
course 2011 1.48 (£1.09) 3.43 (£1.47) Fi=38.78 1/64 <0.001
Sensitive symptoms 2006 0.43 (+0.70) 0.35 (£0.75) Ft=8.50 1/64 <0.001
2011 0.52 (0.91) 1.25 (£1.25) Fi=0.86 1/64 0.613
Cerebellar symptoms 2006 0.40 (£0.88) 0.42 (+0.88) Ft=25.74 1/64 <0.001
2011 0.81 (£1.25) 1.83 (£1.52) Fi=7.95 1/64 0.006

All results are shown as mean (£SD). All results of repeated measurement design ANOVAs. Ft and Fi: all results
of univariate (EDSS) and multivariate (pyramidal, sensitive, and cerebellar symptoms) repeated measurement
design GLM analyses with effects of time (Ft) and the time by course (progressive vs non-progressive) interaction

(Fi)

 Progressive EDSS was defined as residual EDSS values >0.12 (obtained by regression of the 2011 values on the

2006 values)
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Table 3  Predictors of progression of the Expanded Disability Status Scale (EDSS) at baseline (2006) over 5-year follow-up period (endpoint) in

patients with multiple sclerosis

EDSS
Variables Baseline (2006) Endpoint (2011) F interaction (df) P value F groups (df) P value
Sex
Male (n=62) 1.95 (£2.19) 3.19 (#2.57) 6.56 (1/207) 0.011 1.12 (1/207) 0.291
Female (n=149) 1.49 (£1.95) 3.14 (#2.17)
Clinical forms
No RRMS (n=61) 2.44 (£2.62) 4.09 (£2.65) 0.55 (1/207) 0.460 8.68 (1/207) 0.004
RRMS (n=150) 1.29 (£1.59) 2.78 (£2.02)
Therapy
No (n=31) 0.95 (£1.61) 2.84 (£2.22) 0.89 (1/199) 0.346 6.06 (1/199) 0.015
Yes® (n=172) 1.77 (£2.08) 3.23 (#2.30)
Type of therapy
No drugs (n=31) 0.95 (1.61) 2.84 (+2.22) 0.93 (2/197) 0.396 4.76 (2/197) 0.010
IFN-B (n=147) 1.65 (£2.05) 3.10 (£2.29)
GA (n=25) 242 (£2.19) 4.04 (£2.26)

EDSS Expanded Disability Status Scale, RRMS relapsing-remitting multiple sclerosis, /F'N-3 interferon beta, GA glatiramer acetate

Drugs include interferon beta 1a, interferon beta 1b, glatiramer acetate, and natalizumab. All results of univariate repeated measurement design GLM
analyses performed on the EDSS measurements in 2006 and 2011 and showing the interactions terms between time and the listed categorical variables ('
interaction) and the group differences between the groups defined by the categorical variables listed

those with other MS clinical forms, the EDSS score was
higher in those who were treated with IFN-{3 (3.65+0.43)
and glatiramer (5.45+0.87) than in those who were not treated
(2.15+0.62).

Table 4 also shows the regression of the actual changes in
the EDSS (from 2011 to 2006, expressed as the residualized
values obtained by regression analysis) on the explanatory
variables. The residualized EDSS values were significantly
predicted by two explanatory variables, i.e., TNFx and
IFN-y (both positively associated with the changes in EDSS).
Forced entry of age (F=1.30, df=1/133, p=0.256), sex

(F=0.87, df=1/133, p=0.353), drug status (F=0.17, df=1/
133, p=0.679), and clinical forms of MS (#'=0.04, df=1/133,
p=0.846) were not significant in this regression analysis.
Controlling for these variables did not affect the significant
levels of TNF-& (F=9.49, df=1/133, p=0.003) and IFN-y
(F=4.36, df=1/133, p=0.039).

Table 5 shows the results of RM design multivariate GLM
analyses with the pyramidal, sensitive, and cerebellar symp-
toms as dependent variables and time and the interactions of
time % ethnicity, time x clinical forms of MS, time X sex, and
time x TNFBI1/B2 genotype as within-subject variables. We

Table 4 Results of GLM

analysis with EDSS 2011 and Dependent variable Exploratory variable R? F df P value

changes in EDSS 2006 to 2011 as

dependent variables EDSS 2011 Model 384 9.97 7/112 <0.001
Age (years) 21.5 30.67 1/112 <0.001
CL-LOOH (cpm) 4.4 5.16 1/112 0.025
RRMS 0.31 0.28 1/112 0.595
Drugs® 5.9 3.50 2/112 0.034
RRMS vs drugs 6.6 3.93 2/112 0.022

Residual EDSS 2011 Model 10.9 8.47 2/139 <0.001

Ln TNF-& (ng/mL) 8.2 12.44 1/139 0.001
Ln IFN-y (ng/mL) 34 4.95 1/139 0.028

CL-LOOH hydroperoxide concentrations by tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence, expressed in
count per minute (cpm), RRMS relapsing-remitting multiple sclerosis, Ln logarithm, /FN-y interferon gamma,

TNF-a tumor necrosis factor alpha

? Drugs include patients under interferon beta 1a, interferon beta 1b, glatiramer acetate, and natalizumab therapy
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Table 5 Results of multivariate

repeated measurement design Analysis Dependent variables Exploratory variables F df P value
GLM analysis with pyramidal, -
sensitive, and cerebellar Multivariate All 3 symptoms” Time 5.90 3/59 0.001
symptoms as dependent variables Time x ethnicity 1.10 3/59 0355
Time x RRMS 0.18 3/59 0.910
Time x sex 0.28 3/59 0.843
Time x TNFB1/B2 343 3/59 0.023
Between-subject effects Pyramidal symptoms Time 5.13 1/61 0.027
Time x TNFB1/B2 7.10 1/61 0.010
Sensitive symptoms Time 12.41 1/61 0.001
Time x TNFB1/B2 1.42 1/61 0.238
Cerebellar symptoms Time 532 1/61 0.010
Time x TNFB1/B2 291 1/61 0.093

TNFB1/B1 homozygous genotype for the allele TNFBI (with guanine at position +252 in the first intron of the
TNF 3 gene), TNFB2/B2 homozygous genotype for the allele TNFB2, with adenine at position +252 in the first
intron of the TNF3 gene, TNFB1/B2 heterozygous genotype

# All symptoms include pyramidal, sensitive, and cerebellar symptoms obtained from Expanded Disability Status
Scale (EDSS). Results of multivariate repeated measurement design GLM analyses performed on the pyramidal,
sensitive, and cerebellar symptoms and showing the effects of time (from 2006 to 2011) and interactions between
time and the listed variables (i.e., ethnicity, R MS, gender, and TNFB1/B2)

found that there were significant time and time x TNFB1/B2
genotype effects. Tests of between-subject effects showed a
significant effect of time on pyramidal, sensitive, and cerebel-
lar symptoms and a significant time x 7NFBI1/B2 interaction
on pyramidal symptoms only. Estimated marginal means
shows that in subjects without the TNFB1/B2 genotype, there
was a higher increase (from 1.3340.19 to 2.47+0.27) in py-
ramidal symptoms from 2006 to 2011 than in those with the
TNFB1/B2 genotype (from 1.81+0.20 to 2.09+0.29).

Table 6 shows the results of (automatic) linear GLM anal-
ysis with the pyramidal, sensitive, and cerebellar symptoms in
2011 or the residualized values (computed by regression of the
2011 on the 2006 values) as dependent variables and age and
the IO&NS variables as explanatory variables. We found that
9.6 % of the variance in the endpoint pyramidal symptoms
was explained by increasing age and IFN-y levels. Of the
variance in cerebellar symptoms, 17.9 % was explained by
the regression on carbonyl proteins and IL-10 (both positive

Table 6 Results of linear
regression GLM analysis with

pyramidal, sensitive, and
cerebellar symptoms as
dependent variables

Dependent variable Exploratory variable R (%) Flt df P value
Pyramidal symptoms Model 9.6 F,12.20 2/105 0.005
Age (years) t,2.58 0.011
Ln IFN-y (ng/mL) t,2.07 0.041
Cerebellar symptoms Model 17.9 4.65 3/64 0.005
Carbonyl proteins* t,2.59 0.012
Albumin (g/dL) t,—2.46 0.017
Ln IL-10 (ng/mL) t,2.14 0.036
Residual cerebellar symptoms Model 23.6 F,5.39 2/35 0.009
Carbonyl proteins* t,2.96 0.006
Ln IL-10 (ng/mL) t,2.04 0.050
Sensitive symptoms Model 9.5 F, 595 2/113 0.003
Ethnicity 1,221 0.029
Ln IL-6 (ng/mL) 1,221 0.029

Pyramidal, sensitive, and cerebellar symptoms are functional parameters obtained from Expanded Disability
Status Scale (EDSS). Carbonyl proteins were expressed as nanomole per milliliter per milligram total protein

Ln logarithm, /L interleukin, /FN-y interferon gamma
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associations) and albumin (negative association) levels. The
changes in cerebellar symptoms from 2006 to 2011 were pre-
dicted by increasing levels of protein carbonyls and IL-10.
The endpoint levels of sensitive symptoms were significantly
predicted by IL-6 and ethnicity. Sensitive symptoms were
higher in non-Caucasians (1.28 £0.21) as compared with Cau-
casians (0.75+0.12). Forced entry of age, sex, drug status, and
clinical forms of MS in all analyses displayed in Table 6
showed that these variables were not significant in this regres-
sion analysis.

Discussion

The first interesting finding of this study is that there is a
significant progression in disability and severity of pyramidal,
sensitive, and cerebellar symptoms over a 5-year period and
that the significant increase in the EDSS score is associated
with increases in pyramidal and cerebellar, but not sensitive,
symptoms. One obvious consequence of MS progression is a
cumulative loss of muscle control. Sensory relapses are more
frequent in early or non-progressive disease. Pyramidal and
cerebellar relapses are more common in progressive disease,
while sensory relapses show a better recovery than other re-
lapse phenotypes [46]. In the present study, we have also
examined sociodemographic and clinical characteristics of
disease progression. There have been only a limited number
of studies delineating predictors of relapse activity [47—49].

These studies suggested several predisposing factors, such
as sex, age, ethnicity, and time from MS onset. However, their
outcomes, in particular those related to effect of sex on relapse
incidence, have often been discordant. In our study, there was
without p correction a significant greater effect on disease
progression in females than in males. These effects of sex
however were no longer significant after considering the ef-
fects of other variables in multivariate analyses. Interestingly,
a retrospective cohort study of predictors of relapse incidence
showed 14.3 % higher annualized relapse rates in females than
in males [50]. Another study [51] also confirmed this obser-
vation by demonstrating a similar sex effect of 17.7 % in the
annualized relapse rate among MS patients. All in all, our
results may show that the mild effect of sex is mediated by
other factors, such as differences in IO&NS responses be-
tween men and women [52-54].

We found that increasing age was a strong predictor of the
EDSS and pyramidal dysfunction scores but was not signifi-
cantly associated with the actual changes in the EDSS, pyra-
midal, sensitive, or cerebellar symptoms. Previous studies
have shown that age at onset of symptoms is a major prog-
nostic factor of disease progression with an older age at onset
being associated with a poorer disease outcome [55, 56] and a
more rapid development of the progressive phase of the dis-
ease [36, 57, 58]. Kalincik et al. [51] have confirmed the

inverse relationship between relapse frequency and either dis-
ease duration or age.

We could not detect significant effects of relapsing-
remitting clinical form, type of treatment (no treatment versus
IFN-3 versus glatiramer), glucocorticoids, gadolinium posi-
tivity, and white matter lesions on disease progression as mea-
sured with the EDSS. While these variables did not modulate
progression of pyramidal or cerebellar symptoms, ethnicity
had a mild but significant effect on the progression of sensitive
symptoms showing that non-Caucasians had higher sensitive
symptoms than Caucasians [46].

