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RESUMO/ABSTRACT

Resumo

A Esclerose Mdltipla é uma doenca cronica de natureza inflamatoria, do sistema nervoso
central (SNC), caracterizada do por uma desregulacdo na producdo de citoquinas,
inflamacdao e stress oxidativo que resulta num processo de desmielinizacdo multifocal. Nos
altimos anos o papel do stress oxidativo na patogénese das doencas neurodegenerativas
tem despertado o interesse dos investigadores. O ferro é um elemento essencial ao normal
funcionamento do Sistema Nervoso, tendo um papel relevante ao nivel da formacao da
mielina, no funcionamento das células efectoras do sistema imune, no metabolismo
oxidativo e producdo de radicais livres e intervindo como cofactor na sintese de
neurotransmissores. O objectivo deste trabalho é o de estudar a possivel influéncia de
alteracbes no metabolismo do ferro na patogénese de Esclerose Multipla, num grupo de
doentes Portugueses com esta patologia. Estudaram-se as concentracdes séricas de ferro,
transferrina, receptores sollveis de transferrina e ferritina. Os valores médios para todos
0os analitos na nossa populacdo de estudo estdo compreendidos no intervalo de
normalidade definido por esses valores de referéncia. Detectaram-se algumas diferencas
sendo que as mais relevantes e estatisticamente significativas foram: Os niveis de ferritina
estdo significativamente mais elevados nos doentes com Esclerose Multipla do que no
grupo controlo e encontram-se mais elevados embora sem significancia estatistica nos
doentes com EMCP do que nos com EMRR e ainda mais elevado nos doentes com EMPP
do que nos com EMSP. Os niveis de ferro, transferrina, e receptores sollveis de
transferrina estdo mais elevados nos doentes com Esclerose Multipla Exacerbacéo-
Remissdo do que nos com Esclerose Multipla Crénica Progressiva. Os niveis de ferritina
estdo significativamente mais elevados nos doentes com Esclerose Multipla do que no
Grupo Controlo. Existe ainda uma diferenca significativa entre os valores de transferrina
e ferritina nos doentes de EM a efectuar terapéutica com interferon e os valores
encontrados no grupo controlo. N&o foram encontradas diferengas nos valores de ferro,
ferritina, transferrina e receptores sollveis de transferrina, entre os doentes com EM em

surto e os doentes que ndo se encontram em surto.
Palavras-chave:

Esclerose Mdultipla, Ferro, Ferritina, Transferrina, Receptores solUveis de transferrina.
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INTRODUCAO

7

O ferro é um elemento essencial como co-factor de muitas proteinas envolvidas nos
processos fisiolégicos normais do tecido nervoso, nomeadamente na neurotransmissao,
mielienizacdo e divisdo celular [1, 2]. Apesar deste papel positivo e fisiologicamente
indispensavel do ferro, tém vindo a ser evidenciado que a acumulacdo de ferro no tecido
nervoso esta correlacionada com varias patologias do SNC. Sabe-se ainda, que com o
processo de envelhecimento tende a haver um aumento da quantidade de ferro que se
deposita no cérebro e que o0s processos de stress oxidativo, passiveis de serem induzidos
pelo ferro, podem causar neurodegeneragdo. Uma das patologias neurodegenerativas que
tem vindo a ser associada a este fendmeno é a Esclerose multipla (EM).

1.1 ESCLEROSE MULTIPLA - A DOENCA

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca cronica do SNC, de natureza auto-imune,
desmielinizante, caracterizada por uma disfuncdo no funcionamento das células efectoras
do sistema imune, inflamacdo e stress oxidativo resultando num processo de

diesmielinizagéo multifocal [3].

O alvo principal nesta patologia é a bainha de mielina que reveste os axénios, havendo
também lesdo axonal e dos oligodendrdcitos (células produtoras de mielina no SNC). As
lesGes na mielina levam a alteracBes na conducédo dos impulsos nervosos, nomeadamente
ao atraso ou desaparecimento destes impulsos e consequente aparecimento de défices em

diferentes fun¢bes neurolégicas.

A EM ¢é a primeira causa de incapacidade neuroldgica ndo traumatica em adultos jovens,
nos paises ocidentais. A prevaléncia desta patologia foi recentemente avaliada num
estudo da Organizagdo Mundial de Saude[4]. Com uma participacao de mais de 100 paises
representativa de cerca de 80% da populacdo mundial, este estudo permitiu obter alguns

dados epidemioldgicos interessantes:
Nenhum dos paises participantes esta livre desta patologia.
Globalmente, a prevaléncia pontual de EM é de 30 casos /100.000 habitantes.

A prevaléncia de EM aumenta com a latitude seja no hemisfério norte seja no hemisfério

sul
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Estima-se que cerca de 1.3 milhGes de pessoas, a nivel mundial, sofram desta patologia. O

numero devera ser ainda maior dado a falta de registos em alguns paises
Os sintomas iniciais da EM aparecem principalmente entre 0s 25 e os 35 anos de idade

A prevaléncia no sexo feminino é duas vezes superior a do sexo masculino

Figura 1 — Prevaléncia de esclerose multipla (n2 de casos por 100.000 habitantes)

Fonte: Atlas multiple sclerosis resources in the world 2008, WHO

1.2 CLINICA, PATOFISIOLOGIA MOLECULAR E CELULAR.

A EM pertence a um grupo de patologias inflamatérias desmielinizantes do SNC, que
inclui outras entidades como a Encefalomielite disseminada aguda, Neuromielite Gptica

ou doencga de Devic ou a Esclerose concéntrica de Balo.

Todas estas patologias tém como pano de fundo um quadro inflamatério com linfécitos e
macréfagos ou microglia activados e apresentam lesdes de desmielinizacio. E
comummente aceite que a forca motriz na origem das lesdes tecidulares (placas) é um

processo inflamatorio de origem auto-imune[5].

O aparecimento de EM caracteriza-se em 85% dos casos, pelo aparecimento num adulto
jovem (20 — 40 anos) de um quadro de nevrite 6ptica, sindrome medular ou sindrome do
tronco cerebral. Em 90% destes casos a doenga caracteriza-se por episodios de
exacerbacdo (surtos) e de remissdo (seja espontédnea ou com corticoterapia). Estas sdo as
formas por surtos (EM relapsing-remmiting) (EMRR), que ap6s alguns anos de doenca
podem evoluir para formas secundariamente progressivas (EMSP) o que acontece em 60%

dos casos. Em 10% dos doentes o curso € progressivo desde o inicio da doenga — esclerose
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multipla primariamente progressiva (EMPP) [6]. Um numero significativo de
“exacerbacbes” é precedido de quadros infecciosos de origem viral [7] ou outro tipo de

stress fisico e observa-se uma diminuicéo dos surtos durante a gravidez [8].

O diagnéstico de EM ¢é baseado na histéria clinica, exame neuroldgico e testes
paraclinicos, nomeadamente a Ressonancia Magnética Nuclear (MRI), potenciais
evocados (PE) e testes laboratoriais (sangue e liquido cefaloraquidiano (LCR)). Desde a
década de 50, vérios critérios de diagnostico de EM tém sido propostos, todos eles
englobando dois aspectos essenciais: a) demonstracdo de duas ou mais leses no SNC
disseminadas no tempo e espaco; b) exclusdo de condi¢bes que possam exprimir sindrome
clinico semelhante, dado que ndo existe um marcador biolégico desta doenca.
Actualmente sdo utilizados os “McDonald revised criteria” [9, 10], que se baseiam
essencialmente no quadro clinico e nas caracteristicas das lesbes demonstradas nos

exames de MRI.

O recurso a MRI, revelou que o dano que esta patologia produz esta amplamente
espalhado pelo cérebro e medula espinal [11]. Esta metodologia (MRI), complementada
por métodos histopatoldgicos, permitiu constatar a existéncia de diferentes alteracdes
morfoldgicas no tecido nervoso cerebral [12] [13, 14].

Os factores subjacentes a esta heterogeneidade, ndo sdo ainda completamente
compreendidos mas incluirdo a existéncia de determinadas caracteristicas genéticas, que
se traduzirdo em alteragdes do sistema imunoldgico e/ou aumento da susceptibilidade do
tecido nervoso do SNC a fendbmenos inflamatérios e reducdo da capacidade regenerativa

(figura 1).

Grande parte dos estudos da patogénese e patofisiologia da Esclerose Multipla tém estado
focados nas lesdes de matéria branca desmielinizada, encontradas na fase cronica da
doenca. No entanto, todas estas observacbes indicam-nos que a EM devera ser uma

doenca complexa, pelo que o seu estudo devera ser mais abrangente.

A EM é habitualmente considerada uma doenga auto-imune mediada por linfécitos T
CD4+ Thl [15, 16], apesar de ainda ndo se ter demonstrado a existéncia de antigénios
proprios especificamente visados pela resposta imunoldgica, nem a existéncia de uma

quebra na tolerancia a estes antigénios durante a doenca.

Em individuos geneticamente susceptiveis existem linfocitos T auto-reactivos no estado
“virgem”, linfocitos que quando expostos a um estimulo desencadeador (como por

exemplo uma infecgdo virica), ficam activados, tendo como alvo da sua acgao as proteinas
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do seu proprio organismo. Na EM, estas proteinas situam-se predominantemente na
matéria branca do SNC [17-20].

O local onde se efectua a transformacéo destes linfécitos em linfécitos T autoreactivos, é
ainda fonte de controvérsia, mas estudos recentes em modelos animais de Encefalite Auto-
imune Esclerosante (EAE) caracterizaram um “epitope spreading” caracteristico da EAE e
EM que aparece apenas no SNC [21].
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TIPO CLINICO ] EXAC ERBA{',}E.D - REMISSAD SECUNDARIA PROGRESSIVA

Volume
cerebral
{medida da
atrofia
cerebral

EDSS
Lesion

load T2
T1caa {1

Tempo

Patologia

MRI

Figura 2 — Esclerose Muiltipla — esquemas representativos de alguns aspectos clinicos e fisiologicos

Topo: Representagdo esquemdtica da evolugdo clinica da EM utilizando a escala clinica (EDSS, linha vermelha); a frequéncia de eventos
inflamatérios quando estudados por MRI (lesdes observadas com ponderagdo em Tle contraste, mostrando “abertura da barreira hemato-

encefalica, setas azuis); T2 “lesion load” documentando locais de lesdo tecidular (linha azul); atrofia cerebral (linha verde).

Patologia: Caracteristicas principais da Esclerose Mdltipla: Imagem esquerda, inflamag&do perivascular com células mononucleares e permeabilidade
da barreira hemato-encefalica (H.F. McFarland, NIB, NINDS, NIH); Imagem direita, areas desmielinizadas mostradas a azul claro e branco, e mais a

direita “transacgbes” axonais ( estrutura azul e forma de cebola) e desmielinizagdo segmentar.

RMN: caracteristicas tipicas na RMN. Imagem esquerda: Imagem com ponderagdo em T1 e contraste com Gadolinium. As lesdes a branco indicam
zonas de inflamagdo recente e de abertura da barreira hemato-encefélica. A imagem seguinte, com ponderagdo em T2 mostra os ventriculo cheios
de LCR a branco e lesGes de esclerose mdultipla no parenquima cerebral. Imagem direita: atrofia cerebral com ventriculos cerebrais e sulco cortical

aumentados.

Fonte: Sospedra, M. and R. Martin, Immunology of multiple sclerosis. Annu Rev Immunol, 2005. 23: p. 683-747
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A sequéncia de eventos que levam ao aparecimento desta patologia pode ser sintetizadas

em 4 etapas distintas:
Iniciacdo

Transmigracéo

Cascata pré-inflamatéria
Desmielienizacéo

O processo inicia-se com 0 aparecimento na circulacdo sanguinea de linfocitos T
(normalmente suprimidos por processos reguladores dos préprios linfécitos), activados
contra a mielina [22]. Seguidamente, a fase de transmigracdo caracteriza-se pela *“
“upregulation” (aumento de expressao) “ e activacdo de moléculas de adesdo nos linfécitos
T activados, alteracdes nas células endoteliais da barreira hemato-encefalica e migracéo
destes linfécitos T para o espaco perivascular que envolve os microvasos do SNC,
nomeadamente as vénulas pés-capilares. Neste espaco, linfécitos T pro-inflamatérios TH-
1 libertam imunomediadores como o interferon-Y e citoquinas, que activam as células
gliais. Quando activadas, estas células induzem fendmenos de transmigracdo ou pro-
inflamacdo, que levam células mononucleares presentes no sangue periférico a migrar
para o SNC, provocando uma inflamacdo intratecal [23] que dard origem a

desmielinizacdo e lesdo nos axdnios destas células [24, 25].

Embora classicamente se considere a EM uma doenca mediada por linfocitos T, existem
poucas evidéncias da citotoxicidade directa destas células, apesar de as encontrarmos nas
lesbes do tecido nervoso do SNC. Acredita-se que o papel destas células na patofisiologia
desta doenga se processe através da producao de citoquinas e activacdo de macréfagos.

De facto, os macrofagos e também as células dendriticas, produzem e libertam numerosos
mediadores (ex: TNF-a, INF-Y, IL-6 [26] , eicosanoides, factores do complemento,
espécies reactivas ao oxigénio (ERO) e oxido nitrico [27], que podem provocar lesdo
tecidular.

Outro elemento a ter em conta na andlise da fisiopatologia desta patologia, é a
concentracgdo de glutamato no tecido nervoso. O glutamato € o principal neurotransmissor
no cérebro de mamiferos, responsavel por cerca de um tergo das sinapses do SNS. Em
condi¢des que induzam acumulagdo de glutamato na fenda sinéptica (despolarizagéo

prolongada da terminacdo nervosa, recaptacdo ineficaz de glutamato ou introducdo de
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glutamato por outra via), este pode desencadear fendbmenos de excitotoxicidade, causando
despolarizacdo excessiva do neurdnio pdés-sinaptico e consequentemente alteracfes da
homeostasia idnica e energética, activacdo de enzimas liticas mediadas por Ca2+,
formacdo de radicais livres, lesdo mitocondrial e edema osmotico, podendo originar lise
celular e morte [28]. Foram detectadas concentracdes elevadas de glutamato no LCR e em
placas de MS[29, 30] no tecido nervoso do SNC[31]. Este glutamato podera ser téxico quer
para os oligodendrécitos quer para a propria mielina e axdnios [32-34].

A presenga de niveis aumentados de imunoglobulinas no LCR de doentes com EM, foi
descrita pela primeira vez em 1948 [35]. Anticorpos contra proteinas especificas -
proteina mielina basica - “Mielin Basic Protein” (MBP) e Glicoproteina mielina de
oligodendrocito (MOG) [36, 37] foram detectados em placas de EM de doentes em surto.
No entanto, a presenca destes anticorpos ndo parece ter ligacdo com o mecanismo
iniciador da doenca. A sua ligacdo a mielina em desintegracéo é no entanto tida como um
processo potencializador da destruicdo desta. A presenca de IgGs que revestem o0s
macréfagos sugere que a fagocitose da mielina mediada por anticorpos sera um dos

mecanismos envolvidos na patogénese desta doenca [38].

Foi ainda possivel identificar a presenca de factores de complemento em placas de EM
[39], sendo que sO se observou a presenca de “complexos de ataque” em placas activas.
Assim, admite-se que este intervenha nos processos de desmielinizacdo e formacgdo de

placas na MS.

Um modelo de imunopatogenese proposto para a esclerose maltipla é o seguinte: ApGs
exposicdo a determinados antigénios ambientais, em individuos com predisposicao

genética, linfocitos T reactivos a mielina migram da circulacéo periférica para o SNC.

A interaccdo entre os linfécitos T activados e as células endoteliais leva a um fenédmeno de
“upregulation” das moléculas de adesdo (“E-selectin”, “intercellular adhesion molecule”,
“mucosal addressin cell adhesion molecule”, e “platelet endothelial cells adhesion

molecule”).

A migracdo trans-endotelial dos linfécitos T é precedida pela perda de integridade da
barreira hemato-encefalica, parcialmente mediada pela actividade de metalo-proteases da
matrix (MMPs). Estas MMPs digerem a matrix extracelular e facilitam a migracio dos

linfocitos T.

Citoquinas pro-inflamatérias (como TNF e interferon-Y ) “upregulate” a expressdo de

moléculas na superficie celular de células apresentadoras de antigénios . A ligacdo do
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complexo trimolecular (Receptores dos linf. T, MCH 11 ligados a células apresentadoras de
antigénios) precipita uma cascata inflamatéria que leva a produgdo de citoquinas proé e

anti-inflamatorias.

Esta reac¢do inflamatoria origina perda de complexos mielina-oligodendrécitos.

1L4L18

Figura 3 - Um modelo de imunopatogenese da esclerose mltipla

Apds exposicdo a determinados antigénios ambientais, em individuos com predisposi¢do genética, linfécitos T
reactivos a mielina migram da circulagdo periférica para o SNC. A interacgdo entre os linfocitos T activados e as
células endoteliais leva a um fendmeno de “upregulation” das moléculas de adesdo ( “E-selectin”, “intercellular
adhesion molecule”, “mucosal addressin cell adhesion molecule”, e “platelet endothelial cells adhesion
molecule”). A migragdo trans-endotelial dos linfocitos T é precedida pela perda de integridade da barreira
hemato-encefélica, parcialmente mediada pela actividade de metalo-proteases da matrix ( MMPs). Estas MMPs
digerem a matrix extracelular e facilitam a migragdo dos linfécitos T. Citoquinas pré-inflamatérias (como TNF e
interferon-Y') “upregulate” a expressdo de moléculas na superficie celular de células apresentadoras de
antigénios (nesta figura representadas por células gliais). A ligacdo a do complexo trimolecular (Receptores dos
linf. T, MCH Il ligados as células apresentadoras de antigénios) precipita uma cascata inflamatdria que leva a

produgdo de citoquinas pro e anti-inflamatdrias. Esta reacgdo inflamatdria origina perda de complexos mielina-

oligodendrdcitos.
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Outro elemento importante a considerar na patologia da EM é a lesdo axonal.

A lesdo axonal é directamente correlacionavel com a intensidade do processo inflamatorio
e com a presenca de Linfocitos T CD8+ [40]. A extensdo da lesdo axonal € maior nos

processos de desmielinizacdo activos seja em situacbes agudas ou crénicas [41-43].

A alteracdo na membrana axonal que se verifica pela alteracdo de canais de sédio ao longo
da membrana parece ser outro factor importante na degeneracdo axonal. Nos axénios sdos
e perfeitamente mielinizados encontramos canais Nay1.6 confinados pela “Contactin-
Associated Protein” (Caspr) e localizados nos nédulos de Ranvier. No entanto, nos axonios
desmielinizados em placas de EM observa-se a presenca de canais Nay1.6 € Nay1.2 ao longo
de toda a extensdo dos mesmos [44, 45]. A presenca destes canais Nayl1.2, capazes de
sustentar a conducéo de potenciais de conducdo eléctrica, pode levar a um aumento da
concentragdo axonal de Ca%* [46] e consequente activacdo de proteases que
desfragmentam neurofilamentos [47, 48] e despolimerizam microtubulos [49].

N

Axénio

e

Na® Na* Na* Na* Na®

Aumento naexpressio de @ Recuperagdo da capacidade de condugio
canais de Na, 1.2

@ Desmielinizagio @ Troca (reversa) de ifes sédio por iBes calcio

Na~ MNa* o Na° Ma* Ma® Na®
PR a Ca¥
Mielina \ / \ /
i /A
Axénio CRQ— | Na* Ca* i : Il\la’
A
1Y
AR, ) O
Na X Na ‘ ?,/
MNa Ma Ma~ Na® o

@ Aumento naexprasso de canaisde Na, 1.6 Acumulagio intra-axonalde Calde = >V /

afluxo constante deifassadio

Figura 4 — Papel dos diferentes padrdes de expressdo de canais de sédio Na, 1.2 e Na, 1.6 na

lesdo axonal
A existéncia de diferentes padrdes de expressdo de canais de sddio Na, 1.2 e Na, 1.6 ao longo dos axénios sugere também a existéncia de
diferentes papeis.

a) A seguir a desmielinizagdo (1) canais Na, 1.2 sdo expressos difusamente (2) ao longo dos axdnios e permitem a recuperagdo do
potencial de acgdo de condugdo (3).

b) A expressdo dos canais de Na, 1.6 é “upregulated” em alguns axdnios a seguir a desmielinizagdo (1). Além de permitirem
rapidamente a produgdo de correntes de activagdo e inactivagdo estes canais permitem também uma corrente permanente de
sédio (2) que leva a troca de ides sddio por iGes calcio (3), acumulagdo de calcio intra-axonal (4) que despoleta cascatas
secundarias e lesdo axonal.

Fonte: [38]. ©2004 National Academy of Sciences USA.

DISSERTAGAO PARA MESTRADO DE ANALISES CLINICAS 17


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T1K-4DBJVD1-4&_user=2460038&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000057398&_version=1&_urlVersion=0&_userid=2460038&md5=d8b28254d820835659b8e9d09e31e6fb#bib38�

No estudo da patologia desta doenca ndo podemos ainda ignorar a existéncia de alteracoes
a nivel mitocondrial. Nas placas de EM cronica activa, verifica-se uma reducdo da
actividade do Complexo | [50]. A nivel do cortex sdo, observa-se uma reducdo dos
complexos | e Ill, que pode levar a uma reducédo de producdo de ATP nos ax6nios ndo

mielinados [51].

Um terceiro factor que pode estar envolvido na patofisiologia desta doenga (além da
desmielinizacdo e da lesdo axonal) é a falha na remielinizacdo, possivelmente devido a
falha dos OPC (células precursoras de oligodendrdcitos) [52].

1.3 O FERRO E SEUMETABOLISMO

O ferro é um elemento fundamental no metabolismo dos mamiferos, dada a sua
capacidade de captar e ceder electrdes. Essa caracteristica torna este elemento Gtil em
moléculas como a hemoglobina, mioglobina, citocromos, e varias enzimas “ndo-heme”. No
entanto esta mesma propriedade pode resultar numa cedéncia de electrbes ao oxigénio,
levando a formacdo do anido superoxido (O°) e de radicais hidroxilo (OH®*), fortemente
reactivos, capazes de reagir com moléculas bioldgicas como DNA, proteinas e lipidos. Por
conseguinte, a regulacdo deste elemento no organismo € essencial para a manutencéo da

saude do mesmo.
1.3.1 Absorc¢ao do ferro

Diariamente sdo absorvidos e excretados cerca de 1-2 mg de ferro. A absorcdo ocorre

predominantemente no duodeno e do jejuno superior.
1.3.1.1 Transporte do ferro através da superficie apical do enterdcito

O ferro necessita de atravessar a membranas apical e basal do epitélio intestinal de forma
a alcancar o compartimento plasmatico. O ferro que esta presente nos alimentos,
sobretudo em carnes vermelhas, alguns legumes e lacticinios, ocorre sobretudo na forma
de Fe(l1l) ou integrado num composto Heme. Existem evidéncias de que o heme pode ser
transportado para citosol do enterdcito por um transportador especifico, embora
actualmente ele ainda néo esteja identificado [53, 54].

O ferro elementar da dieta € solubilizado no pH &cido do lumen géstrico e duodenal. Para
atravessar a membrana apical dos enterdcitos o ferro necessita de ser reduzido de Fe(lll) a
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Ferro(ll). Esta reducdo € alcancada pela intervencdo de pelo menos uma ferriredutase
conhecida, a DCYTB, que medeia o transporte de electrbes entre o NADP do citosol parao
Fe(lll) extracelular. Este Fe(ll) é seguidamente internalizado por uma proteina
transportadora (DMT1). Esta DMT1 € a Unica proteina conhecida que internaliza o Ferro e
pertence a uma familia de proteinas denominada “natural resistance —associated
macrophage protein (Nramp)”. Existe na membrana do poélo apical dos enterdcitos do
intestino delgado e nos endossomas dos restantes tipos celulares. Transporta ndo s6 o
Fe(ll) mas também outros metais divalentes como o zinco, cobalto, manganés, cadmio,

cobre, niquel e chumbo através de um “proton-coupled mecanism”.

1.3.1.2 Transferéncia do ferro do enterdcito para o plasma

O ferro absorvido no enterocito é armazenado por uma proteina citosolica, a ferritina, ou €
transferido para o plasma por uma outra proteina, a ferroportina (figura 5). A ferroportina
€ 0 unico exportador de ferro que se conhece e é encontrado em todo o tipo de células
onde este mecanismo de passagem do ferro para o plasma se desenrole, nomeadamente
nas células da mucosa duodenal, macréfagos e células da placenta. Nos macrofagos, esta
proteina é necessaria para o processamento do ferro proveniente dos eritrécitos
fagocitados. E uma proteina com um peso molecular calculado de aproximadamente 67
kDa, possuindo 12 dominios transmembranares e parece funcionar como um dimero [55].
Dada a sua homologia com algumas cobre-oxidases conhecidas como a ceruloplasmina e a

hefestina, supde-se que também a ferroportina transporte o ferro na forma de Fe(ll).

A hefestina, é uma multi-cobre oxidase que existe na membrana basolateral do epitélio
intestinal de absorcdo. E uma ferro-oxidase e converte Fe(l1) em Fe(l11). A auséncia desta
proteina inibe as células de exportarem o ferro, que permanece na mucosa, ligando-se a

ferritina.
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Figura 5 - Transporte de ferro através do enterocito.

O ido férrico (Fe(lll)) da dieta é convertido em ido ferroso (Fe(ll)) por uma ferroreductase (DCYTB) localizada na
membrana apical dos enterdcitos da mucosa duodenal. Este Fe(ll) é entdo transportado para dentro do
enterdcito através de uma proteina transportadora de metais divalentes (DMT1). Aqui, é incorporado numa
proteina citosélica de armazenamento de ferro — a ferritina — ou é transportada por outra proteina — a
ferroportina - para o plasma através da membrana basolateral do enterdcito. Este Fe(ll) é entdo convertido em
Fe(Ill) por uma ferroxidase associada a membrana — a hefestina.

Transporte do Ferro para fora da célula mediado pela Ferroportina. O ferro dos enterdcitos bem como o dos
macréfagos proveniente da reciclagem dos eritrocitos é transportado para for da célula (exportado) pela
ferroportina.
a) Nos macrdfagos o Fe(ll) sendo imediatamente convertido em Fe(lll) pela glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-ligada & ceruloplasmina uma ferroxidase associada a membrana.
b) Nos enterdcitos o Fe(ll) é exportado pela ferroportina e é entdo convertido em Fe(lll) pela hefestina.

1.3.1.3 Fornecimento do ferro aos tecidos

O ferro que é exportado para o plasma liga-se a uma proteina transportadora, a

transferrina, uma glicoproteina de 80 kDa, sintetizada no figado, testiculo, retina e
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cérebro. Esta proteina tem duas fungbes primordiais, transporte de ferro e

encaminhamento do ferro para os tecidos através de um receptor de transferrina.

Ao pH fisioldgico do plasma, cerca de 20-30% da transferrina encontra-se ligada ao ferro
sob a forma de Fe(lll). Esta ligacdo requer no entanto a presenca de um anido

(normalmente o carbonato), que sirva de ponte entre a transferrina e o Fe(lll).

Este ferro plasmético é internalizado nas células através de receptores de transferrina
existentes nas membranas celulares. Sdo dois, os tipos de receptores de transferrina
conhecidos. O Receptor da transferrina 1 (Rtrl) é expresso em todas as células com
capacidade de divisdo celular, sobretudo nas linha eritroide jA que o eritrdcito que tem
uma necessidade de ferro acrescida [56]. Quando estes eritrécitos morrem (o0 seu tempo
de vida na espécie humana ronda os 120 dias), sdo fagocitados por macréfagos, onde séo
degradados nos lisossomas. O ferro libertado do heme vai para o citosol do macréfago
onde pode ser armazenado ligando-se a ferritina, ou é exportado pela ferroportina. O
receptor da transferrina 1 (Rtrl) é um homodimero constituido por duas sub-unidades
transmembranares ligadas por pontes disulfidricas [56]. O terminal N esta posicionado na
porcdo intracelular e a terminagdo C na porcao extracelular onde se liga a uma molécula
de complexo Transferrina-Fe(l1l1) [57]. A internalizacdo do ferro pelo Receptor da
transferrina (Rtrl) é o principal mecanismo pelo qual o ferro chega as células dos tecidos
periféricos. Apos a ligacdo ao Rtrl, o complexo Transferrina-Fe(lll) — Rtrl sofre
endocitose mediada por receptores especificos, através de poros revestidos por uma

proteina - claritrina (Figura — SSS).

A vesicula que se forma neste processo (um endossoma) é acidificada por bombas de H*
(ATP dependentes) que baixam o pH a 5.5. Esta modificacdo no pH, induz modifica¢des
conformacionais nas moléculas da transferrina-Fe(lll) e do Rtrl cuja consequéncia é a
libertacdo do ferro [58, 59]. Este ferro é reduzido a Fe(ll) por uma ferroredutase
denominada STEAP3 e transportado para o citosol por DMT1 endoss6mico, onde pode ser
armazenado incorporado na ferritina em células néo eritroides ou hemoglobina nas

células eritroides.
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Figura 6 - Endocitose do complexo ferro,transferrina e receptor de transferrina

A transferrina plasmatica (Tf) tem grande afinidade pelo Ferro(lll) ligando-se a ele. A
pH neutro (7.2) no plasma, a Tf-Fe(lll) liga-se ao receptor de transferrina (TfR)
existente nas superficies das células. Este complexo Tf-Fe(lll)-TfR é internalizado por
um processo de endocitose mediado por receptores, neste caso através de pogos
(aberturas) revestidas por “clathrin”. Esta vesicula internalisada (endossoma) é (pH
5.5) por ac¢do de H+ATPase. A medida que o pH no endossoma diminui a estrutura
do complexo Tf-TfR modifica-se e o Fe(lll) é libertado da transferrina O Fe(lll) é
convertido em Fe(ll) pela reductase endossomica STEAP3 e é entdo transportado
para fora do endossoma para o citosol por um transportador de metais divalentes
(DMT-1). O Fe(ll) pode entdo ser armazenado na ferritina (nas células ndo eritroides)
ou incorporado na hemoglobina (nas células eritroides). O complexo Tf-TfR sofre
entdo exocitose por um endossoma que recicla a transferrina.

O complexo Apotransferrina-Rtrl é estavel no pH acido endossomal e € eliminado por
exocitose deste endossoma. No pH fisiolégico do plasma a apotransferrina dissocia-se do

Rtrl e fica apta a ligar-se novamente a dois atomos de ferro(ll1) [60, 61].

O Receptor da transferrina 2 (Rtr2) é expresso primariamente no figado e a sua ligagdo ao
complexo Transferrina-Fe(l11) é muito mais débil que a do Rtrl.

Alguns estudos sugerem a existéncia de mecanismos de transporte do ferro independentes

da transferrina, que actuam quando esta ndo esta presente ou quando esta saturada.
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Foram propostos alguns desses mecanismos para 6rgaos como o figado [62] e o coragdo
[63, 64], como por exemplo a acumulacdo de ferro no coracdo nas cardiomiopatias por
sobrecarga de ferro ser fruto da passagem de ferro(ll), promovida por um transportador
de catibes (“Divalentes L-type voltage-dependent Ca2+ channel (LVDCC)), ou o papel de
um transportador pertencente a familia de transportadores de zinco SLC39A, o Zip 14,
abundantemente expresso no tecido hepatico.

Nas células, o ferro que ndo é necessario no imediato para as fun¢gdes metabdlicas da
mesma, é armazenado numa proteina especifica, a ferritina. Esta, € uma proteina
multimérica de vinte e quatro sub-unidades constituidas por dois tipos de cadeias
polipeptidicas, denominadas por H (de “Heavy” ou “Heart™) e L (de “Light” ou “Liver”)
[65]. Cada uma destas subunidades é codificada por um gene diferente. O Ferro(ll) que
chega a ferritina é oxidado pela prépria proteina de molde a poder ser armazenado no seu
core sob a forma de ferro(lll). A capacidade oxidativa da ferritina é devida a subunidade
H. A molécula da ferritina pode variar em funcéo da diferente composi¢éo em cadeias H e
L e esta varia consoante o tecido em que ela é expressa (por exemplo, o figado e o bago sdo
orgédos onde a subunidade L existe em grande quantidade enquanto no coracdo predomina
asubunidade H).

1.3.1.4 Homeostase do ferro

A regulacdo da absorcdo e armazenamento do ferro € conseguida por mecanismos de
regulacdo de transcricdo e pos-transcricdo. Esta regulacdo pode ser activada por factores
de diferenciacdo e citoquinas. As subunidades de ferritina e os receptores de transferrina

podem ser regulados por mecanismos de pos-transcricdo e as denominadas “ iron

regulatory proteins” — proteinas reguladoras do ferro ( PRFs) [66].

Quando a concentragdo de ferro estd diminuida, as PRFs ligam-se a por¢cdes de RNAmM
denominadas “iron regulatory elements” — elementos reguladores do ferro (ERFs) que
comandam a expressdo de proteinas que intervém na regulacédo do ferro, como a ferritina
e Rtr (Figura 7). A ligagdo das PRFs as ERFs na terminacdo 5~ do RNAmM impede a
transcricdo do mesmo, enquanto que a ligacdo na terminacdo 3 estabiliza 0 RNAmM e

impede a sua degradacdo. Foram identificadas pelo menos duas PRFs.

A DMT1 e a ferroportina possuem ERFs com terminacgdo 57, tendo sido demonstrado que

o ferro induz a producéo de ferroportina nos macroéfagos [67].
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Figura 7 - Regulagdo da producgdo do receptor de transferrina (Rtr) e ferritina ao nivel do mRNA

A produgdo do receptor de transferrina (Rtr) e ferritina é regulada ao nivel do mRNA por proteinas
reguladoras do ferro (PRF), que se ligam a “iron response elements” (ERF) na terminagdo 3'- and 5' ndo
transcritas do respectivo mRNA. a. Na deficiéncia de ferro, a PFR liga-se ao ERF, protegendo o Rtr mRNA
da digestdao por nucleases e evitando a sintese de ferritina. b. Quando o ferro é abundante, o PFR
modificado n3o se liga ao ERF — no PFR1 o local de ligagdo do ERF esta bloqueado por um “cluster” 4Fe-4S
(rectangulo verde) enquanto no PFR2 a proteina é marcada para destruicdo no proteossoma — permitindo
assim que o Rtf mRNA seja destruido e que a ferritina seja sintetizada.

Adaptado de: Zecca, L., et al., Iron, brain ageing and neurodegenerative disorders. Nat Rev Neurosci,
2004. 5(11): p. 863-73.

Um elemento chave na regulacéo do ferro sistémico é a hepcidina. Este péptido sintetizado
fundamentalmente a nivel hepético, codificado pelo gene HAMP, pertence a familia das
defensinas e regula a entrada de ferro para o plasma. [68-71]. A forma activa deriva de um
precursor com 84 aminoéacidos e é composta por 25 aminoécidos contendo 8 residuos de
Cisteina. [72].

A hepcidina impede a passagem de ferro para o plasma. Ligando-se a ferroportina, induz a
sua fosforilacdo, internalizacdo, ubiquitinizacdo e degradacdo em lisossomas [73, 74]. A
remocdo das moléculas de ferroportina da superficie das células impede a saida do ferro,
aumentando a sua concentracdo no citosol e a sua incorporacédo na ferritina [75]. E esta a
interaccdo da hepcidina e da ferroportina que explica a regulacdo do ferro a nivel
sistémico.
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Regulacio positiva da hepcidina

A sintese de hepcidina é controlada a nivel do processo de transcricdo e este pode ser

modulado por processos inflamatérios, anemia, hipoxia, e reserva de ferro [76].

Em condi¢Bes normais, a expressdo da hepcidina é mediada pelas “biding morphogenetic
proteins” (BMPs) e pela via bioguimica SMAD4 . A ligacdo destas BMPs a receptores de
BMP especificos, activa a fosforilacao de receptores de SMAD (R-SMADS) no citosol. Estes
complexos de R-SMAD e SMAD4 fosforilados activam a transcricdo do gene HAMP e

consequente sintese de hepcidina [77, 78].

Nos estados inflamatdrios a regulacdo da transcri¢cdo da hepcidina ocorre por um outro
mecanismo. Aqui, a indugdo da transcricdo € conseguida pela intervencdo da
Interleuquina-6 (IL-6) e possivelmente de outras citoquinas no hepatécito. A ligacdo de
IL-6 ao seu receptor na membrana citoplasmatica induz a activacdo do factor
transcricional STAT3 que se liga ao promotor do gene HAMP e despoleta a producéo de
hepcidina [79].

Regulacdo negativa da hepcidina

A producéo de hepcidina pode ser também inibida. Por exemplo, em condig¢des de hipoxia
diminui a sintese de hepcidina levando ao aumento da concentracdo de ferro plasmatico
[80]. O estimulo fisiolégico e molecular que aparentemente predomina neste controlo
negativo da hepcidina vem da linha celular eritroide. Uma eritropoiese deficiente leva ao
aumento de células imaturas, capazes de produzir um factor de diferenciacdo celular
(GDF15). A ligacao desta citoquina ao seu receptor especifico, parece inibir a transcrigdo
do HAMP e induzindo assim a saida de ferro do hepatécito para o plasma,

independentemente das reservas hepaticas do mesmo [81].

DISSERTAGAO PARA MESTRADO DE ANALISES CLINICAS 25



# Activagido Transcricional b ' Repressdo transcricional

[

La-HIY
- e Eritropoiese ineficaz
¥ rd

BRAF a6 GDES
- W — L )
BMPR 4 TR S EED ‘l ILER W GDRSR
[ Shan0s | ) /

[ReshnDd ()

<

: V-
HAMEF = HAMP

Promotor Fromotor
& v
Miceo Mideo
Hepatdcito Hepatdcito
Hipdxia

Figura 8 - Regulagdo molecular da produgdo de hepcidina

A expressdo de hepcidina pode ser regulada de diversas formas

a) A transcricdo de gene HAMP que codifica a hepcidina depende de impulsos que chegam via
receptores “bone morphogenetic proteins (BMPs) e a juzante por factores de transcri¢do de
SMAD. A activagdo dos receptores de superficie celularesde BMP ( BMPRs) pelas BMPs leva ao a
fosforilagdo de receptores SMAD ( R-SMADs), que dimerizam com SMAD4. A Haemojuvelina ( HJV)
ligada a membrana funciona como um co-receptor dos BMPs, aumentando a eficiéncia da
interacgdo dos BMP com o seu receptor. O heterodimero R-SMAD4-SMAD4 a nivel nuclear induz a
transcrigdo do gene HAMP. HJV soluvel liga-se ao BMP e consequentemente bloqueia a activagao
do BMPRs ( ver cruz vermelha) e a posterior expressdo de hepcidina. Citoquinas inflamatdrias
como a ilnterleuquina-6 (IL-6) ligam-se a receptores de IL-6 activando a transdugdo de sinal a
transcrigdo de 3 (STAT3), que se liga ao gene promotor HAMP e induz a expressdo de hepcidina. A
activacdo de STAT3 requer a presengca de SMAD4. O receptor de transferrina-2 (TfR2) e HFE
funcionam a montante do SMAD4 activando o gene promotor HAMP, possivelmente através de
um sinal independente ou afectando a transdugdo de sinal pelo BMPR

b) Em condigBes de hipoxia o factor induzivel por hipoxia (HIF)-1/2 factor de transcri¢do liga-se ao
gene promotor HAMP e bloqueia a expressdo de hepcidina. Uma eritropoiese ineficaz resulta em
niveis elevados de factor de diferenciagdo-15 (GDF-15), que se liga a receptores da familia de
receptores de TGFB designados como receptores GDF15 (GDF15R) e induz um pathway de
sinalizagdo que a transcrigcdo do gene HAMP.

Adaptado de : De Domenico, I, D. McVey Ward, and J. Kaplan, Regulation of iron acquisition and storage: consequences for iron-linked

disorders. Nat Rev Mol Cell Biol, 2008. 9(1): p. 72-81.
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1.4 FERRO, ENVELHECIMENTO CEREBRAL E NEURODEGENERACAO

E consensual que ao longo da vida se verifica uma acumulagéo de ferro a nivel cerebral.
Estudos radiologicos e de anatomia patoldgica evidenciam este facto, que pode ser
observado desde os 6 meses de vida. A quantidade de ferro no tecido cerebral aumenta
durante as trés primeiras décadas de vida, estabiliza nas trés décadas seguintes e aumenta
gradualmente a partir dos sessenta anos de idade. Este aumento pode ser o resultado de
uma alteracdo na vascularizacdo de regides cerebrais que é observado no envelhecimento

ou em doencas neurodegenerativas [82, 83].

3

Esta deposicdo de moléculas que contém ferro ndo é homogénea e da-se
preferencialmente em regibes relacionadas com o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson. Areas especificas
como o putamen e substancia “nigra” mostram um aumento na concentragdo de ferro,
enguanto em outras areas como no “locus ceruleus”, esse aumento ndo é significativo
(Figura 9) [82].

43 anos 60 anos 84 anos 84 anos

Figura 9 - Perfil de alterag6es morfoldgicas observadas em doentes com EM por MRI
Imagens de MRI ponderadas em T2 “Fast spin-echo” (T2WI) da esquerda para a direita, ilustram a aparéncia dos ganglios basais e
talamo (T) em individuos saudaveis. Estas imagens séo tipicas das alteracdes relacionadas com a idade que se encontram no nucleo
caudado (*_) e putamen (P), e que séo agora indistintas no “globus pallidus” (seta) em T2WI. T2WI de uma mulher de 43 anos de idade
mostra iso-intensidade do talamo (T) putamen (P) e nucleo caudado(_*), consistente com um contetdo baixo de ferro. No entanto o
“globus pallidus” (seta) mostra uma hipo-intensidade marcada consistente com um alto contetdo de ferro, que é normal para a idade,
apesar de haver um bom contraste na imagem do “globus pallidus” quando comparado com outros “deep gray nuclei”. T2WI de uma
mulher de 60 anos de idade, mostra que o aspecto posterior do putamen (P) é Hipo-intenso devido ao envelhecimento normal e mostra
intensidade similar em relagéo ao “globus pallidus” (seta). Uma mulher de 84 anos de idade mostra hipo-intensidade marcada do “
caudate” e putamen (P) que é indistinguivel do “globus pallidus” (seta) em T2WI. Note-se que mesmo com esta idade o talamo (T)
permanece iso-intenso em T2WI. Estas estruturas permanecem isointensas o T1WI (imagem da direita).

Fonte: Stankiewicz, J.M. and S.D. Brass, Role of iron in neurotoxicity: a cause for concern in the elderly? Curr Opin Clin Nutr Metab

Care, 2009. 12(1): p. 22-9.
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A ferritina constitui a principal forma de armazenamento de ferro no cérebro. Estudos
recentes mostraram que as concentracBes de H- ferritina no cértex frontal, putamen,
nucleo caudado, substancia “nigra” e “globus pallidus” de individuos idosos (67 — 88 anos)

sdo mais elevadas do que na populacéo utilizada como controlo (27 — 66 anos) [84, 85].

No lobo parieto-occipital do cortex cerebral observa-se um aumento com a idade, da
ferritina e da expresssdo da heme-oxigenase-1 (enzima limitante de origem microssomal,
na degradacdo do heme), enquanto que no hipocampo apenas se verifica 0 aumento da
heme-oxigenase-1. Esta enzima é encontrada em células da glia e em neurdnios ao
contrario da ferritina que se observa apenas na glia. O aumento da concentracdo de heme-
oxigenase-1 pode ser um dos factores que contribui para a susceptibilidade deste tecido ao

stress oxidativo em pessoas idosas [86].

Comparando individuos na faixa dos 60-90 anos com outros na faixa dos 28-49 anos,
observa-se que, quer a coloracdo do ferro nos astrdcitos e microglia do cortex, cerebelo,
hipocampo, génglios basais e amigdala, quer a imunoreactividade a ferritina sdo
marcadamente mais fortes nos primeiros que nos individuos mais jovens. Os
oligodendroécitos sdo as células que exibem maior quantidade de ferro, ferritina e
transferrina, embora nestas células, a concentracdo destas moléculas néo se altere com a
idade [87].

Existem varios mecanismos pelos quais o ferro atravessa a barreira hemato-encefalica
(BHE). O mais comum recorre aos receptores de transferrina existentes nas membranas
celulares do endotélio capilar cerebral, que captam o complexo ferro(lll)-transferrina e
promovem a sua endocitose, embora outros mecanismos possam ser utilizados, tais como,
transportador de metais divalentes ou o receptor de lactoferrina [88, 89]. Aceita-se que a

guantidade de ferro que entra nas células e ai é armazenada, é condicionada

primordialmente pelo nimero de receptores de transferrina existentes nas células [88].

Uma pequena quantidade de ferro pode entrar no cérebro através do plexo coréide. Aqui,

0s astrocitos estdo intimamente ligados ao endotélio pelos denominados® “pés

astrociticos” que estardo envolvidos na regulacédo deste processo.

O ferro liberta-se entdo da transferrina para o espaco intersticial e liga-se a citrato,
adenosina trifostato (ATP), ou &cido ascérbico. Esta parece ser a fonte de Ferro(lll) no
cérebro, enquanto que o Ferro(ll) parece ser secretado a partir dos neurdnios e
oligodendrocitos.
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Podemos no entanto encontrar neste espaco, ferro ligado a transferrina sintetizada nos
ventriculos.

Figura 10 - Um modelo para absorgdo e excregdo de

ferro neuronal.

Uma extremidade astrocitica ( pé-astrocitico) relaciona-
se intimamente com o neurdnio. Apds a ligagdo do
Ferro a transferrina, este é transportado para dentro do
neurdnio neste complexo O endossoma formado neste
processo contém a proteina “divalent metal transporter
1” (DMT1) que facilita o transporte do ferro através da
membrana do endossoma até ao citosol, ao mesmo
tempo que bombeia protdes para o endossoma.

Os astrocitos contém ceruloplasmina, capaz de oxidar o
ferro(ll) a ferro (l11). O Ferro (lll) é capaz de entrar no
neurdnio incorporado em compostos de baixo peso
molecular como citrato ou ATP. O neurdnio expressa o a
proteina exportadora de ferro, ferroportina, que elimina
o ferro da célula. No intersticio existe dcido ascérbico
que ligando-se ao Ferro(lll) eliminado o neutraliza.

Fonte: : stankiewicz, J.M. and S.D. Brass, Role of iron in
neurotoxicity: a cause for concern in the elderly? Curr Opin Clin Nutr
Metab Care, 2009. 12(1): p. 22-9.

Os neuronios possuem receptores de transferrina e DMTL1. Presume-se que neuronios
deficientes em ferro “upregulate” estes receptores de transferrina e consequentemente
promovam a entrada deste ferro nos mesmos. E curioso que este fenémeno de aumento
dos receptores de transferrina em caso de deficiéncia de ferro, ocorre apenas nos
neuronios ndo se verificando 0 mesmo, como seria expectavel, nos capilares endoteliais do
cérebro [90-92]. Os neurdnios podem ainda absorver ferro ndo ligado a transferrina,

embora o mecanismo envolvido nesse processo ndo seja ainda conhecido.

No sentido contrario, a regulacdo da quantidade de ferro intra-neuronal parece ser
alcancada pela eliminacéo do ferro ndo utilizado num processo mediado pela ferroportina,

proteina que parece ter uma distribuicdo ubiquitaria nos tecidos cerebrais.

Os astrdcitos e oligodendrocitos s6 conseguem absorver ferro ndo ligado a transferrina, ja

que ndo possuem receptores para a mesma.

Embora os mondcitos e macrofagos contenham ferro, essencial para a sua funcgéo, as

células da microglia raramente contém ferro e ndo contém ferroportina.

Embora a principal forma de armazenamento do ferro seja a ferritina, este pode aparecer

também ligado a outras moléculas como a neuromelanina, uma molécula proveniente da
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oxidagdo de catecois citosolicos que ndo foram reabsorvidos e acumulados em vesiculas

pos-sinapticas, ou a hemosiderina.

1.4.1 Toxicidade do ferro

Foi j& demonstrado “in-vitro” que a acumulac¢do de ferro livre nas células induz o
aparecimento de dano celular. O ferro armazenado na ferritina é considerado como n&o
nocivo porque a sua inclusdo no core da molécula de ferritina inibe a sua reactividade.
Quando este factor de proteccdo se altera por diminuicdo da quantidade de ferritina
disponivel ou pela sua degradacéo, o ferro livre revela-se altamente toxico para a célula.
De facto, o ferro convertido em hemosiderina e outros oxihidroxiderivados é mais
reactivo, ja que troca electrdes mais facilmente com as moléculas com que interage,
podendo desta forma iniciar um processo de producédo de radicais livres. Por seu lado,
estes radicais livres altamente reactivos podem lesar moléculas tdo diversas e vitais para o
normal funcionamento da célula como DNA, lipidos e proteinas, levando em ultima

instancia a morte celular.

Toda a espécie capaz de existéncia independente e que contém um ou mais electrdes nédo-
emparelhados é denominada radical livre. Como exemplo temos o anido superéxido(O*),
radical hidroxilo (*OH) e éxido nitrico (*NO). Existem também espécies reactivas do
oxigénio ndo-radicais (sem electres emparelhados), oriundas do metabolismo do
oxigénio, como peroxido de hidrogénio (H20-), singleto oxigénio (0O*), &cido hipocloroso
(HOCI) e 0zénio (0s).

Em condigdes fisioldgicas normais existe um equilibrio entre a formacdo de espécies
reactivas ao oxigénio (EROs) e a sua eliminacdo através de mecanismos de defesa
antioxidante. Quando ha um desequilibrio entre a producéo e a eliminagdo com tendéncia

para um predominio de producéo diz-se que existe stress oxidativo.

Radicais livres podem ser formados a partir da clivagem de uma ligacdo covalente entre

dois atomos quando cada &tomo recebe um electrdo cada:
AB —» A°*+B°
Ou por reacgOes de transferéncia de electrdes:

AB* — 5 A+B
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Uma vez formado o radical, ele pode reagir com moléculas, radicais ou ndo-radicais, em

larga escala.

Na figura 11 estdo representados varios processos bioquimicos através dos quais ha

fomacéo de radicais livres no organismo. NADPH
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Figura 11 - Processos bioquimicos de formagdo de espécies reactivas ao oxigénio e lesdo tecidular

Reacgdo 1: O anido superoxido (0™,) é formado por um processo de redugdo do oxigénio molecular mediado por oxidades de NAD(P)H e da
xantina, ou por processos ndo enzimaticos de oxidagdo-redugdo como por exemplo o da semi-ubiquinona a nivel da cadeia transportadora
de electrdes na membrana mitocondrial. Reacgdo 2: O anido superoxido é dismutado pela enzima superoxido-dismutase (SOD) e convertido
em perdxido de hidrogénio. Reacgdo 3: A enzima glutationa peroxidase(GPx) reduz o H,0, em O, e H,0, utilizando como dador de electrées
a glutationa (GSH). Reacgdo 4: A glutationa oxidada (GSSH) é reduzida a glutationa pela enzima glutationa reductase (Gred) que utiliza o
NADPH como dador de electres. Reacgdo 5: Alguns metais de transicdo ( Fe*’, Cu”, ... ) podem reagir com H,0; originando radicais hidroxilo
("OH) (reac¢do de Fenton). Reacgdo 6: O "OH é capaz de capturar um electrdo de moléculas de lipidos polinsaturados (LH) originando um
radical livre ( electrdo no carbono) (L°). Reacgdo 7: O radical livre lipidico pode interagir com o O, e originar um radical peréxido (LOO"). Se
este radical peréxido ndo for eliminado por antioxidantes pode dar origem ao processo de peroxidagao lipidica ( reac¢des 9-12 e 13-15).
Reacgdo 8: Hidroperoxidos lipidicos pode reagir com Fe* para originar radicais alkoxi (LO")ou reagir mais lentamente com o (5 para originar
radicais peroxidos (LOO"®). Reacgdo 12, 16, 17 : O MDA reage com bases de citosina, adenina e guanina.

Adaptado de: : Valko, M., et al., Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology,
2007. 39(1): p. 44-84.



A neurotoxicidade do ferro pode advir da sua capacidade de produzir “Espécies Reactivas
ao oxigénio” (ERO) atraves da oxidacao do peréxido de hidrogénio (HOOH) via reaccéo de

Fenton. Os produtos desta reaccao sao Fe(l11), OH- e o radical OHe.

O cérebro é um érgao particularmente sensivel a processos de stress oxidativo por varios
motivos; tém uma capacidade reduzida de regeneracdo celular em comparagdo com outros
orgdos, o consumo de O é muito elevado (cerca de 20% do total de O, utilizado), os
proprios neurotransmissores cerebrais (ex: dopamina, levodopa ou noradrenalina) sdo
oxidaveis e os lipidos polinsaturados existentes no cérebro sdo extremamente sensiveis a
peroxidacao lipidica. Os produtos desta reac¢do (radicais livres organicos) podem por sua
vez reagir, originando novos radicais livres, dando assim origem a um ciclo vicioso de

producédo de EROs e lesdo das estruturas celulares.

A presenca de ferro livre é assim um risco para a célula podendo ter uma acc¢éo directa,
resultando numa maior susceptibilidade da célula a toxinas ou outros processos

patoldgicos podendo em dltima instancia resultar em fendmenos de apoptose.

1.4.2 Mecanismos de protec¢ao de lesoes induzidas pelo Ferro

Existem no cérebro mecanismos de proteccdo contra estes EROs e radicais livres, que sdo

produzidos mesmo em condic¢des normais pelo metabolismo celular.

De facto o organismo desenvolveu diferentes tipos de defesas antioxidantes, que podemos
categorizar em enzimativas, ndo enzimaticas.

Como defesa enzimaticas temos enzimas como a superéxido dismutase (SOD), catalase
(Cat), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa reductase (GR). A defesa primaria contra o
anido superoxido é dada pela superéxido dismutase (SOD), a qual eficientemente catalisa
a conversdo de dois O, - em H20, e O.. Existem trés diferentes formas de SOD: citosotlica
Cu/ZnSOD, mitocondrial MNnSOD e uma forma de alto peso molecular em fluidos
extracelulares. O H.O, formado por dismutacdo de O~ ou gerado por actividade
enzimética é reduzido por uma cooperacdo de catalase e GPx. A acg¢do da catalase
decompde H20. em H>O e O,. A GPx catalisa ainda oxidagdo de glutationa (GSH) em
GSSG utilizando perdxidos como fonte de electrdes e permitindo assim a eliminagéo quer

de H20- quer de perdxidos lipidicos.
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A relacdo entre glutationa reduzida e glutationa oxidada € mantida pela accdo da

Glutationa reductase (GR) que catalisa a reaccao:
GSSG + NADPH + H*— 2GSH +NADP+.

Os sistemas de defesa ndo enzimaticos estao envolvidos na protec¢do contra propagacao

de reaccdes oxidativas em cadeia.

Um deles é a Glutationa, que no seu estado reduzido reage com o perdxido de hidrogénio e
origina Glutationa oxidada, agua e &lcool. Impede assim, a reac¢do do ferro com o
peréxido de hidrogénio (entre outros) e a consequente formacdo de EROs e radicais livres
[93].

Outra molécula protectora € a Vitamina E (a-tocoferol), que actua doando um electréo a

EROs tornando-os assim menos reactivos [94].

Podemos ainda referir uma série de outras moléculas com este papel como a coenzima Q

reduzida (ubiquinol), &cido ascorbico, bilirrubina e &cido urico.

A sequestracdo de iBes metalicos e proteinas transportadoras, como a hemopexina e
haptoglobulina (heme-livre e heme-proteinas), ferritina, transferrina, lactoferrina,
ceruloplasmina e albumina, também funciona como mecanismo protector ndo enzimatico.
A ceruloplasmina é de especial interesse, dado que ligando-se ao cobre, impede a sua
actividade como catalisador de reacc¢es e também funciona como uma ferroxidase para
Fe(ll).

1.4.3 Ferro e doencgas neuroldgicas

O papel da deposicéo de ferro no SNC, tem vindo a ser estudado com mais interesse nesta
ultima década. Parece estar assente que esta deposi¢cdo ocorre numa variedade de

patologias neuroldgicas:

Esclerose Multipla [95]

Neurodegeneracdo com acumulacgéo de ferro no cérebro [96]
Doencga de Huntington [97]

Doenca de Alzheimer [98]
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Doenca de Parkinson [98]

Neuroferritinopatia [99]

Aceruloplasminemia [100]

Enfarte Isquémico (Ischemic stroke) [101]
Enfarte hemorragico (Haemorrhagic stroke) [102]
Ataxia de Friederich [103]

Né&o esta no entanto clarificado se esta deposi¢cdo é meramente um epifenémeno ou se

efectivamente contribui ou esta na origem destas patologias.

Podemos distinguir dois tipos de processos patoldgicos neurodegenerativos relacionados
com o ferro: agueles que resultam da acumulacdo de ferro em regides especificas do
cérebro e outros que resultam de alteragbes do metabolismo do ferro ou da sua
homeostasia. Frequentemente estes processos implicam alteracbes a nivel proteico que
podem originar fenébmenos de “misfolding” e agregacé@o de proteinas, levando a formagao
de corpos de inclusdo intracelulares que sdo a marca caracteristica da patologia observada
nos estudos po6s-mortem[2].

O aumento do ferro cerebral pode ser causado por exemplo pela degradacédo do heme pela
Heme-oxigenase-1 que assim induziria o inicio de stress oxidativo [104].

1.4.4 Ferro e Esclerose Multipla

Estudo histolégicos “p6s-mortem”em cérebros humanos, estudos de MRI “in-vivo” e
estudos experimentais em modelos animais com EAE (Encefalopatia experimental

autoimune) comprovaram uma relacédo entre depdsitos de ferro e a presenca de EM.

Em estudos de MRI de doentes com esta patologia encontraram-se comparativamente a
populagBes controlo, alteragbes sugestivas de depésitos de ferro em areas de substancia
cinzenta, nomeadamente no nucleo rubro, tdlamo, ndcleo dentado, nucleo lentiforme,
nucleo caudado, e cortex rolandico. Estas alteragfes, nomeadamente a hipointensidade
em T2 na matéria cinzenta, eram mais acentuadas em doentes com EMSP do que em

doentes com EMER [82, 105-109]. Numerosos estudos relacionam a hipointensidade em
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T2 observada por MRI com manifestacdes clinicas na EM, nomeadamente com

capacidades motoras [110] e cognitivas [107].

Por outro lado, existem também algumas evidéncias em estudos animais, de que terapias
de quelatacgdo trazem alguns beneficios na atenuacgdo dos sintomas da doenca [111-115]. No
entanto, no unico ensaio efectuado em humanos os resultados nao foram conclusivos
[116].

Varios autores tentaram avaliar o metabolismo do ferro no LCR e no soro de doentes com
esclerose multipla, na tentativa de o caracterizar nesta patologia, bem como o de avaliar

possiveis diferencas capazes de caracterizar os seus sub-tipos.

Le Vine et al [117], caracterizam os niveis de ferritina, transferrina e ferro no LCR de
doentes com EM. Neste estudo, a ferritina no LCR de doentes com EM progressiva activa
era significativamente mais elevada que a observada na populagdo controlo e em doentes
com EM estavel/remissao. Neste sentido os niveis de ferritina no LCR poder&o vir a ter
utilidade na discriminagéo de EMRR ou EMPP/EMSP. Néo foram encontradas diferengas

nos niveis de ferro ou transferrina no LCR entre doentes com EM e a populagao controlo.

Zeman D. et al [118], comparou os niveis de transferrina no LCR e no soro de doentes com
diferentes subgrupos de EM. A transferrina é uma proteina cuja concentracdo tende a
decrescer em doencas cronicas. No LCR no entanto, esta proteina comporta-se como um
marcador de inflamac@o e a sua concentragcdo aumenta nestes estados, sem correlagdo

com os niveis séricos.

No que se refere & sua concentracdo no LCR, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre as concentracdes de transferrina nas diferentes formas da doenca, nem
entre doentes com diferentes niveis de incapacidade. Contudo a sua concentracdo era
significativamente mais baixa em doentes cuja duracdo da doenca era inferior a dois anos

do que naqueles em que essa duracéo excedia 0s 10 anos.

Os niveis de transferrina sérica eram no entanto, ligeiramente inferiores nos doentes com
EMPP relativamente as outras formas da doenga, sobretudo se comparado com doentes de
EMSP e EMRR em remissdo. Os valores mais elevados de transferrina foram observados
em doentes com EMRR em remissé@o. Ndo se encontraram diferencas correlacionadas com
idade, severidade da doenca tratamento efectuado ou sexo. Também aqui se equaciona a
possibilidade de utilizagdo da transferrina no LCR e no soro para destringcar entre

diferentes formas de esclerose multipla.
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Constantinos Sfagos et al [3], introduziu nesta analise um novo parametro — 0s receptores
soluveis de transferrina. Neste estudo, todos os doentes tinham a transferrina e ferro
séricos dentro dos valores de referéncia calculados para populac¢@es saudaveis. A ferritina
estava significativamente elevada nos doentes com EMPP activa. Os doentes com formas
progressivas da doenca apresentavam niveis mais elevados de ferritina do que os doentes
com EMRR. Os receptores sollveis de transferrina (sRtr) estavam significativamente
elevados nas formas cronicamente progressivas da doenca e na EMRR activa
comparativamente a populagdo controlo. Estavam também aumentados nos doentes com
formas crénicas progressivas ndo activas, embora ndo atingissem significancia estatistica.

Nos doentes EMRR estaveis 0s niveis eram comparaveis aos da populagdo controlo.

No entanto, comparando o conjunto dos doentes com formas progressivas da doenga com
0 conjunto de formas de Exacerbacdo-Remissdo, ndo se observaram diferencas

estatisticamente significativas.
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2 OBJECTIVO

O objectivo deste trabalho é o de estudar o comportamento de varias moléculas
intervenientes no metabolismo de ferro num grupo de doentes Portugueses com

diagnostico comprovado de esclerose multipla.

Pretendemos ainda correlacionar as possiveis alteragdes deste metabolismo com a
evolugdo e estadio clinicos destes doentes, nomeadamente no que respeita aos diferentes

sub-tipos de curso clinico da EM.
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3 MATERIAL E METODOS

Amostra

A amostra deste estudo foi constituida por 91 individuos ( 58 homens e 34 mulheres) da
consulta externa de Neuroimunologia do Centro Hospitalar do Porto - Hospital de Santo
Antonio, diagnosticados com Esclerose Multipla com base nos critérios de MacDonald [9]
[10]. Estes doentes foram agrupados em 2 conjuntos de acordo com a sua classificacdo
EDSS (Extended Disability Status Scale). Hoje em dia a EDSS ¢ a escala mais utilizada
para avaliar a incapacidade na EM. Desenvolvida originalmente em 1955 por John
Kurtzke, a Disability Status Scale ou DSS foi dividida em dez niveis, onde o zero cursava
com a auséncia de sinais de doenca ao exame neuroldgico e o dez indicava a morte pela
EM - um acontecimento muito raro. Verificou-se que esta escala falhava na deteccéo de
pequenas varia¢@es na gravidade da doenca e, em 1983, foi expandida para 20 niveis, ao
serem adicionados meios niveis entre 0 1 e 0 10 - dai o nome de “Expanded Disability

Status Scale”.

Os doentes com um EDSS <3 ha pelo menos 10 anos foram considerados como tendo EM
benigna (n=54), enquanto aqueles que tinham um EDSS =6 foram considerados como
tendo EM né&o benigna. A média da classificacdo EDSS, foi 2.87 (SD=1.88, intervalo: 0.0 a
7.5).

De acordo com o curso clinico da doenca [119], 75 doentes tinham esclerose multipla do
tipo exacerbacao-remissdo (EMRR) e 16 tinham esclerose multipla progressiva (EMP), dos
quais 5 do tipo EMPP e 11 do tipo EMSP.

Foram ainda distribuidos em dois grupos etarios. Um com doentes de idade inferior ou

igual a vinte anos e outro com os doentes de idade superior a vinte anos.

Estabeleceu-se ainda dois grupos de doentes com base no tempo de doenca (desde o

diagndstico até a data de colheita das amostras).

A amostra utilizada para efectuar os doseamentos de ferro, ferritina, transferrina e
receptores solUveis de transferrina foi soro, colhido com o sistema de colheitas de vacuo
utilizado no Hospital de Santo Anténio para um tubo VACUETTE Ref: 456018.

O grupo de controlo consistiu em 50 homens e 50 mulheres aparentemente saddaveis sem

qualquer patologia identificada.
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Ferro

No doseamento do ferro sérico utilizou-se o kit da Roche Diagnostics para o sistema
analitico INTEGRA 800, (ref 20737585 322), que utiliza 0 método Guanidina/FerroZine.
Neste método o ferro(ll1) é libertado da transferrina, por accédo do cloridrato de guanidina
e reduzido a ferro(ll), por accdo do ascorbato e da hidroxilamina. Os ides de ferro
bivalente formam um complexo de cor vermelha com o FerroZine. A tioureia é utilizada

para complexar os ides cupricos, evitando a interferéncia dos mesmos nesta determinacao.

Transferrina-Fe(III) > apotransferrina + Fe(III)

Fe(III) Guanidina TICI Fe(II)

Agentes redutores

Fe(Il) + 3 FerroZine > Fe(11)-(FerroZine)s

A intensidade da cor ¢ directamente proporcional & concentragéo do ferro. E determinado

medindo ao aumento da absorvancia a 552nm.

As interferéncias estudadas para este teste estdo referenciadas na tabela 1, tendo sido o

critério de aceitabilidade utilizado, a recuperagao estar dentro de + 10% do valor inicial.

Tabela 1 - Interferéncias analiticas no doseamento de ferro

AMOSTRA INTERFERENCIA
Hemodlise Sem interferéncia significativa até um indice H de 500 (aproximadamente 500 mg/dL)
Ictericia Sem interferéncia significativa até um indice de 40 (aproximadamente uma

concentragédo de bilirrubina total de 40 mg/dL)

Lipémia N3o utilizar amostras lipémicas.

Outras Sem interferéncia significativa até um nivel de albumina de 7 mg/dL e um nivel de Y-

globulinas de 4 mg/dL.

Nos doentes tratados com suplementos de ferro ou com medicamentos de ligagdo a
metais, o ferro ligado pelo medicamento pode ndo reagir correctamente no teste,

conduzindo a resultados falsamente baixos.

Em casos muito raros, as gamapatias e em particular a de tipo IgM

(macroglobulinémia de Waldenstroem) pode produzir resultados pouco fidveis.
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Os valores de referéncia considerados para populacdo “normal” no nosso hospital estéo

referidos na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de referéncia do ferro considerados para populagdo “normal”

Valores de referéncia
Mulheres 37 — 145 pg/dL
Homens 61— 157 pg/dL

A preciséo do teste determinada através do célculo do coeficiente de variacéo € inferior a

2.9 % (inter-ensaios)
A sensibilidade analitica do teste é de 1.34 pg/dL.
Ferritina

O teste automatizado utilizado baseia-se no principio de aglutinacdo imunologica com
intensificacdo da reacgdo por latex. E um ensaio imunotubidimétrico com intensificacio
da reacc¢do por particulas. A ferritina humana aglutina com particulas de latex revestidas
com anticorpos anti-ferritina. O precipitado é determinado turbidimétricamente a 552
nm. As amostras congeladas ndo devem ser descongeladas rapidamente ja que esse
processo pode levar a desnaturacdo da ferritina.

As interferéncias estudadas para este teste estdo referenciadas na tabela 3, tendo sido o

critério de aceitabilidade utilizado, a recuperacéo estar dentro de + 10% do valor inicial.

Tabela 3 - — Interferéncias analiticas no doseamento de ferritina

AMOSTRA INTERFERENCIA
Hemdlise Sem interferéncia significativa até um indice H de 960 ( aproximadamente 960 mg/dL)
Ictericia Sem interferéncia significativa
Lipémia Sem interferéncia significativa até um indice L de 160. Existe uma correlagdo fraca

entre o indice L e a concentragdo de triglicerideos.

Factores reumatdides Sem interferéncia significativa

Outras Em casos muito raros, as Y-patias e em particular a de tipo IgM ( macroglobulinémia

de Waldenstroem) pode produzir resultados pouco fidveis.
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Os valores das concentragbes de ferritina em pessoas clinicamente saudaveis variam
fortemente com o sexo e a idade. Os valores de referéncia considerados para populacédo
“normal” no nosso hospital estdo referidos na tabela 4.

Tabela 4 - Valores de referéncia do ferritina considerados para populagdo “normal”

Valores de referéncia

Mulheres (<50 anos) 15— 150 pg/mL
Mulheres (>50 anos) 30-400 ng/mL
Homens 30 -400 ng/mL

A precisdo do teste determinada através do célculo do coeficiente de variacéo € inferior a
7.8 % (inter-ensaios)

A sensibilidade analitica do teste € de 7.5 ng/mL.

Transferrina

E também utilizado um ensaio imunotubidimétrico. A transferrina humana aglutina com

um antisoro especifico e o precipitado é determinado turbidimétricamente a 340 nm.

Tal como para os testes anteriormente referidos, as interferéncias estudadas para este
teste estdo referenciadas na tabela 5, tendo sido o critério de aceitabilidade utilizado, a

recuperacédo estar dentro de = 10% do valor inicial.

Tabela 5 - — Interferéncias analiticas no doseamento de transferrina

AMOSTRA INTERFERENCIA
Hemdlise Sem interferéncia significativa
Ictericia Sem interferéncia significativa
Lipémia Sem interferéncia significativa.
Factores reumatdides Sem interferéncia significativa
Outras Em casos muito raros, as Y-patias e em particular a de tipo IgM (macroglobulinémia
de Waldenstroem) pode produzir resultados pouco fiaveis.
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Os valores de referéncia considerados para populacdo “normal” no nosso hospital estéo

referidos na tabela 6.

Tabela 6 - Valores de referéncia de transferrina considerados para popula¢ao “normal”

Valores de referéncia
Mulheres 200 — 360 mg/dL
Homens 200 - 360 mg/dL

A precisé@o do teste determinada através do célculo do coeficiente de variacéo € inferior a

1.9% (inter-ensaios)
A sensibilidade analitica do teste é de 1.3 mg/dL.
Receptores soluveis de transferrina

A protedlise do receptor de transferrina na membrana celular origina a forma soltvel dos
receptores de transferrina (sRtr). No plasma o sRtr encontra-se na forma de um complexo
com a transferrina com um peso molecular aproximado de 160 kD. A concentracdo sérica

do sRtr é directamente proporcional a concentracdo do receptor na membrana.

O método utilizado é imunotubidimétrico com intensificacdo da reaccdo por particulas. O
receptor de transferrina humano aglutina-se com particulas de latex revestidas com
anticorpos anti-receptor soluvel de transferrina. O precipitado é determinado

fotometricamente a 583 nm.

Mais uma vez, as interferéncias estudadas para este teste estdo referenciadas na tabela 7,
tendo sido o critério de aceitabilidade utilizado, a recuperacédo estar dentro de = 10% do

valor inicial.
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Tabela 7 - - Interferéncias analiticas no doseamento de receptores soltveis de transferrina

AMOSTRA INTERFERENCIA
Hemdlise Sem interferéncia significativa
Ictericia Sem interferéncia significativa
Lipémia Sem interferéncia significativa

Factor reumatdide Sem interferéncia significativa até um nivel de Factor reumatdide de 500 Ul/mL

Outras Em casos muito raros, as gamapatias e em particular a de tipo IgM (

macroglobulinémia de Waldenstroem) pode produzir resultados pouco fidveis.

Os valores de referéncia considerados para populacdo “normal” no nosso hospital estao
referidos na tabela 8.

Tabela 8 - Valores de referéncia de receptores soltveis de transferrina considerados

para populagao “normal”

Valores de referéncia
Mulheres 1.9-4.4 mg/L
Homens 2.5-5.0 mg/L

A preciséo do teste determinada através do célculo do coeficiente de variacdo é inferior a
2.2 % (inter-ensaios)

A sensibilidade analitica do teste é de 0.1 mg/L.

Analises estatistica

A andlise estatistica foi feita com o programa informético GraphPad Prism versdo 5.00

para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com”.

A comparacdo entre os diferentes grupos de doentes foi feita utilizando o teste de t-

student ndo emparelhado, analise de variancias ANOVA e correlacédo de Pearson .
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4 RESULTADOS e DISCUSSAO

O estudo da relagdo do ferro e do seu metabolismo com a patologia do foro neurolédgico
nomeadamente com as doencas neurodegenerativas sofre de um paradoxo interessante. E
relativamente facil encontrar bibliografia que, de um ponto de vista tedrico e genérico,
relacione quer o ferro quer os elementos que intervém no seu metabolismo com estas
doencas. No entanto quando procuramos relacionar o doseamento deste elemento com as
patologias em si ou com diversas fases de evolugdo das mesmas, defrontamo-nos com uma
escassez desesperante. Parte deste problema tera provavelmente origem na acepg¢ao de um
conceito relativamente imediato de que o cérebro é um 6rgado “blindado” por uma barreira
— a barreira hematoencefalica- que isolaria 0 mesmo do resto do organismo, pelo que as
alteragdes metabdlicas que ai teriam lugar ndo seriam “visiveis” quando examinamos 0s
outros orgdos e tecidos, mormente quando tentamos monitorizar a nivel “externo” o que

se passaria a nivel “interno”.

Sendo certo que a barreira hematoencefalica tem efectivamente como fungdo permitir um
certo isolamento do cérebro, sabemos que obviamente esse isolamento néo é total. Nao
sendo possivel nem desejavel proceder a estudos invasivos neste 6rgao, encontrar a nivel
periférico parametros que se relacionassem com a evolugdo da doenca poderia vir a

revelar-se de uma utilidade significativa.

4.1 Resultados globais

Partindo pois para uma andlise genérica dos resultados obtidos, a primeira conclusdo que
se retira, € a de que os valores dos analitos estudados nos nossos doentes se encontram
dentro dos valores de referéncia para uma populagdo normal, para as metodologias

utilizadas.

No conjunto de todos os doentes estudados, a concentragéo de ferro foi de 95.3 + 36.2
(Mg/dL), a de transferrina, 275.3 + 48,3 (mg/dL), ferritina 176.4 * 192.9 (ng/mL),
receptores soluveis de transferrina 3.097 + 0.985 (mg/L) (Tabela 9).

Os valores de hemoglobina de todos os doentes estudados encontravam-se dentro dos

valores de normalidade para o respectivo sexo e idade.
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Tabela 9 — Resultados globais do conjunto de doentes analisado

Receptor
Fe (pg/dL) Tranf (mg/dL) | soldvel Transf. | Ferritina (ng/mL)
(mg/L)

N 92 92 92 84
Minimo 18 175 1,45 0
Mediana 92 267,5 2,94 101
Maximo 235 504 7,6 805

Média 95,3 275,3 3,097 178,4
Desvio Padrdo 36,2 48,3 0,985 192,9

No grupo controlo estudado, a concentracdo de ferro foi de 86.2 + 39.5 (ug/dL), a de
transferrina, 233.7 + 44.5 (mg/dL), Ferritina 105.1 + 104.0 (ng/mL), receptores sollveis
de transferrina 3.879 £1.263 (mg/L), (Tabela 10)

Tabela 10 - Resultados globais do grupo de controlo

Receptor
Fe (pg/dL) Tranf (mg/dL) | soldvel Transf. | Ferritina (ng/mL)
(mg/L)

N 50 50 50 50
Minimo 18 135 0.790 2
Mediana 82 228 3.790 57
Mdéximo 229 333 6.200 397

Média 86.2 233.7 3.879 105.1
Desvio Padrao 39.5 44.5 1.263 104

Estes resultados sdo concordantes com os descritos por Sfagos e colaboradores [3], hum
estudo em 27 doentes com EM, onde encontrou valores de ferro e transferrina que se
situavam dentro dos valores de referéncia para uma popula¢do normal. Do mesmo modo
van Rensburg e col. [120] encontraram numa populag¢éo de 27 mulheres caucasianas com
EM, valores séricos de ferro, ferritina, transferrina e Saturacao de transferrina, dentro do
esperado para uma populacdo normal. Valberg e col. [121] estudaram valores de
transferrina e de saturacédo de transferrina em 31 mulheres e 18 homens com EM, em
comparacdo com 49 controlos (de idade e sexo semelhantes), ndo tendo encontrado
diferencas entre os mesmos. Os resultados deste autor vdo de encontro aos do nosso
estudo. Este autor refere no entanto que nos doentes enquanto analisados

individualmente, se encontra um ou mais analitos com valores aumentados.
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Importa entdo analisar estes dados em pormenor e em fun¢do dos conhecimentos que
temos da EM no sentido de avaliarmos a existéncia de diferencas ou de tendéncias entre

subgrupos de doentes.

Com esse objectivo optamos por subdividir a nossa amostra em varios subgrupos
principais que direccionassem esta analise; doentes com esclerose multipla do tipo
exacerbacdo-remissdo (EMRR), doentes com EM cronica progressiva (EMCP), doentes
com EM do tipo primariamente progressiva (EMPP), doentes com EM secundariamente
progressiva (EMSP), doentes com classificacdo EDSS<3, doentes com EDSS >6, doentes
com patologia benigna, doentes com patologia ndo benigna, doentes com idade inferior,
doentes com idade superior a vinte anos, doentes com esta patologia h4 menos de dez
anos, doentes com esta patologia ha mais de 10 anos, doentes em surto de doenca e

doentes a fazer terapéutica com interferon.

Analisemos entéo analito a analito em func¢éo dos grupos de doentes descritos.

4.2 FERRO

A analise do valor de concentracéo do ferro no total dos doentes com EM permite verificar
que os mesmos se situam dentro dos valores considerados de referéncia para uma
populacdo “normal”. Assim, ndo estranhamos que comparando o valor de Ferro nos
doentes com o observado na nossa populacdo controlo, ndo obtivéssemos diferencas
significativas, 95.3 + 36.2 vs 86.2 = 39.5 mg/dL (Tabela 11)

Tabela 11 - Comparagdo dos resultados do Ferro nos grupos de doentes com EM e o grupo controlo.

FERRO (pg/dL) EM GC p (<0.05) 0%
N 91 50 | @ -
Média 95.3+36.2 86.2+39.5 <0.1272 10.5
Mediana 92.0 820 | @ - 12.2

Tendo por assente que ndo se encontrava diferenga na concentracdo de ferro, entre
doentes e populacdo normal guestionamo-nos sobre se apesar disso seria possivel
encontrar diferencas entre grupos especificos de doentes. A analise dos resultados obtidos
nos grupos de doentes com EMRR e EMCP néo parece evidenciar diferencas expressivas
(Tabela 12).
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Tabela 12 - Comparagao dos resultados do Ferro nos grupos de doentes EMRR e EMCP.

FERRO (ug/dL) EMRR EMCP p (<0.05) 0%
N 75 6 |
Média 95.45+36.23 | 90.19 +33.06 0.5937 5.8
Mediana 92.00 90.00 | = - 2.2

Também aqui ndo se detectou qualquer diferenca entre os doentes com estes dois tipos de

doenga.

No entanto, procurando ser exaustivos nesta andlise procuramos diferencas entre os dois

tipos de EMC; a EMPP e a EMSP.

Tabela 13- Comparacao dos resultados do Ferro nos grupos de doentes EMPP e EMSP.

FERRO (ug/dL) EMPP EMSP p (<0.05) 0%
N 5 1 |
Média 78.60 £33.16 | 95.45 +33.19 0.3623 15.6
Mediana 59.00 91.00 | = - 54.2

Dado o numero de doentes em cada grupo ser significativamente diferente, pensamos ser
de maior utilidade olhar para o valor das medianas; 59.00 vs 91.00 mg/dL
respectivamente para os doentes com EMPP e EMSP. A observacéo destes resultados leva-
nos intuitivamente a considerar estarmos em presenca de valores mais elevados de ferro

para os doentes com EMSP.

Passamos entdo a analise destes dados em funcdo da gravidade clinica da doenca.
Comparamos assim 2 grupos de doentes com classificacdo EDSS <3 e com EDSS >6.
Procurou-se desta forma obter dois grupos de doentes com diferengas significativas no
gue respeita a situagdo clinica desta patologia. Os valores encontrados respectivamente
para estas duas populagdes foram; 98.46 = 36.19 e 89.56 + 30.87 (pg/dL), (Tabela 14).
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Mais uma vez nos parece ser preferivel olhar para o valor das medianas, mas neste caso, 0s
valores sdo também eles aproximados.

Tabela 14- Comparacao dos resultados do Ferro nos grupos de doentes com EDSS<3 ou EDSS>6.

FERRO (pg/dL) EDSS <3 EDSS > 6 p (<0.05) A%

N 54 9 | - -

Média 98.46 +£36.19 | 89.56 +30.87 0,4890 9.9
Mediana 94.50 91.00 | = -

Se procurarmos agrupar doentes em funcdo de as classificarmos clinicamente como
benignas ou ndo benignas, obtemos dois pequenos grupos para 0s quais 0s resultados
foram, 87.86 + 30.02 e 87.33 = 24.45 (pg/dL), ndo havendo assim diferenca significativa
entre os dois grupos.

Tabela 15- Comparagdo dos resultados do Ferro nos grupos de doentes com EM benigna e ndo benigna.

EM NAO
FERRO (ug/dL) p (<0.05) A%
EM BENIGNA BENIGNA
N 14 2 | -
Média 87.86+30.02 | 87.33 +24.45 0.9619 0.6
Mediana 81.50 83.00 | = --—--

van Rensburg e col. [120], reporta em 2006 uma correlac¢ao positiva entre concentragao de
ferro e a idade do doente a altura do diagnéstico em doentes com EMRR, muito embora os
valores de ferro encontrados nesses doentes estivessem dentro dos valores considerados
normais. Assim, o ferro pareceria ter uma ac¢ao protectora contra o despoletar da doenca
em idades mais jovens. Dos doentes analisados por van Rensburg, seis mulheres com um
inicio tardio da doenca apresentavam niveis de ferro relativamente baixos, enquanto 3
mulheres com inicio precoce de diagndstico, apresentavam valores altos de ferro mas

valores de ferritina diminuidos. Assim, podemos estar em presenca de um fenémeno de
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desrregulacdo do metabolismo do ferro (cuja origem pode ser genética e/ ou ambiental)

que esteja na base do inicio da EM.

Na tentativa de verificar um fendbmeno similar no nosso grupo de doentes, separamos a
nossa populacdo de estudo em funcdo da idade utilizando os vinte anos como idade

discriminatoria.

Os resultados obtidos para o ferro foram: 101.1 + 36.40 e 92.79 + 35.40 (ug/dL) (Tabela
16).

Tabela 16- Comparagao dos resultados do Ferro nos grupos de doentes com idade superior ou inferior a

20 anos.

FERRO (ug/dL) IDADE < 20 IDADE > 20 p (<0.05) 0%
N 19 72 |
Média 101.1+36.40 | 92.79 +35.40 0.3377 8.9
Mediana 100 905 | @ - 10.5

No nosso caso, verificamos ndo haver diferencgas estatisticamente significativas, sendo que

tendencialmente os valores do ferro eram mais elevados nos doentes mais jovens.

Seguindo a mesma linha de pensamento, procuramos verificar se o tempo de duragdo da

doenca teria influéncia nos valores dos parametros analisados.

Nesse sentido, agruparam-se os doentes em duas populagdes com distintas duracfes de
doenca. Um grupo com doentes que apresentavam esta patologia ha menos de 10 anos e

outra com doenca ha mais de 10 anos (tabela 17).

Os resultados obtidos para o ferro foram: 97.37 £ 37.59 e 88.14 + 30.19 (ug/dL), (Tabela
17).
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Tabela 17- Comparacdo dos resultados do Ferro nos grupos de doentes com doenga ha mais de 10 ou ha

menos de 10 anos.

DOENCA < 10 DOENCA > 10
FERRO (pg/dL) p (<0.05) 0%
ANOS ANOS
N 63 28 | -
Média 97.37 £37.59 88.14 +30.19 0.2559 10.5
Mediana 93.00 8150 | = - 14.1

Nos doentes com menos de dez anos de curso da doenga, os valores de ferro sdo superiores

aos encontrados nos doentes com curso de doenga superior a dez anos.

Utilizando o teste de correlacdo de Pearson tentamos avaliar a correlacdo entre idade e
concentracgdo de ferro. Nao se verificou correlacédo entre idade do doente e a concentracéo

de ferro (factor de correlacédo de 0.046 e um p de 0.734).

Procuramos avaliar o comportamento dos valores do ferro nos doentes de EM em surto.
Na comparacdo destes doentes com os doentes sem surto ndo se encontrou diferenca
significativa; 98.75 + 38.79 vs 93.37 + 35.55 (ug/dL), com medianas de 93.50 para EM e
90.00 (ng/dL), para os doentes em surto.

Avaliamos ainda a possivel influéncia de medicagdo na concentra¢do dos nossos analitos.
Assim, comparamos o grupo de doentes a efectuar terapéutica com interferon beta e
comparamos, quer com 0 Nosso grupo controlo quer com os outros doentes. A comparagao
com os restantes doentes de EM tem de ser avaliada com cautela, ja que ndo dispomos de
certeza absoluta de que todos eles ndo se encontravam de facto sem qualquer terapia. N&o
foi observada qualquer diferenca que permitisse inferir que a terapia com interferon

influenciasse a concentracdo sérica de ferro.

4.3 TRANSFERRINA

No conjunto de todos os doentes estudados, a concentracéo de transferrina foi de 275.3 +
48,3 (mg/dL), enquanto que no grupo controlo, foi de 233.7 £ 44.5 (mg/dL) (Tabela 18).
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Estes resultados sdo concordantes com os descritos por Sfagos e col. [3], num estudo em
27 doentes com EM, que encontrou nestes doentes, valores de ferro e transferrina que se
situavam dentro dos valores de referéncia para uma popula¢do normal. Do mesmo modo
van Rensburg e col. [120] encontraram numa populacdo de 27 mulheres caucasianas com

EM, valores séricos de transferrina dentro do esperado para uma populacdo normal.

No entanto, no nosso caso embora os valores de transferrina estejam dentro dos valores de
referéncia para uma populacdo “normal”, observamos valores claramente mais elevados
no grupo de doentes com EM do que no grupo controlo. Estes dados contrariam Valberg e
col. [121] que estudaram valores de transferrina e de saturacdo de transferrina em 31
mulheres e 18 homens com EM, em comparagdo com 49 controlos (de idade e sexo

semelhantes), ndo tendo encontrado diferencas entre 0s mesmos.

Tabela 18 - Comparagao dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com EM

Grupo de
TRANSFERINA (mg/dL) Doentes ¢/ EM p (<0.05) A%
Controlo
N 91 50 | @ - ———
Média 275.3+48.3 233.7+44.5 <0.001 17.8
Mediana 267.0 2280 | - 17.1
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Grafico 1 - Representagao grafica da variacdo da transferrina entre doentes de EM em surto e

o grupo controlo.
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Le Vine e col. [117], caracterizam os niveis de transferrina no LCR de doentes com EM,
ndo tendo encontrado diferencas nos niveis de transferrina desses mesmos doentes e a

populagéo controlo.

A analise dos resultados obtidos no nosso estudo, ndo parece evidenciar diferencas
expressivas no que respeita aos niveis séricos de transferrina e dos receptores sollveis da
transferrina entre os dois grupos de doentes estudados, EMRR e EMCP. Os valores séricos
destes parametros, contudo, foram superiores no grupo de doentes com EMRR que no
grupo de doentes com EMCP: transferrina (278.6 vs 256.3 (mg/dL)) (Tabela 19).

Tabela 19- Comparacao dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com EMRR e EMCP.

TRANSFERINA (mg/dL) EMRR EMCP p (<0.05) 0%
N 5 11 |

Média 278.6 +49.90 | 256.3 +35.08 0,0934 8.7
Mediana 270.0 2535 | 6.5

Dentro dos tipos de EM cronica progressiva (EMP) podemos diferenciar dois tipos; a
primariamente progressiva (EMPP) e a secundariamente progressiva (EMSP). Interessava
entdo avaliar se sdo observaveis diferencas nos doentes que apresentavam estas duas

formas de curso clinico da EM.

Assim a tabela 20 representa os valores encontrados para 5 doentes com Esclerose
Multipla Primariamente Progressiva e 11 com Esclerose Multipla Secundariamente
Progressiva. Respectivamente para EMPP e EMSP os valores obtidos foram: 231.4 +
27.49 e 267.6 = 33.05 (mg/dL) (Tabela 20).

Tabela 20 - Comparagao dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com EMPP e EMSP.

TRANSFERINA (mg/dL) EMPP EMSP p (<0.05) A%
N 5 11 |

Média 231.4+27.49 | 267.6+33.05 0.0515 15.6
Mediana 229.0 2560 | - 11.8
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Estes resultados levam-nos intuitivamente a considerar estar-se em presenca de valores
mais elevados de transferrina (231.4 vs 267.6 (mg/dL)) para os doentes com EMSP. No
entanto a andlise estatistica destes valores ndo resulta na expressdo de uma diferenca

estatisticamente significativa.

Estes resultados sdo concordantes com os obtidos no trabalho de Zeeman e col. [118]

publicado em 2000, no qual foram estudados os valores de transferrina no LCR e soro de
51 doentes com diagndstico definitivo ou provavel de EM. A transferrina é uma proteina
cuja concentracdo tende a decrescer em doencas cronicas. No LCR no entanto, esta
proteina comporta-se como um marcador de inflamacéo e a sua concentracdo aumenta

nestes estados, sem correlagdo com os niveis séricos.

No que se refere a sua concentracdo no LCR, Zeman [118] ndo encontrou diferencas
significativas entre os valores de transferrina nas diferentes formas da doenca. No entanto,
o resultado que encontrou para o soro vem corroborar 0 nosso estudo. A transferrina
sérica era ligeiramente inferior nos doentes com EMPP relativamente as outras formas da
doenca, sobretudo se comparado com doentes de EMSP e EMRR em remissdo. De igual
modo, os valores que obtivemos para as diferentes formas de doenca foram; EMPP: 231.4
mg/dL; EMSP: 267.6 mg/dL e EMRR: 278.6 (mg/dL).

Para analisar diferencgas nestes parametros em doentes com diferentes niveis de gravidade
clinica agrupou-se a amostra em dois subconjuntos de acordo com a classificacdo EDSS.

Os valores encontrados respectivamente para estas duas populacdes foram: 279.1 + 54.12
e 262.3 +41.88 (mg/dL), (Tabela 21).

Tabela 21- Comparagdo dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com EDSS <3 e EDSS >6.

TRANSFERRINA (mg/dL) EDSS<3 EDSS>6 p (<0.05) A%

N 54 9 | -

Média 279.1+54.12 | 262.3+41.88 0.3787 6.4
Mediana 270.5 2540 | @ -

Verificamos que embora os valores de transferrina no grupo de doentes com EDSS <3,
sejam mais elevados do que o grupo com EDSS >6, a diferenca nédo € estatisticamente

significativa.
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Relativamente a benignidade e malignidade da patologia, os resultados obtidos nos
doentes em que foi possivel discriminar este factor foram: 283.0+ 73.93 e 268.8+ 31.46

(mg/dL), respectivamente para o grupo com EM benigna e EM néo benigna (Tabela 22).

Tabela 22- Comparagao dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com EM benigna e EM nao

benigna.
EM NAO
TRANSFERRINA (mg/dL) p (<0.05) 0%
EM BENIGNA BENIGNA
N 14 2 | -
Média 283.0+ 73.93 268.8+31.46 0.5216 5.3
Mediana 269.5 2645 | - 1.8

Procuramos entdo avaliar se a idade dos doentes teria alguma relacdo com os valores de
transferrina séricos. Nos dois grupos de doentes discriminados em fun¢do da idade (20
anos como idade discriminatoria), os resultados obtidos foram: 292.1 + 70.85 e 270.1 +
39.66 (mg/dL) (Tabela 23). Verificamos assim, ndo haver diferencas estatisticamente
significativas.

Tabela 23 - Comparacdo dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com idade inferior a 20

anos ou superior a 20 anos.

TRANSFERRINA (mg/dL) IDADE < 20 IDADE > 20 p (<0.05) 0%
N 19 72 |

Média 292.1+70.85 | 270.1+39.66 0.0774 8.1
Mediana 275.0 2650 | @ - 3.7

No grupo de doentes com distinta dura¢do da doenca (ha menos de 10 anos e ha mais de
10 anos), o resultado obtidos foi, 273.5 + 44.0 € 277.4 £ 57.40 (mg/dL) (Tabela 24).
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Tabela 24 - Comparacdo dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes com EM ha mais de 10

anos ou ha menos de 10 anos.

TRANSFERRINA (mg/dL) EM <10 ANOS | EM >10 ANOS p (<0.05) A%
N 63 28 | -

Média 273.5+44.0 277.4 £57.40 0.7193 1.4
Mediana 266.0 2675 | - 1.0

O estudo de Zeman e col. [118], analisou possiveis diferengas nos valores de transferrina,
em grupos de doentes com EM h& menos de dois anos, entre dois e dez anos e superior a
dez anos, ndo tendo encontrado diferencas entre os mesmos, o que vem de encontro aos

resultados obtidos no presente estudo.

Nao se observaram diferencas na concentracdo de transferrina entre individuos na fase de
surto (N=8) da doenca e doentes sem surto (N=83), (279.9 + 51.68 vs 274.2) medianas
277.0 vs 267.0).

Tabela 25 - Comparagao dos resultados da Transferrina nos grupos de doentes em surto e doentes sem

surto.

DOENTES EM DOENTES EM
TRANSFERINA (mg/dL) p (<0.05) A%
em SURTO sem SURTO
N 8 83 | -
Média 279.9 £51.68 274.2 +48.18 0.7517 2.1
Mediana 277.0 2670 | - 3.7
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Grafico 2-Representagdo grafica da variagao da transferrina entre doentes de EM em surto e sem

surto.

Quisemos ainda avaliar a influéncia da administracdo de interferon beta nestes doentes,
na concentracdo de transferrina sérica.

Como seria de esperar, dada a diferenca ja referida entre a concentracéo de transferrina
nos doentes de EM na sua totalidade e o grupo controlo, encontramos também uma
diferenca significativa entre o grupo de doentes de EM que estava medicado com
interferon beta e o grupo controlo: 277.1 £ 53.61 vs 233.7 + 44.46 (mg/dL), (p<0.0001).

Tabela 26 - Comparagao dos resultados da Transferrina no grupo de doente a tomar Interferon beta e o

grupo de controlo.

EM ¢/ GRUPO DE
TRANSFERRINA (mg/dL) p (<0.05) A%
Interferon CONTROLO
N 57 50 | @ -
Média 277.1+53.61 | 233.7+44.46 P<0.0001 18.6
Mediana 268.0 2280 | - 17.5

Dado que os valores de transferrina da populacdo controlo sdo significativamente
diferentes em funcdo do sexo, tivemos o cuidado de confirmar que o mesmo fenémeno se
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verificava para homens e mulheres quando estudados isoladamente. Assim, para 0s
individuos do grupo controlo e doentes de EM a fazer terapia os valores encontrados
foram respectivamente 222.4 + 41.52 vs 247.9 + 28.39 (mg/dL), (p=0.02) para os homens
€ 252.3 £43.87 vs 292.9 + 57.57 (mg/dL), (p=0.0092).

No entanto quando procedemos & comparacdo destes valores, entre doentes de EM com e
sem terapia com interferon, ndo encontramos diferengas significativas entre os mesmos:
277.1 £53.61 vs 261.0 + 43.52 (mg/dL), (p=0.4193).

Em funcéo deste dado parece-nos poder-se afirmar que a concentracédo de transferrina nos
doentes com EM néo é influenciada pela administracédo de interferon beta. Porém o grupo
de doentes em que pudemos excluir com certeza absoluta a toma de interferon beta foi de
apenas 9 individuos, pelo que apesar de as medianas destes dois grupos serem
semelhantes, 268.0 (mg/dL) para o grupo sob terapia e 260.5 (mg/dL) para o grupo sem
terapia, parece-nos prudente alargar este estudo a um numero de doentes sem terapia
antes de tecer qualquer concluséo.

4.4 RECEPTORES SOLUVEIS DE TRANSFERRINA

Encontramos aqui uma diferenca significativa entre a nossa populacdo controlo e os
doentes com EM. De facto, no conjunto de todos os doentes estudados, a concentragdo de
receptores soluveis de transferrina foi 3.081 + 0.9784 (mg/L) contra 3.879 £1.263 (mg/L)
(p<0.0001) (Tabela 27).

Tabela 27 - Comparagdo dos resultados dos Receptores Soltiveis de Transferrina no grupo de doentes com

EM e o grupo controlo.

RECEPTORES SOLUVEIS DE
EM GC p (<0.05) A%
TRANSFERRINA (mg/dL)
N 91 S IR —
Média 3.081+£0.9794 | 3.879 +1.263 P<0.0001 23.3
Mediana 2.930 3.790 | - 29.4
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Grafico 3 — Representacdo grafica da variagdo dos valores de concentragdo dos receptores soltveis

de transferrina entre os doentes de EM e a populagido controlo.

Estes valores surpreenderam-nos, ja que Abo-Krysha e col. [95], tinham claramente

observado o fenébmeno contrario num estudo efectuado no Egipto em 2008.

Procuramos assim alguma justificagdo para esta contradicdo. Em primeiro lugar
constatamos que no estudo referido a populacéo utilizada se limitava a 20 doentes com

EM e 10 individuos como grupo controlo, o que nos parece desde logo algo limitante.

Por outro lado a populacdo de doentes de EM utilizada era exclusivamente feminina ndo
havendo informacéo sobre se 0 mesmo critério foi utilizado para a populacdo controlo,
sabendo nés que os valores de referéncia para este pardmetro sdo significativamente
diferentes em funcdo do sexo. Esta diferenca foi comprovada pela analise do grupo
controlo onde se obtiveram os valores de Rtr de 4.116 + 1.326 (mg/L) para os homens e
3.571 + 1.114 (mg/L) para as mulheres (p=0.016). No entanto, ja que os valores nas
mulheres sdo inferiores aos valores nos homens, o factor sexo ndo nos parece poder
justificar esta diferenga.

Procurando assim outra justificacdo para este fendmeno, observamos que nao tinha sido
indicado pelo autor se o grupo de doentes com EM estava medicado, nomeadamente com
interferon.

Analisando o efeito da toma de interferon beta no nosso grupo de doentes, constatamos
que os valores de Rtr nos doentes medicados com interferon beta tinham valores
significativamente mais baixos que 0s que ndo se encontravam a fazer terapéutica: 3.142 +
0.9116 vs 3.879 £1.263 (mg/L) (p<0.001). Seréa assim de considerar a hipotese de que 0s
nossos valores de Rtr sejam mais baixos nos nossos doentes que nos controlos, devido a

um efeito acumulado de distor¢cdo da amostra em estudo (s6 elementos femininos) e de
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possivel interferéncia da medicacdo, que sabemos ser administrada a pelo menos parte da
nossa amostra, desconhecendo no entanto esse factor na populacdo estudada por Abo-
Krisha [95].

Os nossos resultados ndo evidenciam diferencas expressivas no que respeita aos niveis
séricos de receptores sollUveis da transferrina entre os dois grupos de doentes estudados,
EMRR e EMCP. Os valores séricos destes parametros, contudo, foram sempre superiores
no grupo de doentes da EMRR que no da EMCP: 3.146 + 1.039 vs 2.776 + 0.545 (mg/L).

Tabela 28 - Comparagao dos resultados dos Receptores Soluveis de Transferrina nos grupos de doentes

com EMRR e EMCP.

RECEPTORES SOLUVEIS DE
EMRR EMCP p (<0.05) A%
TRANSFERRINA (mg/L)
N 75 51—
Média 3.146 £1.039 2.776 £ 0.545 0.1702 13.3
Mediana 2.980 2670 | - 11.6

Sfagos [3] e Abo-Krisha [95] encontraram valores aumentados de receptores sollveis de
transferrina em doentes com EMCP e EMRR activas relativamente a populagéo controlo.
Mais ainda, doentes com EMRR estavel apresentavam também valores de receptores
soltveis de transferrina aumentados embora ndo fossem estatisticamente significativos.
Os nossos resultados contudo contrariamente a estes estdo dentro dos valores de
referéncia, 0 que parece contrariar os resultados estes autores. Provavelmente, as
diferencas poderdo ser em parte explicadas pelo maior nimero de individuos que

constituem o grupo de doentes no nosso estudo.

Continuando a analise do Rtr nos doentes com EMCP procuramos perceber se o
comportamento do mesmo era diferente consoante estivéssemos na presenga de EMPP ou
EMSP. Estes doentes foram discriminados em funcédo do seu subtipo. Assim a tabela 29
representa os valores encontrados para 5 doentes com Esclerose Multipla Primariamente
Progressiva e 11 com Esclerose Multipla Secundariamente Progressiva. Respectivamente
para EMPP e EMSP os valores obtidos foram, 2.828 + 0.633 e 2.752 + 0.533 (mg/L)
(Tabela 29).
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Tabela 29 - Comparagdo dos resultados dos Receptores Soluiveis de Transferrina nos grupos de doentes

com EMPP e EMSP.

RECEPTORES SOLUVEIS DE
EMPP EMSP p (<0.05) 0%
TRANSFERRINA (mg/L)
N 5 5
Média 2.828 £ 0.633 2.752 £ 0.533 0.8056 2.7
Mediana 2.828 2752 | - 2.8

N&o existe assim qualquer diferenca entre estes 2 grupos de doentes.

Também, ndo observamos diferencas entre o grupo de doentes com EDSS<3 e o grupo
com EDSS>6. Os valores encontrados respectivamente para estas duas populacdes foram,
3.132 £1.078e 2.977 £ 0.609 (mg/L) (Tabela 30).

Esta observacdo estd de acordo com os resultados obtidos por Sfagos e col. [3] e de Abo-
Krysna e col. [95], que ndo encontraram quaisquer correlacBes entre os valores de
ferritina, receptores soltveis de transferrina e a distribui¢do dos doentes em funcédo da
escala EDSS.

Tabela 30 - Comparagdo dos resultados dos Receptores Soluveis de Transferrina nos grupos de doentes

com EDSS<3 e EDSS>6.

RECEPTORES SOLUVEIS DE
EDSS<3 EDSS>6 p (<0.05) A%
TRANSFERINA (mg/L)
N 54 T —
Média 3.132+1.078 2.977 £ 0.609 0.6761 5.2
Mediana 2.985 2820 | - 5.8
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Nos doentes que foi possivel caracterizar relativamente a benignidade e malignidade da

patologia os resultados obtidos foram: 3.393+ 1.351 e 3.147+ 0.7336 (mg/L) (Tabela 31).

Tabela 31 - Comparagdo dos resultados dos Receptores Soluveis de Transferrina nos grupos de doentes

com EM benigna e doentes com EM ndo benigna.

RECEPTORES SOLUVEIS DE EM NAO
p (<0.05) 0%
TRANSFERINA (mg/L) EM BENIGMA BENIGNA
N 14 12 |
Média 3.393+1.351 | 3.147+0.7336 0.5785 7.5
Mediana 3.210 2900 | @ - 10.7

N&o se verificou qualquer diferenca entre estes grupos.

No nosso grupo de doentes, separamos a nossa populagdo de estudo em fungdo da idade

utilizando os vinte anos como idade discriminatdria.

Os resultados obtidos para os receptores solluveis de transferrina foram, 3.199 + 1.312 e
3.050 £ 0,879 (mg/L) (Tabela 32).

Tabela 32 - Comparagdo dos resultados dos Receptores Soluveis de Transferrina nos grupos de doentes

com idade inferior a 20 anos ou superior a 20 anos.

RECEPTORES SOLUVEIS DE
IDADE < 20 IDADE > 20 p (<0.05) A%
TRANSFERRINA (mg/L)
N 19 72| -
Média 3.199+1.312 | 3.050+0,879 0.5579 4.8
Mediana 2.840 2960 | -

Assim ndo parece que a idade do doente tenha qualquer influéncia nos valores de
receptores solUveis de transferrina. Mas se a idade “per se” ndo parece influir, 0 mesmo

acontecera com o tempo de duracdo de doenca? Ou seja, havera diferenca nos valores de
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Rtr com o evoluir do tempo, ndo devido a um processo fisioldgico normal de

envelhecimento, mas devido ao processo patolégico da EM?

Nos dois grupos formados por doentes com distintas duragdes de doenca, um grupo de
doentes com esta patologia hd menos de 10 anos e outro com doenga ha mais de 10 anos,
os resultados obtidos foram respectivamente: 3.002 + 0.931 e 3.259 = 1.074 (mg/L)
(Tabela 33).

Tabela 33 - Comparagdo dos resultados dos Receptores Soluveis de Transferrina nos grupos de doentes

com EM ha menos de 10 anos ou ha mais de 10 anos.

RECEPTORES SOLUVEIS DE DOENCA < 10 DOENCA > 10
p (<0.05) A%
TRANSFERINA (mg/L) ANOS ANOS
N 63 28 | -
Média 3.002+£0.931 | 3.259+1.074 0.2509 8.6
Mediana 2.950 2900 | - 1,7

Nao parece assim que o tempo de duracdo de doenca tenha qualquer influéncia no evoluir

deste parametro.

4.5 FERRITINA

No conjunto de todos os doentes estudados, a concentracdo de ferritina foi de 178.4 +
193.2 ng/mL, enquanto no grupo controlo estudado foi de 105.1 + 104.0 (ng/mL) (Tabela
34). Estes valores encontram-se dentro dos valores de referéncia para uma populacédo
normal (Homens: 12.5 — 454.0 ng/mL e Mulheres: 2.2 - 178.0 ng/mL). Existe no entanto
uma diferenca significativa entre os valores de ferritina nos doentes de EM e a nossa

populacéo controlo.
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Tabela 34 - Comparagao dos resultados da Ferritina no grupo de doentes com EM e o grupo controlo.

EM GC p (<0.05) A%

FERRITINA (ng/mL)
N 83 50 | @ -
Média 178.4+193.2 | 105.1+104.0 0.0013 39.3
Mediana 103.0 570 | @ - 80.7

O trabalho de van Rensburg e col. [120] que encontrou numa populagdo de 27 mulheres
caucasianas com EM, valores séricos de ferritina, dentro do esperado para uma populacéo

normal, é concordante com os nossos resultados.

Le Vine e col. [117], caracterizaram o0s niveis de ferritina no LCR de doentes com EM.
Neste estudo, a ferritina no LCR de doentes com EM croénica progressiva activa era
significativamente mais elevada que a observada na populacdo controlo e em doentes com
EMRR estavel ou activa. Neste sentido os niveis de ferritina no LCR poderdo vir a ter
utilidade na discriminacdo de EMRR ou EMPP/EMSP. Nao foram encontradas diferencas

nos niveis de ferro ou transferrina no LCR entre doentes com EM e a populagao controlo.

Os nossos resultados no sangue periférico (doseamentos no soro), mostram um
comportamento semelhante ao descrito por Le Vine e col. para o LCR, com a ferritina
claramente mais elevada nos doentes com EM do que no grupo controlo. Atendendo a que
para a ferritina os valores séo significativamente diferentes quando falamos de homens ou
mulheres, analisamos estes dados em fun¢do do sexo. O valor de ferritina manteve-se
claramente aumentado quer no grupo dos homens (353.4 vs 145.8 (ng/mL)) quer no
grupo das mulheres (95.52 vs 64.38 (ng/mL)).

Importa entdo analisar estes dados em pormenor e em fungdo dos conhecimentos que
temos da EM, no sentido de avaliarmos a existéncia de diferencas ou de tendéncias entre

subgrupos de doentes.

Os valores encontrados respectivamente para EMRR e EMCP estéo descritos na Tabela 35.
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Tabela 35 - Comparagao dos resultados da Ferritina no grupo de doentes com EMRR e EMCP.

FERRITINA (ng/mlL) EMRR EMCP p (<0.05) A%
N 69 14 |

Média 167.3+176.5 | 233.0+261.6 0.2481 39.3
Mediana 99.0 1220 | @ - 23.2

Apesar de os resultados ndo serem estatisticamente significativos, os niveis séricos de

ferritina, apresentam diferencas expressivas entre o0s dois grupos de populacdo em estudo.

De facto, os valores médios de ferritina foram superiores no grupo de doentes com EMCP
que no de EMRR; mais ainda, a diferenca entre esses valores foi de 39.3%, valor

claramente elevado.

Esta diferenca de concentragBes de ferritina sérica entre estes grupos de doentes é
também corroborada por Kotze e col. [122], que observaram nos seus estudos e numa
populacdo de 41 doentes, valores de ferritina significativamente diminuidas no grupo de
doentes com EMRR relativamente aos valores encontrados no grupo com EMCP.

A ferritina é uma proteina de fase aguda pelo que o aumento da sua concentra¢do em
doentes com EMCP e em particular em doentes com doenca activa seria indicativo da

presenca de um processo inflamatério em curso ou entdo um agravamento da doenca.

Do mesmo modo e corroborando todos estes dados também Sfagos e col. [3] e Abo-Krisha
e col. [95] encontraram valores significativamente aumentados de ferritina em doentes
com Esclerose Multipla activa onde o processo inflamatério é evidente.

Os valores de ferritina para os doentes com EMPP ou EMSP, foram: 259.5 + 332.7 e 222.4
+248.1 (ng/mL) (Tabela 36).
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Tabela 36 - Comparagao dos resultados da Ferritina no grupo de doentes com EMPP e EMSP.

FERRITINA (ng/mL) EMPP EMSP p (<0.05) 0%
N 4 10 |

Média 259.5+332.7 | 222.4+248.1 0.8214 16.6
Mediana 142.0 1220 | - 16.4

Analisando a ferritina nos grupos de doentes com evolugéo clinica diferente (com EDSS
<3 e outro com EDSS >6), os valores encontrados respectivamente para estas duas
populagdes foram: Ferritina, 177.2 +196.4 e 234.1 + 226.7 (ng/mL) (tabela 37).

Verificamos que embora os valores de ferritina no grupo de doentes com EDSS >6, sejam
mais elevados do que o grupo com EDSS <3, nenhum dos parametros analisados

apresenta diferencas estatisticamente significativas.

Tabela 37- Comparacao dos resultados da Ferritina no grupo de doentes com EDSS <3 e EDSS >6.

FERRITINA (ng/mL) EDSS <3 EDSS > 6 p (<0.05) A%
N 49 720 —

Média 177.2+196.4 | 234.1+226.7 0.4838 32.1
Mediana 92.0 198 | 0 - 152

Apesar dos valores médios de ferritina serem do ponto de vista absoluto claramente

distintos, o certo é que do ponto de vista estatistico essa diferenca néo é significativa.

De facto, o desvio padréao da ferritina nesta populacéo é exageradamente elevado e tera de
ser alvo de andlise num proximo trabalho.

Este resultado tera de ser reavaliado com uma populacdo mais expressiva antes de se
poder tirar alguma conclusao.
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Sfagos e col. [3] e de Abo-Krysna e col. [95], ndo encontraram quaisquer correlacdes entre
os valores de ferritina e a distribuicdo dos doentes em funcéo da escala EDSS, o que foi
comprovado pelo nosso estudo atraveés de correlacdo de Pearson (p= 0.0889), (Grafico 4),
mas as medianas destas duas populacdes sdo tdo diferentes que se justifica uma
reavaliagdo desta questéo.
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Grafico 4 — Representacdo grafica da correlagdo de Pearson entre a classificagdo EDSS dos doentes e os

valores de ferritina.

Atendendo a que a gravidade da patologia sera tanto maior quanto a sua posi¢ao na escala
podemos inferir que o processo inflamatorio nos doentes com EDSS >6 (considerando a
ferritina como marcador de inflamagao), serd mais acentuado. Seria interessante proceder
a analise de outros marcadores de inflamag¢do comummente utilizados como a proteina C
reactiva.

Paradoxalmente, ao compararmos os valores de doentes com EM benigna e EM néo
benigna verificamos que a ferritina est4 mais elevado com patologia benigna do que nos
com patologia maligna.
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Tabela 38 - Resultados dos conjuntos de doentes com patologia benigna e maligna

EM NAO
FERRITINA (ng/mL) p (<0.05) 0%
EM BENIGNA BENIGNA
N 12 1 | -
Média 194.6+ 212.8 186.6+ 187.1 0.9254 5.3
Mediana 87.5 113.0 | @ - 29.1

Analisando os valores de ferritina nos grupos de doentes discriminados em funcdo da
idade, os valores da ferritina observados sdo mais elevados nos doentes com idade inferior
a20anos: 131.6 + 166.8 e 191.3 £ 199.1 (ng/mL)

Tabela 39 - Resultados dos conjuntos de doentes com idade inferior a 20 ou superior a 20 anos de idade.

FERRITINA (ng/mL) IDADE < 20 IDADE > 20 p (<0.05) A%
N 18 65 | @

Média 131.6+166.8 | 191.3+199.1 0.2477 5.3
Mediana 83.0 1170 | 0 - 325

Concentragdes baixas de ferritina podem evidenciar reservas de ferro diminuidas. Assim
sendo, os valores de ferritina mais baixos nos doentes com menos de 20 anos, ajustar-se-
iam a um raciocinio compativel com o facto de o inicio da patologia poder estar
relacionado com a uma “desregulardo do metabolismo do ferro.

No entanto, ndo podemos abstrair-nos de que os nossos doentes ndo estao a ser analisados
a altura do diagnostico e que serdo necessarios estudos complementares para se chegar a
uma conclusio criteriosa.

Nos grupos de doentes com esta patologia h4 menos de 10 anos ou ha mais de 10 anos o
resultado obtido foi, 197.1 + 210.1 e 137.4 + 144.7 (ng/mL) (tabela 40).
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Tabela 40 - Resultados dos conjuntos de doentes com esta patologia ha menos ou mais de 10 anos.

DOENCA < 10 DOENCA > 10
FERRITINA (ng/mL) p (<0.05) A%
ANOS ANOS
N 57 26 |
Média 197.1 + 210.1 137.4 +144.7 0.1935 43.4
Mediana 105.0 985 | @ - 6.6

Quando comparamos os doentes de EM em surto de doenga com os restantes verificamos
ndo haver diferenca significativa. De facto, embora as medianas destes dois grupos sejam
de 88 (ng/mL) e 104 (ng/mL) respectivamente, os dois grupos sdo de tamanhos

significativamente diferentes.

Tabela 41 - Resultados dos conjuntos de doentes com EM em surto ou EM sem surto.

DOENTES EM DOENTES EM
FERRITINA (ng/mL) p (<0.05) A%
EM SURTO SEM SURTO
N 7 /-7 I—
Média 158.9 + 150.2 180.2 +197.3 0.7820 13.4
Mediana 88 04 | -

Este facto € indutor de alguma cautela na interpretacdo destes valores, ainda mais quando
estariamos a espera de uma variagdo exactamente no sentido contrario dado o processo

inflamatorio existente nos doentes em surto.

De modo igual ao que procedemos para os outros analitos, procuramos aperceber-nos do
efeito da terapéutica com interferon beta nos valores da ferritina sérica. Os valores obtidos
para o grupo de doentes a fazer terapéutica e comparativamente ao grupo de controlo
foram respectivamente 199.6 + 222.2 vs 105.1 + 104.0 (ng/mL) . Mais uma vez me parece

preferivel ter em consideracdo os valores das medianas, ao invés das médias.
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Tabela 42 - Resultados dos conjuntos de doentes com EM a efectuar terapéutica com Interferon e o grupo

de controlo.

DOENTES EM GRUPO
FERRITINA (ng/mL) p (<0.05) A%
C/ INTERFERON | CONTROLO

N 7 7% | -
Média 199.6 +222.2 105.1 +104.0 P=0.0005 13.4
Mediana 50 04 | - 208

Em qualquer dos casos, os valores entre os dois grupos parecem claramente diferentes.
Dado que os valores da ferritina diferem em funcdo do sexo, analisamos também estes
dados separadamente para homens e mulheres, (Tabelas 43 e 44). Curiosamente embora a
variacdo da ferritina nos doentes a tomar interferon seja sempre no sentido de valores
mais elevados, no caso dos homens essa diferenca chega a ter significancia estatistica, o
mesmo ndo acontecendo com o grupo das mulheres.

Tabela 43 - Resultados dos conjuntos de doentes do sexo masculino com EM a efectuar terapéutica com

interferon e o grupo de controlo.

HOMENS c/
FERRITINA (ng/mL) EM A TOMAR GC p (<0.05) A%
INTERFERON
N 17 S IR —
Média 421.8 +239.4 145.8 +120.6 <0.0001 289
Mediana 280 1255 | - 231
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Tabela 44 - Resultados dos conjuntos de doentes do sexo feminino com EM a efectuar terapéutica com

Interferon e o grupo de controlo.

MULHERES C/
FERRITINA (ng/mL) EM A TOMAR GC p (<0.05) A%
INTERFERON
N 34 50 | @ -
Média 88.56 +94.41 64.38 +62.56 0,1614 37.5
Mediana 56 35 | - 60

Comparamos ainda, como € 6bvio, os doentes a efectuar terapéutica de interferon com
doentes que ndo a faziam. No entanto, na nossa populacédo de estudo, s6 nos foi possivel
confirmar que o doente ndo estava a fazer terapéutica em 9 individuos, pelo que a

comparacdo fica algo limitada.

Tabela 45 - Resultados dos conjuntos de doentes do sexo masculino com EM a efectuar terapéutica com

Interferon e o grupo de doentes onde se tinha a certeza de ndo estar a efectuar terapéutica.

DOENTES EM A
DOENTES C/EM
FERRITINA (ng/mL) TOMAR p (<0.05) A%
S/ INTERFERON
INTERFERON
N 51 720 —
Média 199.6 +222.2 216.6 £246.9 0.8525 8.8
Mediana 103.0 1310 | @ - 27.1

Ao contrario do que acontece quando comparamos os doentes a tomar interferon com a
populacdo controlo, neste caso o valor da ferritina nos doentes sob terapéutica, € mais
baixo do que o valor nos doentes que ndo estdo a fazer terapéutica. Pode-se assim
questionar, se o interferon tem real influéncia na descida da concentracdo da ferritina. Se
assim for, este efeito ndo foi suficiente para nivelar a concentracdo de ferritina com a

populacdo controlo. De qualquer modo, dado que a diferenga ndo foi estatisticamente
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significativa, teremos de aprofundar este estudo no sentido de avaliar a real influéncia do

interferon na concentracéo sérica de ferritina nos doentes de EM.
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Tabela 46 — Tabela global de resultados dos varios conjuntos de doentes analisados

IDADE < 20 IDADE > 20 DOENCA DOENCA
EMER EMCP EMPP EMSP EDSS< 3 EDSS > 6 ANOS ANOS <10 ANOS > 10 ANOS BENIGNA MALIGNA
N 75 16 5 11 54 9 19 72 63 28 14 12
FERRO (mg/dL) | 95.45+36.23 [ 90.19:33.06 78.60 + 33.16 95.45 +33.19 98.46 + 36.19 89.56 + 30.87 101.1 + 36.40 92.79 +35.40 97.37 +37.59 88.14+30.19 | 87.86+30.02 | 87.33+24.45
TRANSFERINA
(me/dL) 278.6+49.90 | 256.3*35.08 231.4+27.49 267.6 + 33.05 279.1+54.12 262.3+41.88 292.1+70.85 270.1+39.66 273.5+ 44.0 277.4+57.40 | 283.0t73.93 | 268.8+31.46
mg,
FERRITINA
(ng/mL) 167.3+176.5 | 233.0%261.6 259.5 +332.7 222.4+248.1 177.2+196.4 234.1+226.7 131.6 + 166.8 191.3+199.1 197.1+210.1 137.4+144.7 | 196.6+212.8 | 186.6+187.1
ng/m
Recept. Sol.
Transf (mg/L) 3.146+1.039 | 2.776+0.545 2.828 + 0.633 2.752£0.533 3.132£1.078 2.977 + 0.609 3.199 £ 1.312 3.050 £ 0,879 3.002 +0.931 3.259+1.074 | 3.393:+1.351 | 3.147+0.7336
ransf (mg
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Uma representacao grafica dos resultados pode ser visualizada nos graficos seguintes onde

se agrupa os resultados de cada analito versus grupos de doentes estudados.
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Grafico 5 — Valores de ferro nos diferentes subgrupos de
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Grafico 6 - Valores de transferrina nos diferentes subgrupos de

doentes com esclerose multipla
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Grafico 7 - Valores de ferritina nos diferentes subgrupos de
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Grafico 8 - Valores de receptores soltiveis de transferrina nos

diferentes subgrupos de doentes com esclerose multipla
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5 CONCLUSAO

Estes resultados preliminares demonstraram uma falta de correlacéo entre o metabolismo
do ferro a nivel periférico e o curso da doenca. Embora se observem diferengas entre os
grupos de doentes com evolucgdes ou estadios diversos desta patologia, nomeadamente
niveis de ferritina mais elevados em doentes com EMCP e ferro, transferrina e receptores
soluveis de transferrina mais elevados em doentes com EMER, estas diferencas nao

tiveram significado do ponto de vista estatistico.

A associacdo de niveis de ferritina mais elevados para a fase cronica da doenca era

expectavel dado que a ferritina tem esse comportamento em varias doencas cronicas.

Dado que ndo conhecemos até que ponto o estado do metabolismo do ferro a nivel
periférico reflecte a realidade deste elemento a nivel cerebral, seria interessante alargar
este estudo recorrendo a exames de ressonancia magnética nuclear. A relacdo entre esses
dados e os deste estudo poderiam enté@o revelar-se mais esclarecedores da influéncia do
metabolismo do ferro na fisiopatologia ou patogénese e curso da Esclerose Multipla.

De qualquer modo e ressalvando a necessidade de aprofundar este estudo podemos desde

ja sintetizar algumas observacdes deste estudo que sirvam de referéncia para o futuro:

Os valores médios para todos os analitos na nossa populacdo de estudo estdo

compreendidos no intervalo de normalidade definido por esses valores de referéncia.

Os niveis de ferritina transferrina sdo significativamente mais elevados nos doentes com

EM do que no grupo controlo.

Os niveis de ferro, transferrina, e receptores solUveis de transferrina estdo mais elevados
nos doentes com Esclerose Multipla Exacerbacdo-Remissdo do que nos com Esclerose

Multipla Cronica Progressiva.

Os niveis de ferritina estdo significativamente mais elevados nos doentes com Esclerose
Multipla do que no grupo controlo e encontram-se mais elevados embora sem
significancia estatistica nos doentes com EMCP do que nos com EMRR e ainda mais

elevado nos doentes com EMPP do que nos com EMSP.

Nos doentes idade superior a vinte anos de idade, a concentracgao de ferritina é claramente

superior a encontrada nos doentes com idade inferior a vinte anos de idade.
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Os niveis de ferro e transferrina estdo mais elevados no grupo de doentes com EMSP do

que nos que apresentam EMPP.

Nos doentes com um EDSS <3, o ferro e a transferrina tem niveis inferiores ao

encontrados no grupo de doentes com EDSS >6.

Nos doentes com EDSS >6, a concentracao de ferritina é claramente superior a encontrada
nos doentes com EDSS <3.

Nos doentes com idade inferior a vinte anos de idade, os niveis de ferro e transferrina séo

inferiores aos encontrados nos doentes com idade superior a vinte anos.

Nos doentes com menos de dez anos de curso da doenca, os valores de ferro e ferritina séo

superiores aos encontrados nos doentes com curso de doenca superior a dez anos.

Nas EM com curso benigno os valores de transferrina, ferritina e receptores de

transferrina, sdo superiores aos doentes com EM néo benigno.

Existe ainda uma diferenga significativa entre os valores de transferrina e ferritina nos
doentes de EM a efectuar terapéutica com interferon e os valores encontrados no grupo

controlo.

Nao foram encontradas diferencgas nos valores de ferro, ferritina, transferrina e receptores
soltveis de transferrina, entre os doentes com EM em surto e os doentes que ndo se

encontram em surto.

Ter-se-a ainda que proceder a estudos mais exaustivo e alargados no sentido de utilizar
com eficécia os parametros do metabolismo do ferro no sangue periférico na avaliagcdo de

doentes com EM.
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