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Introdugao: AEsclerose Mdltipla € uma doencga desmielinizante primaria de caracter autoimune, envolvendo diferentes
mecanismos imunopatoldgicos. Pensa-se que anticorpos dirigidos contra antigénios da mielina podem estar associa-
dos aos danos na mielina ou surgirem devido a estes, pelo que, o seu doseamento podera constituir um marcador
de evolugao da doenga. No entanto, a positividade desta pesquisa pode levantar duvidas em termos de valorizagao
clinica dada a descrigao destes auto-anticorpos também em individuos sem doenga. O objectivo deste trabalho foi
a avaliacdo da presenca de auto-anticorpos para a mielina em pacientes com o diagnéstico de Esclerose Multipla,
comparativamente a amostras de controlo, avaliando a sua associagdo com sintomas clinicos em pacientes com
diferentes formas clinicas da Esclerose Multipla.

Métodos: A pesquisa de anticorpos para a mielina foi realizada por uma técnica de imunofluorescéncia indirecta
usando como substrato, nervo periférico de primata (EUROIMMUN®). Foram estudados 34 doentes (14M/11H),
observados no servigo de Neurologia do Hospital de Sdo Jo&o: 8 com forma monosintomatica em surto, 11 com
forma Surto/Remisséo (SR) em remisséo, 11 com forma SR em surto e 4 com forma Primaria Progressiva (PP) em
remissao. A populagao de controlo foi constituida por 25 amostras de individuos saudaveis (26M/8H).

Resultados: Encontraram-se diferengas significativas nas duas populagdes em relagdo a presenca de anticorpos
para a mielina (p<0,001). A analise dos diferentes tipos clinicos demonstrou uma prevaléncia de 87,5% nos casos
com SCI, 77,3% na forma SR e 75,0% na forma PP. Em relacdo a situacgao clinica, 94,7% dos doentes em surto
possuiam anticorpos anti-mielina enquanto que nos doentes em remisséo 60,0% foram positivos. No grupo sem
patologia, 32,0% apresentou positividade para os anticorpos anti-mielina.

Conclustes: Apesar deste teste ndo ser especifico na Esclerose Mdltipla, na populacao de doentes estudada verifi-
cou-se uma maior prevaléncia dos anticorpos anti-mielina por imunofluorescéncia indirecta nos pacientes em surto.
Até que novos e melhores marcadores seroldgicos estejam disponiveis, este teste podera ser util para monitorizar
pacientes com diagnostico definitivo ou possivel de Esclerose Mdltipla, na qual a presenga destes auto anticorpos
podera indicar um possivel surto.
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INTRODUGAO

A desmielinizacdo no sistema nervoso central pode
apresentar-se sob a forma de diversas patologias de
etiologia desconhecida que, no seu conjunto, se desig-
nam doengas desmielinizantes primarias. A Esclerose
Multipla (EM) é a doenga desmielinizante primaria mais
conhecida e a mais frequente do adulto jovem. Em cerca
de 90% dos doentes a EM manifesta-se sob a forma de
um sindrome clinico isolado (SCI) tradutor de uma lesdo
inflamatéria cerebral, do nervo éptico ou da medula (1).
Em cerca de 30% destes doentes observa-se evolugao
da forma monosintomatica para a forma surto-remissao
(SR) num periodo de 12 meses (2). Varios estudos (3,4)

em doentes com SCI demonstraram que a instituicdo
precoce de terapéutica imunomoduladora, retarda nao
sO 0 aparecimento de novos surtos, como a sua inten-
sidade.

Desde as descrigbes iniciais sobre o provavel processo
auto-imune envolvido na EM, que se tentam encontrar
anticorpos no liquido céfaloraquidiano (LCR) indicadores
de lesao mielinica. Ha evidéncia de que os anticorpos
tém um papel relevante no mecanismo fisiopatoldgico
subjacente a EM, como é demonstrado pela importancia
no diagnéstico da presencga de banda oligoclonais de IgG
restritasao LCR (5-10). Igualmente, terapéuticas eficazes
em situagdes deimunopatologiamediadas poranticorpos,
nomeadamente as imunoglobulinas endovenosas e a
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plasmaférese, revelam ser benéficas em determinados
doentes com EM (6,7). No entanto, dada a heterogenei-
dade histopatolégica da EM, sé em determinados grupos
de doentes é que este mecanismo anticorpo-mediado se
cré ser preponderante (6,7,8).

