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RESUMO

Esclerose Multipla (EM) é uma doenca inflamatéria e crénica do Sistema Nervoso Central
(SNC) atingindo mais de 2 milhdes de pessoas no mundo, na sua maioria pacientes jovens e
infelizmente ainda sem cura. Considerada uma desordem autoimune cuja susceptibilidade
individual € governada por interface entre a genética individual e fatores ambientais (CROSS;
PICCIO, 2014). A doenca € marcada pelo padréo caracteristOico de acometimento neurolégico
em gue os surtos ocorrem disseminados no tempo (em momentos diferentes) e espago (varios
locais de acometimento no SNC). Do ponto de vista fisiopatoldgico, muitos aspectos vém sendo
elucidados, com destaque para estresse oxidativo. No entanto, existem lacunas a serem
respondidas para um melhor entendimento da doenca. Sirtuinas 1 (SIRT1) e 3 (SIRT3) vém
como moléculas candidatas para esta tarefa devido suas conhecidas funcdes como agentes
reguladores de resposta a estresse oxidativo. No presente estudo, analisamos os perfis de
expressao dos genes das SIRT1 e SIRT3 em 14 pacientes com esclerose multipla, forma surto-
remissdo, oriundos do ambulatério de doencas desmielinizantes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco e correlacionamos com escala de incapacidade aferida
pela Expanded Disability Status Scale (EDSS), idade, sexo, tipo de surto inicial e terapia
medicamentosa. Utilizou-se PCR quantitativa em tempo real com andlise das amostras em
duplicata. Foi observada diminuicdo da expressdo de RNA mensageiro dos genes SIRT1 e
SIRT3 em relacdo aos parametros acima. Nossos dados sugerem que o perfil de expressdo das
Sirtuinas 1 e 3 em pacientes com EM forma surto- remissdo pode ser Gtil no entendimento da
patogénese desta condicdo além da possibilidade de apresentar-se como biomarcador para tal

patologia auto-imune.

Palavras-chave: Esclerose multipla. Sirtuina 1. Sirtuina 3.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory and chronic disease of the Central Nervous System
(CNS) reaching more than 2 million people worldwide, mostly young patients and
unfortunately still no cure. Considered an autoimmune disorder whose individual susceptibility
Is governed by the interface between individual genetics and environmental factors (Cross and
Piccio, 2014). The disease shows the characteristic pattern of neurological impairment in which
relapses occur at different times and in various sites through CNS. From the pathophysiological
view, many aspects have been elucidated, with emphasis on oxidative stress. However, there
are gaps to be answered for a better understanding of the disease. Sirtuins 1 (SIRT1) and 3
(SIRT3) come as candidate molecules for this task due to their known functions as oxidative
stress response regulators. In the present study, we analyzed the expression profiles of the
SIRT1 and SIRT3 genes in 14 patients with relapsing-remitting sclerosis multiple sclerosis,
from the outpatient clinic of demyelinating diseases of the Hospital das Clinicas of the Federal
University of Pernambuco and correlated with the scale of disability assessed by Expanded
Disability Status Scale (EDSS), age, sex, type of initial relapse, and drug therapy. Real-Time
PCR was performed with analysis of duplicate samples. Decreased messenger RNA expression
of SIRT1 and SIRT3 genes was observed with the above parameters. Our data suggest that the
expression profile of Sirtuins 1 and 3 in patients with relapsing-remitting MS may be useful in
understanding the pathogenesis of this condition in addition to being able to present itself as a

biomarker for such autoimmune pathology.

Keywords: Multiple sclerosis. Sirtuin 1. Sirtuin 3.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESCLEROSE MULTIPLA

Esclerose multipla é a mais comum doenca desmielinizante inflamatéria autoimune no
sistema nervoso central, atingindo mais de 2 milhdes de pessoas no mundo, infelizmente ainda
sem cura (FEIGIN et al., 2017). Dados brasileiros demonstraram uma taxa de prevaléncia de
aproximadamente 15 casos por 100.000 habitantes (CALLEGARO et al., 2001) (FRAGOSO;
PERES, 2007). Afeta, predominantemente, pacientes jovens e € mais comum em mulheres que
homens, com consideravel impacto funcional, financeiro e na qualidade de vida destes
individuos. Despesas sdo bastante elevadas e aumentam consideravelmente conforme maior
incapacidade presente. Tais gastos comprometem or¢camento do estado, convénios de salde
particulares e pacientes, tendo a busca do diagnostico e tratamento precoce como alvos das
principais pesquisas atualmente (DA SILVA et al., 2016) (THOMPSON et al., 2018a).

A presenca de episédios de disfuncdo neuroldgica inteiramente ou parcialmente
reversiveis com duracdo de dias a semanas é uma caracteristica da doenga. O tipo de
acometimento depende da topografia afetada e apesar da possibilidade de multiplos sintomas
0s mais comuns sdo: fraqueza em membros, déficits sensitivos, baixa da acuidade visual

monocular devido a neurite dptica ou ataxia por lesdo cerebelar (BROWNLEE et al., 2017).

A doenca pode ser encontrada sob a forma de estagios evolutivos (Figura 1) que
compreendem: um estagio pré-clinico detectavel apenas por ressonancia magnética (RM), uma
forma surto-remissao, compreendendo episddios de déficits neuroldgicos seguidos de resolugéo
que ao longo de anos pode evoluir para uma fase de piora progressiva de incapacidades ao
exame clinico, associada principalmente a perda de volume cerebral, sem apresentar surtos
agudos ao que chamamos de forma secundariamente progressiva. Importante salientar que
existe a forma primariamente progressiva, afetando até 15% dos pacientes logo no inicio da
doenca (BROWNLEE et al., 2017).
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Figura 1. Descri¢do da historia natural da Esclerose maltipla quanto aos seus aspectos clinicos e radiograficos
além das formas da doenca bem como sumario da terapéutica (BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018).

T Preciinical cis Relapsing-remitting Secondary Progressive
RIS

Disability

| Relapses

Clinical
threshold

Gzdolinium | eee @ 000 e 0000 © 2000 © 0060 9866 & o0 - )
(MRI) + Preclinicel: = FDA approved drugs for relapsing MS: * Refractory to most
= Prevention Rx individualized based on patient profile current therapy
g * RIS: Rx for = Acute attacks: steroids, plasma exchange = Ocrelizumab
A relapsing (primary progressive)
=1 ms
= Drugs in clinical trials

A esclerose maltipla é diagnosticada quando os episodios de disfuncdo neuroldgica séo
disseminados no tempo e espaco e outra enfermidade que possa explicar ou mimetizar os
sintomas seja excluida através de exames laboratoriais, eletrofisiol6gicos e por estudos de
imagem. A falta de um marcador biol6gico especifico ou mesmo um conjunto de marcadores
reforca essa recomendacdo (COMABELLA; MONTALBAN, 2014).

RM apresenta um papel fundamental, ao contribuir com a identificagéo de lesdes tipicas
da patologia as quais apresentam geralmente formato ovalado com bordos finos e hipersinal nas
sequencias T2 e FLAIR, predominio em areas justacorticais e periventriculares, podendo afetar
também segmentos infratentoriais e medulares com aspecto de dedos de luva (“dedos de
Dawson”) (Figura 2) (ALIAGA; BARKHOF, 2014).
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Figura 2. Les0es tipicas de EM (dedos de Dawson) vista em RM de paciente participante da pesquisa (Autorizada
divulgacéo de imagem).

As lesbes quando em atividade apresentam captacdo pelo contraste. Além disso, RM
também ajuda na exclusdo de condi¢des que mimetizam esclerose multipla como por exemplo:
deficiéncia de vitamina B12, vasculites em SNC, Lupus eritematoso sistémico (LES),
sarcoidose, infeccdo no SNC pelo HIV. Utilizam-se os critérios de Macdonald, revisados em
2017, para o diagndstico de EM (Tabela 1) (THOMPSON et al., 2018b). Entretanto, tais
critérios devem ser aplicados em pacientes com quadro clinico compativel com EM e a
aplicacdo destes critérios diante de sintomas ndo sugestivos da doenca em questdo é um dos

principais fatores para erro diagnéstico (SOLOMON et al., 2016).

Existe uma série de medicacdes modificadoras do curso da doenca, direcionadas
principalmente para 0s mecanismos auto-imunes, porém com pouco ou moderado efeito a nivel
de neurodegeneracdo. Se tais drogas sdo iniciadas precocemente, existe a possibilidade de
reducdo dos surtos, menor incapacidade fisica e reducdo das lesGes vistas por RM, um conceito
intitulado como “No evidence of disease activity” (NEDA). Entretanto, apesar dos avangos no
conhecimento fisiopatoldgico da doenca, ndo se dispde de um biomarcador com boa acuracia
para identifica¢do precoce de EM e para constatar falha terapéutica, bem como existem “lacunas

a serem preenchidas quanto ao total entendimento da patogénese da EM (YADAV et al., 2015).



Tabela 1. Critérios de Macdonald 2017 para o diagndstico de EM.

Numero de NuUmero de lesdes em RM Dados adicionais para o
surtos clinicos com evidéncia clinica diagnéstico de EM
objetiva

2 OU mais 2 0U mais Né&o

2 0U mais 1 (paciente deve ter uma clara | Nao

evidencia historica de um surto
envolvendo uma leséo de
diferente localizacéo
anatomica)

2 0U mais 1 Disseminacdo no espaco Vvisualizada
por um surto adicional de
localizacdo anatdmica diferente ou
por RM

1 2 0U mais Disseminacdo no tempo demonstrada
por um adicional surto clinico ou por
RM ou por bandas oligoclonais
(BOC) no liquor

1 1 Disseminacdo no espaco Vvisualizada

por um surto adicional de localizagédo
anatdmica diferente ou por RM E
disseminacdo no tempo demonstrada
por um adicional surto clinico ou por
RM ou por BOC no liquor

Acredita-se que estresse oxidativo contribui como um importante mecanismo
patogénico em EM responsavel pelo dano tecidual através de espécies reativas do oxigénio (do
inglés ROS). Inclusive, observagdes em autopsias de pacientes com EM apontam estreito
relacionamento entre desmielinizacdo, neurodegeneracdo e lipidios oxidados nas camadas de
mielina bem como em oligodendrdcitos que sofreram apoptose (FISCHER et al., 2013). Neste
contexto um importante grupo de moléculas pode acrescentar relevante informacéo para a
fisiopatologia da EM: as sirtuinas. Tais moléculas desempenham papel de destaque quanto ao
funcionamento normal celular e modulagdo de estresse oxidativo, estimulam atividade

mitocondrial e ajudam a evitar perturbacdes na homeostase da célula decorrentes de diversas

patologias (HOUTKOOPER; PIRINEN; AUWERX, 2016).
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N&o existem, até 0 momento, dados que analisem o perfil de expressao de sirtuinas 1 e
3, em pacientes com EM na populagéo brasileira. Acredita-se que este estudo pode fornecer

pistas para um melhor entendimento da fisiopatologia desta condicao.

1.1.1 Fatores de risco

E bastante improvavel que a patogénese da esclerose maltipla seja atribuida a um Gnico
fator. Ao invés disso, acredita-se que ocorre interacdo entre fatores genéticos e ambientais
explicando maior predisposi¢do em desenvolver a doenga. Existe muito debate acerca dos
fendmenos iniciais que desencadeiam a doenca sdo extrinsecos ou intrinsecos ao sistema
nervoso central. Independentemente da teoria, estudos em modelos de encefalomielite
autoimune experimental (EAE) e humanos destacam o papel protagonista do sistema imune
adaptativo na fisiopatogenia da esclerose maltipla (KIPP et al., 2012). Células T e B participam
deste processo e sdo recrutados de forma seletiva por auto-antigenos presentes no sistema
nervoso central, contribuindo para uma compartimentalizacdo do processo inflamatoério neste
local. Postulou-se uma série de auto- antigenos como candidatos, entretanto, ndo existem
estudos confirmando tal hipotese (HOHLFELD et al., 2016).

Em relacdo ao modelo intrinseco, acredita-se que o gatilho esta situado no sistema
nervoso central, acarretando uma importante liberacdo de antigenos para a periferia, sendo tais
antigenos veiculados quer pelas células apresentadoras de antigenos quer por encaminhamento
aos linfonodos. Este contexto adicionado de um ambiente pro-inflamatério, favoreceria
desenvolvimento de resposta autoimune contra células do sistema nervoso central (HEMMER,;
KERSCHENSTEINER; KORN, 2015).

De forma contréria, também existe a hipotese do modelo extrinseco, o qual estabelece
que o inicio do desencadeamento de resposta autoimune, inicia-se fora do sistema nervoso
central com uma resposta imune aberrante. Conjectura-se, por exemplo, a participacdo de
infeccdo sistémica neste processo. Existem estudos que apontam a infec¢do em adultos jovens
pelo virus Epstein-Barr (EBV) como fator de risco para o desenvolvimento de esclerose
maltipla (LEVIN et al., 2005). Entretanto, tem-se evidencia conflituosa na literatura se o virus
EBV esta presente em pacientes com esclerose multipla (SARGSYAN et al., 2010; LOSSIUS
etal., 2014).
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1.1.2Fatores Genéticos

Esclerose multipla ndo apresenta heranca mendeliana, contudo apresenta um
componente genético importante com uma taxa de concordancia em gémeos monozigoticos de
cerca de 25%. Existem diferencas na prevaléncia da doenca entre diversos grupos ancestrais.
Condicéo rara em populacdo negra africana, porém pode ser encontrada em afro-americanos
(HOLLENBACH; OKSENBERG, 2015). Fatores genéticos explicam diferencas geograficas,
mas ndo estabelecem as raz0es de pacientes com mesma descendéncia com diferengas quanto
ao risco de desenvolver esclerose multipla quando submetidas a areas com diferente prevaléncia

da doenca.

Existe uma série de genes candidatos associados com esclerose mdaltipla, sendo a
maioria deles relacionados a mecanismos imunolégicos. 1sso explica que mesmas variantes em
regibes gendmicas especificas podem associar-se com esclerose multipla e outras patologias
autoimunes (INTERNATIONAL MULTIPLE SCLEROSIS GENETICS CONSORTIUM
(IMSGC), BEECHAM AH, PATSOPOULOS NA, XIFARA DK, DAVIS MF, KEMPPINEN
A, COTSAPAS C, SHAH TS, SPENCER C, BOOTH D, GORIS A, OTURAI A, SAARELA J,
FONTAINE B, HEMMER B, MARTIN C, ZIPP F, D’ALFONSO S, MARTINE, 2013).

A regido do antigeno leucocitario humano (HLA) no cromossomo 6 apresenta papel de
destague e tem sido relacionada a uma gama de doencas auto-imunes. Por exemplo, pacientes
com a variante HLA DRB1*15:01 apresentam risco 3 vezes maior de apresentar esclerose
multipla em relagdo a controles saudaveis (PATSOPOULOS et al., 2013). De uma forma geral,
acredita-se que ocorre envolvimento de vias metabdlicas relacionadas ao conceito de tolerancia
imunoldgica, bem como comprometimento da funcdo de células T por anormal responsividade
a citocinas, por exemplo. No entanto, apesar da importante contribuicdo dos estudos de
associacao em esclerose multipla, investigacdo mais profunda faz-se necesséaria para fortalecer
a relevancia das variantes encontradas. Epigendmica e transcriptdmica contribuem nessa tarefa
(FARH et al., 2015; RAJ et al., 2016).

1.1.3 Fatores ambientais

Sabe-se que fatores ambientais interagem com genética determinando o curso da
esclerose multipla bem como suscetibilidade de desenvolver a doenca. Estudos recentes
evidenciaram, por exemplo, que existe um gradiente latitudinal da esclerose multipla: maior
prevaléncia da doenca em areas afastadas do Equador (SIMPSON etal., 2011). Adicionalmente,

existem dados demonstrando que pacientes, antes da adolescéncia, que migraram de areas de
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baixo-risco para alto-risco de esclerose maltipla apresentam maior risco de desenvolver a
doenca. O oposto acarreta menor risco de esclerose multipla (AHLGREN; ODEN; LYCKE,
2012).

Figura 3. Distribuicdo mundial da esclerose multipla (Reproduzido de Atlas da EM 2013, Federacdo
Internacional de Esclerose Mltipla)

Cases per 100 000 people
I ~100

[ 60-01-100

B 20.01-60.0

B 5.01-20.0

=0-50

[CINodata

Deficiéncia de vitamina D, dieta, obesidade em faixa etaria jovem e tabagismo sdo
conhecidos como contribuintes para desenvolvimento de esclerose multipla (MARRIE, 2004).
Destes fatores, 0s mais importantes séo tabagismo e deficiéncia de vitamina D. Esta apresenta
diversas funcdes a nivel de sistema imune, entre elas: bloqueio da proliferacdo de células B e
T, estimulo a maior atividade de células T reguladoras (T regs) e fenétipo de maior tolerancia
imunologica por parte das células dendriticas (HARVEY; CANTORNA, 2013). Atualmente,
configura-se préatica aceita proceder reposicdo de vitamina D em todos os pacientes com
esclerose mdultipla (STEIN et al., 2011).

Fatores ambientais com maior probabilidade em desencadear resposta positiva de
células T autoreativas costumam ser de etiologia infecciosa com seus efeitos provavelmente
sendo explicados por mimetismo molecular (HARKIOLAKI et al., 2009). Neste contexto, como
citado acima, infeccéo pelo virus EBV apresenta-se como importante fator de risco. Postula-se
que, em esclerose multipla, ocorre desregulacao de infeccdo latente deste virus e isto promove
maior atividade de células B em compartimento meningeo e isto, em Gltima instancia, poderia
ativar células T autoreativas (LOSSIUS et al., 2014).

Recentemente, o microbioma intestinal tem sido tema de importante influencia em
pacientes com esclerose multipla. Sabe-se que microbioma apresenta contribuicdo em

processos infecciosos, cancer, aterosclerose, doencas metabdlicas e autoimunidade (LYNCH,;



20

PEDERSEN, 2016). Seria possivel entdo alguma relagdo entre perfil da microbiota e esclerose
multipla? Diversos estudos mostram possibilidade de comportamento dual. Como exemplo,
Tregs podem ser ativadas no intestino por determinado grupo de comensais em modelos de
EAE (ROUND; MAZMANIAN, 2010). De forma contréaria, células T Helper 17 (Th17)
intestinais foram correlacionadas com perturbagdes no microbioma e atividade da doenca em
esclerose multipla (COSORICH et al., 2017). Independentemente do comportamento,
microbioma parece estar relacionado a esclerose multipla por promover um menor estado de
tolerancia imunoldgica além de atuar por meio de mimetismo molecular. Os estudos ainda nao
conseguem estabelecer causa-efeito, porém fornecem pistas importantes para elucidacdo da

patogénese da doenga.

1.1.4 Fisiopatologia da Esclerose Multipla

Os inimeros ensaios clinicos bem-sucedidos voltados para moléculas-alvo e especificos
grupos celulares do sistema imune ratificam o notavel papel do sistema imune adaptativo na
fisiopatologia da esclerose multipla. Células T presentes no sistema nervoso central conseguem
ser detectadas precocemente no curso da doenga e 0s estudos de associacdo de genes
relacionados ao HLA e esclerose multipla demonstram que provavelmente existem antigenos
especificos no sistema nervoso central que sdo apresentados a células T autoreativas.
Entretanto, até 0 momento, ndo se tem um antigeno estabelecido como potencial marcador para
esclerose mdaltipla. Acredita-se que limitacdes técnicas na deteccdo sdo responsaveis por isso,
bem como outros fatores como o fendmeno chamado “espalhamento de epitopos”, este define-
se como um resposta autoimune que pode englobar mais de um epitopo na mesma molécula
bem como em moléculas vizinhas (JI; CASTELLI; GOVERMAN, 2013).

1.1.4.1 Células T autoreativas

De uma forma geral, a hipdtese do modelo extrinseco € mais popular por sua maior
reprodutibilidade clinica e experimental. Linfdcitos T autoreativos sdo estimulados na periferia
e se enquadram em um perfil eminentemente inflamatério. Tais células invadem o sistema
nervoso central por quebra da barreira hematoencefalica e propiciam inicio do dano. Destas
celulas T autoreativas, encontram-se células T CD4+ com predominio dos subtipos Thl e Th17
precocemente no curso da doencga. Células Th1l promovem producdo de interferon-gama e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), ja células Th17 produzem as interleucinas 17, 21 e 22 bem

como interferon-gama. Consequentemente ocorre ativacdo astrocitaria e de macréfagos a nivel
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de SNC acarretando aumento da secrecdo de citocinas, potencializacdo da funcdo das células
apresentadoras de antigeno (APC) e producdo de ROS promovendo estresse oxidativo
importante. Estabelecer, farmacologicamente diferenciacdo para uma maior resposta Th2,
desviando das respostas Thl e Th17, é um dos mecanismos de acao de terapias modificadoras
da doenca de primeira linha como Interferon-beta (KOZOVSKA et al., 1999) e acetato de
glatiramer (MILLER et al., 1998).

Embora muito esforco tenha sido voltado para o papel das células T CD4+ em esclerose
maltipla, células T CD8 também apresenta papel de destaque em estudos com modelos de EAE
bem como em pacientes. Tais células reconhecem e processam peptideos de proteinas expressas
pelas APCs por intermédio do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) tipo 1. O ataque
consiste de contato célula-célula com liberacdo de enzimas chamadas granzimas A e B
(BARRY; BLEACKLEY, 2002). Importante salientar que pacientes com esclerose multipla
apresentam expressdo aumentada de genes relacionados ao complexo MHC | e Il (HILA;
SOANE; KOSKI, 2001).

Células T CD8 altamente reativas & bainha de mielina dos neurénios sdo encontradas
com frequéncia em pacientes com esclerose multipla. Tais células secretam interferon-gama e
IL-17 (HUBER; HEINK; PAGENSTECHER, 2013), promovem dano axonal por sua fungéo
citotoxica e, em modelo animal, promovem maior migracdo transendotelial a nivel de barreira
hemato-encefalica (LAROCHELLE et al., 2015). De forma contréria, existem subtipos de
células T CD8, que expressam CD122 por exemplo, 0s quais apresentam funcdes supressoras
do sistema imune com consequente potencial papel benéfico em pacientes com esclerose
maltipla (LU et al., 2016).

1.1.4.2 Células B autoreativas

Os efeitos animadores da terapia anti-CD20 (ocrelizumab) em pacientes com esclerose
multipla destacam a importancia das células B na patogénese da doenca, apesar de esclerose
multipla ser considerada um patologia de células T (GREENFIELD; HAUSER, 2017). Tais
células podem ser encontradas no liquido cefalorraquidiano (LCR), meninges e cortex cerebral.
Principalmente nas formas secundarias, podem formar agregados meningeos linfoides junto
com células T, plasmdcitos e células dendriticas de forma anédloga a doencas infecciosas ou
condi¢des inflamatdrias crbnicas. Formas progressivas primarias parecem manifestar
comportamento diverso ja que manifestam infiltrado meningeo difuso sem estas estruturas

linfoides terciarias (CHOI et al., 2012). As células B autoreativas alem da capacidade de liberar
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anticorpos, podem em esclerose maltipla possibilitar produgdo de citocinas e apresentacdo de
antigenos para as células T. Confirmando este fato, tem-se um estudo que demonstrou a
necessidade de células B para inducéo de doenca em modelo de EAE em ratos com participacao
do MHC classe Il (MOLNARFI et al., 2013).

Diante do exposto, acredita-se que os beneficios da terapia anti-CD20 fundamentam-se
na capacidade de deplecdo de células B com perfil inflamatério, as quais poderiam recrutar
células T para dano neuronal via apresentacdo de antigenos bem como produzir citocinas pro-

inflamatorias.

1.1.4.3 Células Regulatorias defectivas

Acredita-se que as células autoreativas acima em esclerose multipla podem ter sua funcéao
facilitada por disfuncdo de células T regulatorias imunes. Entre elas tem-se Tregs, células
regulatérias que expressam o fator de transcricdo FoxP3. Bem como, células Trl, as quais
promovem produgdo de IL-10. Tais células sdo especialistas em supressdo de outras células
imunes, exercendo sua funcdo por intermédio de contato célula-célula. Configuram
aproximadamente 4% das células T CD4 circulantes (SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER,

2012) e apresentam receptores especificos para auto-antigenos (LEE et al., 2012).

Uma forte evidencia do papel das Tregs em pacientes com esclerose multipla foi que a
transferéncia destas células em ratos com EAE evitou o inicio e progressdo de desmielinizacédo
(KOHM et al., 2002). Entretanto, ao se estudar Tregs FoxP3+ percebeu-se que seu nimero ndo
difere entre individuos afetados e controles, ocorrendo na verdade um problema funcional
destas células (falhas na maturacdo e migracdo destas) (ZOZULYA; WIENDL, 2008). Esta
perda de funcionalidade parece prevalecer nos estagios iniciais da doenca e ndo na fase cronica.
Os dados vigentes ainda ndo s&o conclusivos para definir se comprometimento funcional das
Tregs € a causa para esclerose multipla desenvolver-se ou se isso € um fenémeno comum a

todas patologias auto-imunes.

1.2 PAPEL DAS SIRTUINAS

Sabe-se que as terapias atuais para esclerose multipla possibilitam reducdo dos surtos,
no entanto, ainda ndo conseguem inibir a progressao da doenca. Postula-se que o dano neuronal
promovido pelo ataque imune possivelmente promove uma cascata de reagdes que culminam

em um processo degenerativo (BARUCH et al., 2014). Tais reag0es compreendem, por
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exemplo, estresse oxidativo, injuria mitocondrial e lesdo neuronal por excitotoxicidade. Neste
contexto, um importante grupo de moléculas surge como candidato para compreender o
processo de neurodegeneracdo em esclerose multipla bem como servir de alvo terapéutico: as

sirtuinas.

Sirtuinas (SIRTs) sdo um grupo de moléculas, altamente conservadas evolutivamente,
caracterizadas como deacetilases (removem grupos acetil de residuos de lisina em proteinas
acetiladas) que dependem da nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) em sua forma
oxidada (CANTO; MENZIES; AUWERX, 2015). Até o momento, foram identificados 7
subtipos em mamiferos. As SIRTS, 1, 6 e 7 estdo localizadas no nucleo, enquanto a SIRT2 tem
localizagdo citoplasmatica, mas apresenta potencial de translocar-se para o nucleo. SIRTs 3, 4
e 5 localizam-se na mitocondria (PARIHAR et al., 2015; (VAQUERO, 2009).

Figura 4. Modelo esquematico de reacdo enzimatica realizada por sirtuinas em suas moléculas-alvo (KUPIS et

al., 2016).
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Tais moléculas, sensores metabdlicos dos niveis de NAD+, desempenham papel de
destaque na homeostase celular, estresse oxidativo, inflamacao e envelhecimento. Acredita-se
que maior atividade de sirtuinas pode ser um mecanismo protetor contra distdrbios metabolicos
como também em processos neurodegenerativos (DONMEZ; OUTEIRO, 2013).
Provavelmente, isto deve-se ao estimulo exercido pelas sirtuinas em relacdo a atividade
mitocondrial. Tais compostos atuam monitorando a taxa de NAD+/Nicotinamida (NAM) e
mudancas nos niveis de NAD+ interferem com atividade das sirtuinas. Estas podem influenciar
expressao genica ao perceber mudancgas metabolicas que influenciam deacetilacdo de histonas
a nivel de cromatina (VAQUERO, 2009).

Observa-se que dano axonal em esclerose multipla ocorre tanto na fase aguda como
cronica da doenca e um dos mecanismos implicados é a deficiéncia energética secundaria a
disfung@o mitocondrial. Nesse contexto, sirtuinas, com destaque para as mitocondriais, tornam-
se importantes alvos para melhor entendimento da fisiopatologia da doenca. Existe estudo que
aponta atividade de SIRT1 diminuida em pacientes com surtos de esclerose multipla (TEGLA
et al., 2014), no entanto, ainda ndo se tem nenhuma caracterizacdo do perfil de expresséo de
SIRT3 em pacientes com essa patologia de etiologia auto-imune, porém com consequéncias

metabdlicas a nivel mitocondrial.

1.2.1 Sirtuinal

Esta é a proteina mais bem caracterizada da familia das sirtuinas. Estruturalmente,
SIRT1 é umadeacetilase dependente de NAD que apresenta influéncia sobre homeostase celular,
inflamacédo e estresse oxidativo (SANTOS; ESCANDE; DENICOLA, 2016). Tal molécula
possui a capacidade de silenciamento da cromatina através da acetilacdo e/ou metilacdo de
histonas. Em relacdo a EM, SIRT1 parece desempenhar comportamento dual. Existe estudo
recente demonstrando que deficiéncia de SIRT1 promove menor producéo de células Th17 com
perfil pro-inflamatdrio, consequentemente, promovendo protecdo contra doengas autoimunes

mediadas por esse tipo celular (LIM et al., 2015).

De forma contraria, estudo com Resveratrol, um ativador de SIRT1, promoveu melhora
clinica em modelos de EAE (FUENTES et al., 2016). (TEGLA et al., 2014) demonstrou uma
menor expressdo de RNAmM em pacientes com EM. Devido a esse comportamento dual, é
interessante prover estudos sobre perfil de expressdo de RNAmM da SIRT1 e outras Sirtuinas com
mecanismos de acéo plausiveis de aplicacdo em EM: Sirtuina 3 por exemplo. Além disso, ndo

se dispbe de nenhum estudo em populacgéo brasileira que caracterize o perfil de expresséo de
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sirtuinas em pacientes com EM.
1.2.2 Sirtuina 3

SIRT3 é amplamente expressa em varios tipos celulares, principalmente naqueles com
alta capacidade oxidativa, como as células do sistema nervoso central por exemplo
(SIDOROVA-DARMOS et al., 2014). Tal molécula regula a atividade mitocondrial de forma
positiva pela ativacdo de componentes da cadeia transportadora de elétrons dos complexos | e
Il bem como acetil-CoA-sintetases (SACK; FINKEL, 2012). Além disso, promove defesa
contra ROS, diminuindo estresse oxidativo por intermédio de uma enzima mitocondrial
antioxidante: superdxido dismutase tipo 2. Sirtuina 3 apresenta um mecanismo alternativo,
observado em estudo com microglia de camundongos, que consiste de regulacdo de ROS por
estimulo a producdo de enzimas antioxidantes via fator de transcricdo de Forkhead box O 3a
(Foxo3a) (RANGARAJAN et al., 2015).

Outro estudo estabeleceu a ligacdo entre privagdo de sono, estresse oxidativo
aumentado, down-regulation de SIRT3 e estimulo a neurodegeneracdo (FIFEL, 2014). Em
estudo com ratos, atraves de modelo de lesdo neuronal induzido por AVC, inflamacdo e estresse
oxidativo foram atenuados por maior atividade de sirtuina 3 promovida por um potente ativador
desta molécula: adjudina (YANG et al., 2017). Nao existem dados relacionados em humanos
tampouco em pacientes com esclerose multipla. Baseado nesse contexto, postula-se que possa
haver também uma conexdo entre esclerose multipla, neurodegeneracdo promovida por ataque

auto-imune e atividade de SIRT3 em cenario de injuria mitocondrial e estresse oxidativo.

Este trabalho teve como objetivo analisar o padrdo de expressdo dos genes das sirtuinas 1
e 3 em pacientes com esclerose multipla de um hospital universitario visando determinar se
estas moléculas contribuem para a fisiopatologia da doenca. Buscou-se determinar se 0s niveis
de expressdo das sirtuinas 1 e 3 tem correlacdo com os aspectos clinicos da EM, na EM forma
surto-remissdo em comparagdo com controles saudaveis e se esses niveis sdo influenciados pela

terapia medicamentosa prescrita.
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2 METODOLOGIA

2.1 AMOSTRAS DOS PACIENTES

Utilizaram-se 14 amostras de pacientes do ambulatorio de doengas desmielinizantes do
servico de neurologia do Hospital das Clinicas da UFPE bem como 14 amostras de controles
saudaveis. Todos os participantes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido
concordando com o estudo e em conformidade com aprovacdo do comité de ética em pesquisa
com seres humanos CEP/CCS/UFPE n°2.532.218. A média de idade foi de 34 anos consistindo

de 35% do sexo masculino (n=5) e 65% do sexo feminino (n=9).

Como critérios de inclusdo para os casos tém-se: preenchimento dos critérios de
MacDonald revisados em 2017 para esclerose maltipla definida e curso surto-remissdo, RM de
encéfalo e/ou medular com achados de desmielinizagcdo em SNC. Como critérios de exclusao
tém-se: histérico de outras doencas auto-imunes, doenca vascular, etiologia infecciosa
relacionada ao quadro clinico, uso de antibiotico nos ultimos 30 dias, uso de drogas ou

alcoolismo.

2.2 EXTRACAO DE RNA E CONFECCAO DE cDNA

Amostras sanguineas de casos e controles foram coletadas, durante consulta ambulatorial,
em veia periférica, sendo armazenadas em tubos liofilizados com EDTA mais 2 ml de RNA
later, esta Gltima substancia necessaria para adequada extracdo de RNA. Apos transporte em
gelo, as amostras foram armazenadas a -20°C e uma aliquota de 300011 foi utilizada para
extracdo de RNA, através do kit Maxwell 16 LEV simplyRNA Blood Kit (Promega), de acordo

com o protocolo do fabricante. O RNA eluido foi quantificado em espectrofotdbmetro Nanodrop
2000 (Termo Fisher), e mantido a -80°C até o momento das analises.

A sintese de cDNA foi realizada pelo QuantiNova Reverse Transcription Kit (Qiagen),
seguindo as regras do fabricante. O cDNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000 (Termo Fisher) e a concentracdo de uso para PCR em tempo real foi

estabelecida em 100ng.

2.3 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

PCR quantitativa em tempo real foi realizada usando o sistema StepOne real- time PCR
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers para SIRT1 (Hs.PT.58.40790669) e SIRT3



27

(Hs.PT.58.22633153.g) foram obtidos da IDT (Coralville, 1A), solubilizados em TE (Tris-
EDTA, pH 8,0), de acordo com protocolo do fabricante. O gene da p-actina foi utilizado como
referéncia  para  normalizacdo  dos  niveis de  expresséo  (Foward: 5'-
CCTGGCACCCAGCACAAT-3"; Reverse: 5'- GCCGATCCACACGGAGTACT-3'). Areacdo
de gPCR foi realizada utilizando o GoTaq qPCR Master Mix (Pormega), de acordo com as
instrucGes do fabricante. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata, e a &gua ultrapura foi

utilizada como controle negativo da reacéo.

Para cada gene, os valores de cycle threshold (Ct) foram determinados na fase exponencial
da amplificacdo e normalizados para expressdo de B-actina, para obtencdo dos valores de ACt.
A analise dos niveis de expressdo de SIRT1 e SIRT3 do grupo teste foi realizada em relacdo ao

grupo de adultos saudaveis através do AACt. Os resultados foram expressos a partir dos

resultados do célculo do 2'AACt.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados foi construido um banco na planilha eletrénica Microsoft Excel e
todas as analises realizadas através do GraphdPad Prism 7.0a. Para comparar 0s percentuais
encontrados nos niveis dos fatores avaliados, foi aplicado o teste Qui- quadrado para
comparacdo de proporcao, respeitando o nivel de significancia de 5%. Os valores de p foram

considerados significantes apenas quando menores que 0,05.
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NOs procedemos um estudo para avaliar o perfil de expressdéo de RNA mensageiro das

sirtuinas 1 e 3 em pacientes com esclerose maltipla forma surto- remissao.

As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo discriminadas na Tabela 2. As analises

levaram em consideracdo parametros como sexo, idade, valor de EDSS (0-3, 4 ou mais),

topografia do surto inicial e presenca de terapéutica medicamentosa. De uma forma geral, a

maioria dos pacientes possui carga lesional baixa observada na RM e corroborada por valores

baixos do EDSS. Nenhum paciente da pesquisa estava com surto em atividade.

Tabela 2. Perfil clinico dos pacientes com esclerose multipla participantes da pesquisa.

Paciente Sexo | Idade | EDSS Surto inicial (topografia) Terapia medicamentosa
1 F 57 6.5 Medular Acetato de Glatirdmer
2 M 36 15 Medular Fingolimode
3 M 25 6 Tronco/cortical Né&o
4 M 35 1 Tronco/cortical Acetato de Glatirdmer
5 F 45 3 Medular Beta-interferona la
6 M 47 4 Medular Acetato de Glatiramer
7 F 27 1 Medular Beta-interferona la
8 F 39 2 Tronco/cortical Acetato de Glatiramer
9 F 18 15 Tronco/cortical Né&o
10 F 19 0 Nervo éptico Né&o
11 F 19 4 Nervo éptico Né&o
12 F 43 1 Tronco/cortical Né&o
13 M 44 4 Tronco/cortical Fingolimode
14 F 29 0 Medular Teriflunomida

3.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA SIRTUINA 1

Em relagdo a sexo, geralmente algumas doengas auto-imunes, como LES, tendem a ser
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mais frequentes em pacientes do sexo feminino e com maior gravidade em pacientes do sexo
masculino. Os mecanismos relacionados a isso sao multifatoriais e pouco compreendidos.
Avaliacéo do padrdo de expressdo demonstrou baixa expressao da SIRT1 em ambos 0s sexos

quando comparada ao grupo controle (Gréafico 1).

Todos os pacientes com idade inferior aos 44 anos apresentaram expressdo reduzida de
SIRT1. Apenas os dois pacientes com idade de 45 e 57 anos apresentaram superexpressdo deste
gene. Ndo se tém, até o0 momento, estudos analisando especificamente perfil de expresséo de
RNAm de sirtuinas em relacdo a sexo e faixa etaria (Gréfico 2) nos pacientes com EM bem
como em pacientes em outras doencas desmielinizantes.

Grafico 1. Expressdo génica relativa de SIRT1 em relagdo a sexo nos pacientes com EM do estudo.
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Grafico 2. Expressdo génica relativa de SIRT1 em relagéo a faixa etaria nos pacientes com EM do estudo.
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Nosso estudo demonstrou baixa expressdo génica de SIRT1 independente das
topografias apresentadas (Grafico 3). Apesar da patologia apresentar localizacdes tipicas
(visualizadas em RM) de apresentagdo, ndo existem areas de predilecdo especificas para EM
como existem, por exemplo, em pacientes com neuromielite optica (NMO). Nestes Gltimos
ocorrem sintomas neurolégicos por disfungcdo neuronal em areas abundantes de aquaporina 4
(&rea postrema, nervo optico por exemplo) (PITTOCK et al., 2006). Talvez o perfil de expressao
genica de SIRT1, quanto a topografia, seja mais esclarecedor em pacientes com NMO do que

pacientes com EM.

No presente estudo, os dois pacientes que apresentaram superexpressdo de SIRT1
demonstraram surto em topografia medular, sendo ambos de idade mais avancada. No entanto,
ndo dispomos de dados de literatura analisando perfil de expressdo de RNAm de SIRT1 em

relacdo a topografia do surto inicial de pacientes com EM.

Gréfico 3. Expressao relativa de SIRT1 em relacdo a topografia do surto inicial nos pacientes com EM do
estudo.
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Em relacdo a escala EDSS, avaliamos quanto a minima incapacidade (scores de 0-4) e
incapacidade moderada a grave (4 ou mais). Importante frisar que a escala do EDSS apresenta
criticas por valorizar demais queixas relacionadas a deambulacdo e destacar pouco outras
funcdes também comprometidas com consideravel frequéncia no curso da doenca como
disfuncédo cognitiva e fadiga. Os niveis de expressdo de SIRT1 foram baixos (Gréafico 4), ndo

sendo considerado um fator significante para este parametro. Apesar dos estudos em EM
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realizados por HEWES et al. (2017) e TEGLA et al. (2014), EDSS néo foi um dos parametro
analisado pelos autores.

Gréfico 4. Expressdo relativa de SIRT1 em relag8o a escala EDSS nos pacientes com EM do estudo.
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Em relacdo a terapia medicamentosa, 0s pacientes com uso de medicacao especifica e
sem ela demonstraram diminuicdo de expressdo de SIRT1 (Gréafico 5). Um paciente, no entanto,
em uso de Acetato de Glatiramer demonstrou aumento de 32% na expressao da SIRT1. Esse
comportamento foi demonstrado em trabalho com pacientes americanos que faziam uso de
Acetato de Glatiramer, relatando maior expressio de RNAm de SIRT1 e levantaram a
possibilidade de tal analise ser usada como marcador de resposta a medicacdo (HEWES et al.,
2017).
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Gréfico 5. Expressao relativa de SIRT1 em relacdo a presenca de terapia medicamentosa nos pacientes com EM
do estudo.
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pacientes com EM em relacdo aos parametros estudados. Tal fato é concordante com trabalho

em populagdo americana (TEGLA et al., 2014), no entanto nenhum estudo prévio foi
identificado em pacientes da populagéo brasileira.

Devido a SIRT1 ser conhecida como molécula protetora em situacGes de estresse
oxidativo, como observadas na EM, surge o questionamento se 0s niveis de expressao
diminuidos sdo decorrentes do esgotamento deste composto diante de estresse oxidativo
constante no curso da doenca ou se o desencadeamento de resposta imune também promoveria
bloqueio de vias metabdlicas envolvidas com o metabolismo das sirtuinas logo no inicio da
doenca.

3.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA SIRTUINA 3

Em relacdo & SIRT3, este é um trabalho pioneiro mundialmente considerando a anlise
de expressdo do RNA mensageiro da SIRT3 em pacientes com esclerose multipla. Esta
molécula ainda ndo foi estudada em pacientes com outras doencas desmielinizantes, como

neuromielite optica e encefalomielite disseminada aguda.

Em relacdo ao sexo, em geral os niveis de expressdo génica da SIRT3 apresentaram-se
baixos, excetuando-se 3 pacientes, dois femininos e um masculino. No entanto, ndo se tém dados

de expressao de RNAm de SIRT 3 na literatura em relagéo a sexo (Grafico 6).
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Grafico 6. Expressao relativa de SIRT3 em relagdo a sexo nos pacientes com EM do estudo.
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Por outro lado, pacientes com idade menor de 30 anos apresentaram baixos niveis de
expressdo de SIRT3 (Gréfico 7). No entanto, dentre os pacientes com idade maior que 30 anos,
trés apresentaram suprexpressdo de SIRT3, com idades de 39, 45 e 47 anos. Nao foi observado
um perfil relacionado a idade, como observado na analise de SIRT1, e ndo harelatos na literatura

sobre os niveis de SIRT3 em pacientes com EM.

Gréfico 7. Expressao relativa de SIRT3 em relagdo a faixa etaria nos pacientes com EM do estudo.
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Em relagdo a topografia do surto inicial, nosso estudo demonstrou uma expressao
diminuida nas trés categorias (Grafico 8), mais uma vez ndo sendo possivel determinar um

perfil de expresséo génica da SIRT3 nestes pacientes.
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Grafico 8. Expressao relativa de SIRT3 em relacéo a topografia do surto inicial nos pacientes com EM do

estudo.
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Entretanto, estudo em ratos e em necropsia de pacientes com doenca de Alzheimer
demonstrou expressdo elevada de SIRT3 com diferencas topograficas, estando aumentada em
6 meses no hipocampo mas ndo sendo observada em cerebelo. Nesse caso, postulou-se um
papel protetor da SIRT3 contra o estresse oxidativo observado ao longo do tempo (WEIR et al.,
2012).

No momento, ndo podemos afirmar se a expressao de SIRT3 encontra-se diminuida devido
ao fato da EM afetar precocemente as vias metabdlicas relacionadas a SIRT3, o que levaria ao
estresse oxidativo de forma mais evidente. Alternativamente, ndo se sabe se os niveis de SIRT3
poderiam aumentar ao longo do tempo como forma de desenvolvimento do mecanismo anti-
oxidante. Neste aspecto, estudos desenvolvidos de acordo com o tempo de seguimento poderiam

esclarecer esta questao.

Em relacdo ao EDSS, escala que avalia grau de incapacidade e gravidade da doenca,
observamos expressao diminuida de RNAm da SIRT3 (Grafico 9). No entanto, o grupo de
pacientes com escala mais alta de EDSS apresentam um perfil diferente do grupo de escala mais

baixa, mostrando uma tendéncia de aumento da expressdo de SIRT3.
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Graéfico 9. Expressao relativa de SIRT3 em relacéo a escala EDSS nos pacientes com EM do estudo.
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Valores de EDSS elevados, a principio, tendem a refletir doenca mais grave e
levantamos a hipétese de encontrar diferencas no perfil de expressdo entre pacientes com
doencga incapacitante (EDSS>4) e ndo-incapacitante. No entanto, ndo dispomos estudos na
literatura de avaliando o perfil de expressdo com EDSS, nem em pacientes com EM, nem com
outras doencas desmielinizantes. Desta forma, ndo se sabe se isso de deve a nimero pequeno de
pacientes ou se a escala EDSS, além de deixar de analisar outras fungdes comprometidas na
EM (fungBes cognitivas por exemplo), ndo apresenta correspondéncia com estresse oxidativo

presente na doenca. Tal analise também se aplica para SIRT1.

Quando avaliada a expressdo génica de SIRT3 em relacdo a terapia medicamentosa,
observou-se um perfil de baixa expressao de SIRT3 emtodos os grupos (Gréafico 10). No entanto,
dois pacientes demonstraram aumento da expressdo de SIRT3 com uso de Acetato de
Glatiramer, resultado também encontrado em 1 paciente na analise de SIRT1 e em estudo de

populacdo norte-americana (HEWES et al., 2017).



36

Graéfico 10. Expressdo relativa de SIRT3 em relacdo a presenca de terapia medicamentosa nos pacientes com EM
do estudo.
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Tanto SIRT1 e SIRT3 apresentaram casos em que expressdo de RNAm foi alta em
pacientes com uso de Acetato de Glatiramer. Tal droga, constituida como uma mistura de
polipeptideos, apresenta multiplos mecanismos de acéo e entre eles o estimulo a producéo de
citocinas anti-inflamatorias, a menor producéo de fator de necrose tumoral alfa, e menor estresse
oxidativo. Os estudos ndo esclarecem se Acetato de Glatiramer aumentaria a expressdo de
sirtuinas 1 e 3 por efeito direto nas vias metabolicas envolvidas com producdo das mesmas, ou
se ao interferir a nivel de citocinas, diminuiria a resposta inflamatoria, o estresse oxidativo,
resultando em maior reserva antioxidante de SIRTs disponivel.

Em comparacdo aos parametros estudados, a SIRT3 apresentou expressdo diminuida de
RNAm, um resultado esperado devido ao seu papel protetor em relacdo a estresse oxidativo.
Além disso, é importante salientar que SIRT3 se localiza na mitocondria com diversas funcdes
nesta organela, principalmente quanto a garantia de funcionamento adequado da matriz
energética da célula. Existem relatos de que em EM, observa-se injuria mitocondrial (NIKIC et
al., 2011) e isso poderia explicar 0s niveis de expressao baixos por esgotamento de reserva contra
estresse oxidativo constante, de forma analoga ao observado com SIRT1.

Nossa avaliacdo dos dados torna-se limitada pelo nimero pequeno de pacientes, porém
fornece indicios de que expressdo de SIRTs 1 e 3 poderia exercer papel de biomarcadores em

pacientes com EM, inclusive como parametros para avaliar resposta medicamentosa, como
observado com acetato de glatiramer.
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4 CONCLUSAO

Estudo de pacientes com EM forma surto-remissao, em nossa populacdo, parece apresentar
diminuicdo da expressdo de RNAm dos genes das SIRTs 1 e 3, o que pode refletir estresse

oxidativo importante em pacientes com a doenca.

Entretanto, mais estudos serdo necessarios para aumentar a forca de associacdo destes

achados e valida-los como possiveis biomarcadores para esta patologia autoimune.
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APENDICE A - ESCALA DE INCAPACIDADE FUNCIONAL EXPANDIDA

Table 2. Kurtzke Expanded Disability Severity Scales (EDSS)

Score Description

0 Normal neurological examination

1 No disability, minimal signs in 1 FS*

1.5 No disability, minimal signs in >1 FS

2 Minimal disability in 1 FS

25 Mild disability in 1 FS or minimal disability in 2 FSs

3 Moderate disability in 1 FS, or mild disability in 3 or 4 FSs. Fully ambulatory.

35 Fully ambulatory but with moderate disability in 1 FS and more than minimal disability in several others

4 Fully ambulatory without aid, self-sufficient, up and about ~12 h/day despite relatively severe disability; able to walk without aid/rest for ~500 m

45 Fully ambulatory without aid, up and about much of the day, able to work a full day, may otherwise have some limitation of full activity
or require minimal assistance; characterised by relatively severe disability; able to walk without aid or rest for ~300 m

5 Ambulatory without aid or rest for ~200 m; disability severe enough to impair full daily activities (work a full day without special provisions)

55 Ambulatory without aid or rest for ~100 m; disability severe enough to preclude full daily activities

6 Intermittent or unilateral constant assistance (stick, crutch, brace) required to walk for ~100 m with or without resting

6.5 Constant bilateral assistance (stick, crutches, braces) required to walk for ~20 m without resting

7 Unable to walk beyond ~5 m, even with aid, essentially restricted to wheelchair; wheels self in standard wheelchair and transfers alone;
up and about in wheelchair for ~12 h/day

75 Unable to take more than a few steps; restricted to wheelchair; may need aid in transfer; wheels him-/herself, but cannot carry on in
standard wheelchair for a full day; may require motorised wheelchair

8 Essentially restricted to bed or chair or perambulated in wheelchair, but may be out of bed much of the day; retains many self-care
functions; generally has effective use of arms

85 Essentially restricted to bed much of the day; has some effective use of arms, retains some self-care functions

9 Confined to bed; can still communicate and eat

9.5  Totally helpless bed-bound patient; unable to communicate effectively or eat/swallow

10 Death due to MS

FS=fu 1 system; FSs = fi 1 Ms = d

*Each system (visual, pyramidal, etc.) has a separate FS scale; scores are complled to assist designation of the overall score,

(KURTZKE, 1983)
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos 0 @ Sr. (a)

__ para participar como voluntario (a) da pesquisa ldentificacdo de Biomarcadores
Moleculares de Estresse Oxidativo em Doencas Neuroldgicas. Esta pesquisa € da
responsabilidade de Danyelly Bruneska Gondim Martins Telefone: (81988425594). Também
participam desta pesquisa 0s pesquisadores: José Luiz de Miranda Coelho Inojosa, Telefone:
(81991339586) e-mail luizmirandal08@hotmail.com e o pesquisador Kleiton de Barros
Borges, Telefone: 81991864847 e e-mail: kleitonborges@hotmail.com.

Caso este Termo de Assentimento contenha informacéo que nado lhe seja compreensivel,
as davidas podem ser tiradas com a pessoa que esté Ihe entrevistando e apenas ao final, quando
todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a realizacdo do estudo pedimos que
rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em duas vias, uma via lhe sera
entregue para que seus pais ou responsavel possam guarda-la e a outra ficara com o pesquisador

responsavel.

Vocé seré esclarecido (a) sobre qualquer davida e estara livre para decidir participar ou
recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito seu.
Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo de
Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participacdo a

qualquer momento, sem nenhum prejuizo.
INFORMAQ@ES SOBRE A PESQUISA:

Descricdo da pesquisa: A pesquisa objetiva estudar o perfil clinico (os sintomas da sua
doenca), epidemioldgico (informagbes sobre a sua idade e onde vocé mora por exemplo) e
molecular (estudar as substancias que estdo no seu corpo e podem provocar a doenca) das
doencas neurologicas acompanhadas no Hospital das Clinicas da UFPE a AACD. Serdo
solicitadas amostras de saliva e lagrima e cessdo de parte de amostras de sangue, urina e

liquido cefalorraquiano a depender da enfermidade estudada.


mailto:luizmiranda108@hotmail.com
mailto:kleitonborges@hotmail.com
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Forma de participacdo: A participagdo do/a voluntario/a consistira em acompanhamento
neuroldgico no ambulatoério a que pertence no proprio Hospital das Clinicas da UFPE e AACD,
em dias e horarios de atendimento ambulatorial, ou durante a internacdo hospitalar, nao
alterando a rotina do tratamento. Serdo coletadas 5ml de saliva e uma gota de lagrima em tubo
coletor limpo. Também serdo solicitadas parte das amostras dos exames de rotina de indicacdo
médica: 10ml de urina e 20mL de sangue. Eventualmente uma parte da amostra de liquido
cefalorraquiano (liquido da espinha que tem contato com o seu cérebro), que ja seria coletado

por fazer parte da investigacdo diagnostica, serd encaminhada para estudos.

RISCOS diretos: Pode haver um leve desconforto causado pela coleta de lagrima e de saliva, ou
constrangimento por ndo saber ou ndo querer aceitar fazer parte do estudo. Como forma de amenizar,
esses procedimentos de coleta serdo realizados pela equipe técnica/enfermagem com experiéncia
comprovada e o convite para participar seré realizado de forma individual.

BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios. Os pacientes podem ser beneficiados
diretamente pelo melhor esclarecimento de seu perfil molecular (saber os tipos de substancias
gue estdo no sangue) e que podem estar relacionados com a sua doenca para guiar as medicacdes
mais apropriadas e de forma indireta contribuir para o desenvolvimento de terapéuticas clinicas
e diagnosticas. O paciente continuard sendo acompanhado no seu ambulatério de origem no
Hospital das Clinicas da UFPE e na AACD.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenasem
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa bem como dados dos prontuérios, resultado do processamento do
material biolégico, fotos dos pacientes e das copias fotograficas de seus devidos
prontuarios/fichas, exames de imagens neuroldgicas além de gravacGes em video dos exames
neuroldgicos, se houver esta necessidade, ficardo armazenados em pastas de arquivos dos
computadores pessoais com backup em nuvem sob a responsabilidade dos pesquisadores
Kleiton de Barros Borges e José Luiz de Miranda Coelho Inojosa, no endereco LIKA-UFPE
localizado a Av. Morais Rego, 1235 Cidade Universitaria CEP:50.670-901, telefone 81-
21268484 pelo periodo de minimo 10 anos.

Nada Ihe serd pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo
é voluntéria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisédo judicial ou extra-judicial. Sehouver

necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores
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(ressarcimento de transporte e alimentagdo). Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos
éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apos

a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do
estudo Identificacdo de Biomarcadores Moleculares de Estresse Oxidativo em Doencas
Neuroldgicas, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o meu
consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcédo de

meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite
do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura;
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APENDICE C - PARECER CONSUBSTANCIADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
%ﬂ CEP PERNAMBUCO CENTRO DE W
¢[=== &= CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:lDENTIFICﬁ.:;E.G DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM DOENCAS NEUROLOGICAS

Pesquisador: Danyelly Bruneska Gondim Martins

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genéfica Humana que ndo necessita de andlise
etica por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 79091517.4.0000.5208

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIEMCIA, TECHNOLOGIA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Mameroe do Parecer: 2.532.218

Apresentagao do Projeto:
Projeto Relevante, busca marcadores moleculares de processos oxidativos

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os aspectos clinicos, radiologicos e o perfil molecular de estresse oxidativo em pacientes com
doengas neurclégicas atendidas no estado de

Permambuco, com intuite de detecgio de possiveis alvos para diagnéstico precoce e novas abordagens

terapéuticas.
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Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
todos presentes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
nada consta. aprovar.

Consideragies Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APRDVAQE.D DEFINITIVA do projeto 56 sera dada apos o envio do Relatdrio
Final da pesquisa. O pesguizador devera fazer o download do modelo de Relatario Final para envia-lo via
“Motificag&o”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugoes do link *Para enviar Relatdrio Final®, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagio desse relatorio, o CEP emitird novo Parscer Consubstanciado
definitive pelo sistema Plataforma Brasil.

Informameos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugiic CNS/MS N® 466/12).

Eventuais modificagfes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Frotocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades





