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_Introdugéo

A Doenga de Behcet (DB) é uma doenga inflamatéria crénica rara de
caracter multisistémico. As manifestagdes clinicas mais comuns na
DB séo as Ulceras orais e genitais recorrentes, a uveite e as lesdes
cutaneas (). O diagnéstico desta doenga continua a ser baseado
em critérios clinicos (2) ndo obstante a investigacéo realizada para
encontrar um teste especifico laboratorial adequado. Atualmente, a
etiologia da DB permanece ainda por esclarecer. A hipdtese mais
aceite quanto a sua patogénese baseia-se na existéncia de uma
resposta inflamatdria iniciada por um agente infecioso num hospe-
deiro geneticamente suscetivel (°). Varios autores tém defendido um
modelo “auto-inflamatorio” para explicar a imunopatogénese da DB
(4.5), Em particular, tem-se assistido a um acumular de evidéncia
que sustenta o envolvimento do stress oxidativo e a participacéo de
metais de transicdo nos processos de disfungdo endotelial e altera-
¢des na resposta imunitaria que estdo na base das lesdes tecidula-
res observadas nesta doenca (6-€).

A ceruloplasmina (Cp) é uma proteina de cobre com um papel fun-
damental no metabolismo do ferro (Fe) que participa na resposta de
fase aguda e contribui para o balango oxidante/antioxidante sistémi-
co. Resultados anteriores do nosso grupo mostraram que as células
mononucleares do sangue periférico expressam constitutivamente
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as duas isoformas de Cp (segregada e membranar), sugerindo uma
ligacdo estreita entre imunidade, inflamagdo e “biologia oxidativa”
(9,10), Curiosamente, estudos anteriores mostraram que a Cp circu-
lante estd aumentada na DB (11:12) muito embora o papel Cp asso-
ciada aos leucdcitos ndo tenha sido investigada nesta doenca, para
além dos nossos proprios estudos preliminares (19).

_Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi a investigacdo de novos aspetos
relacionados com a interacao entre a resposta inflamatoria, a ho-
meostase do Fe e 0 balango pré/antioxidante na DB de forma a es-
clarecer o seu papel na fisiopatologia desta doenga. Em particular,
propusemo-nos medir a expressdo da Cp membranar nas subpo-
pulagdes leucocitarias mais representativas no sangue periférico
de doentes com DB e respetivos controlos. Adicionalmente, preten-
deu-se fazer uma caraterizagéo clinica e laboratorial (hematolégica,
bioguimica e imunoldgica) destes dois grupos, nomeadamente com
o0 enfoque na medi¢do dos marcadores do metabolismo do ferro e
da inflamagéo.

_Metodologia

Para este estudo foram selecionados 25 individuos clinicamente
diagnosticados com DB de acordo com as normas internacionais
do ISGBD (2), ¢ classificados de acordo com a sintomatologia,
gravidade e inicio da doenca. Paralelamente, foram selecionados
24 individuos dadores de sangue saudaveis, constituindo estes o
grupo controlo. Todos os voluntarios participantes deram o seu
consentimento informado e realizaram um inquérito confidencial.
Um resumo dos dados clinicos e demogréaficos esta representado
na Tabela 1.

A caracterizacao hematoldgica das amostras colhidas foi feita através
da realizagdo de um hemograma completo. A medicdo sérica dos
marcadores bioquimicos do metabolismo do Fe [Fe sérico, transfer-
rina (Tf) e capacidade total de fixacdo do Fe (CTFF)] foi realizada
através de testes colorimétricos enzimaticos, enquanto a quantifica-
¢ao da ferritina (Ft) foi efetuada através de um ensaio imunométrico.
Por outro lado, a avaliagéo do status inflamatério sistémico foi realiza-
da através da quantificagéo da Cp e da proteina C reativa (PCR) por
nefelometria, ao passo que a beta2-microglobulina (32-m) foi medida
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Tabela 1: 7] Resumo dos dados clinicos e demogréficos da

populagéo participante no estudo.

Dados clinicos
Controlos (n=24) | Doentes com DB (n=25)

Por outro lado, a andlise dos dados hematologicos mostrou um au-
mento significativo do ndmero total de glébulos brancos e de neutro-
filos do sangue periférico dos individuos com DB comparativamente
aos individuos saudéveis.

Género (f/m) 11/13 16/9 o . . .
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Os resultados da medicao da expressao da Cp a superficie dos leu-
Idade (anos) 38+9 42 +£10 L. L. ) )

cocitos mostraram que os granuldcitos, comparativamente aos lin-
Severidade da doenga ‘. . ~ ~ .
Lo » fécitos e aos mondcitos, sdo a subpopulagdo celular com maior
Igeira - . ; , ,
Moderada - ; expresséo desta proteina nos dois grupos em estudo. Em particular,
Severa 2 encontrou-se um aumento significativo da Cp membranar expressa
Inicio da doenga pelos mondcitos do sangue periférico dos doentes em comparagao
Precoce (25 anos), (n) - 9 com 0s controlos.
Tardio (>25 anos), (n) - 16 . L . .
Finalmente, a medicéo sérica dos varios marcadores do metabolis-
Sintomatologia o
) mo do Fe mostrou um aumento significativo na Tf e CTFF nos do-
Uveite (n) - 10
CAtite) R 0 entes com DB. Nao se encontraram diferengas significativas nas
© Tromboflebite () - 5 concentragdes séricas de Fe e Ft quando se fez a comparagéo en-
tre 0s dois grupos em estudo.
através de um ensaio imunoenzimatico. Adicional- . . S . .
Tabela 2: ['7 Resumo de pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos

mente, a determinagao quantitativa da concentra- medidos em individuos sauddveis (n=24) e doentes com DB (n=25).

¢ao de mieloperoxidase (MPQO) no soro baseou-se
na técnica de ELISA, utilizando um kit comercial. Controlos (n=24)

Finalmente, o estudo da expressdo da Cp nas

sumarizados na Tabela 2.

Inflamagéo
varias subpopulagdes leucocitarias fez-se através CRP (mg/dl) 0.20 (0.10-0.30) 0.45%(0.19-0.74)
da técnica de citometria de fluxo Cpfge)  30ps3)  89%@s0
Bam (ug/l) 938(866-1038) 11458 (1040-1447)
Resultados Clootostoms O easery  isfeis)
Os resultados laboratoriais obtidos encontram-se —V—N;erg;t @ los 7(7*17276 L seet4s 456,6—(3—'1{37 %9
Linfécitos (x10°/ml) 1.8(1.6-2.1) 1.7(1.5-2.5)

MPO (ng/ml) 0.88(0.55-1.5) 1.52(0.95-2.1)

A anélise comparativa dos marcadores inflamaté- :
Metabolismo do Ferro

rios séricos mostrou um aumento significativo de

Fe (ug/dL) 105(85-119) 103(73-129)
todas as proteinas inflamatorias (Cp, CRP e B2m) "'F{'(}ﬁ'g'/'d{) """"""""""""""""""" 57'('3'(')'_'1'1'4)' """""""""""" 8 1’@';1'_'124'95 """""
em doentes com DB comparativamente aos indi- Tf (mg/dl) 253(226-273) 305%(270-330)
viduos saudaveis. CTFF (mg/dl) 316(283-341) 381%(336-413)
GRCp 363 (318-409) 401 (317-409)
Um aumento significativo da concentragéo sérica ~ PBLCP ~ 63@48r9)  68(53-83
MNCp 103 (87-119) 123 (109-137)

da MPO foi também encontrado no grupo dos do-

entes em comparagao com 0s controlos. Os resultados estéo apresentados como média (1° quartil-3° quartil); #p<0,05 vs controlos; CRP- proteina C

reativa; Cp- ceruloplasmina; B2-m- B2-microglobulina; MPO- mieloperoxidase; Fe- ferro; Ft- ferritina; Tf-
transferrina; CTFF- capacidade total de fixaga@o do Fe; GRCp- expressdo de Cp a superficie dos granulécitos
de sangue periférico; PBLCp- expressdo de Cp a superficie de linfécitos de sangue periférico; MNCp-
expresséo de Cp a superficie de mondcitos de sangue periférico.
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_Discussao