No entanto a procura de anticorpos especificos, tal
como se verificaemoutras doengas autoimunes, temsido
controversa. Pensa-se que anticorpos dirigidos contra
antigénios da mielina podem participar nos danos na
mielina ou, alternativamente, surgirem devido a estes,
pelo que a sua pesquisa podera constituir um marcador
de evolugao da doenga. Sabe-se que determinados anti-
corpos estdo presentes logo nas fases iniciais dadoenga,
nomeadamente o anticorpo contra a proteina basica
da mielina (MBP) e o anticorpo contra a glicoproteina
da mielina do oligodendrdcito (MOG) (10,11). O papel
patogénico destes anticorpos esta ja bem estabelecido
emmodelos animais, nomeadamente em modelos experi-
mentais de encefalomielite, em que foi possivel demon-
strar que anticorpos monoclonais contra MOG induzem
desmielinizagdo in vitro (12). No entanto, a positividade
da pesquisa destes anticorpos pode levantar duvidas
em termos de valorizagao clinica dada a sua presenca
também em individuos sem doenga (10,11). Assim é
importante em termos de estratégia terapéutica tentar
perceber-se a importancia dos anticorpos anti-mielina
na patogénese do processo de desmielinizacdo. Neste
sentido pensamos que é de grande relevancia determi-
nar a importancia, destes anticorpos nas fases iniciais
da doenga. Se for possivel demonstrar que a serologia
de LCR positiva para anticorpos contra MOG e MBP em
doentes com forma de doenca monosintomatica indica
uma probabilidade elevada de aparecimento de novos
surtos, podera definir-se de forma mais precisa e objectiva
a estratégia terapéutica a instituir, nomeadamente com
imunomodulagao, tendo como alvo as células B.

O objectivo deste estudo foi o de avaliar, por imuno-
fluorescéncia indirecta, a possivel existéncia de autoan-
ticorpos para a mielina em doentes com o diagnéstico
de Esclerose Mudltipla, e comparar os resultados com
amostras de controlo. Pretendeu-se também avaliar se
a presenga de anticorpos anti-mielina estava associada
a fase de surto em doentes com diferentes formas de
apresentagéao clinica.

MATERIAL E METODOS

Doentes

Durante o periodo de seis meses (Janeiro de 2006
a Junho de 2006), foram seleccionadas as amostras de
soro de trinta e quatro doentes seguidos no servigo de
Neurologia do Hospital de Sdo Jodo com diagndstico
definitivo de Esclerose Multipla. Para o diagndstico dos
doentes foram utilizados os critérios de McDonald (9).
Foram incluidos neste estudo individuos com Esclerose
Multipla nas formas monossintomatica em surto (n=8),
Surto/Remissdo em surto (n=11), Surto/Remissdo em
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remissao (11) e forma Primaria Progressiva (n=4) (Ta-
bela 1). Nos doentes seleccionados, o tempo médio de
evolugdo da doencga foi de 8,0+3,1 anos, com EDSS
(Expanded Disability Status Scale) de 3+1 e nos doentes
em recaida, o valor médio de foi de 2,3+2,1 recaidas
anuais. Todos os doentes assinaram um consentimento
informado para eventual processamento das amostras
para fins de diagnéstico e investigagao.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos doentes.

Tipo Clinico Situagao Clinica N° Sexo Idadet

SCl Recaida 8 7M/MH 28,9 (15-44)
SR Remissao 11 9M/2H 44,1 (33-51)
SR Recaida 11 8M/3H 36,5 (20-66)
PP Remissao 4 2M/2H 39,3 (30-56)
Controlos - 25 14M/11H 34,9 (19-52)

$Média (minimo-méximo); SCI - Sindrome Clinico Isolado; SR - Surto/
/Remisséo; PP - Primaria Progressiva.

Como controlo, foram seleccionadas 25 amostras
de individuos estudados laboratorialmente por queixas
neuroldgicas (e.g. cefaleias, queixas sensitivas, visuais)
em que a avaliagdo neuroldgica e imagioldgica excluiu
patologia estrutural do SNC .

Todas as amostras de doentes foram colhidas por
pungao venosa na fase de surto, durante uma avalia-
¢ao laboratorial de rotina, sendo centrifugadas e o soro
armazenado a -20°C até posterior utilizagao.

Metodologia

Apesquisa dos autoanticorpos anti-mielina foi realiza-
daportécnicadeimunofluorescénciaindirecta, utilizando
como substrato nervo periférico de primata Neurology
Mosaic 1, (EUROIMMUN®, Lubeck). As amostras foram
diluidas 1/10 em PBS-Tween. Adicionou-se em cada
poco de reacgao dalamina microscopica 25ul de amostra
diluida, utilizando um controlo positivo e um negativo por
ldmina. De seguida, a amostra incubou com o substrato
durante 30 min. a temperatura ambiente, protegida daluz
removendo-se, de seguida, 0 excesso de amostra através
de uma lavagem durante 5 min. em PBS-Tween. Adicio-
nou-se a cada pogo de reacgao o anticorpo secundario
(policlonal proveniente de cabra, anti-lgAGM humana,
conjugado com fluoresceina, FITC). Deixou-se aincubar
a temperatura ambiente durante 30 min. e procedeu-se
a nova lavagem em PBS-Tween durante 5 min., remov-
endo o excesso de anticorpo secundario que nao entrou
na reac¢ao. Por fim, adicionou-se o meio de montagem
(glicerol) e cobriu-se com uma lamela. A observacao
das laminas foi efectuada num microscopio de fluo-
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rescéncia, pelo mesmo investigador, sem conhecimento
da proveniéncia e diagnéstico das amostras. Todas as
determinagdes foram realizadas em duplicado, sendo a
amostra positiva definida como aquela que apresentou
um padrao de fluorescéncia igual ou mais forte que o
controlo positivo.

Analise estatistica

A diferenga de distribuicdo dos anticorpos anti-mie-
lina entre os diferentes grupos foi avaliada pelo teste
Qui-Quadrado. A analise estatistica descritiva foi feita
recorrendo ao programa SPSS®, versao 13.0.

RESULTADOS

A populagao de doentes em estudo apresentou uma
média de idades de 37,5+11,3 anos, nao diferindo sig-
nificativamente da do grupo de controlo, 34,9+10,2 anos.
Em relagdo ao sexo, a populagdo predominante era a
feminina, correspondendo a 56,0% do grupo de controlo
e a 76,5% da populagéo de doentes, ndo se verificando
diferengas estatisticamente significativas entre grupos.

A presencga de anticorpos anti-mielina foi de 79,4%
na populagéo de doentes e de 32,0% na populagéo de
controlo (Qui-Quadrado=13,4; p<0,001) (Tabela 2).

Tabela 2 - Prevaléncia de anticorpos anti-mielina em
doentes e controlos.

Controlos§ Doentes§ p

Positivos para 8 (32,0%)
auto-anticorpos

27 (79,4%)

<0,001
Negativos para 17 (68,0%)
auto-anticorpos

7 (20,6%)

§ (n°, %)

Analisando os diferentes tipos clinicos de EM, verificou-
se que nos casos de SCI, a positividade foi de 87,5%, na
forma SR foi de 77,3% e nos casos de PP, foi de 75,0%.
Analisou-se também os doentes com SR de acordo com
a situagao clinica: em remissdo e em recaida. Assim,
dos doentes em remissao 60,0% foram positivos para
anticorpos anti-mielina e nos doentes emrecaida, 94,7%
tinham anticorpos anti-mielina (Tabela 3).

Paraodiagnésticode EM, a positividade dos anticorpos
anti-mielina apresentaram uma sensibilidade de 77,1%,
mas uma especificidade de apenas 68,0%.

Tabela 3 - Prevaléncia de anticorpos anti-mielina nos
diferentes tipos clinicos da Esclerose Multipla.

Tipos Clinicos# Presenca de Auséncia de

anticorpos anticorpos

SClI 7 (87,5%) 1(12,5%)

SR 17 (77,3%) 5(22,7%)

PP 3 (75,0%) 1(25,0%)

Total (em remissao) 9 (60,0%) 4 (40,0%)
Total (em recaida) 18 (94,7%) 1(5,3%)

#SCI - Sindrome Clinico Isolado; SR - Surto/Remisséo; PP - Primaria
Progressiva.

DISCUSSAO

Comparando a positividade dos anticorpos anti-mielina
nos dois grupos, verificaram-se diferencgas significativas
da sua distribuicdo entre o grupo de controlo e o grupo
de doentes, o que esta de acordo com alguns estudos
(11,18,20) e em desacordo com outros (20-22). Estas
discrepancias de resultados encontradas por diferen-
tes autores podem ser explicada pelas diferengas nos
ensaios realizados, nomeadamente nas técnicas e nos
antigénios utilizados, ndo havendo até ao momento
uma técnica estandardizada (11,15,24). Em relagéo as
técnicas utilizadas, a maioria consistiu em imunoensaios
enzimaticos “ELISA” ou por “Western Blot”, tendo sido
utilizados recentemente a citometria de fluxo. Emrelagao
aos antigénios, a maioria dos autores usaram o dominio
extracelular da MOG expressa em Escherichia coli por
recombinagao genética (11,19-22), enquanto que outros
autores usaram a proteina nativa sem ser glicosilada
obtida por tradugéo in vitro do MOG (23), outros ainda
utilizaram péptidos (14,17). Nos trabalhos realizados por
Gaertner e colegas (15) e por Lalive e colegas (16) foi
utilizado como antigénio MOG humano nativo e glicosi-
lado, expresso em células de mamifero.