The second and most important finding of this study is that
the IO&NS biomarkers together with the 7NF3 Ncol poly-
morphism (rs909253) significantly predict the EDSS values
and/or the actual changes in the EDSS, pyramidal, cerebellar,
and sensitive symptoms over a 5-year period. Thus, the EDSS
values are significantly predicted by increased TNF-«, IFN-y,
IL-10, AOPP, CL-LOOH, and NOx and lowered IL-4 levels.
The actual progression in disease disability, on the other hand,
was significantly and positively correlated with TNF-o and
IFN-y concentrations. Increased IFN-y values were addition-
ally associated with increased pyramidal symptoms. The cer-
ebellar symptom scores were significantly and positively as-
sociated with carbonyl protein and IL-10 levels and negatively
with albumin levels. The sensitive symptom values were sig-
nificantly and positively related to higher IL-6 levels. While
the TNF3 Ncol genotypes or allelic variants were not signifi-
cantly associated with the endpoint or the actual changes in
EDSS and cerebellar and sensitive symptom values, the
TNFB1/B2 genotype may decrease risk towards pyramidal
symptom progression. These results suggest that different
pathophysiological mechanisms may underpin the impair-
ment of functional systems, which play a role in the clinical
course and disability progression. Evidence shows that MS-
associated neuronal damage, including lesions within the
white and gray matter, is associated with activated microglia
and chronically increased production of multiple neurotoxic
molecules, including IO&NS biomarkers [59—61]. Thus, in-
flammatory cytokines (such as TNF-« and IFN-y), ROS and
nitric oxide (NO) may drive progressive damage to neurons.
We will now discuss these findings on a point by point basis.

In the present study, TNF-o levels were significantly and
positively associated with disease progression. Some previous
studies showed lowered TNF-« levels in MS patients [62, 63]
and a decreased production of TNF-« by stimulated PBMCs
from MS patients compared with controls [64]. Such findings
may be explained by the knowledge that in MS patients
TNF-o is produced and consumed at sites of inflammation,
including lesions in brain white matter, spinal cord, and optic
nerve [14, 65]. Nevertheless, the higher levels in our patients
with higher EDSS values are compatible with the knowledge
that TNF-« signaling may be neurotoxic [66, 67] and play a
role in MS and neurodegeneration [68]. While TNF-& may
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have some neuroprotective activities, this cytokine also exerts
neurotoxic effects [66, 69]. Importantly, TNF-« is also detect-
ed in astrocytes from demyelinating plaques [6], contributing
to white matter destruction at the onset of MS [70].

The positive association between IFN-y levels and in-
creased EDSS values may indicate increased neurotoxic ef-
fects through this Th1 cytokine. Increased IFN-y production
by Thl cells is one of the factors that play a critical role in MS
and its progression [71]). Th1 cells producing IFN-y are iden-
tified in the perivascular infiltrates of MS patients [72]. Adult
human astrocytes stimulated with IFN-y exert potent neuro-
toxicity in vitro mediated by Janus kinase-signal transducer
and activator of transcription (STAT) 3 pathway activation in
astrocytes [73]. Moreover, increased IFN-y production may
result in different neurotoxic or excitotoxic effects for example
through systemic and central activation of indoleamine-2,3-
dioxygenase resulting in increased production of for example
quinolinic acid and kynurenine [66].

Our results also show significantly lower serum IL-4
levels in patients with a more severe disease progression.
These results are in agreement with the important role of
IL-4 as an anti-inflammatory modulator of MS lesion for-
mation [63, 74]. IL-4 is a key cytokine produced by Th2
cells and inhibits Thl cells for example by decreasing IL-
1 and TNF-& production. Administration of IL-4 in EAE
exerts a protective effect, while IL-4 upregulation may
reduce the severity of EAE [75].

We also found that increased IL-10 levels are associated
with an enhanced disease progression. Nevertheless, previous
studies have shown that peripheral B cells of MS patients
produce lower IL-10 than the same cells in normal controls
[76]. Moreover, IL-10 is an important factor in the recovery of
EAE [77]. In contrast to Th2 cytokines (IL-4), the absence of
IL-10 results in a more severe EAE. Several studies have
reported that differential production of IL-10 may be a factor
in the severity of MS [77, 78]. The role of Treg cellsin MSis a
modulation of the inflammation through the IL-10 and TGF-3
production. All in all, it appears from our results that disease
progression is associated with a Th1, monocytic and Treg
response, and a downregulation of Th2 functions. Therefore,
the increased IL-10 levels detected here probably reflect a
compensatory Treg response that may be regarded as part of
a compensatory anti-inflammatory reflex system (CIRS),
which aims to attenuate an overzealous inflammatory re-
sponse [79]. Treg cells, via their immune suppressive capabil-
ity, play an indispensable role in maintaining immune homeo-
stasis and preventing autoimmunity induced by excessive,
misdirected, or unnecessary immune activation. Treg cells
contribute to protection against MS. Although investigators
have found no differences in the frequency of CD4+CD25"
Treg cells between patients with MS and healthy controls,
several groups revealed how CD4+CD25 ™ Treg cells in MS
patients are functionally impaired [80—83].

@ Springer

Another important result of the current study is that in-
creased CL-LOOH levels predict the endpoint EDSS values
and that increased carbonyl proteins predict cerebellar dys-
function and the actual changes in cerebellar symptoms over
a S-year period. Previously, we showed an association be-
tween oxidative markers and MS with higher plasma levels
of for example CL-LOOH [84]. Previously, we have reviewed
the different effects of oxidative stress on neurons and brain
function including neurodegeneration, neurotoxicity, lowered
neurogenesis, and neuroplasticity [85]. Excessive reactive ox-
ygen species may damage lipids and proteins impairing neu-
ronal functions thereby causing neurodegenerative disease
[86]. Since lipid peroxidation is a chain reaction, it can, if
not rapidly inhibited, easily destroy lipid-rich areas such as
cell membranes or myelin sheaths [87]. In addition to the
destruction of lipid layers, lipid rafts and related
palmitoylation, oxidative modification of fatty acids is accom-
panied by an increased generation of aldehydes, including
malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxy-nonenal (4HNE)
[88], which may further damage the lipid structures and cause
neuronal dysfunctions [87]. Moreover, the myelin surround-
ing the axons consists of 70 % lipids and 30 % proteins and
therefore is a target of immune and oxidative stress attacks in
MS [89]. Following immune and oxidative damage, the neu-
rons may release microglial activators, including matrix me-
talloproteinase 3, «-synuclein, and neuromelanin, which may
cause a self-perpetuating cycle of neurotoxicity known as re-
active microgliosis [90]. MS has been associated not only with
increased levels of IO&NS biomarkers but also decreased
levels of antioxidants, and this imbalance has been implicated
in demyelination and axonal damage [91-97]. Nevertheless,
in the present study, we were unable to find any significant
associations between lowered antioxidant levels (TRAP) and
disease progression.

Our results also show that while MS per se is accompanied
by lowered AOPP and NOx levels, there were higher AOPP
and NOx levels in those with higher EDSS as compared to
those with lower EDSS scores. Thus, within the group of MS
patients, higher protein oxidation and nitric oxide levels could
further endanger neuronal functions. Protein oxidation is
known to play a critical role in inflammatory demyelinating
diseases [98]. Oxidatively modified proteins are responsible
for additional autoimmune responses because oxidatively spe-
cific epitopes may be formed that are immunogenic [99, 100].
NO has neuroprotective effects and functions, although at
high concentrations, NO is a neurotoxin leading to neurode-
generation including via hypernitrosylation, autoimmune re-
sponses directed to NO adducts, and formation of
peroxynitrite [100, 101]. NO also causes altered cerebral
blood flow and disruption of the neurovascular unit and
strongly synergizes with hypoxia to induce neuronal death
and excitotoxicity [101, 102]. However, results of NOx serum
levels obtained among patients with MS have been
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contradictory. While elevated NOx levels were obtained in the
CSF, urine, and serum of MS patients [92], lower plasma
levels of NOx were obtained from MS patients than from
controls [84, 91]. One hypothesis that may explain our find-
ings is that the lowered levels of NOx in MS are explained by
increased nitrosylation of proteins [103] and that the higher
NOx levels associated with increased EDSS scores suggest
increased neurotoxic effects of NO and subsequent
hypernitrosylation and autoimmune responses to NO adducts
[100].

Finally, we found that the TNFBI/B2 genotype de-
creased risk towards progression of pyramidal symptoms.
The TNF[(3 Ncol polymorphism resides within intron 1 and
is associated with the exon 3 polymorphism affecting
TNF3 gene expression levels [19]. The combination of
these allelic forms may lead to different levels of cytokine
production in response to various physiological and path-
ological stimuli and in turn may result in increased vul-
nerability to MS [17]. In a previous study, the TNFB2
allele was associated with the presence of MS in Cauca-
sian Southern Brazilian patients and the TNFB2/B2 geno-
type was associated with increased TNF-o¢ serum levels in
these patients [104]. Therefore, this polymorphism could
be an important gene candidate not only for the suscepti-
bility and pathogenesis of MS [104] but also for progres-
sion of neurologic symptoms.

A third finding is that the disease modifying drugs (DMDs)
used in our study had a significant suppressant effect only on
TNF-«, whereas the other cytokines and O&NS biomarkers
were not affected by DMD treatment. IFN-3 decreases the
production of pro-inflammatory cytokines, including but not
limited to TNF-«, while increasing that of IL-10 [64]. Most
importantly, there were no significant effects of treatments
with DMDs, either glatiramer acetate or IFN-3, on the actual
changes in the EDSS score and the progression in pyramidal,
sensitivity, and cerebellar symptoms. Unexpectedly, the pro-
gression in the EDSS score was the same in those treated or
not suggesting that DMD treatments do not improve disease
progression over a 5-year period. Randomized clinical trials
show a significant efficacy of DMDs in rapid-onset MS as
indicated by lowered relapse frequency and a reduction of
acute neuro-inflammation [105]. There is less evidence that
DMDs may prevent or delay neurological disability progres-
sion [105]. Nevertheless, the latter authors reported that
DMDs are effective in delaying EDSS progression in MS
patients especially in those with RRMS. In our study, the
progression in neurological disabilities was assessed as the
residualized EDSS values after partialling out all effects of
baseline EDSS values. This is a more sound method than
using for example A values subtracting baseline from the end-
point values because our method assures that only the actual
changes in EDSS are considered independently from the base-
line EDSS values. Since DMDs did not affect the oxidative

stress biomarkers and the latter predict disease progression,
we propose that new treatments of MS should also target
oxidative stress pathways.

Conclusions

This study showed that IO&NS biomarkers were associated
with different indexes of disease progression including overall
disability of MS as assessed with the EDSS score and specific
target symptoms, including progression of pyramidal, sensi-
tive, and cerebellar symptoms. The main strong point of the
present study is that we used multivariate statistical analyses
to evaluate the association between the actual changes in dis-
ease progression and IO&NS biomarkers by adjusting for
possible effects of many background variables, including the
drug state of the patients.
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Abstract There is evidence that activated immune-
inflammatory and oxidative and nitrosative stress (IO&NS)
pathways play a role in the pathophysiology of multiple scle-
rosis (MS) and depression. This study examines serum levels
of interleukin (IL)-1f3, IL-4, IL-6, and IL-10; peroxides
(LOOH); nitric oxide metabolites (NOx); albumin; ferritin;
C-reactive protein (CRP); and tumor necrosis factor (TNF)-(
Ncol polymorphism (rs909253) and gadolinium-enhanced
magnetic resonance imaging (MRI) scan in MS patients with
(n=42) and without (n=108) depression and normal controls
(n=249). Depression is scored using the depressive subscale
of the Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS). The
extent of neurological disability is measured using the Ex-
panded Disability Status Scale (EDSS) at the same time of
the abovementioned measurements and 5 years earlier. Dis-
ease progression is assessed as actual EDSS—EDSS 5 years
earlier. Three variables discriminate MS patients with depres-
sion from those without depression, i.e., increased IL-6 and
lower IL-4 and albumin. Binary logistic regression showed
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that MS with depression (versus no depression) was charac-
terized by more gastrointestinal symptoms and disease pro-
gression, higher serum IL-6, and lower albumin levels. In
subjects with MS, the HADS score was significantly predicted
by three EDSS symptoms, i.e., pyramidal, gastrointestinal,
and visual symptoms. Fifty-eight percent of the variance in
the HADS score was predicted by gastrointestinal symptoms,
visual symptoms, the TNFBI/B2 genotype, and contrast en-
hancement (both inversely associated). There were no signif-
icant associations between depression in MS and type of MS,
duration of illness, age, sex, nicotine dependence, and body
mass index. MS with depression is associated with signs of
peripheral inflammation, more disability, disease progression,
gastrointestinal and visual symptoms, but less contrast en-
hancement as compared to MS without depression. It is con-
cluded that depression is part of the neurological symptoms of
MS and that its expression is primed by peripheral inflamma-
tion while acute neuroinflammation and the TNFB1/B2 geno-
type may be protective.
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Introduction

There is copious evidence that activated immune-inflammatory
and oxidative and nitrosative stress (IO&NS) pathways play a
role in the pathogenesis of multiple sclerosis (MS) [1-3]. In-
creased levels of IO&NS biomarkers are observed in the brain,
cerebrospinal fluid (CSF), and blood of MS patients [4, 5]. For
example, increased levels of the proinflammatory cytokines,
such as interleukin (IL)-1{3, IL-6, and tumor necrosis factor-o
(TNF-w), are observed in the plasma or CSF of patients with MS
[6-11]. Increased concentrations of inflammatory mediators
such as plasma TNF-«x are often associated with the degree of
disability as measured with the Expanded Disability Status Scale
(EDSS) [12] and predict disease activity [13, 14]. Thl-like cy-
tokines, such as IL-2, IL-12, and interferon (IFN)-y, are often
increased in active disease states [8—11], whereas Th2-like cyto-
kines, including IL-4 and IL-10, may be increased during remis-
sion [15—18]. Nevertheless, concomitant increases in the expres-
sion of Thl- and Th2-like cytokines may be present during an
acute attack [5, 19]. Recently, we observed that TNF-3 Ncol
polymorphism is significantly associated with MS, i.e., the
TNFB2/B2 genotype is associated with MS and with increased
TNF-« levels [20].