Para além da evidéncia de que a DB pode estar fortemente asso-
ciada a uma componente genética (14), varios estudos mostram
que a inflamagdo tem um papel determinante na fisiopatologia
desta doenca. De fato, os resultados obtidos no presente estudo
confirmam esta hipdtese visto que todos os marcadores inflama-
torios séricos medidos mostraram-se significativamente aumen-
tados nos doentes comparativamente aos controlos.

Por outro lado, tem sido anteriormente reportada a existéncia de
vérias alterag6es leucocitarias na DB (15-17), As nossas observa-
¢oes também reforgam esta nocéo, visto ter sido encontrado um
aumento significativo do nimero total de leucécitos circulantes
em individuos com DB. Esse resultado deveu-se essencialmente
ao aumento do numero de neutréfilos, o que parece corroborar 0
aumento significativo da concentragao sérica de MPO observada
nestes doentes. Efetivamente, estudos anteriores mostram que
0s neutrdfilos estdo hiperativados na DB (18-19) ¢, nestas condi-
coes segregam quantidades consideraveis de MPO (20) que con-
tribuem para a lesao tecidular observada nesta doenga.

O balango pré/antioxidante sistémico esta fortemente ligado a
capacidade de impedir reacdes de formagao de radicais livres
mediadas por metais de transicdo. Neste contexto, proteinas de
ligagado/oxidagdo de Fe sdo consideradas como 0s mais impor-
tantes antioxidantes existentes no plasma (2). Neste trabalho,
para além do aumento significativo da Cp sérica encontrado nos
doentes com DB, observou-se também um aumento significativo
da Tf (e da CTFF), sugerindo o envolvimento destas proteinas em
mecanismos de prote¢ao contra uma potencial lesdo oxidativa.

Muito embora a Cp seja normalmente considerada como uma pro-
teina sérica de sintese maioritariamente hepatica, foi anteriormen-
te por nés demonstrado que as células imunes sdo capazes de
sintetizar ambas isoformas (°:19). Os resultados aqui obtidos mos-
traram que os granulécitos constituem a subpopulagao leucocita-
ria com maior expressao de Gp a sua superficie. Adicionalmente,
observou-se um aumento significativo do ndmero de neutréfilos
nos doentes com DB o que indica que estas células poderao con-
tribuir para 0 aumento da isoforma soluvel medida em circulagéo.

Por outro lado, 0 aumento da expressdo da Cp membranar nos
mondcitos de doentes com DB sugere um potencial papel alterna-
tivo desta proteina na defesa contra potenciais agentes infeciosos.
Efetivamente, tanto o papel desta isoforma facilitando o exporte de
Fe celular, como a reconhecida atividade bactericida (22) e pro-
oxidante (2%) da isoforma em circulacéo, apoiam ndo s¢ este pres-
suposto como também constituem um suporte adicional para a
proposta do envolvimento da infecdo na etiologia da DB.

_Concluséo

Os resultados obtidos neste trabalho mostram pela primeira vez a
existéncia de alteragtes significativas da expresséo de ambas as
isoformas da Cp na DB, muito especialmente no que respeita ao
aumento da Cp membranar a superficie dos mondcitos do sangue
periférico. E assim reforgada a importancia da relagao funcional
entre a inflamag&o, a imunidade inata e 0 metabolismo do Fe na
DB, sugerindo a implicagao de novas vias metabdlicas na patogé-
nese desta doenga que poderdo ser cruciais para 0 desenho de
novos alvos terapéuticos e/ou identificacdo de novos biomarca-
dores de diagndstico.
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