Tem sido evidenciado que tanto os doentes com EM
como os individuos saudaveis possuem linfécitos T e
anticorpos reactivos a mielina (10). No entanto, enquanto
que nos individuos saudaveis estes linfocitos T produ-
zem um padrao de citoquinas anti-inflamatérias (IL-4 e
IL-5) nos doentes o fendtipo € patogénico (células CD4*
autoreactivas, Th1) (10).

Em relacdo aos anticorpos anti-mielina, apesar da
sua frequéncia elevada na populagdo saudavel, podera
haver diferengas de reconhecimento em relagdo aos
autoanticorpos presentes nos doentes. E sabido que os
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anticorpos patogénicos e nao patogénicos se ligam a dife-
rentes constituintes antigénicos da mielina; os anticorpos
patogénicos ligam-se a epitopos glicosilados do MOG
(glicoproteina da mielina do oligodendrdécito) enquanto
que os anticorpos ndo patogénicos se ligam ao MOG
localizado dentro das células (24). No nosso estudo, a
especificidade diagndstica do teste foi de apenas 68%,
0 que podera ser explicado pelo facto de a pesquisa de
anticorpos para a mielinater sido realizada porimunofluo-
rescéncia indirecta, técnica que nao permite diferenciar
anticorpos patogénicos de anticorpos ndo patogénicos.
Estudos recentes demonstraram que parafazeracorrecta
distingédo entre anticorpos patogénicos e anticorpos nao
patogénicos, o antigénio usado deve encontrar-se na sua
forma nativa e glicosilada (14-16,17,25).

Analisou-se também neste trabalho, a prevaléncia de
anticorpos anti-mielina em diferentes tipos clinicos da
EM (SCI, SR e PP) e em diferentes situa¢des de surto
e remissao. A percentagem de doentes com anticorpos
positivos no grupo de doentes com SCl e com SR foi
elevada, 87,5% e 77,3% respectivamente, estando de
acordo com algumas publicagbes (17,19) e em desa-
cordo com outras (20-22). Nos individuos com forma
PP, detectaram-se anticorpos anti-mielina, estando a
prevaléncia (75,0%), de acordo com o trabalho de Breij e
colaboradores (18) e ndo estando de acordo com outros
estudos (16,19,21,22). Apesar da nossa amostragem
neste grupo ser muito pequena (quatro doentes), tem
sido proposto que os anticorpos ndo desempenham um
papel preponderante nos danos fisiopatolégicos naforma
PP da EM (8).

Pretendeu-se também avaliar se a presencga de anti-
corpos poderia estar relacionada com a situagao clinica
(nomeadamente os surtos ou remissdes) e, desse modo,
constituir um marcador de evolugéo da doenga (se assim
fosse, os anticorpos estariam presentes nos doentes em
recaida e ausentes em remissao). Apesar dos nossos
dados sugerirem que apresencga de anticorpos podera de
algum modo estar mais relacionada com o surto (94,7%
apresentaram anticorpos anti-mielina versus 60,0% na
remissao), até ao momento n&o foi possivel demonstrar se
estes anticorpos fazem parte do processo fisiopatolégico
da desmielinizagdo, dos mecanismos de reparagao da
mielina ou se surgem como consequéncia deste. Nos
individuos em remisséo, verificou-se que, de um total
de treze, nove apresentaram anticorpos; no entanto,
alguns dados da literatura revelam que emindividuos em
remissao o titulo de anticorpos pode ser persistente até
seis meses apos a data do ultimo surto (13,17).

Devido a sua baixa especificidade, a técnica de
imunofluorescéncia indirecta em substracto heterélogo
(de primata) que utilizamos na pesquisa dos anticorpos
anti-mielina, ndo podera ser utilizada como marcador
serolégico da EM, principalmente nos doentes com
Sindrome Clinico Isolado. Contudo, até se tornarem
disponiveis novas metodologias, a pesquisa de an-
ticorpos anti-mielina em conjunto com os restantes
meios de diagndstico, podera constituir um auxiliar para
avaliacao do risco de recaida em doentes com a forma
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Surto/Remissao. No entanto, serdo necessarios estudos
com antigénios purificados, nomeadamente o MOG e
MBP, e técnicas mais sensiveis, tais como técnicas de
ELISA, citometria de fluxo ou “microarrays” (26) que se
espera poderem diferenciar os anticorpos patogénicos
dos nado patogénicos e identificar os doentes em risco
aumentado de desenvolver uma recaida e/ou com maior
potencial de resposta a determinadas terapéuticas (e.g.
plasmaférese, IVIG). Aguarda-se entdo, com expectativa,
a disponibilizagao laboratorial destas metodologias para
novos estudos e desenvolvimento.
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