The levels of oxidative stress biomarkers significantly in-
crease during relapses but decrease during remission [21]. Oxi-
dative stress levels in the plasma and CSF of MS patients are
positively associated with the EDSS score [13, 14]. Increased
inducible nitric oxide (NO) synthase (iNOS), NO production,
and its metabolites nitrate and nitrite (NOXx) are detected in the
lesions, brain, and CSF of MS patients [22]. Increased NOx
levels in the CSF, but not plasma, are correlated with disease
progression [22]. Moreover, increased levels of oxidative stress
are associated with the degree of gadolinium-enhanced brain
lesions in magnetic resonance imaging (MRI) scan, an index
of acute neuroinflammation and increased blood-brain barrier
(BBB) hyperpermeability [14].

Clinical depression is the most common psychiatric mani-
festation of MS affecting more than 50 % of the patients [23,
24]. In MS, depression may precede the onset of neurological
symptoms and is associated with a lowered quality of life and
increased morbidity and mortality [24—26]. To complicate
matters, treatment of MS with IFN-[3 may cause or exacerbate
depression and a switch to treatment with glatiramer acetate is
indicated when depression becomes an issue [27, 28]. The
depression subscale of the Hospital Anxiety and Depression
Scale (HADS) is a validated rating scale to measure depres-
sion in nonpsychiatric outpatients [29, 30].
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Recently, we have reviewed that shared IO&NS pathways
may underpin the comorbidity between MS and depression,
including increased levels of monocytic and Thl-like cyto-
kines, and increased reactive oxygen species (ROS), lipid per-
oxidation, and increased expression of iNOS [31]. During acute
MS attacks, mRNA expression of TNF-o¢ and IFN-y is signif-
icantly correlated with severity of depression [32]. IFN-y pro-
duction by Th1 lymphocytes is significantly and positively cor-
related with depression in MS patients [33]. The initially in-
creased production of IFN-y by autoaggressive T cells in MS,
which is associated with depression, is reduced during treat-
ment with antidepressant drugs or psychotherapy [34].

The aims of the present study are to examine the differ-
ences in cytokine profile (IL-1f3, IL-4, IL-6, and IL-10), in-
flammatory markers (ferritin, albumin, and C-reactive protein
(CRP)), O&NS markers (peroxides and NOx), TNF-3 Ncol
polymorphism, and neuroinflammation (as measured with the
gadolinium-enhanced MRI scan) in MS patients with and
without depression and to examine the relationships between
depression severity and IO&NS biomarkers, the extent of dis-
ability, and neurological symptoms.

Subjects and Methods
Subjects

We included 150 MS patients who consecutively attended the
Neurology Outpatient Department of the Outpatient Clinical
Hospital, State University of Londrina, Londrina, Brazil. The
diagnosis of MS was made using the revised McDonald criteria
[35, 36]. Patients were classified into relapsing-remitting MS
(RRMS), secondary progressive MS (SPMS), primary progres-
sive MS (PPMS), and clinically isolated syndrome (CIS) [37].
All RRMS patients were in the remitting phase of illness, i.e., a
period of recovery with no relapse episodes within the last
3 months prior to the time of enrollment in the study. Patients
with neuromyelitis optica were excluded from this study.

We also included 249 healthy volunteers, i.e., healthy
blood donors recruited at the Blood Bank of Londrina,
Londrina, Brazil. We excluded controls with autoimmune dis-
orders, blood-borne transmitted infection, and clinical symp-
toms of recent infections or inflammation. Written informed
consent was obtained from all of patients and controls. The
study protocol was approved by the Institutional Research
Ethic Committee of the State University of Londrina,
Londrina, Brazil.

Methods
A standard questionnaire and medical records were used to

assess sociodemographic and clinical data. Self-reported ethnic-
ity was registered as Caucasian, Asian, Black, or Mixed. Age at
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onset of MS and duration of illness were assessed based on data
from medical records [35]. The degree of disability of the pa-
tients was evaluated employing the EDSS [12], which scores
severity of disability as mild (EDSS between 0.0 and 4.0),
moderate (EDSS between 4.5 and 5.5), or severe (EDSS be-
tween 6.0 and 10.0). We also scored neurological symptoms as
pyramidal (P), cerebellar (CII), brain stem (BS), sensory (S),
bladder (Bb), gastrointestinal (Bi), visual (V), cerebral (Cb),
and other (O) [12] symptoms. We measured the EDSS and
the neurological symptoms prospectively in a subgroup of pa-
tients in 2006 and again in 2011. Disease progression was eval-
uated by computing the AEDSS, that is EDSS in 2011—-EDSS
in 2006. Severity of depression was assessed in 2011 using the
depression subscale of the HADS [29]. In patients with MS, a
cutoff score >8 on the HADS depression subscale can be used
as a diagnostic criterion for major depression with a sensitivity
of 90 % and a specificity of 87.3 % [38]. Consequently, we
divided patients with MS into these with and without depres-
sion using the >8 threshold value.

The diagnosis of nicotine dependence was made using the
criteria of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, Text Revision (DSM IV-TR). We also registered
the use of medication, i.e., glucocorticoids, antidepressants
(i.e., fluoxetine, nortryptiline, setraline, or amitryptiline), and
disease-modifying drugs (DMDs) that slow down progression
and attenuate flare-ups, i.e., IFN-f31a, natalizumab, or
glatiramer acetate. We measured body weight using an elec-
tronic scale in individuals wearing light clothing, but no shoes,
and height using a stadiometer. Consequently, body mass in-
dex (BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (in
meter) squared.

In 2011, MRI scans were performed in the brain, cervical,
and spinal cord (T1, T2, and flair sequences) to detect lesion
location and the presence of gadolinium contrast-enhancing
lesions. Also, in 2011, blood samples were collected (with and
without EDTA as anticoagulant), centrifuged at 3000 rpm for
15 min, and stored at —80 °C until thawed for assay of cyto-
kines, albumin, ferritin, LOOH, and NOx. Samples were con-
secutively identified by number to guarantee the confidential-
ity. Serum levels of proinflammatory cytokines (IL-1[3 and IL-
6) and Th2 cytokines (IL-4 and IL-10) were assayed using a
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA,
eBioscience, San Diego, CA, USA). The limits of detection
were as follows: IL-1$ 2.0 ng/mL, IL-6 1.0 ng/mL, IL-4
1.0 ng/mL, and IL-10 1.0 ng/mL. Albumin assays were per-
formed using a biochemical autoanalyzer (Dimension™ Dade
AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA). Ferritin levels were
determined by chemiluminescence microparticle immunoas-
say (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA).
High sensitivity C-reactive protein (hsCRP) was determined
using nephelometry (NephelometerlI™, DadeBehring-
Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Deerfield, IL, USA)
with an analytical sensitivity of 0.175 mg/L.

The stable NO metabolites, nitrate and nitrite (NOx), are used
as an index of NO production and as a marker of NOS enzyme
activity. NOx levels are assessed by determining plasma nitrite
concentrations using an adaptation of the technique described by
Navarro-Gonzalvez et al. [39]. The quantification of NOx is
made in a microplate reader Asys Expert Plus, Biochrom ®
(Holliston, MA, USA). Plasma levels of CL-LOOH were eval-
uated as described previously [40], and the results were
expressed in counts per minute (cpm). TRAP was determined
as reported by Reppeto et al. [41]. The system was calibrated
with the vitamin E analog TROLOX, and the values of TRAP
are expressed in equivalent of :M Trolox/mg uric acid.

Genomic DNA was extracted from the buffy coat using the
reagent resin column (Biopur, Biometrix Diagndstica, Curiti-
ba, Brazil) according to the manufacturer’s instructions. A
782-base-pair (bp) fragment of the TNF-/3 gene was amplified
using polymerase chain reaction (PCR) as previously reported
[42-44]. PCR was performed in a thermocycler (Applied
Biosystems Veriti™ 96-Well Thermal Cycler, Life Technolo-
gies, Foster City, CA, USA). The PCR product was digested
using Ncol restriction enzyme (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), and the genotypes were identified by the
restriction fragment length polymorphism (RFLP) with elec-
trophoresis on 3 % agarose gel (70 V, 70 min) after staining
with ethidium bromide. The TNFB/ allele includes a restric-
tion site for Ncol, which results in 196- and 586-bp fragments
after digestion, and the 7NFB2 allele (lacking the restriction
site for Ncol) results a fragment with 782 bp. The heterozy-
gous genotype TNFBI1/B2 results in three fragments (782,
586, and 196 bp).The PCR-RFLP profiles were captured and
recorded by the photo documentation system L-PIX-HE
(Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brazil).

Statistics

We used analyses of contingency tables (> test) or Fisher’s
exact probability test to assess associations between diagnos-
tic categories and clinical and sociodemographic data. Analy-
ses of variance (ANOVAs) followed by Bonferroni-adjusted
least significant difference to examine multiple comparisons
among group means (only used when the overall ANOVA was
significant) were employed to examine differences in clinical,
sociodemographic, and IO&NS biomarker data between the
diagnostic groups. Automatic stepwise multinomial logistic
regression analyses with MS with and without depression
and controls as dependent variables and clinical and IO&NS
markers as explanatory variables were employed to delineate
the significant explanatory variables that are associated with
the diagnostic groups. Automatic binary logistic regression
analyses with MS with depression as the dependent variable
(and MS without depression as the reference group) were used
to assess the significant clinical and IO&NS markers that pre-
dict the diagnostic groups. Multivariate general linear model
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(GLM) analyses (followed by analyses of between-subject
tests or univariate GLM analyses) were performed to delineate
the relationships between clinical data (the EDSS, neurologi-
cal symptoms, HADS, and disease progression) as dependent
variables, and age, gender, nicotine dependence, medications,
BMI, etc. as explanatory variables. Automatic linear
(multiple) regression analyses with the HADS score as the
dependent variable and the clinical variables and IO&NS bio-
marker data as explanatory variables were performed to delin-
eate the significant predictors of severity of depression in pa-
tients with MS. Factor analysis, the principal component
method, was used to interpret the associations between the
HADS score and neurological symptoms using a quartimax
rotation of the subtracted principal components. The
Kolmogorov-Smirnov goodness-of-fit test was used to assess
normality of distribution. Logarithmic (Ln) transformations of
continuous data were used in the analyses when the variables
were not normally distributed or when there was heterogeneity
of variance (as assessed with the Levene test). We used the
SPSS (Windows version 22), Statistica, and MaesStat to per-
form statistical analyses. All analyses were performed at p=
0.05 (two-tailed).

Results
Demographic Data and Biomarkers

Table 1 shows that there were no significant differences in
age, cthnicity, or BMI between controls and MS patients
with or without depression. Using univariate analyses,
there were no significant differences in hsCRP, IL-1, IL-
6, and IL-10 between these three groups. IL-4 levels were
significantly higher in patients with MS without depression
versus controls. Ferritin and LOOH levels were signifi-
cantly higher in MS patients than in controls. Albumin
was significantly lower in patients with MS and depres-
sion than in controls. NOx levels were significantly lower
in patients with MS with or without depression versus
controls. TRAP levels were significantly lower in patients
with MS without depression than in controls. The frequency
of TNFB2/B2 genotype was greater in MS patients without
depression.

Effects of Possible Intervening Factors on the Biomarkers

In order to delineate the possible effects of intervening variables,
including sex, age, nicotine dependence, ethnicity, and use of
DMDs and antidepressants, we have carried out four different
multivariate GLM analyses with the grouped biomarkers or clin-
ical data as dependent variables. Multivariate GLM analysis
with IL-1, IL-4, IL-6, and IL-10 as dependent variables showed
that sex (F=1.23, df=4/124, p=0.301), age (F'=1.51, df=4/124,
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p=0.204), nicotine dependence (F=1.61, df=4/124, p=0.175),
ethnicity (F=1.94, df=4/124, p=0.108), DMDs (that is no
drugs, IFN-f3, or glatiramer; F=1.20, df=4/124, p=0.315), and
antidepressants (F=1.35, df=4/143, p=0.254) were all not sig-
nificant. Multivariate GLM analysis with LOOH, NO, and
TRAP as dependent variables showed that sex was marginally
significant (F=3.85, df=3/101, p=0.012) and that age (F=1.51,
df=3/101, p=0.217), nicotine dependence (F=1.26, df=3/101,
p=0.293), ethnicity (F=0.39, df=3/101, p=0.764), DMDs (F=
1.41, df=3/101, p=0.244), and antidepressants (F=0.33, df=3/
109, p=0.809) were not significant. Multivariate GLM analysis
with ferritin, albumin, and hsCRP as dependent variables
showed that sex had a significant effect (F=15.56, df=3/136,
<0.001; ferritin and albumin being higher in men), but that the
other factors were not significant, that is age (F=1.25, df=3/136,
p=0.294), nicotine dependence (F=1.53, df=3/136, p=0.210),
ethnicity (F=0.29, df=3/136, p=0.833), DMDs (F=2.01, df=3/
136, p=0.115), and antidepressants (F=1.72, df=3/156, p=
0.164).

Multivariate GLM analysis with the EDSS score,
AEDSS, and all neurological symptoms as dependent var-
iables showed a significant effect of age (age being sig-
nificantly and positively associated with all variables, ex-
cept BS, Cb, and O symptoms and the AEDSS), while the
other variables (including DMDs, antidepressants, and glu-
cocorticoids) were not significant. We have also examined
the effects of DMDs, coded as no use versus use of
IFN-f3, glatiramer, or natalizumab, on the EDSS variables
and symptoms (F=0.88, df=11/121, p=0.562); the four
cytokines (F=1.73, df=4/142, p=0.146); ferritin, albumin,
and hsCRP (F=1.37, df=3/154, p=0.253); and LOOH,
NOx, and TRAP (F=1.13, df=3/108, p=0.339) and could
not find any effects. Multivariate GLM analyses showed
that the use of glucocorticoids had no significant effect on
the EDSS and symptoms (F=0.81, df=11/120, p=0.999);
the four cytokines (F=0.81, df=4/313, p=0.522); ferritin,
hsCRP, and albumin (F=0.93, df=3/340, p=0.426), but
was significantly associated with LOOH, NOx, and TRAP
(F=3.32, df=3/260, p=0.020). Analyses of between-
subject tests showed that glucocorticoids significantly sup-
pressed NOx (F=4.19, df=1/262, p=0.018) and TRAP
(F=5.16, df=1/262, p=0.024). Positive contrast enhance-
ment on the gadolinium-enhanced MRI scan was not sig-
nificantly associated with DMDs (y*=1.32, df=2, p=
0.518) and the use of antidepressants (Fisher’s exact test:
p=0.255), but was positively associated with glucocorti-
coid use (x*=6.15, df=1, p=0.013; odds ratio=3.00, lower
and upper 95 % confidence of interval levels 1.22-7.36).

Using the HADS score as dependent variable and DMDs
(F=3.20, df=1/139, p=0.076), glucocorticoids (F=0.01, df=1/
139, p=0.908), and antidepressants (F=0.29, df=1/139, p=
0.112) or any of their two-way interactions as explanatory var-
iables did not show any effects of these drugs (F=1.76, df=6/
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Table1 Sociodemographic and biomarker data in normal controls (NC) and multiple sclerosis (MS) patients with (+MDD) and without (-MDD) an
increased Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS) score

Variables NC (n=249) MS-MDD (n=108) MS+MDD (rn=42) For xza df p

Age (years) 36.7 (10.9) 40.1 (13.5) 44.8 (14.4) 9.16 2/396 0.001
Gender (female/male) 177/72 76/32 35/7 2.93 1 0.231
Non-Caucasian/Caucasian 50/199 18/90 10/31 1.22 2 0.542
BMI (kg/m?) 25.1 (44) 252 (5.1) 254 (4.7) 0.07 2/320 0.929
IL-1 (ng/mL)° 9.2 (29.3) 5.0 (6.8) 4.04.2) 1.38 2/307 0.252
IL-4 (ng/mL)° 1.4 (1.5) 4.6(7.1) 3.2(5.6) 15.44 2/310 <0.001
IL-6 (ng/mL)° 5.3 (14.7) 4.2 (6.3) 10.7 (32.7) 1.37 2/306 0.256
IL-10 (ng/mL)" 6.8 (8.8) 5.1(3.3) 593.2) 1.33 2/306 0.266
LOOH (mmol/L)" 16,770 (15,787) 24,675 (12,560) 24,092 (11,039) 27.65 2/279 <0.001
NOx (M/L)° 46.0 (26.0) 19.7 (24.7) 26.3 (25.8) 73.55 2/247 <0.001
TRAP (:M Trolox)" 721.1 (144.6) 657.5 (141.0) 693.8 (106.6) 5.52 2/280 0.004
CRP (mg/L)° 2.95(4.72) 2.53 (3.54) 3.24 (4.31) 1.21 2/360 0.300
Ferritin 94.6 (90.1) 214.9 (250.7) 213.8 (269.6) 19.02 2/336 <0.001
Albumin (mg/dL) 4.15(0.31) 4.06 (0.40) 4.00 (0.41) 3.96 2/332 0.020
TNFB1B2 genotype N/Y 0.51 0.43 0.55 3.09 2 0.245
TNFB2B2 genotype N/Y 0.39 0.49 0.35 3.06 2 0.216

Results are shown as mean (£SD); or as frequencies

2 All the results of analyses of variance (F values) or contingency analyses (O tests)

® These variables are processed in Ln transformation

139, p=0.112). Bivariate logistic regression analysis showed
that the use of DMDs, glucocorticoids, and antidepressants
was not significantly associated with MS with depression
(*=6.68, df=4, p=0.154, Nagelkerke=0.065). In this analysis,
the use of antidepressants (Wald=5.72, df=1, p=0.017), but not
DMDs (Wald=0.89, df=2, p=0.640) or glucocorticoids (Wald=
0.09, df=1, p=0.922), was positively associated with
depression.

Immune-Inflaimmatory Biomarkers, MS, and Depression

Table 2 shows the results of automatic multinomial logistic re-
gression analyses with MS with and without depression and the
control group as the dependent variable and the IO&NS bio-
markers as explanatory variables. We found that six variables
were significant in explaining the diagnostic groups (x*=
161.40, df=12, p<0.001; Nagelkerke=0.642; correctly classi-
fied subjects=82.9 %), i.e., IL-6 (x*=11.00, df=2, p=0.004),
IL-4 (x*=20.00, df=2, p<0.001), LOOH (x*=21.03, df=2,
p<0.001), NOx (x*=53.19, df=2, p<0.001), ferritin (*=
16.95, df=2, p<0.001), and albumin (x*=7.24, df=2, p=
0.027). Increased IL-4, LOOH, and ferritin but lower NOx were
associated with MS without depression versus controls. MS with
depression was characterized by increased IL-6, LOOH, and
ferritin and lowered albumin and NOx as compared to controls.
Three explanatory variables discriminated MS patients with

depression from those without depression, i.e., increased IL-6
and lowered IL-4 and albumin. Forced entry showed that nico-
tine dependence was not a significant explanatory variable (x*=
445, df=2, p=0.349) and that IL-6 (Wald=5.02, df=1, p=
0.025), IL-4 (Wald=5.74, df=1, p=0.017), and albumin
(Wald=5.16, df=1, p=0.023) remained significant as explana-
tory variables separating MS with and without depression.
Forced entry of DMDs (Wald=0.00, df=1, p=0.997) and the
use of antidepressants (Wald=1.22, df=1, p=0.269) showed that
these variables were not significant in discriminating MS with
and without depression and that IL-6, IL-4, and albumin
remained significant as explanatory variables. Forced entry of
age, sex, and BMI showed that these variables were not
significant.

Characteristics of MS with Depression

Table 3 shows the differences between individuals with and
without depression. There were no significant differences be-
tween both groups with respect to positive gadolinium enhance-
ment on MRI scan, the use of DMDs and glucocorticoids, and
type of MS. Only two patients were treated with natalizumab,
and therefore, we could not run separate analyses on this drug.
The use of antidepressant drugs was higher in MS patients with
depression than in those without depression. Patients with de-
pression showed significantly higher scores on the total EDSS
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Table 2 Results of multinomial logistic regression analysis with
normal controls (NC) and patients with multiple sclerosis with (MS+
MDD) and without (MS—MDD) depression as dependent variables and

immune-inflammatory and oxidative and nitrosative stress biomarkers as
explanatory variables

Contrasts Explanatory variables Wald df D Odds ratio 95 % CI (lower—upper)
MS-MDD versus NC IL-4 14.30 1 <0.001 3.57 1.85-6.90
LOOH 12.87 1 <0.001 5.57 2.18-14.24
NOx 31.54 1 <0.001 0.11 0.05-0.24
Ferritin 9.41 1 0.002 1.01 1.00-1.01
MS+MDD versus NC Albumin 4.63 1 0.031 0.17 0.03-10.84
IL-6 6.40 1 0.011 2.01 1.17-3.46
LOOH 13.10 1 <0.001 7.75 2.56-23.48
NOx 18.07 1 <0.001 0.17 0.07-0.38
Ferritin 10.23 1 <0.001 1.01 1.00-1.01
MS+MDD versus MS-MDD Albumin 6.17 1 0.013 0.14 0.03-0.66
IL-6 9.01 1 0.003 243 1.36-4.35
IL-4 4.05 1 0.044 0.53 0.28-0.98

score (in 2011 but not in 2006), AEDSS, and P, S, Bb, Bi, V, Cb,
and O symptoms in 2001 and Bi symptoms in 2006.

In order to delineate the best prediction of MS with versus
depression, we performed a binary logistic regression analysis
with MS and depression as the dependent variable and MS
without depression as the reference group. Table 4 shows the
results of three different automatic regression analyses: the first
one used the EDSS 2011 data only and showed that Bi symp-
toms and AEDSS were significantly associated with MS with
depression (y>=25.46, df=2, p<0.001; Nagelkerke=0.325).
The second regression analysis was performed using all EDSS
symptoms in 2006 and 2011 and showed that Bi symptoms in
2011 and V symptoms in 2006 were the most significant pre-
dictors of depression (x*=14.68, df=2, p<0.001; Nagelkerke=
0.395).

The third binary logistic regression analysis was performed
on the same clinical variables as shown in the first regression
together with the IO&NS biomarkers. We found that four ex-
planatory variables were significantly associated with depres-
sion, i.e., IL-6, Bi in 2011, and AEDSS (all positively) and
albumin (negatively) (x*=34.15, df=4, p<0.001;
Nagelkerke=0.572; 84.4 % of all cases were correctly classified
with a sensitivity of 61.1 % and a specificity of 92.2 %).

Prediction of the HADS Score

Pearson correlation calculation showed that the HADS was
significantly correlated with age (»=0.229, p=0.005, n=
150), EDSS 2011 (r=0.365, p<0.001, n=146), and P (r=
0.390, p<0.001, n=109), S (»=0.338, p<0.001, n=109), Bb
(r=0.236, p=0.013, n=109), Bi (r=0.410, p<0.001, n=109),
V (r=0.242, p=0.011,n=109), and C (»=0.252, p=0.008, n=
109) symptoms in 2011, but not with duration of illness, BMI,
or any of the IO&NS biomarkers.
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Table 5 shows the outcome of two different automatic
GLM analysis with the HADS score as the dependent variable
and the EDSS and neurological symptoms in 2011 (regression
1) or these clinical variables and IO&NS biomarkers (regres-
sion 2) as explanatory variables. We found that the HADS
score was significantly predicted by P, Bi, and V symptoms
in 2011. Regression 2 shows that Bi and V in 2011 and V in
2011 were positively associated with the HADS, while the
TNFB1/B2 genotype and a positive gadolinium-enhanced
MRI scan were inversely associated with the HADS score.
Forced entry of the use of glucocorticoids (£F=0.27, df=1/
40, p=0.608), DMDs (F=0.82, df=2/39, p=0.449), and anti-
depressants (F=0.72, df=1/40, p=0.400) was not significant
and did not change the abovementioned associations.

Results of Factor Analysis

Table 6 shows the results of a factor analysis with all neuro-
logical symptoms in 2011 and the HADS as variables. We
found that without rotation, the HADS and the EDSS symp-
toms, except BS, were significantly loaded on the first PC
explaining 27.5 % of the variance. Quartimax rotation showed
that the HADS loaded together with P, S, Bb, Bi, V, and Cb
symptoms on PC1. PC2 loaded highly on P, CII, and O, and
PC3 loaded highly on BS, Bb, and V but negatively on Cb
symptoms.

Discussion

The first major finding of this study is that depression in MS is
accompanied by specific immune-inflammatory biomarkers.
Thus, we found increased serum IL-6 but lower serum IL-4
and albumin levels in MS patients with depression as
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Table 3 Clinical and biomarker

data in patients with multiple Variables MS-MDD MS+MDD FiC df p

sclerosis with (MS+MDD) and

divided according to a cutoff EDSS in 2006 1.15 (1.68) 1.31 (1.41) 0.62 1/148 0.593

score >8 on the Hospital Anxiety g i 2011 2.40 (2.00) 3.62 (132) 14.28 1/144 <0.001

and Depression Scale
AEDSS 1.26 (1.47) 2.36 (1.65) 15.49 1/144 <0.001
Pyramidal functions 2006 1.86 (1.26) 1.64 (0.85) 0.57 1/76 0.451
Pyramidal functions 2011 1.91 (1.49) 3.25(1.32 19.60 1/108 <0.001
Cerebellar functions 2006 0.38 (0.78) 0.59 (1.09) 0.96 1/76 0.331
Cerebellar functions 2011 0.92 (1.34) 1.25 (1.34) 1.41 1/108 0.237
Brain stem functions 2006 0.23 (0.54) 0.14 (0.47) 0.54 1/76 0.467
Brain stem functions 2011 0.09 (0.37) 0.06 (0.35) 0.13 1/108 0.722
Sensory functions 2006 0.48 (0.74) 0.23 (0.53) 217 1/76 0.144
Sensory functions 2011 0.73 (1.11) 1.34 (1.07) 7.05 1/108 0.009
Bladder functions 2006 0.32 (0.81) 0.73 (1.49) 2.39 1/76 0.126
Bladder functions 2011 0.85 (1.41) 1.59 (1.85) 5.31 1/108 0.023
Bowel functions 2006 1.02 (0.65) 1.41 (0.80) 5.06 1/76 0.027
Bowel functions 2011 1.04 (0.47) 1.97 (1.43) 26.56 1/108 <0.001
Visual functions 2006 0.51 (0.99) 0.68 (1.43) 0.36 1/76 0.558
Visual functions 2011 0.21 (0.59) 0.50 (0.92) 4.04 1/108 0.047
Cortical functions 2006 1.04 (0.66) 1.09 (0.43) 0.13 1/76 0.718
Cortical functions 2011 0.99 (0.25) 1.16 (0.45) 6.25 1/108 0.014
Other functions 2006 0.95 (0.30) 1.05 (0.21) 2.03 1/76 0.158
Other functions 2011 1.14 (0.53) 1.44 (0.50) 7.35 1/108 0.008
RR versus other (N/Y) 26/82 12/31 0.24 1 0.624
Gadolinium-enhanced MRI (N/Y) 75/24 28/7 0.26 1 0.610
No DMDs 17 7 1.19 2 0.551
IFN-y 78 26
Glatiramer 12 7
No DMDs 17 7 0.06 1 0.814
Use of DMDs 90 33
Glucocorticoids (N/Y) 94/14 38/5 0.05 1 0.823
Antidepressants (N/Y) 98/10 32/10 435 1 0.037

Results are shown as mean (£ SD)
EDSS Expanded Disability Status Scale, RR relapsing-remitting versus the other MS subtypes, DMDs the
disease-modifying drugs, IFN-y or glatiramer

2 All the results of analyses of variance (F values) or contingency analyses (x> tests)

compared to those without depression. Increased IL-6 and  in patients with MS and depression extend those of
lowered albumin are well-established inflammatory markers ~ Koutsouraki et al. [49] showing that increased serum IL-6
of depression [45—48]. Our data that IL-6 levels are increased ~ levels were found in acute phase MS patients with depression
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Table 4 Results of binary

logistic regression analysis with Significant explanatory variables Wald df p Odds ratio 95 % CI (lower—upper)

multiple sclerosis with an

increased HADS score (MS+ Bowel functions 2011 11.37 1 0.001 348 1.69-7.18

MDD) as the dependent variable AEDSS 8.64 1 0.003 1.64 1.18-2.28

and MS patients with a HADS

score <8 as the reference group iga) functions 2006 53 1 0020 255 1.16-5.64
Bowel functions 2011 8.84 1 0.003 4.70 1.69-13.06
IL-6 6.57 1 0.010 291 1.29-6.59
Albumin 4.18 1 0.041 0.11 0.01-0.91
Bowel functions 2011 10.17 1 0.001 9.64 2.40-38.82
AEDSS 8.20 1 0.004 2.53 1.34-4.78

versus those without depression. Thus, not only depression in
the remission phase (our study) but also depression in the
acute state of MS is accompanied by increased IL-6 levels.
The lowered IL-4 levels in our MS patients with depression
may indicate a lowered negative immunoregulatory potential
and thus an elevated capacity to immune-inflammatory re-
sponses. As such, depression in patients with MS is related
to an increased peripheral immune-inflammatory potential.

There were, however, no significant differences between
the O&NS biomarkers in MS patients with and without de-
pression. Thus, LOOH and NOx were significantly higher and
TRAP was significantly lower in MS with and without depres-
sion than in controls. In addition, we were unable to detect any
significant correlations between the HADS score and the
O&NS biomarkers. Major depression, on the other hand, is
accompanied by increased levels of O&NS biomarkers and
lowered antioxidant levels [31].

We also observed that the severity of depression in
MS is inversely associated with the TNFBI/B2 geno-
type, while the TNFB2 allele was associated with MS
per se [20]. Thus, it may be that the TNF-3 Ncol poly-
morphism is differently associated with MS per se ver-
sus depression during MS. The TNFB2/B2 genotype is
associated with increased TNF-a and decreased IL-4
and IL-10 levels, suggesting that this genotype is ac-
companied by increased inflammatory potential as com-
pared to the other genotypes [20]. This may explain our
findings that the TNFBI/B2 genotype which shows
lowered inflammatory potential (i.e., less TNF-« but in-
creased IL-4 and IL-10) is protective against depression.

One limitation of this study is that we measured IL-6 but
not the soluble IL-6 receptor (sIL-6R) levels and sgp130
levels. Classical IL-6 signaling proceeds when IL-6 binds to
the IL-6R (or CD126) on leukocyte subsets, hepatocytes,
megakaryocytes, and some neuronal cells and forms a com-
plex with gp130 activating the Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription (JAK/STAT) and the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) pathways [50, 51]. Howev-
er, many other cells, including some neuronal cells, without

@ Springer

IL-6R expression can mount IL-6 signaling when serum IL-6
first binds to serum sIL-6Rs thereby forming a sIL-6R/IL-6
complex, which may drive IL-6 trans-signaling in cells ex-
pressing membrane gp130 [50, 51]. Interestingly, IL-6 has
dual, Janus face-like effects: while classical IL-6 signaling
has homeostatic effects, including neurotrophic, regenerative,
and anti-inflammatory effects, IL-6 trans-signaling causes det-
rimental proinflammatory effects [50, 51]. Major depression
and bipolar disorder are characterized by increased levels of
serum IL-6 and sIL-6R levels without significant changes in
sgp130 levels, suggesting that depression is accompanied by
classical IL-6 and IL-6 trans-signaling [51]. Thus, our results
do not allow to conclude whether the increased IL-6 levels in
MS with depression indicate increased anti-inflammatory or
proinflammatory effects. Interestingly, Koutsouraki et al. [49]
found that serum IL-6 and sIL-6R levels were significantly
higher in acute phase MS patients with depression than in
the remission group.

The second major finding of this study is that severity of
depression was inversely associated with contrast enhance-
ment on the gadolinium MRI scan. In other studies, depres-
sion was associated with T1 lesions but not with bright T2
lesions or enhancement [52]. At first sight, our results may
appear to contradict the findings of a greater peripheral
immune-inflammatory response in MS subjects with depres-
sion. Indeed, contrast enhancement on gadolinium MRI scan
is associated with increased BBB permeability and acute
perivascular inflammation [53]. The gadolinium MRI scan
enhancing active lesions differentiates between active versus
chronic lesions [54, 55]. Thus, our results may indicate that
the acute injury of BBB disruption and thus acute inflamma-
tion is associated with attenuated depressive symptoms. The
acute inflammatory state is followed by a subacute and a late
phase characterized by resorption of inflammatory edema, de-
generation, and repair including remyelination [55-57]. Al-
though this progressive state is generally not accompanied
by gadolinium enhancement, inflammation and tissue injury
may occur even in the absence of BBB breakdown [55]. Path-
ological studies show that in the chronic active or smoldering
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Table 5 Results of two different

automatic GLM analysis with the ~ Variables B SE F df p Partial eta squared

Hospital Anxiety and Depression

Scale (HADS) score as the Model regression 1 - - 13.86 3/105 <0.001 0.28

dependent variable and the Intercept 1.28 0.68 355 1105 0.062 0.03

Expanded Disability Status Scale Pyramidal functions 2011 072 022 1126  1/105 0001  0.10

(EDSS) and neurological )

symptoms (regression 1) or the Bowel functions 2011 144 039 1340 1/105  <0.001 0.1

combination of neurological Visual functions 2011 0.95 0.46 435  1/105  0.039 0.04

symptoms and immune-

igﬂamrr}atory and Qxidative and Model regression 2 - - 11.27 5/41 <0.001 0.58

nitrosative stress biomarkers Tntercept 317 085 005 141 0831 000

(regression 2) as explanatory

variables Gadolinium-enhanced MRI scan ~ —4.00 1.09 13.48 1/41 0.001 0.25
TNFB1B2 genotype -2.00 0.82 5.99 1/41 0.019 0.13
Bowel functions 2011 2.07 0.47 19.39 1/41 <0.001 0.32
Visual functions 2006 0.97 0.38 6.54 1/41 0.014 0.14
Visual functions 2011 1.80 0.61 8.65 1/41 0.005 0.17

state, macrophages are present at the plaque edges [55]. More-
over, the BBB dysfunction hypothesis considers that oxidative
stress and neuroinflammation when co-occurring with
neurovascular dysfunction may cause subtle increases in
BBB permeability which are associated with depression
[58]. Thus, it may be that a condition characterized by chronic
low-grade inflammation, subtle increases in BBB permeabil-
ity, degeneration, and repair, is more likely to be accompanied
by elevated depressive symptoms than the acute inflammatory
state. Nevertheless, as described in the “Introduction,” during
acute MS attacks, the increased production of IL-6, TNF-c,
and IFN-y is significantly associated with increased depres-
sion or severity of depression [32, 49]. Thus, it appears that
depressive symptoms are related to cytokine production and
immune-inflammatory markers not only during the acute
phase of illness but also during the progressive course of ill-
ness, characterized by systemic inflammation, as shown in the
present study, macrophage infiltration around the plaques, de-
generative processes, and tissue repair. The continued
immune-inflammatory disturbances in MS may explain that

depression in MS has often a chronic course in contrast to an
episodic course in the general population [59].

The third major finding of this study is that the total EDSS
score, the changes in the EDSS score over the last 5 years, and
neurological symptoms of MS were significantly and positively
associated with depression and/or severity of depressive symp-
toms. Some authors [60, 61] were unable to find significant
correlations between the EDSS score and depressive scores.
Most studies, however, found that MS patients with higher
EDSS scores had significantly higher depression scores, while
significant positive correlations were found between the EDSS
and depression scores [62—68]. This is important as MS func-
tional disability and especially depression predict physical health
and quality of life [69—71]. Our findings showing that depression
is associated with progression of MS, as measured with the
EDSS over a 5-year period, extend those of previous reports.
Thus, higher depression scores were detected in MS patients
with disability progression [72]. We observed significant associ-
ations between the severity of depression and neurological
symptoms, especially with gastrointestinal and visual

Table 6 Results of factor

analysis, principal component Variables Unrotated PC1 Rotated PC1 Rotated PC2 Rotated PC3

(PC) method, on the neurological

symptoms of multiple sclerosis Pyramidal 0.702 0.511 0.479 0.201

and the Hospital Anxiety and Cerebellar 0.542 0.107 0.829 0.042

Depression Scale (HADS) with gy oy 0.063 ~0.067 0.132 0.641

and without quartimax rotation
Sensory 0.467 0.628 —-0.107 0.007
Bladder 0.536 0.491 0.171 0.443
Intestinal 0.661 0.718 0.140 -0.216
Visual 0.309 0.404 —-0.128 0.561
Cerebral 0.407 0.363 0.265 -0.556
Other 0.514 0.119 0.775 —-0.085
HADS 0.698 0.744 0.193 —-0.008
Explained variance (%) 27.5 % 21.8 % 17.8 % 13.5 %

The significant loadings (>0.300) are in italics
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symptoms, but also with pyramidal and sensory symptoms. Ir-
ritable bowel syndrome, obstipation or diarrhea, and fecal incon-
tinence are common symptoms in MS that are more prevalent
when depression is present [73]. In fact, gastrointestinal symp-
toms in MS may be explained by underlying neuronal (brain or
spinal) pathways or depression-related factors [73]. Interestingly,
depression is accompanied by increased IgM and IgA responses
to commensal bacteria, indicating increased bacterial transloca-
tion, and the same findings were made in MS patients [74-77].
Our factor analysis showed that depression loaded on a first
unrotated factor, which indicates severity of the illness, together
with all neurological symptoms, excluding cerebellar symptoms.
Our findings strongly suggest that depression is part of the other
symptoms of MS and thus is a symptomatic manifestation of
MS. Nevertheless, the best prediction of depression severity was
obtained when gastrointestinal symptoms and disability progres-
sion were combined with IL-6 and albumin. This may suggest
that depression in MS is at least in part related to IL-6-mediated
mechanisms and the pathophysiological processes that underpin
gastrointestinal symptoms and the chronic inflammatory and
degenerative processes that characterize disability progression.

The findings should be interpreted in the context of its
strengths and limitations. In this study, we have controlled
for the putative effects of sex, age, nicotine dependence,
BMI, and the drug state of the patients, i.e., the use of
disease-modifying drugs, glucocorticoids, and antidepres-
sants. Thus, although these drugs have immune-modifying
effects, we may exclude the possible effects on the associa-
tions reported in this study. A first limitation of this study
already discussed above is the measurement of IL-6 without
concomitant assay of the sIL-6R. Future research should mea-
sure serum IL-6, sIL-6R, and sgp130 levels together with
MAPK and JAK/STAT expression in patients with MS with
and without depression. A second limitation is that contrast
enhancement on gadolinium MRI scan persists for only 2 to
6 weeks [53], and therefore, repeated MRI scans offer more
information. In addition, future research should examine the
prevalence of depression in relationship to increased levels of
IO&NS biomarkers in different phases and different subtypes
of MS with and without depression.
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CONCLUSAO

O presente estudo permitiu as seguintes conclusdes:

Biomarcadores IO&NS e o polimorfismo genético Ncol do TNF-f foram preditores do EDSS
e responsaveis por mudangas nos escores do EDSS e sintomas piramidal, cerebelar e sensitivo
durante 5 anos de acompanhamento. Desta forma, o aumento de TNF-a, IFN-y, IL-10, AOPP,
CL-LOOH, e NOx e a diminui¢do de IL-4 foram associados significativamente com aumento
nos escores de EDSS. A progressdo da EM foi positivamente correlacionada com aumento nos
niveis de TNF-a, IFN-y e sintomas piramidais. Os sintomas cerebelares foram
significativamente e positivamente associados proteinas carbonilicas e IL-10 e negativamente
associados com niveis de albumina. Os sintomas sensitivos foram significativamente e
positivamente associados a IL-6. O polimorfismo genético Ncol do TNF-f ndo foi associado a
mudancas no EDSS, sintomas cerebelares e sensitivos. No entanto, a presenc¢a do genoétipo GA
(TNFB1/B2) diminuiu o risco de alteragdes nos sintomas piramidais. Niveis aumentados de
AOPP ¢ NOx foram encontrados em pacientes com maiores EDSS quando comparados
aqueles com menor EDSS. Nivel aumentado de CL-LOOH ¢ preditor dos escores de EDSS e
nivel aumentado de proteinas carbonilicas € preditor da disfungdo cerebelar, apos 5 anos de
acompanhamento. Niveis aumentados de IL-6 e diminuidos de IL-4 e albumina foram
associados com EM e depressdo quando comparados com os obtidos em pacientes com EM
sem depressdo. Nao foram encontradas diferengas nos niveis de biomarcadores do IO&NS em
individuos com EM e depressio e com EM sem depressdo. No entanto, niveis
significativamente aumentados de CL-LOOH e NOx e niveis significativamente diminuidos
de TRAP foram encontrados em pacientes com EM e depressdo e com EM e sem depressdo
quando comparados com os controles;

Foi observada uma significativa progressdo na incapacidade ¢ na gravidade dos sintomas
piramidais, sensitivos e cerebelares avaliadas pelo EDSS apo6s 5 anos de acompanhamento;
além de um aumento significativo no escore de EDSS associado aos sintomas piramidais e
cerebelares, mas ndo associado ao sensitivo. A idade mostrou-se um importante preditor do
EDSS e alteragdes na fungdo piramidal. Nao foram observados efeitos significativos da forma
clinica EMRR, tipo de tratamento (auséncia de tratamento vs IFN-P vs acetato de glatiramer),
glicocorticoides, lesdes gadolinio-positivas, lesdes na substancia branca na incapacidade e
progressdo da doenga avaliada pelo EDSS.

O alelo A (TNFB2) do polimorfismo Ncol do TNF-g apresentou associagdo com a EM. O
gendtipo GA (TNFB1/B2) foi inversamente associado com a gravidade da depressdo. A

gravidade da depressdo foi inversamente associada com a presenca de lesdes gadolinio-
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positivas na RMN sugerindo que a lesdo aguda e ruptura da BHE e, consequente inflamagéo
aguda, estd associada com menos sintomas depressivos;

As mudancas nos escores de EDSS e os sintomas neurologicos foram significativamente e
positivamente associados com depressdo e gravidade dos sintomas depressivos. Portanto,
elevados escores de depressdo foram detectados em individuos com progressdo da
incapacidade. Associagdo significativa foi encontrada entre depressdo e sintomas
neuroldgicos, principalmente nos sistemas intestinal e visual. No entanto, ndo foi encontrada
associagdo com sintomas piramidais e sensitivos. Estes resultados sugerem que a depressdo ¢
parte dos sintomas neuroldgicos da EM e que o aparecimento deste sintoma ¢ influenciado
pela inflamagdo periférica enquanto neuroinflamagao aguda e o genédtipo GA (TNFB1/B2)

parecem desencadear papel protetor para o aparecimento dos sintomas depressivos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este ¢ o primeiro estudo que avalia o impacto do marcador genético (rs909253) e
IO&NS no diagnostico e evolugdo clinica da EM nesta coorte de pacientes e os resultados
contribuem para um melhor entendimento da complexa interagdo entre fatores genéticos,
IO&NS associados a fisiopatologia da EM quando se manifesta com ou sem depressao. Com
isto, abrem-se perspectivas para a identificagdo de novos biomarcadores laboratoriais que
possam ser utilizados na pratica médica para a avaliacdo da progressdo da doenca e da sua

heterogeneidade de sintomas e sistemas comprometidos na evolugao clinica.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A: Parecer do Comité de ética em pesquisa em seres humanos da UEL
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitdrio Regional Norte do Parana
Registro CONEP 268

Parecer PF N°. 0T4/09
CAAE N° 0070.0.268.000-09 Londrina, 20 de abril de 2010.
FOLHA DE ROSTO N°. 251304

PESQUISADORA: EDNA MARIA VISSOCI REICHE
CCS/PAC

Prezada Senhora:

O "Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitidric Regional Norte do Parana” i
de acordo com as orientagdes da Resolugio 196/86. do Conselho Macional de Sajde/MS e
Resolugdes Complementaras, avaliou o projeto:

“Q PAPEL DO POLIMORFISMO GENETICO DO FATOR DE NECROSE TUMORAL BETA (TNF-BETA) E
O DESENVOLVIMENTO E CURSO CLINICO DE ESCLEROSE MULTIPLA NA POPULAGAC
BRASILEIRA"

Situagio do Projeto: APROVADO

Informamos que deverd ser comunicada, por escrito, qualguer modificagio que ocoma no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

Prof®. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel

Coordenadora
Comité de Etica em Pesquisa-CEP/UEL

74



75

APENDICE A: Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os pacientes com
Esclerose Multipla
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE 1)
Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e niao hesite em perguntar sobre qualquer
davida que tenha.

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de
pesquisa com o titulo “O papel do polimorfismo genético do fator de necrose tumoral beta (TNF-f) e o
desenvolvimento e curso clinico de esclerose multipla, na populacdo brasileira”. O estudo sera
desenvolvido sob a coordenacdo da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, do departamento de
Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas do Centro de Ciéncias da Satde da UEL (telefone 43-
3371-2321) com a colaboragdo do professor Dr. Damacio Ramén Kaimen-Maciel, do departamento de
Clinica Médica do Centro de Ciéncias da Saude (43-3371-2234) e demais professores da UEL. Cabe
ao (a) senhor (a) decidir se pretende participar ou ndo. Caso ndo tenha condigdes de ler e/ou
compreender as informacdes contidas neste termo, o mesmo podera ser assinado e datado por um
membro da sua familia ou responsavel legal.

O projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar uma possivel associagdo entre o gene do
TNF-beta, uma molécula inflamatoria, e a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose
multipla. Neste momento em que o senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do estudo, o
diagnostico de esclerose multipla e as formas de tratamento ja foram definidos pela equipe médica
responsavel pelo seu atendimento e a sua participagdo ou nao no trabalho depende exclusivamente da
sua vontade e ndo ira absolutamente modificar os rumos do seu tratamento, seja qual for a sua opcao
(participagdo ou ndo no estudo).

A sua participacdo no estudo implica na utilizacado de uma amostra do seu sangue, que
foi coletada durante sua participacao em dois projetos de pesquisa desenvolvidos anteriormente,
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UEL, coordenados pelo professor
Dr. Damacio Ramon Kaimen-Maciel ¢ com a participagdo de outros pesquisadores. Os projetos
estudaram o papel de outros fatores genéticos, como o sistema HLA e o CCRS, no desenvolvimento da
esclerose multipla. O primeiro projeto foi sobre “Genotipagem do sistema de antigeno leucocitario
humano (HLA) classe II em pacientes com esclerose multipla” e teve como objetivo avaliar uma
possivel associagdo entre os genes do sistema HLA e a chance de desenvolvimento e curso clinico da
esclerose multipla (Parecer n. 206/05 de 15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do
sangue coletado, determinou-se os alelos dos genes do sistema HLA por métodos de biologia
molecular. Os resultados obtidos demonstraram que existe uma associacdo do HLA com o risco de
desenvolvimento e o curso clinico da esclerose miltipla e sugerem que o gen6tipo do HLA pode ser

um biomarcador para a doenga.
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O segundo projeto que o (a) senhor (a) participou foi “Polimorfismo genético do receptor de
quimiocina CCRS5 e a susceptibilidade e curso clinico da esclerose multipla” e teve como objetivo
avaliar uma possivel associagdo entre o gene do receptor de uma proteina envolvida na resposta
inflamatdria e a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla (Parecer n.207/05, de
15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do sangue coletado, determinou-se os
alelos do gene CCRS5 por métodos de biologia molecular. Os resultados obtidos demonstraram que
existe uma associacdo entre este gene e presenca das lesOes observadas na ressondncia nuclear
magnética dos pacientes com esclerose multipla, sugerindo um papel deste fator genético no curso
clinico da doenca e que o gen6tipo do CCRS5 pode ser um biomarcador para a doenga.

A amostra de sangue coletada durante a sua participagdo nestes dois projetos de pesquisa foi
armazenada no freezer, sob a responsabilidade da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, no
Laboratorio de Andlises Clinicas do HU, e foi identificada com numero, sem a possibilidade da
identidade do (a) senhor (a) ser revelada a outras pessoas que ndo participam do estudo. Solicitamos
sua autorizag¢do para que esta amostra possa ser utilizada no desenvolvimento de um novo projeto de
pesquisa para o estudo de um outro gene chamado fator de necrose tumoral beta (TNF-beta) para
avaliar se existe associacdo entre este gene e o desenvolvimento e progressao da esclerose multipla. O
mesmo estudo ja foi realizado em outras populagdes mundiais mas nao foi realizado na populagdo
brasileira, ¢ os resultados poderdo contribuir para o melhor conhecimento do desenvolvimento da
doenga assim como a possibilidade de se sugerir novas formas de tratamento da doenga na nossa
populacgao.

Sua decisdo para permitir a utilizacio da amostra armazenada é voluntaria e¢ em
qualquer momento o (a) senhor (a) pode retirar o consentimento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituigdo. Nao havera necessidade de coletar
amostras de sangue especificas para este projeto de pesquisa. Neste documento, solicitamos também
ao (a) senhor (a) a autorizacio para que o material armazenado possa, posteriormente, ser
armazenado para uso futuro. Comprometemos a submeter a analise do Comité de Etica em Pesquisa
0s novos projetos de pesquisa.

Informamos que os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serio
mantidos sob sigilo e somente serdo utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do
projeto, os participantes serdo identificados por um niimero codificado que sera utilizado nas
analises posteriores para garantir a preservacio da integridade do individuo, garantir o
anonimato e evitar a quebra de confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serido
divulgados em forma de artigos cientificos e comunicacdes em eventos cientificos, sempre
mantendo o sigilo da identidade dos participantes.

Declara que esta completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa sera

realizada, nio tendo nenhuma divida sobre sua natureza e a auséncia de riscos na sua
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participacdo. Declara também que esta ciente de que sua participacio é voluntaria, de que sera
informado sobre os resultados da analise genética do gene TNF, objeto deste estudo, durante o
seu atendimento, de ndo tera nenhum onus e de que podera se recusar ou abandonar a pesquisa
em qualquer momento sem que haja penalizacio ou prejuizo algum para seu atendimento e
tratamento. Esta ciente também que o seu tratamento continuara sendo conduzido pelo seu
médico e que nenhum pagamento ou beneficio sera feito ao participante ou aos familiares pela
participacdo no presente estudo.

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

Nome:

Assinatura: Local e data:

Profissional que obteve o TCLE

Nome:

Assinatura: Local e data:

Pesquisador responsavel: Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche

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

Fone: 43-3371-2321 (Imunologia), 43-3371-2670 (Diagndstico Molecular)

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina:

Fone: 43-3371-2490

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE 2)
Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e nio hesite em perguntar sobre qualquer
divida que tenha.

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de
pesquisa com o titulo “O papel do polimorfismo genético do fator de necrose tumoral beta (TNF-§) e o
desenvolvimento e curso clinico de esclerose multipla, na populagdo brasileira”. O estudo sera
desenvolvido sob a coordenacao da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche do departamento de
Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas do Centro de Ciéncias da Saude da UEL (telefone 43-
3371-2321) com a colaboragao do professor Dr. Damacio Ramén Kaimen-Maciel, do departamento de
Clinica Médica do Centro de Ciéncias da Saude (43-3371-2234) e demais professores da UEL. Cabe

ao (a) senhor (a) decidir se pretende participar ou ndo. Caso ndo tenha condi¢cdes de ler e/ou



78

compreender as informagdes contidas neste termo, o mesmo podera ser assinado e datado por um
membro da sua familia ou responsavel legal.

O projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar uma possivel associacdo entre o gene do
TNF-beta ¢ a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla. Neste momento em
que o senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do estudo, o diagnéstico de esclerose multipla e
as formas de tratamento ja foram definidos pela equipe médica responsavel pelo seu atendimento ¢ a
sua participa¢do ou nao no trabalho depende exclusivamente da sua vontade e ndo ird absolutamente
modificar os rumos do seu tratamento, seja qual for a sua opgao (participagao ou nao no estudo).

A sua participacdo no estudo implica na utilizacio de uma amostra do seu sangue, que
foi coletada durante sua participacao em dois projetos de pesquisa desenvolvidos anteriormente,
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UEL, coordenados pelo professor
Dr. Damacio Ramén Kaimen-Maciel com a participagdo de outros pesquisadores. Os projetos
estudaram o papel de outros fatores genéticos, como o HLA e o CCRS, no desenvolvimento da
esclerose multipla. O primeiro projeto foi sobre “Genotipagem do sistema de antigeno leucocitério
humano (HLA) classe II em pacientes com esclerose multipla” e teve como objetivo avaliar uma
possivel associag@o entre os genes do sistema HLA e a chance de desenvolvimento e curso clinico da
esclerose multipla (Parecer n. 206/05 de 15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do
sangue coletado, determinou-se os alelos dos genes do sistema HLA por métodos de biologia
molecular. Os resultados obtidos demonstraram que existe uma associacdo do HLA com o risco de
desenvolvimento e o curso clinico da esclerose multipla e sugerem que o gendtipo do HLA pode ser
um biomarcador para a doenga.

O segundo projeto que o (a) senhor (a) participou foi “Polimorfismo genético do receptor de
quimiocina CCRS5 e a susceptibilidade e curso clinico da esclerose multipla” e teve como objetivo
avaliar uma possivel associacdo entre o gene do receptor de uma proteina envolvida na resposta
inflamatdria e a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla (Parecer n.207/05, de
15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do sangue coletado, determinou-se os
alelos do gene CCRS5 por métodos de biologia molecular. Os resultados obtidos demonstraram que
existe uma associa¢do entre este gene e presenga das lesdes observadas na ressondncia nuclear
magnética dos pacientes com esclerose multipla, sugerindo um papel deste fator genético no curso
clinico da doenca e que o genétipo do CCRS5 pode ser um biomarcador para a doenga.

A amostra de sangue coletada durante a sua participagdo nestes dois projetos de pesquisa foi
armazenada no freezer, sob a responsabilidade da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, no
Laboratorio de Analises Clinicas do HU, e foi identificada com nimero, sem a possibilidade da
identidade do (a) senhor (a) ser revelada a outras pessoas que ndo participam do estudo. Solicitamos
sua autorizagdo para que esta amostra possa ser utilizada no desenvolvimento de um novo projeto de

pesquisa para o estudo de um outro gene chamado fator de necrose tumoral beta (TNF-beta) para
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avaliar se existe associacdo entre este gene e o desenvolvimento e progressdo da esclerose multipla. O
mesmo estudo ja foi realizado em outras populagdes mundiais mas nao foi realizado na populagdo
brasileira, e os resultados poderdo contribuir para o melhor conhecimento do desenvolvimento da
doenga assim como a possibilidade de se sugerir novas formas de tratamento da doenga na nossa
populagdo.

Sua decisio para permitir a utilizacdo da amostra armazenada é voluntaria e em
qualquer momento o (a) senhor (a) pode retirar o consentimento e deixar de participar do estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicdo. Havera necessidade de coletar
amostras de sangue especificas para este projeto de pesquisa. Neste documento, solicitamos também
ao (a) senhor (a) a autorizacdo para que o material armazenado possa, posteriormente, ser
armazenado para uso futuro. Comprometemos a submeter a analise do Comité de Etica em Pesquisa
0s novos projetos de pesquisa.

Informamos que os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serido
mantidos sob sigilo e somente serdo utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do
projeto, os participantes serdo identificados por um nimero codificado que sera utilizado nas
analises posteriores para garantir a preservacdo da integridade do individuo, garantir o
anonimato e evitar a quebra de confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serdo
divulgados em forma de artigos cientificos e comunicacdes em eventos cientificos, sempre
mantendo o sigilo da identidade dos participantes.

Declara que estd completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa sera
realizada, nio tendo nenhuma divida sobre sua natureza e a auséncia de riscos na sua
participacido. Declara também que esta ciente de que sua participacao é voluntaria, de nao tera
nenhum onus e de que podera se recusar ou abandonar a pesquisa em qualquer momento sem
que haja penalizaciao ou prejuizo algum para seu atendimento e tratamento. Esta ciente também
que o seu tratamento continuara sendo conduzido pelo seu médico e que nenhum pagamento ou
beneficio sera feito ao participante ou aos familiares pela participacao no presente estudo.

Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condi¢cdes acima descritas,
concordo voluntariamente a participar desse estudo.

Assinaturas
Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar ou
compreender o conteiido deste TCLE)

Nome:

Assinatura: Local e data:

Profissional que obteve o TCLE

Nome:

Assinatura: Local e data:
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Pesquisador responsavel: Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche

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

Fone: 43-3371-2321 (Imunologia), 43-3371-2670 (Diagndstico Molecular)

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina:

Fone: 43-3371-2490

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE 3)
Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e nio hesite em perguntar sobre qualquer
davida que tenha.

O (A) senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de
pesquisa com o titulo “O papel do polimorfismo genético do fator de necrose tumoral beta (TNF-§) € o
desenvolvimento e curso clinico de esclerose multipla, na populacdo brasileira”. O estudo sera
desenvolvido sob a coordenagdo da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche do departamento de
Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas do Centro de Ciéncias da Satde da UEL (telefone 43-
3371-2321) com a colaboragdo do professor Dr. Damacio Ramén Kaimen-Maciel, do departamento de
Clinica Médica do Centro de Ciéncias da Saude (43-3371-2234) e demais professores da UEL. Cabe
ao (a) senhor (a) decidir se pretende participar ou ndo. Caso ndo tenha condigdes de ler e/ou
compreender as informagdes contidas neste termo, o mesmo podera ser assinado e datado por um
membro da sua familia ou responsavel legal.

O projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar uma possivel associagdo entre o gene do
TNF-beta ¢ a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla. Neste momento em
que o senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do estudo, o diagnéstico de esclerose multipla e
as formas de tratamento ja foram definidos pela equipe médica responsavel pelo seu atendimento ¢ a
sua participa¢do ou nao no trabalho depende exclusivamente da sua vontade e ndo irda absolutamente
modificar os rumos do seu tratamento, seja qual for a sua opcao (participagdo ou ndo no estudo).

A sua participacdo no estudo implica na utilizacdo de uma amostra do seu sangue, que
foi coletada durante sua participacio em dois projetos de pesquisa desenvolvidos anteriormente,
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UEL, coordenados pelo professor
Dr. Damacio Ramoén Kaimen-Maciel e com a participagdo de outros pesquisadores. Os projetos
estudaram o papel de outros fatores genéticos, como o HLA e o CCRS5, no desenvolvimento da
esclerose multipla. Estes projetos. O primeiro projeto foi sobre “Genotipagem do sistema de antigeno
leucocitario humano (HLA) classe II em pacientes com esclerose multipla” e teve como objetivo
avaliar uma possivel associacdo entre os genes do sistema HLA e a chance de desenvolvimento e

curso clinico da esclerose multipla (Parecer n. 206/05 de 15 de setembro de 2005). Com a amostra de
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DNA extraido do sangue coletado, determinou-se os alelos dos genes do sistema HLA por métodos de
biologia molecular. Os resultados obtidos demonstraram que existe uma associagdo do HLA com o
risco de desenvolvimento e o curso clinico da esclerose multipla e sugerem que o genotipo do HLA
pode ser um biomarcador para a doenga.

O segundo projeto que o (a) senhor (a) participou foi “Polimorfismo genético do receptor de
quimiocina CCRS e a susceptibilidade e curso clinico da esclerose miultipla” e teve como objetivo
avaliar uma possivel associacdo entre o gene do receptor de uma proteina envolvida na resposta
inflamatdria e a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla (Parecer n.207/05, de
15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do sangue coletado, determinou-se os
alelos do gene CCRS5 por métodos de biologia molecular. Os resultados obtidos demonstraram que
existe uma associa¢do entre este gene e presenga das lesdes observadas na ressondncia nuclear
magnética dos pacientes com esclerose multipla, sugerindo um papel deste fator genético no curso
clinico da doenga e que o genotipo do CCRS pode ser um biomarcador para a doenga.

A amostra de sangue coletada durante a sua participacdo nestes dois projetos de pesquisa foi
armazenada no freezer, sob a responsabilidade da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, no
Laboratorio de Analises Clinicas do HU, e foi identificada com nuimero, sem a possibilidade da
identidade do (a) senhor (a) ser revelada a outras pessoas que ndo participam do estudo. Solicitamos
sua autorizagdo para que esta amostra possa ser utilizada no desenvolvimento de um novo projeto de
pesquisa para o estudo de um outro gene chamado fator de necrose tumoral beta (TNF-beta) para
avaliar se existe associacdo entre este gene e o desenvolvimento e progressao da esclerose multipla. O
mesmo estudo ja foi realizado em outras populagdes mundiais mas nao foi realizado na populagado
brasileira, e os resultados poderdo contribuir para o melhor conhecimento do desenvolvimento da
doenga assim como a possibilidade de se sugerir novas formas de tratamento da doenga na nossa
populagdo.

Sua decisdo para permitir a utilizacio da amostra armazenada é voluntaria ¢ em qualquer
momento o senhor (a) pode retirar o consentimento ¢ deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicdo. Nao havera necessidade de coletar amostras
de sangue especificas para este projeto de pesquisa. Informamos ao senhor (a) que, apds o
encerramento deste projeto de pesquisa, o material NAO sera armazenado para uso futuro.

Informamos que os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serio
mantidos sob sigilo e somente serdo utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do
projeto, os participantes serdo identificados por um niumero codificado que sera utilizado nas
analises posteriores para garantir a preservacio da integridade do individuo, garantir o
anonimato e evitar a quebra de confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serio
divulgados em forma de artigos cientificos e comunicacdoes em eventos cientificos, sempre

mantendo o sigilo da identidade dos participantes.
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Declara que esta completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa sera
realizada, nio tendo nenhuma davida sobre sua natureza e a auséncia de riscos na sua
participacio. Declara também que esta ciente de que sua participaciio é voluntaria, de que sera
informado sobre os resultados da analise genética do gene TNF, objeto deste estudo, durante o seu
atendimento, de ndo tera nenhum onus e de que podera se recusar ou abandonar a pesquisa em
qualquer momento sem que haja penalizacio ou prejuizo algum para seu atendimento e
tratamento. Esta ciente também que o seu tratamento continuara sendo conduzido pelo seu
médico e que nenhum pagamento ou beneficio sera feito ao participante ou aos familiares pela
participacio no presente estudo.

Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condicoes acima descritas,
concordo voluntariamente a participar desse estudo.

Assinaturas
Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar ou
compreender o contetido deste TCLE)

Nome:

Assinatura: Local e data:

Profissional que obteve o TCLE

Nome:

Assinatura: Local e data:

Pesquisador responsavel: Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche

Endereco: Departamento de Patologia, Analises Clinicas do Centro de Ciéncias da Saude,
Hospital Universitario de Londrina. Av. Robert Koch, 60, Vila Operaria, CEP 86038-440; Fone:
43-3371-2321 (Imunologia), 43-3371-2670 (Diagnodstico Molecular)

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina:

Fone: 43-3371-2490

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE 4)
Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e nio hesite em perguntar sobre qualquer
divida que tenha.

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de
pesquisa com o titulo “O papel do polimorfismo genético do fator de necrose tumoral beta (TNF-B) e o
desenvolvimento e curso clinico de esclerose multipla, na populagdo brasileira”. O estudo sera
desenvolvido sob a coordenacao da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche do departamento de
Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas do Centro de Ciéncias da Saude da UEL (telefone 43-

3371-2321) com a colaboragdo do professor Dr. Damacio Ramén Kaimen-Maciel, do departamento de
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Clinica Médica do Centro de Ciéncias da Saude (43-3371-2234) e demais professores da UEL. Cabe
ao (a) senhor (a) decidir se pretende participar ou ndo. Caso ndo tenha condigdes de ler e/ou
compreender as informagdes contidas neste termo, o mesmo podera ser assinado e datado por um
membro da sua familia ou responsavel legal.

O projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar uma possivel associacdo entre o gene do
TNF-beta ¢ a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla. Neste momento em
que o senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do estudo, o diagnéstico de esclerose multipla e
as formas de tratamento ja foram definidos pela equipe médica responsavel pelo seu atendimento e a
sua participacdo ou nao no trabalho depende exclusivamente da sua vontade e ndo ird absolutamente
modificar os rumos do seu tratamento, seja qual for a sua opcao (participagdo ou ndo no estudo).

A sua participacdo no estudo implica na utilizacio de uma amostra do seu sangue, que
foi coletada durante sua participagdo em dois projetos de pesquisa desenvolvidos anteriormente,
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UEL, coordenados pelo professor
Dr. Damacio Ramén Kaimen-Maciel ¢ com a participagdo de outros pesquisadores. Os projetos
estudaram o papel de outros fatores genéticos, como o HLA e o CCRS, no desenvolvimento da
esclerose multipla. O primeiro projeto foi sobre “Genotipagem do sistema de antigeno leucocitério
humano (HLA) classe II em pacientes com esclerose multipla” e teve como objetivo avaliar uma
possivel associacao entre os genes do sistema HLA e a chance de desenvolvimento e curso clinico da
esclerose multipla (Parecer n. 206/05 de 15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do
sangue coletado, determinou-se os alelos dos genes do sistema HLA por métodos de biologia
molecular. Os resultados obtidos demonstraram que existe uma associacdo do HLA com o risco de
desenvolvimento e o curso clinico da esclerose multipla e sugerem que o genotipo do HLA pode ser
um biomarcador para a doenga.

O segundo projeto que o (a) senhor (a) participou foi “Polimorfismo genético do receptor de
quimiocina CCRS5 ¢ a susceptibilidade e curso clinico da esclerose multipla” e teve como objetivo
avaliar uma possivel associacdo entre o gene do receptor de uma proteina envolvida na resposta
inflamatdria e a chance de desenvolvimento e curso clinico da esclerose multipla (Parecer n.207/05, de
15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraido do sangue coletado, determinou-se os
alelos do gene CCRS5 por métodos de biologia molecular. Os resultados obtidos demonstraram que
existe uma associa¢do entre este gene e presenga das lesdes observadas na ressondncia nuclear
magnética dos pacientes com esclerose multipla, sugerindo um papel deste fator genético no curso
clinico da doenga e que o genotipo do CCRS pode ser um biomarcador para a doenga.

A amostra de sangue coletada durante a sua participag@o nestes dois projetos de pesquisa foi
armazenada no fireezer, sob a responsabilidade da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, no
Laboratorio de Analises Clinicas do HU, e foi identificada com niimero, sem a possibilidade da

identidade do (a) senhor (a) ser revelada a outras pessoas que ndo participam do estudo. Solicitamos
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sua autorizagdo para que esta amostra possa ser utilizada no desenvolvimento de um novo projeto de
pesquisa para o estudo de um outro gene chamado fator de necrose tumoral beta (TNF-beta) para
avaliar se existe associag@o entre este gene e o desenvolvimento e progressdo da esclerose multipla. O
mesmo estudo ja foi realizado em outras populagdes mundiais mas ndo foi realizado na populagio
brasileira, e os resultados poderdo contribuir para o melhor conhecimento do desenvolvimento da
doenga assim como a possibilidade de se sugerir novas formas de tratamento da doenga na nossa
populagao.

Sua decisdo para permitir a utilizacdo da amostra armazenada ¢ voluntaria e em qualquer
momento o senhor (a) pode retirar o consentimento e deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo a continuidade de seu tratamento na institui¢do. Nao havera necessidade de coletar amostras
de sangue especificas para este projeto de pesquisa. Informamos ao (a) senhor (a) que, apés o
encerramento deste projeto de pesquisa, o material NAO sera armazenado para uso futuro.

Informamos que os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serido
mantidos sob sigilo e somente serdo utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do
projeto, os participantes serdo identificados por um nimero codificado que sera utilizado nas
analises posteriores para garantir a preservacdo da integridade do individuo, garantir o
anonimato e evitar a quebra de confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serio
divulgados em forma de artigos cientificos e comunicacdes em eventos cientificos, sempre
mantendo o sigilo da identidade dos participantes.

Declara que estad completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa sera
realizada, nao tendo nenhuma divida sobre sua natureza e a auséncia de riscos na sua
participacido. Declara também que esta ciente de que sua participacao é voluntaria, de nao tera
nenhum o6nus e de que podera se recusar ou abandonar a pesquisa em qualquer momento sem
que haja penalizaciao ou prejuizo algum para seu atendimento e tratamento. Esta ciente também
que o seu tratamento continuara sendo conduzido pelo seu médico e que nenhum pagamento ou
beneficio sera feito ao participante ou aos familiares pela participacdo no presente estudo.

Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condi¢cdes acima descritas,
concordo voluntariamente a participar desse estudo.

Assinaturas
Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar ou
compreender o conteiido deste TCLE)

Nome:

Assinatura: Local e data:

Profissional que obteve o TCLE

Nome:

Assinatura: Local e data:
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Pesquisador responsavel: Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche

Endereco: Departamento de Patologia, Analises Clinicas do Centro de Ciéncias da Saude,
Hospital Universitario de Londrina. Av. Robert Koch, 60, Vila Operaria, CEP 86038-440; Fone:
43-3371-2321 (Imunologia), 43-3371-2670 (Diagnéstico Molecular). Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina: Fone: 43-3371-2490



ANEXO B: Questionario Projeto EM
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Dados demogrdficos

N2 no projeto:

Nome

Endereco

Telefone

Data de nascimento

Imunomodulador ( )IFN-Bla ( )IFN-B1lb ( )Glatiramer ( ) Natalizumab

Corticéide ( ) Pulsoterapia ( ) Corticdide oral > mg

Outros medicamentos

Doengas associadas

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

Cor da pele ( )Branca ( )Negra

( )Pardo ( )Amarela

Exposicdo solar diaria () N&o se expde ao sol diariamente

() Baixa exposigdo ( <

20 min/dia )

() Exposicdo solar adequada (> 20 min/dia)

Usa protetor solar? ()Sim ( )Né&o Frequéncia:
Tabagismo ()Sim () Néo

Consumo de alcool () Sim () Néo

Profissdo

() Suplementacdo alimentar ( ) Antioxidante

Habitos de dieta () Vitamina () Dieta especifica
Obs.:
Dados Clinicos
IMC: Peso: Altura: Circunferéncia:
Forma clinica (YRR ()SP ()PP ()CIS ( )ndodefinida

EDSS 2013

Atividade da doenca () Remissdo ( ) Surto

N° de surtos/ ano

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

Tipo de RMN:
Inflamagdo/ Infeccdo ()Sim ( )Né&o Qual?
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Pés Menopausa

()Sim

() Nao

Data Ultima menstruacdo:






