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RESUMO

A etiologia da esclerose multipla (EM) ainda é desconhecida, porém, ha
evidéncias da participagdo de fatores genéticos e ambientais na determinagio
da suscetibilidade a esta doenga.

No presente trabalho foi feita uma anélise dos principais aspectos
imunogenéticos implicados na EM que vém sendo estudados. Encontrou-se que
a taxa de concorddncia em gémeos monozigéticos é significativamente maior
do que em gémeos dizigodticos, sugerindo a participagdo de um componente ge-
nético na etiologia da EM. A média da herdabilidade da EM foi estimada como
sendo aproximadamente 28%; porém ainda n3o foram identificados os genes
que constituem um fator de risco para o desenvolvimento da EM.

Ha evidéncias de que os genes do complexo principal de histocompatibi-
lidade (MHC), principalmente os de classe II, das subregides DR ¢ DQ possam
estar envolvidos. Em particular o haplétipo DRB1*1501.DQA1*0102.
DQB1*0602, referente ao fen6tipo DR2.Dw2.DQ6 foi encontrado em associa-
¢do positiva em varios estudos em populagdes caucasdéides. O desequilibrio de
ligagdo entre os genes DR e DQ dificulta o reconhecimento da contribuigio
individual de cada alelo. Nos estudos de associagdo MHC x EM, nota-se hete-
rogeneidade quanto aos critérios de diagnostico empregados pelos diversos
autores e a auséncia, na maioria das vezes, de analises em separado dos grupos
de pacientes com manifestagSes clinicas distintas.

A despeito da variabilidade dos receptores de célula T (TCRs) encontra-
dos nas células dos pacientes com EM, as moléculas de TCRap, que sdo ex-
pressas na membrana dessas células, aparentemente apresentam seqiiéncias em
comum entre si na regiio de ligagdo com o complexo antigeno-MHC. Entretan-

to, os estudos a respeito do envolvimento dos genes TCR na suscetibilidade a
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EM partem do pressuposto de que o autoantigeno envolvido seja a proteina
basica da mielina (MBP). Além disso, alguns estudos sugerem que outras molé-
culas, como por exemplo a glicoproteina associada a mielina (MAG) e a glico-
proteina da mielina do oligodendrécito (MOG), possam servir de alvo da au-
toimunidade na EM. As citocinas produzidas nos sitios de inflamag¢do no siste-
ma nervoso central também parecem desempenhar papel relevante na imunopa-

tologia da EM.
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I- INTRODUCAO

Especula-se que a esclerose multipla (EM) tenha surgido entre os povos es-
candinavos que dominaram o Norte da Europa. Tais povos, procedentes dos
paises atuais da Noruega, Suécia e Dinamarca, eram conhecidos como Vikings.
Eram bons navegadores e conquistadores de novas terras. Em cada area dife-
rente que ocupavam, recebiam designag¢Ses distintas, como Normandos na Ale-
manha, Franga e Espanha, Danes na Inglaterra e Vardngios na Russia. Era
costume entre eles capturar mulheres e criangas apds as batalhas para vendé-
las como escravos ou para manté-las como servigais. Os Vikings também par-
ticiparam ativamente nas Cruzadas, freqiientemente estabelecendo-se em diver-
sas terras estrangeiras, onde casavam-se e se misturavam a populagdo local.
Eis ai, segundo a visio de POSER (1994) o principal motivo da disseminagio
dos genes de suscetibilidade a EM, estendendo-se as populagdes descendentes
dos Vikings que povoaram as demais regides onde hoje ha alta prevaléncia da
EM.

A esclerose multipla é uma doenga desmielinizante do sistema nervoso cen-
tral (SNC) de natureza aparentemente autoimune, cuja etiologia ainda é desco-
nhecida. Existem evidéncias de que fatores ambientais e genéticos estejam en-
volvidos na determinagdo de sua ocorréncia.

O diagnoéstico da EM ¢é extremamente dificultado, dada a heterogeneidade
do ponto de vista clinico e a inexisténcia de testes laboratoriais especificos. O
tratamento da EM ¢ na maioria das vezes inespecifico, ou é restrito a um grupo
de pacientes com determinadas manifestagdes clinicas.

Ha ainda muitas questdes em aberto no que concerne a caracterizagdo da
EM. Entre estas, a determinagido dos fatores genéticos de risco. Além disto, os
mecanismos implicados na imunopatologia tém sido enfocados em diversas
pesquisas.

No presente trabalho sdo abordados alguns aspectos possivelmente implica-
dos na suscetibilidade 4 EM. Antes de apresentar os resultados dos estudos es-
pecificos, ¢ dada uma explanagido prévia de alguns assuntos das areas de
imunologia e genética necessarios ao entendimento dos topicos abordados, se-
guida de um breve comentario sobre a doenga propriamente dita. Por fim, s3o
comentados os principais aspectos imunogenéticos que vém sendo investigados
atualmente.



1.1 - Objetivos

1. Apresentar, discutir e analisar alguns aspectos gerais e enfocar os mecanis-
mos imunogenéticos implicados na EM;

2. Efetuar a analise estatistica dos dados de diversos estudos populacionais em
gémeos, a fim de se estimar a contribuigdo do componente genético na etio-
logia da EM;

3. Analisar os resultados de diversos estudos populacionais de associagdo en-
tre MHC e EM;

4. Comparar os resultados dos diversos autores, evidenciando as causas das
divergéncias,

5. Apresentar sugestdes que visem ao aprimoramento dos trabalhos futuros e
algumas perspectivas com vista ao diagnostico e tratamento da EM.

1.2 - Justificativa

A EM ¢ a doenga desmielinizante mais comum do SNC entre as populagdes
caucasoOides. Dada a sua natureza multifatorial, o estudo da EM ¢ dificultado
pela grande complexidade das interagdes entre os fatores genéticos e ambien-
tais que influenciam na determinag¢do desta doenga. Por se tratar provavelmente
de uma doeng¢a autoimune, as causas implicadas na indug¢do e os mecanismos
imunogenéticos responsévéis pela manutengdo da EM vém despertando o inte-
resse de geneticistas e neuroimunologistas.

A inexisténcia de testes laboratoriais especificos e de sinais e sintomas ex-
clusivos da EM dificultam o diagnéstico desta doenga, constituindo-se num de-
safio que os médicos neurologistas tém enfrentado no dia-a-dia. A caracteriza-
¢do dos aspectos imunolégicos e dos fatores genéticos implicados na suscetibi-
lidade a EM sera util para o conhecimento da sua etiologia, com implica¢des
obvias no diagndstico e tratamento.

Embora as pesquisas referentes 8. EM sejam abundantes, os resultados dos
diversos autores s3o muitas vezes contraditérios ou inconclusivos. Uma abor-
dagem comparativa dos dados desses trabalhos é 1util para que se possa inferir
de forma generalizada sobre a EM e possibilita uma analise das possiveis cau-
sas de divergéncia entre os diferentes autores.



1.3 - Metodologia

1.3.1 - Coleta de Dados

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos de diversas fontes biblio-
graficas buscadas através do sistema MEDLINE de intercimbio computacional
entre varias bibliotecas, incluindo-se dentre estas as principais das redes naci-
onal e internacional. A maioria dos artigos citados nesta dissertagdo provém da
BIREME, uma biblioteca situada na capital Sio Paulo que concentra grande
parte da bibliografia na area de satide, da Faculdade Paulista de Medicina, e da
Biblioteca do Hospital de Clinicas da UFPr. Outras referéncias foram enviadas
de diversas localidades através do servigo de comutagdo bibliografica
(COMUT), e outras ainda foram gentilmente cedidas por profissionais ligados a
area de neuroimunologia.

1.3.2 - Analise dos Dados Obtidos

Na apresentagdo dos resultados de estudos referentes a EM, procedeu-se a
analise estatistica dos dados de concordincia em gémeos, a fim de verificar se
as diferengas entre os pares de gémeos monozigdticos e dizigdticos sdo signifi-
cativas. Em seguida, utilizando-se os mesmos dados, féz-se uma estimativa do
grau de herdabilidade da EM. A partir destas analises, pode-se inferir a parti-
cipagio de um componente genético na etiologia da EM.

Os dados de estudos populacionais de associagd@o entre antigenos HLA e a
EM foram agrupados em tabelas, e os referentes as populagdes caucasdides fo-
ram submetidos ao calculo do risco relativo, que representa a chance de um
individuo com um determinado alelo HLA desenvolver a doenga, comparado
aos que nio possuem o alelo em questdo, num contexto populacional definido.

Ao final deste trabalho, foram discutidos diversos aspectos da imunopato-
logia da EM, bem como os resultados das analises dos dados de estudos gené-
ticos. Foram feitos comentarios a respeito das possiveis causas de divergéncia
entre os diversos autores e dadas algumas sugestdes para aplicagio em traba-
lhos futuros. Ao mesmo tempo, foram langadas hipoteses para tentar explicar

as interagdes imunogenéticas implicadas na EM.



II - NOCOES PRELIMINARES

2.1 - Conhecimentos Elementares sobre o SNC

O SNC ¢ constituido pelo encéfalo (cérebro e cerebelo) e pela medula espi-
nhal. Sdo estruturas delicadas que requerem protegdo contra choques mecini-
cos e substancias estranhas ou células imunocompetentes que possam causar-
lhes danos. O encéfalo é envolto por membranas (meninges) e esta confinado
ao crdanio. A massa encefalica é constituida de substdncia branca e cinzenta.
Cérebro e cerebelo contém substidncia branca em seu interior e substiancia cin-
zenta no cortex, enquanto que na medula a distribuigio dessas substancias é
invertida. As principais células do tecido nervoso sio os meurdnios, que apre-
sentam prolongamentos denominados ax6nios. Os neurdnios sdo caracterizados
por sua capacidade de produg¢ido e condugio de uma descarga elétrica (impulso
nervoso) em resposta a estimulos. Os ax6nios dos neurdnios levam o impulso
nervoso a grandes distdncias, cuja maior parte é percorrida dentro da substan-
cia branca. Cada ax0nio é isolado por uma bainha de mielina, composta de
varias camadas de uma substancia proteolipidica constituida predominantemen-
te de mielina (HAM, 1972).

O isolamento elétrico dos axdnios permite a condugdo saltatoria do impulso
nervoso e a redugido da perda de corrente do ax6nio para o fluido tissular cir-
cundante durante a condugio do impulso nervoso. Isto permite uma condugio
muito mais veloz nos axodnios mielinizados do que nos nido mielinizados. A
destrui¢do da bainha de mielina reduz drasticamente a velocidade de condugio
do impulso nervoso. Em conseqiiéncia, ocorrem alteragdes motoras e sensori-
ais, podendo levar a inabilitagdo permanente devida a degeneragdo dos axdnios
desmielinizados (BRODAL, 1992).

Diversos outros tipos de células sio encontrados no SNC. Tais tipos celula-
res, referidos como células da glia, sio de crucial importancia para o funcio-
namento dos neurdnios e sdo agrupados em trés categorias: 1) os astrécitos
mantém intimo contato com os neurdnios, com os quais realizam troca de sub-
stincias, e formam uma camada continua ao redor dos vasos sangiiineos e no
lado interno das meninges; 2) os oligodendrécitos sio responsaveis pela pro-
dugdo da mielina que envolve os axdnios (figura 2.1); 3) as células da mi-
créglia apresentam capacidade fagocitica e sua fungdo parece estar relacionada
com a remog¢do de “debris” do SNC apés a destruigdo por trauma, isquemia ou
inflama¢io (BRODAL, 1992)..



oligodendrdcito

Figura 2.1 - Produgdo da bainha de mielina. O
oligodendrécito produz simultaneamente bainhas
que revestem os axOnios de varios neurdnios. A

bainha de mielina é composta de uma série de 4 4/  bainhade
camadas sobrepostas ¢ sua distribui¢do é descon- / mielina
tinua ao longo dos axdénios, permitindo a condu-| axdnios

~

¢do saltatéria do impulso nervoso. (Adaptado de
HAM, 1972.)

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é um liquido incolor que confere prote-
¢d0 ao SNC contra possiveis traumas mecdnicos. Em situagdo normal, contém
pequeno numero de células (1-5/mm®) e, comparado ao plasma, altas concen-
tragdes de ions Na', CI” e Mg'® e baixo teor de K*, Ca'> e glicose
(CARPENTER, 1991).

A vascularizagdo do SNC ¢ abundante, porém, altamente seletiva. A sobre-
vivéncia dos neurdnios depende da manutengdo estrita da composigio fisico-
quimica adequada ao seu funcionamento. O sistema que regula a troca de ma-
teriais entre o cérebro, o LCR e o sangue é designado barreira hematoencefali-
ca (BHE). Em condi¢des normais, o transito das células imunocompetentes no
SNC ¢ contido pela BHE, que impede o acesso dos clones de células com po-
tencial autorreativo aos antigenos tecido-especificos do SNC, para os quais
nido ha tolerdncia imunoldgica. A BHE ¢é constituida pela camada de células en-
doteliais dos vasos cerebrais, pela membrana basal e pelas células da glia peri-
vasculares (figura 2.2). A parede dos capilares sangiiineos do SNC € constitui-
da de uma camada continua de células endoteliais estreitamente conectadas
umas as outras, dificultando a difusio de solutos (CARPENTER, 1991).

2.2 - Sistema Imune

2.2.1 - Conceitos Gerais

Aos microorganismos e as moléculas que induzem uma resposta imune no
hospedeiro da-se o nome genérico de antigeno. A expressio epitopo, ou de-
terminante antigénico, é usada para designar os segmentos especificos dessas
moléculas que interagem com os receptores de membrana das células imuno-
competentes ou para designaf os pontos especificos do antigeno aos quais se



ligam os anticorpos. Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sdo glicoproteinas
produzidas pelos plasmoécitos em resposta a um estimulo antigénico, que apre-
sentam alta afinidade para o antigeno que induziu a sua formagao.
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Figura 2.2 - Barreira hematoencefalica. (Adaptado de BRODAL, 1992.)

Para que os anticorpos possam atuar eficientemente na lise de células infec-
tadas, é ativado um conjunto de proteinas séricas que ¢ denominado de com-
plemento. O complemento possui uma segunda via de ativagdo, que ¢ feita
através de moléculas presentes na superficie de microorganismos. As proteinas
do complemento estdo inicialmente em estado inativo e, ao serem clivadas, ad-
quirem atividade enzimatica. Alguns fragmentos dessas proteinas atuam como
agentes quimiotaticos, cuja fungdo € atrair as células imunocompetentes para
o local da infec¢io, ou como opsoninas, que encobrem a superficie do micro-
organismo invasor, facilitando a fagocitose. O produto final de ativagdo de
ambas as vias do complemento é um complexo enzimatico de ataque 4 membra-
na, responsavel pela lise de células heterologas. As proteinas do complemento
estdo presentes em todos os processos inflamatorios onde, além das fungdes ja



mencionadas, aumentam a permeabilidade dos vasos sangiiineos, facilitando o
fluxo dos elementos celulares e humorais para o local da infecgido.

Citocina é um termo genérico para moléculas soluveis, mediadoras de in-
teragdo celular, secretada por diversos tipos celulares (ROITT et al., 1992).
Dentre as principais citocinas, citam-se as interleucinas de diversos tipos e
fungdes, cada qual designada por um nimero (ex. IL-1, IL-2, IL-3), o fator de
necrose tumoral (TNF-a e TNF-B) e o interferon, cujos subtipos sio também
designados por letras gregas (ex. INF-g, INF-y).

Orgdos ou tecidos linfoides sdo os locais onde se concentram as células do
sistema imune. S0 denominados 6rgios linféides primarios os locais de pro-
du¢do e amadurecimento dos linfécitos que, nos mamiferos, correspondem ao
figado fetal, 4 medula 6ssea e ao timo. Da-se o nome de érgdos linfoides se-
cundarios, ou periféricos, aos locais para onde migram os linfocitos maduros
e onde estas células poderdo entrar em contato com os antigenos e interagir
entre si. Para tanto, estes 6rgdos estdo situados em locais estratégicos do or-
ganismo, como as placas de Peyer no intestino e as amigdalas na cavidade oral,
que sdo as principais portas de entrada de microorganismos invasores. Além
destes ja mencionados, sdo considerados 6rgdos linféides periféricos o bago e
os linfonodos.

2.2.2 - Células do Sistema Imune

As células do sistema imune originam-se na medula 6ssea a partir de uma
célula-tronco pluripotente (figura 2.3). Esta célula primor&ial gera duas linha-
gens distintas de células: a linhagem linféide diferencia-se nos linfocitos T e B,
enquanto que a linhagem mieldide origina as demais células do sistema imune:
mondcitos, macrdofagos, mastdcitos, basofilos, neutrofilos, eosinodfilos e pla-
quetas, além dos eritrocitos.

Os linfocitos T sio uma populagdo heterogénea de células com fung¢des dis-
tintas e marcadores de membrana proprios. As células T recém-produzidas mi-.
gram da medula 6ssea para o timo, onde completam seu amadurecimento e se
diferenciam nas subpopula¢gdes de linfocitos T auxiliar, citotéxico € supressor
(ROITT et al., 1992). Os linfocitos T auxiliares, que expressam a proteina
CD4 na sua membrana, desempenham um papel central na regulagido das res-
postas imunes; sua fungdo é denunciar a presenga de um antigeno e atrair as
células implicadas na eliminagdo deste antigeno para o local da infecg¢ao.
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Figura 2.3 - Células do sistema imune. Todas as células do sistema imune
sdo derivadas de uma célula primordial pluripotente na medula dssea, a qual se
divide originando duas linhagens distintas de células. A linhagem linféide
origina os linfécitos T ¢ B, enquanto que a linhagem mieldide origina as de-
mais células do sistema imune, além dos eritrocitos. Estes altimos ndo estdo
mostrados no esquema. (Adaptado de ABBAS er al. 1994))

O reconhecimento do antigeno ocorre por intermédio de receptores de
membrana especificos designados receptores de células T (TCR) Os TCRs dos
linfécitos T auxiliares interagem com os complexos antigeno-MHC de classe II
na superficie das células apresentadoras de antigeno (CAA). A molécula CD4
contribui para aumentar a adesdo entre as células e envia sinais intracitoplas-
maticos para a ativagdo dos linfocitos apoés o reconhecimento do antigeno
(ABBAS et al., 1994).

Ha duas subpopulagdes de linfocitos T auxiliares, designadas Thl e Th2, as
quais podem ser acionadas em situagdes distintas, uma vez que estas subpopu-
lagdes de células T CD4 diferem ligeiramente entre si quanto a fungdo. As
células Thl produzem IL-2, IL-3, TNF-p, INF-y e participam das respostas in-
flamatorias, enquanto as células Th2 produzem IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e TNF-
B Ao contrario das células Thl, as células Th2 ndo dependem de IL-2 para a
sua proliferagdao autocrina (OKSENBERG, 1994).



Os linfécitos T citotoxicos CD8", por sua vez, tém a importante incumbén-
cia de lisar as células infectadas. Podem interagir diretamente com as células-
alvo através do reconhecimento de complexos antigeno-MHC de classe I na su-
perficie dessas células, ou indiretamente em resposta aos estimulos provenien-
tes dos linfocitos T auxiliares. Células T supressoras CD8", por fim, inibem a
fungdo efetora dos linfocitos T citotoxicos apds cessado o estimulo antigénico,
além de garantir a supressdo das células com potencial autorreativo que even-
tualmente estejam presentes na circulagdo. A molécula CD8 tem fungio aces-
soria semelhante a molécula CD4. Ambas passém a ser expressas durante a pas-
sagem dos linfoécitos pelo timo, juntamente com os TCRs e outras moléculas
acessorias da membrana celular dos linfocitos T.

Os linfécitos B saem ja maduros da medula 6ssea, indo para a circulagdo ou
concentrando-se nos linfonodos e em outros 6rgdos e tecidos linféides periféri-
cos, para onde convergem também os linfocitos T maduros. Apds receberem
um estimulo antigénico, diferenciam-se em plasmocitos e secretam os anticor-
pos especificos para o antigeno em questdio. Podem ser estimulados diretamen-
te pelo antigeno ou indiretamente através das citocinas secretadas pelos lin-
focitos T auxiliares.

A descrigdo detalhada de cada tipo celular da linhagem mieldide foge ao es-
copo deste trabalho. Destacam-se dentre estas, as que apresentam capacidade
de realizar a fagocitose, quais sejam, monocitos, macréofagos e neutréfilos.

As CAA expressam simultaneamente moléculas MHC de classe I e de classe
II na membrana citoplasmatica. Ao ser infectada, uma CAA apresenta os pepti-
deos antigénicos associados as moléculas MHC de classe II aos linfocitos T
auxiliares CD4", cujos receptores de membrana sio especif;cos para fazer o re-
conhecimento dos complexos peptideo-MHC em questdo. Em resposta ao esti-
mulo antigénico, os linfécitos T auxiliares proliferam-se e liberam citocinas
que ativam as células fagociticas, induzem a diferenciagdo dos linfécitos B em
plasmoécitos e a proliferagio de clones de linfocitos T citotoxicos CD8" espe-
cificos, os quais sdo atraidos por quimiotaxia para o local da infecg@o. Os lin-
focitos B; apds a diferenciagio em plasmocitos, secretam os anticorpos que
ativam as proteinas do sistema complemento. Juntos, anticorpos e complemen-
to fazem a opsonizagio e a lise das células infectadas. Da mesma forma, os
linfocitos T citotéxicos lisam as células infectadas por agdo enzimatica. A in-
teracio das CAA com os linfocitos T citotéxicos pode ser feita diretamente
sem o auxilio das células CD4". Neste caso, a CAA apresenta os peptideos an-
tigénicos associados a moléculas MHC de classe I na sua superficie, os quais
interagem com os receptores de membrana especificos dos linfocitos T citoto-
xicos (figura 2.4).
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Figura 2.4 - Interagdes entre as células do sistema imune envolvendo a apresentagdo
de antigenos associados as moléculas HLA de classe I e de classe II.

2.2.3 - Nogdes Gerais sobre Autoimunidade

Uma das propriedades mais importantes do sistema imune é a sua capacida-
de de distinguir as moléculas proprias das ndo-proprias do organismo. Contra
estas ultimas, reconhecidas como estranhas e potencialmente prejudiciais, o
sistema imune reage ativamente, através da produgdo de anticorpos e da ativa-
¢do de células contendo receptores de membrana especificos para essas molé-
culas. Em relagdo a maioria das moléculas proprias, o sistema imune mantém-
se num estado de auséncia de reatividade, denominado tolerincia imunolégica
ou autotolerdncia. Ao nascer, cada individuo herda um conjunto de genes que
codificam os receptores de membrana para varios antigenos. Esses genes re-
combinam-se, e seus produtos sdo expressos na membrana celular dos linfoci-
tos, independente de sua especificidade para antigenos proprios ou estranhos.
Em consequéncia, alguns linfocitos imaturos poderdo expressar receptores ca-
pazes de interagir também com moléculas proprias.
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A fim de impedir a ocorréncia de uma possivel agdo autodestruidora, o or-
ganismo deve, entdo, encontrar meios de manutengdo da autotolerdncia. Os
mecanismos de manutengdo da toleridncia imunoldgica incluem: 1) a delegdo de
linfocitos T com potencial autorreativo no timo, local onde essas células sdo
apresentadas a maioria das moléculas proprias;, 2) a delegdo dos linfocitos B
com potencial autorreativo na medula 6ssea; 3) a supressdo da autorreatividade
das células T e B periféricas, que eventualmente escapam a delegdo, através da
liberagdo de mediadores quimicos por outros tipos celulares (ABBAS ef al.,
1994). B

A autoimunidade é decorrente de uma resposta imunoldgica contra o pro-
prio organismo, levando a injuria dos tecidos e das células que contém as mo-
léculas que sdo os alvos da autoagressdo. A estas moléculas da-se o nome de
autoantigenos, por serem capazes de induzir uma resposta imune em que ha
participagdo de células autorreativas e produgio de autoanticorpos. Os meca-
nismos de indug¢ido da autoimunidade vém sendo objeto de muitos estudos. Em
condi¢des normais, 0 organismo consegue manter um equilibrio entre as forgas
opostas. Se por um lado muitas células autorreativas sdo eliminadas no timo,
por outro lado alguns tipos celulares com capacidade de autorreatividade sem-
pre estdo presentes na circulagdo. Tais células, contudo, normalmente n3o cau-
sam dados ao organismo por estarem sob efeito imunossupressor. A presenga
de alguns tipos celulares com potencial autorreativo € esperada, uma vez que
n3o sio apresentadas no timo todas as moléculas proprias do organismo, como
aquelas cuja expressdo € tecido-especifica.

A autorreatividade implica no reconhecimento de moléculas proprias como
antigenos estranhos pelos linfocitos T citotoxicos, os quai§ sdo induzidos a se
proliferar e lisam as células que expressam tais moléculas, e na produgdo de
autoanticorpos pelos linfocitos B ativados. Também as células fagociticas po-
dem tomar parte no processo autorreativo, englobando e destruindo as células
que apresentam tais antigenos em sua superficie. Estas respostas podem ser
dependentes ou n3io do reconhecimento prévio pelos linfécitos T auxiliares,
que liberam mediadores quimicos (citocinas) que ativam diversos outros tipos
celulares.

Os principais fatores que podem contribuir para o desencadeamento da res-
posta autoimune s3o: 1) injuria aos tecidos e inflamagido que levam a liberagdo
de autoantigenos ou a alteragio estrutural do autoantigeno, 2) delegdo defici-
ente dos clones de linfocitos autorreativos; 3) ativagdo policlonal de linfocitos
autorreativos, 4) rea¢do cruzada do antigeno com moléculas proprias; 5) he-
ran¢a de genes implicados nas doengas autoimunes.
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Héa atualmente uma lista extensa de doengas de natureza autoimune, cujos
fatores de indugido da autoimunidade e os mecanismos imunoldgicos envolvidos
vém sendo intensivamente investigados em cada caso. Na tabela 2.1 sdo mos-
trados alguns exemplos de doengas autoimunes, com os respectivos autoanti-
genos e mecanismos efetores responsaveis pela patogénese.

Tabela 2.1 - Exemplos de doengas autoimunes com os respectivos autoantigenos e
principais mecanismos efetores. (ROITT et al., 1992; ABBAS et al., 1994))

lupus eritematoso DNA e nucleoproteinas |anticorpo

sistémico

miastenia grave receptor da acetilcolina |anticorpo e células T
glomerulonefrite colageno tipo IV anticorpo, complemento
(sindrome de Goodpasture) e neutrofilos

diabete melitus receptor da insulina anticorpo
insulina-dependente

encefalomielite alérgica MBP, PLP células T

experimental

tireoidite de Hashimoto tireoglobulina anticorpo

2.3 - Sobre o HLA

O MHC da espécie humana é designado HLA (do inglés Humam Leukocyte
Antigen). A regido HLA esta localizada no brago curto do cromossomo 6 hu-
mano, banda 6p21.3 (LAMM e OLAISEN, 1985) ocupando um segmento de
cerca de 4 cM, equivalente a aproximadamente 3500 kb do DNA. As moléculas
HLA estio subdivididas em trés classes de acordo com a sua estrutura e fun-
¢do, e os genes que as codificam estdo distribuidos numa ordem determinada
ao longo do cromossomo. A regido de classe I é mais telomérica, a de classe II
esta localizada mais proxima ao centrémero, e a de classe III € intermediaria a
essas duas (figuras 2.5 e 2.6). Os produtos dos genes HLA de classe I e de
classe II sio glicoproteinas de membrana, cuja fung¢do primordial ¢ a apresen-
tagio de antigenos na superficie das células e, em ultima analise, a regulagdo
das respostas imunes. o} complexo HLA é um sistema altamente polimorfico,
que compreende varios genes codominantes e apresenta grande diversidade de
alelos para cada loco. Ao conjunto dos genes HLA herdados no mesmo cro-
mossomo, da-se o nome de haplétipo. Ha pouca recombinagdo entre esses ge-
nes. Freqientemente alguns genes HLA, localizados muito préximos, sio her-
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dados em conjunto numa freqiéncia maior da que seria esperada considerando-
se as frequéncias individuais de cada um desses genes numa determinada popu-
lagdo, um fenémeno designado desequilibrio de ligagio (ABBAS et al,
1994).

CROMOSSOMO 6

centrémero
C D
Regido HLA
banda 6p21.3
Classe I . Classelll | Classe |

i proteinas do cnucinas:
complemento ;

Figura 2.5 - Localizagdo cromossomica da regido HLA
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Figura 2.6 - Mapa simplificado da regido HLA. (Adaptado de ABBAS et al.. 1994))
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As principais moléculas HLA de classe I sdo designadas HLA-A, -B e -C,
sendo heterodimeros constituidos de duas cadeias polipeptidicas: a cadeia a,
de aproximadamente 44 kD e a B2-microglobulina de peso molecular em torno
de 12 kD (STITES e TERR, 1992). Esta ultima é praticamente invariavel em
toda a sua extensdo, e é codificada por um gene localizado no cromossomo 15
humano. A cadeia «, por sua vez, apresenta trés por¢des distintas: extracelular,
transmembrana e citoplasmatica. A extremidade aminoterminal da molécula fica
na porgdo extracelular, enquanto que a extremidade carboxilaterminal € intraci-
toplasmatica. A regido de ligagdo com o antigweno ¢ altamente variavel, envol-
vendo os mddulos ol e o2 na extremidade aminoterminal (figura 2.7). Ambas
as cadeias estio associadas de forma ndo-covalente, sendo que a p2-
microglobulina é totalmente extracelular e ndo participa da ligagdo com o anti-
geno, porém a sua presenga parece conferir maior estabilidade & molécula. Va-
rios outros genes estdo incluidos na regido de classe I (figura 2.6), porém ain-
da estdo pouco estudados.

J carboidrato

Figura 2.7 - Representagio esque-
matica da molécula HLA de classe I.
(Adaptado de ABBAS ef al., 1994.)

citoplasma
COOH

As moléculas HLA de classe II também sdo constituidas de duas cadeias
polipeptidicas, designadas o (PM ~ 34 kD) e p (PM ~ 29 kD) (figura 2.8), am-
bas codificadas por genes do cromossomo 6 humano. Da mesma forma que as
moléculas de classe I, as moléculas HLA de classe II apresentam trés porgdes
distintas: extracelular, transmembrana e citoplasmatica. Contudo, nas molécu-
las de classe II a regido de ligagdo com o antigeno envolve os moédulos «l e
Bl, que correspondem a extremidade aminoterminal de seqiiéncia altamente va-
riavel das cadeias « e B, respectivamente. A expressdo das moléculas de classe
IT é limitada a determinados tipos celulares, como linfécitos B, monécitos, ma-
crofagos, células de Langerhans e células dendriticas, enquanto que as de clas-
se I sio expressas em quase todas as células nucleadas. As células que normal-
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mente expressam moléculas HLA de classe II recebem o nome genérico de cé-
lulas apresentadoras de antigeno (CAA) e, naturalmente, expressam também
as moléculas de classe I (ABBAS et al., 1994).

J carboidrato

Figura 2.8 - Representagdo esque- coom CooH
mética da molécula HLA de classe II

(Adaptado de ABBAS et al., 1994.)

citoplasma |

Em relagdo as células do SNC, WEBER e? al. (1994) encontraram que os
astrocitos expressam constitutivamente em sua membrana moléculas MHC de
classe I e normalmente ndo expressam as de classe II. Porém, apo6s indugdo
com citocinas como IL-1, INF-y e TNF-q«, tais células podem passar a produzir
também moléculas MHC de classe II, tornando-se capazes de apresentar anti-
genos, cuja expressdo é limitada ao SNC. Neurdnios e oligodendrécitos ndo
expressam moléculas MHC e aparentemente sio resistentes a indugdo por cito-
cinas (WUCHERPFENNIG, 1994). GRAEBER ef al. (1992) mencionam a
existéncia de células fagociticas expressando MHC de classe II ao redor dos
vasos sangiiineos no cérebro de pessoas normais, correspondendo provavel-
mente as células da microglia. Tais células sio muito semelhantes aos macroé-
fagos, possuem receptores para imunoglobulinas e para o fragmento C3b do
complemento, e sdo também encontradas no parénquima do SNC (SMITH e
SOMMER, 1992).

A regido de classe II inclui as subregides HLA-DP, -DQ e -DR, cada qual
contendo genes A e genes B, que codificam as cadeias o e p da molécula HLA
de classe II, respectivamente (figura 2.6). Diversos outros genes foram identi-
ficados dentro da regido de classe II, cuja fungio é desconhecida ou estdo
implicados indiretamente na apresentagio de antigenos, como os genes da
proteina transportadora (TAP) e da protease multifuncional (LMP). Os genes
TAP e LMP codificam produtos envolvidos no processamento de antigenos.
Este termo refere-se ao processo de clivagem das proteinas antigénicas redu-
zindo-as a peptideos de 8-15 aminoacidos, os quais se associam intracelular-
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mente as moléculas HLA e s3o expressos na superficie das células. As protei-
nas LMP s3o subunidades de um complexo enzimatico localizado no citosol,
envolvido na degradagdo de proteinas sintetizadas endogenamente, como as
proteinas proprias e as virais. As proteinas TAP s3o responsaveis pelo trans-
porte de peptideos através do reticulo endoplasmatico, possibilitando a associ-
agdo destes com as moléculas HLA de classe I. Os complexos peptideo-HLA
expressos na superficie das células infectadas sdo reconhecidos por células T
com receptores especificos que finalmente desencadeiam uma resposta imune.
Linfécitos T auxiliares CD4" reconhecem comf)"lexos peptideo-HLA de classe II
da superficie das CAA, enquanto os linfécitos T citotoxicos CD8" reconhecem
complexos peptideo-HLA de classe I na membrana das células-alvo (figura
2.9).

A
LINFOCITO T AUXILIAR

CAA EXPRESSANDO
MHC DE CLASSEl

B
LINFOCITO T ciroT6x1C0

CELULA ALVO
EXPRESSANDO ﬂnm MHC

MHC DE CLASSE! CLASSE!

Figura 2.9 - Apresentagdo de antigeno aos linfécitos T auxiliares
(A) e aos linfécitos T citotéoxicos (B), evidenciando o complexo
trimolecular MHC-antigeno-TCR e moléculas acessorias. (Adaptado
de ABBAS et al., 1994.)

A regido de classe III compreende genes que codificam moléculas com fun-
¢io diversa das de classe I e II, como as proteinas C2 e C4 e o fator B do
complemento, além da 21-hidroxilase, do fator de necrose tumoral (TNF) e da
proteina de choque térmico hsp70, dentre outras (figura 2.6).
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A tipagem HLA pode ser feita por diferentes métodos: celular, através da
reagdo mista de linfocitos (RML), sorologico, através do teste de microlinfoci-
totoxicidade que utiliza antissoros contendo anticorpos contra diversas especi-
ficidades HLA contra um painel de células do paciente em estudo e molecular,
através da utilizagdo das técnicas de RFLP, PCR-SSO, SOUTHERN, dot blot e
sequenciamento. De acordo com a técnica adotada e a época em que foi em-
pregada, pode-se fazer referéncia a nomenclaturas distintas. Por exemplo, em
relagdo as especificidades da regido HLA de classe II, a tipagem feita pela
RML deu origem a série Dw (Dw1-Dw26). A ;')"artir da década de 70, a tipagem
sorologica subdividiu as especificidades Dw em DR, DQ e DP. E mais recente-
mente, através da tipagem molecular ao nivel do DNA, tem-se a especificagdo
dos alelos concernentes a cada uma dessas especificidades sorolégicas. Sabe-se
atualmente que ha, por exemplo, pelo menos 71 diferentes alelos DRB, 10
DQA e 21 DQB. Os alelos HLA sio nomeados segundo regras internacionais
divulgadas em workshops, colocando-se um asterisco seguido de um numero
ap0s o nome da regido gendmica a que se refere (HILLERT, 1994).

Algumas especificidades sorologicas correspondem, na verdade, a um grupo
de moléculas HLA com segmentos em comum e estrutura muito semelhante
que, nio raro, reagem aos mesmos antissoros. Assim, por exemplo, a especifi-
cidade HLA-DR2 ¢ subdividida em DR15 e DR16, e a especificidade HLA-DQ1
é também subdividida em DQS5 e DQ6. Tais subdivisGes se baseiam na reativi-
dade sorologica cruzada entre as diversas especificidades (STITES e TERR,
1992). O conhecimento dos grupos de reatividade cruzada é de crucial impor-
tdncia na interpretagdo dos resultados das tipagens HLA para os estudos de as-
sociagdo. Na tabela 2.2 sdo apresentados alguns principais grupos de reativida-
de cruzada, fazendo-se mengdo as especificidades originais e as derivadas des-
tas.

Existem varios relatos de associagio do MHC com doengas. O MHC, con-
tudo, nio é o fator Gnico decisivo na manifestagdo dessas doengas, constituin-
do apenas um fator de risco. Diversas doengas autoimunes apresentam associa-
¢do positiva com especificidades HLA. Como se pode notar a partir dos dados
da tabela 2.3, a mesma especificidade HLA pode estar associada a diversas do-
encas. Da mesma forma, uma doenga pode estar associada a diversas especifi-
cidades HLA, cada qual conferindo um risco relativo diferente.



Tabela 2.2 - Grupos de reatividade cruzada dos
antigenos HLA (STITES e TERR, 1992).

Especificidades
amplas Subdivisdes
A9 A23, A24
Al0 A25, A26, A34, A66
Al9 A29, A30, A31, A32, A33, A74
A28 A68, A69
BS5 B51, B52
B12 B44, B45
B14 B64, B65
B15 B62, B63, B75, B76, B77
B16 B38, B39
B17 B57, B58
B21 B49, B50
B22 B54, BSS, B56
B40 B60, B61
B70 B71, B72
C3 C9, C10
DR2 DR15, DR16
DR3 DR17, DR18
DRS DR11, DR12
DR6 DR13, DR14
DQ1 DQ5,DQ6 .
DQ3 DQ7, DQ8, DQ9

Tabela 2.3 - Exemplos de doengas autoimunes associadas ao HLA em populagdes
caucasoides. RR~ = risco relativo aproximado.(STITES ¢ TERR, 1992))

Artrite reumatodide
Diabete melitus insulina - dependente

Doenga celiaca

Doenga de Graves
Espondilite anquilosante
Hepatite cronica

Lupus eritematoso sistémico

Pénfigo vulgar
Sindrome de Sjogren

DR4 6
DR2 0,25
DR3 5
DR4 6,3
DR3 / DR4 20
DQ8 31,8
DR3 12
DR3 3,8
B27 81,8
DR3 14
DR3 2,7
C4Adel 5,5
DR4 24
DR3 10

18
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2.4 - Sobre o TCR

A molécula de TCR apresenta certa homologia de seqiiéncia e estrutura se-
melhante as moléculas MHC. Este tipo de estrutura foi originalmente identifi-
cada nas imunoglobulinas e, ao conjunto das proteinas de membrana que apre-
sentam grande homologia com as imunoglobulinas, dé-se o nome de superfa-
milia das imunoglobulinas (figura 2.10). Acredita-se que tais proteinas evolu-
iram a partir de um unico gene ancestral. S0 membros da superfamilia das
imunoglobulinas as moléculas de imunoglobﬁiinas propriamente ditas, TCR,
MHC, CD4, CD8 e ICAM, dentre outras (ABBAS et al., 1994). |

Os linfocitos T fazem o reconhecimento dos complexos antigeno-MHC atra-
vés de receptores de membrana especificos, denominados TCRs (do inglés T-
cell receptors). Cada molécula de TCR é constituida de duas cadeias poli-
peptidicas designadas o € B ou y e 5. Cerca de 95% das células T circulantes
expressam TCRap e apenas 5% expressam TCRys (HOHLFELD e? al., 1995). O
TCR ¢ uma glicoproteina de membrana que apresenta uma regido variavel (V)
aminoterminal, que se liga ao complexo antigeno-MHC, e uma regido constante
(C), que apresenta uma porg¢ido transmembrana e um curto segmento citoplas-
matico carboxilaterminal.

e MHC CLASSE | MHC CLASSE Il
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8] (8) o 8
CiiC Bam i iC G
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LOASLLEY & LLELLLLELBLLELLELE B8 LILLLLELLLLELELALE & LLLLEL4EELERELELLE B9 4LE4LLRLLEL
G & G § : 6 5
g 5 38 ; X

Figura 2.10 - Membros da superfamilia das imunoglobulinas. V = regido varidvel; C =
constante, N = grupamento amino. COOH = grupamento carboxila; f,m = B, microglobu-
lina. (Adaptado de ABBAS et al., 1994.)

A regiio de ligagdo com o antigeno apresenta grande variabilidade quanto a
seqiiéncia de aminoacidos e é codificada por um conjunto de genes que se re-
combinam, possibilitando a formag¢do de TCRs de diversas especificidades
(figura 2.11). Além dos rearranjos somaticos que ocorrem entre os genes que
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codificam a regido variavel dos TCRs durante a maturagio das células T no ti-
mo, ha outros mecanismos que contribuem para a grande variabilidade dos
TCRs, como: a) a heranga de multiplos genes numa seqiéncia definida ao longo
do cromossomo; b) a adi¢gdo de nucleotideos por agdo enzimatica a determina-
dos segmentos génicos; c) o pareamento das cadeias (ap ou y3).

v o J c

— FHH ¥ H O HCH O T HHH S-SR ——

cromossomo

Figura 2.11 - Formag3io do mRNA do vos C
TCR. (Adaptado de TIENARI. 1994.) PR, W

Em humanos, os genes que codificam as cadeias o e 3 estdo localizados no
cromossomo 14, enquanto as cadeias B e y sdo codificadas por genes do cro-
mossomo 7 (ABBAS ef al., 1994). Os genes TCR estdo subdivididos em seg-
mentos V (variable), D (diversity), J (joining) e C (constant), que codificam
moédulos distintos das cadeias de TCR. A regido V das cadeias de TCR a e y é
codificada pelos segmentos génicos V e J, enquanto a regido V das cadeias
TCR B e 5 é codificada pelos segmentos génicos V, D e J. A regido C de todas
as cadeias de TCR ¢é subdividida em porgdes designadas C (constant), H
(hinge), TM (transmembrane) e CY (cytoplasmic) (figura 2.12).

Regiao variavel Regiao constante cadeia
\' J C e TH ™ CY
h ne, @R PC A__/X‘_‘j} COOH TCRe
§-—-8 S S 8§
[cadela £]
4
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S -8 S s S
Figura 2.12 - Correspondéncia entre | 7 c H ™ CY
os segmentos génicos e a regido varia- L £X X__X+)Jcoon  TCRy
vel das cadeias de TCR. A regido vari- S8 . §
avel das cadeias o e y sdo codificadas [cadeia 3] ‘
, -
pelo segmento V ¢ J. As cadeias B e & “ bDJ g C 9 H MCY

sdo codificadas por um segmento géni- W\,— —

co adicional (D) além dos segmentos V i 's - ‘\s———s/\»—xdﬂ R | TERE
e J. (Adaptado de ABBAS er al.. ?

1994.) [cadeia 7]
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IIT - CARACTERIZACAO DA EM

3.1 - Epidemiologia

Os primeiros relatos epidemiolégicos da EM datam de 1922 e concluem que
a doenga € mais comum entre os descendentes da Escandinavia (BAILEY,
1922, DAVENPORT, 1922).

Nos estudos epidemioldgicos sobre a EM, sdo caracterizadas como regiio
de alta prevaléncia da doenga aquelas cujo numero de afetados € igual ou maior
do que 30/100.000 habitantes; de baixa prevaléncia quando o numero de afeta-
dos pela EM ¢ igual ou abaixo de 5/100.000 habitantes; e de média prevaléncia
quando apresenta valores intermediarios a estes. Dentre as regides de alta pre-
valéncia, incluem-se o Norte da Europa e dos EUA, o Sul do Canada, a Aus-
tralia e a Nova Zeldndia. Na regido Sul da Europa destacam-se a Italia com
uma prevaléncia de até 58/100.000 e a Ilha da Sardenha (Italia) com uma taxa
de prevaléncia particularmente alta, variando de 59 a 103 /100.000 (ROSATI,
1994). Sio consideradas regides de baixa prevaléncia a América Latina, a Afri-
ca e a Asia (LOWIS, 1988). Na figura 3.1 é mostrado o mapa da distribuigdo
geografica mundial da EM.

A EM ¢é mais freqiiente nas populagdes caucasoides, principalmente entre as
mulheres (KELLY et al., 1995). Dados epidemioldgicos relativos a EM foram
obtidos no periodo de 1979 a 1987 em 24 capitais brasileiras (GOMES e AL-
MEIDA, 1991). Constatou-se que a freqiiéncia da EM € maior nas regides Sul
e Sudeste, atingindo preferencialmente mulheres da raga branca, com pico ma-
ximo de 6bito na faixa dos 50-60 anos. Estima-se que a prevaléncia da EM no
Brasil seja de aproximadamente 4/100.000 habitantes, para um coeficiente de
mortalidade de 0,08/100.000 habitantes.

Com o objetivo de pesquisar a influéncia da etnia e do sexo na exterioriza-
¢do clinica da EM, PAPAIS-ALVARENGA et al. (1995c) analisaram 88 pacien-
tes da populagdo do Rio de Janeiro, incluindo em sua amostra 28 negroides.
Seus resultados sugerem que a influéncia do fator étnico ¢ mais marcante na
determinag¢io da ocorréncia de determinados sinais e sintomas da EM. Dados
de estudos realizados em pacientes brasileiros, confirmam a predominédncia da
EM no sexo feminino (3:1) e idade média de inicio de manifestagio da doenga
de 27,9 anos e em pessoas de cor branca (PAPAIS-ALVARENGA e ALVA-
RENGA, 1995).
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Figura 4.4 - Distribui¢do geografica da esclerose miltipla. (Tirado de MATTHEWS et al., 1991).
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3.2 - Manifestagoes Clinicas

A EM ¢ uma doenga inflamatoéria crénica do SNC, que apresenta grande di-
versidade de manifestagdes clinicas. Os locais de inflamag¢io sdo visualizados
como placas na substincia branca, conforme evidenciado na figura 3.2, onde ha
destrui¢do da bainha de mielina (desmielinizag@o) pela agdo fagocitica dos ma-
crofagos e relativa preservagio dos axdnios (figura 3.3). A evolugio da EM
pode perdurar por varios anos em surtos e remissdes ou assumir um carater
progressivo. Durante a evolugido da doenga, pode ocorrer progressivo acome-

timento de deambulagdo, fun¢do urinaria, motilidade dos membros superiores e
da fungdo bulbar (PAPAIS-ALVARENGA e ALVARENGA, 1995).

Figura 3.2 - (A) Corte sagital de ressonincia nuclear magnética de cranio, seqiiéncia T2, de uma pessoa
normal. SB = substincia branca, SC = substincia cinzenta. (B) Corte sagital de ressoninca nuclear magnética
de crinio de um paciente com esclerose multipla. Observam-se areas de desmielinizagio em ambos os hemisfé-

Tios cerebrais (setas).

Trés formas clinicas da EM sio reconhecidas: 1) progressiva; 2) em sur-
to/remissdio (SR) e; 3) benigna. A forma SR ¢é caracterizada pela ocorréncia de
pelo menos trés surtos durante os dois Gltimos anos. E a forma mais comum da
EM. Define-se um surto, ou ataque, como sendo um periodo de exacerbagdo da
doenca em que se verifica a ocorréncia de um ou mais sintomas, com ou sem
confirmagio objetiva, de duragio de mais de 24 horas (POSER et al., 1983). A



24

forma progressiva é caracterizada como uma particularidade da forma SR que
entra na fase progressiva, sem que haja novo surto durante o ultimo ano. A
forma benigna ¢ também uma particularidade da forma SR, cuja durabilidade
ultrapassa os dez anos e recebe escore menor do que trés na escala de Kurtzke
(ZOUKOS et al., 1992; KURTZKE, 1983; POSER et al., 1983). A escala de
Kurtzke ¢ uma forma de avaliagdo clinica quantitativa do grau de acometimen-
to e incapacidade do paciente. Acredita-se que fatores imunogenéticos distin-
tos estejam implicados na ocorréncia destas trés formas clinicas da doenga
(OLERUP e HILLERT, 1991).

®) B

Figura 3.3 - (A) Infiltragio de macréfagos no sistema nervoso central e degradagio da
bainha de mielina; (B) Ax0nios desmielinizados; (C) Reconstituigdo da bainha de mieli-
na (remielinizagdo) verificada apdés o transplante de novos oligodendrocitos. (Tirado de
STEINMAN, 1993.)

Alguns autores referem-se a forma progressiva ora como progressiva croni-
ca primaria (PCP), ora como secundaria. A PCP refere-se a uma forma da do-
enga que apresenta uma evolugdo progressiva continua desde o inicio de sua
manifestagdo (OLERUP ez al., 1989).

A doenga ocorre com ligeira predomindncia no sexo feminino. A forma SR
manifesta-se em média a partir dos 30 anos e a forma progressiva por volta dos
40 anos (HILLERT et al., 1992).

A doenga atinge preferencialmente o SNC. Nido é comum serem afetados os
nervos periféricos. O comprometimento do trato piramidal resulta na ocor-
réncia de fraqueza, espasticidade, hiperflexia, sinal de Babinski e sinal de Hoff-
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man unilateral. Os sintomas visuais incluem perda ou diminuigdio da acuidade
visual, escotoma, diplopia e ptose palpebral. A parestesia pode ser relatada
pelos pacientes como sensag¢io de formigamento ou dorméncia. Os sintomas ce-
rebelares incluem perda do equilibrio, perda de coordenagido, dismetria e tre-
mor intencional. As disfung¢des urinarias aplicam-se a freqiéncia urinaria, in-
continéncia ou reteng¢do urinaria. O senso de posi¢do pode ser testado pela
mensuragdo da extensio do movimento dos dedos: enquanto uma pessoa nor-
mal pode detectar um deslocamento de até dois graus, um individuo afetado
detectara um angulo consideravelmente maior (POSER, 1994).

3.3 - Diagnostico

O diagnostico da EM ¢ baseado na anamnese e é fundamentalmente um dia-
gnostico de exclusido, uma vez que nio ha dados clinicos ou laboratoriais es-
pecificos da doenga. Devido ao comprometimento de varias partes diferentes
do SNC, a lista de sinais e sintomas da EM ¢é praticamente infindavel.

Existe uma tendéncia a uniformidade dos critérios de diagnéstico. Os crité-
rios propostos por SCHUMACHER ef al. (1965) e os de POSER et al. (1983)
sdo os mais empregados (tabelas 3.1 e 3.2). Segundo POSER et al. (1983),
pode-se classificar o diagnostico em duas categorias: definido ou provavel.

A EM pode apresentar semelhangas clinicas com varias outras doengas do
SNC, tais como sarcoidose, colagenose, doenga cérebro-vascular oclusiva do
tronco ou da medula e angiomas medulares, que apresentam curso evolutivo em
remissdo e exacerbagdo, e outras de carater progressivo, tais como as degene-
ragdes espinocerebelares e as mielopatias virais. Também nenhum exame labo-
ratorial é especifico da EM. S3o consideradas evidéncias paraclinicas altera-
¢Oes nos exames de tomografia computadorizada do cranio (TCC), ressonancia
nuclear magnética (RNM), potenciais evocados (visual, auditivo e somatos-
sensitivo), testes urodindmicos (PAPAIS-ALVARENGA e ALVARENGA,
1995).

A constatagdo da produgdo aumentada de IgG no LCR por eletroforese de
proteinas é um dado inespecifico, que pode ocorrer em outras doengas neuro-
logicas inflamatorias, tais como panencefalite, esclerose subaguda, meningite
por criptococos e outras meningoencefalites, mas que vem sendo utilizado
como apoio laboratorial no diagndstico da EM.
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Tabela 3.1 - Critérios de diagnéstico para esclerose multipla segundo SHUMACHER et al. (1965).

1 — ha necessidade da existéncia de anormalidades objetivas atribuiveis a disfun¢do do
sistema nervoso central

2 — envolvimento de duas ou mais partes separadas do sistema nervoso central

3 — acometimento predominante da substancia branca

4 — envolvimento do neuroeixo:

a) com dois ou mais episddios de agravamento, separados por periodo de pelo me-
nos um meses, cada episodio durando mais de 24 horas
b) progressdo lenta dos sinais e sintomas, em periodo minimo de seis meses
5 — acometimento inicial entre os 10 e 50 anos, inclusive
6 — os sinais e sintomas ndo podem ser melhor atribuidos a outra doenga por médico
experiente em neurologia clinica

Tabela 3.2 - Critérios de diagnéstico para esclerose miltipla segundo POSER et al. (1983).

Categoria Ataque  Evidéncia Evidéncia pa- IgG
clinica raclinica
[A]-definido
clinicamente
Al 2 2
A2 2 1 e 1

[B]-definido com
apoio laboratorial

B1 2 1 o 1 +
u

B2 1 2 +

B3 1 1 e 1 +
[C]-provavel
clinicamente

C1 2 1

C2 1 2

C3 1 1 e 1

[D]-provavel com
apoio laboratorial
Dl 2 +

3.4 - Tratamento

O tratamento da EM vem sendo feito principalmente a base de drogas
imunossupressoras que, ndo raro, resultam em efeitos colaterais indesejaveis.
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Dentre as mais usadas destacam-se a metilprednisolona, a corticotropina, a
azatioprina e a ciclofosfamida (HUGUES, 1994). A metilprednisolona ¢ tole-
ravel mesmo em altas doses se administrada por curto espago de tempo via pa-
renteral. Seu efeito como anti-inflamatorio é semelhante ao da corticotropina,
cuja aplicagdo ¢ intravenosa. Sabe-se que estas drogas alteram a produgdo de
citocinas como o INF-y e a IL-2 pelos leucocitos de um modo geral, e a apre-
sentagdo de antigenos pelos monodcitos, dentre outras alteragdes imunologicas
(BANSIL et al., 1995). Surtos de menor intensidade podem ser tratados com
prednisona via oral. A azatioprina é usada para desacelerar a progressido da
doenga pelo efeito supressor sobre as células T e B. Esta droga somente deve
ser usada nos pacientes com a forma SR da doenga, sendo inadequada ao tra-
tamento da fase crénica progressiva, pois ha a possibilidade de maior incidén-
cia de linfoma nos tratamentos a longo prazo. Outra droga que traz efeitos co-
laterais indesejaveis € a ciclofosfamida, que pode levar a séria neutropenia e
conseqiente suscetibilidade aumentada a infecg¢des, porém o seu uso estabiliza
o curso da doenga.

Alternativamente, o interferon-p (INF-B) vem sendo atualmente empregado
com relativo €xito na redug@o da freqiéncia dos surtos e do numero de lesdes
detectadas por RNM. Trata-se na verdade de uma forma modificada do INF-B,
nio glicosilada, e que possui um residuo de serina na posigdo 17, em lugar da
cisteina. Tem a vantagem de n3o apresentar efeitos colaterais podendo, no
maximo, provocar inflamag¢3o no local de inje¢do da droga, dado que o trata-
mento requer varias aplicagdes subcutdneas em dias alternados (HUGUES,
1994). Segundo POSER (1992), a unica forma de tratamento das exacerbagdes
com aceitagdo geral é ainda & base de adrenocorticosterdides, pois o INF-p,
apesar de ser uma droga promissora, ndo leva a cura, nem mesmo elimina
completamente as exacerbagdes.

Uma alternativa de tratamento recentemente introduzida é a aplicagdo sub-
cutinea de um polipeptideo sintético denominado copolimero-1 (COP-1),
constituido dos aminoacidos L-alanina, L-acido glutdmico, L-lisina e L-tirosina
nas proporgdes de 6 : 1,9 : 4,7 : 1, respectivamente, cujo peso molecular va-
ria de 25 a 28 kD (WEILBACH et al., 1995). O COP-1 foi testado inicialmente
em animais com encefalomielite alérgica experimental (EAE), tendo surtido na
melhora consideravel da doenga nas diversas espécies estudadas, dentre as
quais citam-se roedores e outros mamiferos, inclusive primatas. Em estudos
subseqiientes, o COP-1 foi inoculado em pacientes humanos com EM, obtendo-
se melhora significativa do quadro clinico na maioria dos individuos testados
(SELA e ARNON, 1992). O modo de agdo desta droga baseia-se possivelmente
na interagio competitiva peld sitio de ligagdo da proteina basica da mielina
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(MBP) a molécula MHC, ou ainda, na indugdo de clones de células T supresso-
ras. A MBP € uma das principais moléculas que se supde ser o autoantigeno
anti-MBP mediada por células T, seu efeito imunomodulador nio oferece risco
para o paciente e apresenta resultados muito promissores, principalmente
quando a terapia é combinada ao uso do INF-p (WEILBACH et al., 1995).

Outras abordagens imunoterapicas vém sendo pesquisadas, incluindo-se va-
cinas anti-células T e anticorpos monoclonais contra clones especificos de cé-
lulas T. Fala-se na elaboragdo de uma vacina preparada com células T autoimu-
nes, a qual, administrada em dose adequada, induziria uma reagdo supressora
contra os clones endogenos de linfocitos T autoimunes. Experiéncias deste tipo
foram realizadas em ratos com EAE induzida por MBP bovina, obtendo-se re-
sultados animadores, mesmo quando outros tipos de células se misturavam aos
linfécitos T na vacina (SELA e ARNON, 1992). A viabilidade da vacinagdo
com células T em humanos foi testada por JINGWU et al. (1993), através da
inoculagdo de células T reativas 4 MBP em pacientes com a forma crdnica ou
SR da EM. Foram empregadas na vacina células T autélogas com reatividade a
diferentes epitopos da molécula MBP. Seus resultados mostraram que, apés a
segunda inoculagdo, havia um declinio progressivo do numero de linfécitos T
especificos para a MBP na circulagdo. A vacina ndo apresentou efeitos colate-
rais, contudo, n3o se chegou ainda a nenhuma conclusdo quanto a eficacia do
tratamento.

A utilizagdo de anticorpos monoclonais contra TCRs especificos como uma
interven¢do terapéutica na EM tem sido proposta por alguns pesquisadores,
como BEN-NUN et al. (1991), que partem do pressuposto de que os linfécitos
T CD4" autorreativos dos pacientes com EM expressam TCRs com determina-
das seqiiéncias em comum e especificidade para o mesmo autoantigeno. Os ex-
perimentos com anticorpos monoclonais ainda estdo em fase de teste e seus
efeitos clinicos ndo foram divulgados até o momento.
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IV - ASPECTOS IMUNOGENETICOS DA EM

4.1 - Imunopatologia

4.1.1 - Rompimento da Barreira Hematoencefilica

Na EM, acredita-se que a destrui¢do da bainha de mielina dos neurdnios do
SNC e a reagdo inflamatoria local sejam decorrentes de resposta autoimune.
Um pré-requisito para o desencadeamento da autoimunidade é o rompimento
desta barreira. De fato, na EM células imunocompetentes, principalmente lin-
focitos T e plasmocitos, atravessam a BHE e reagem aos produtos de degrada-
¢do da bainha de mielina (TILBERY, 1995).

Dentre as desordens neuroldgicas em que ha desmielinizagdo primaria, in-
cluem-se a EM, a encefalomielite aguda disseminada e a leucoencefalopatia
aguda. No laboratério pode-se induzir a manifestagio de uma doenga desmie-
linizante de natureza autoimune, a EAE, em animais que servem de modelo
para o estudo das doengas humanas. Essa doenga tem muitos aspectos em co-
mum com a EM, como por exemplo: a) a invasdo de linfécitos e macroéfagos no
parénquima do SNC; b) a destruigdo da bainha de mielina por células fagociti-
cas e ¢) a presenga de anticorpos IgG no LCR (SMITH ¢ SOMMER, 1992).

4.1.2 - Células Apresentadoras de Antigeno

A presenga de CAA nas meninges e nos espagos perivasculares parece im-
portante no desencadeamento da resposta imunoldgica. Nas placas de EM pre-
dominam macré6fagos ativados que liberam proteinases e fagocitam a mielina
(STITES e TERR, 1991). Durante a resposta inflamatoria, notou-se a presenga
de células da microglia expressando moléculas MHC de classe I e de classe II e
receptores para a por¢do Fc das imunoglobulinas, sendo provavelmente as
principais responsaveis pelos danos & bainha de mielina, por sua atividade fa-
gocitica e pelo seu papel como CAA (WUCHERPFENNIG, 1994). A expressido
de MHC de classe II foi observada também nas células endoteliais do cérebro
nas lesdes de EM, sugerindo que, em estado ativado, tais células facilitariam a
adesio de leucocitos a parede dos vasos sangiiineos e a atragdo destes para o
parénquima do SNC (TRAUGOTT ef al., 1985). Na substdncia branca normal,
uma subpopulagido de células da microglia expressa MHC de classe II, porém a
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quantidade expressa dessas moléculas e o namero de células que as expressam
encontra-se muito aumentada nos afetados pela EM (HAYES ez al., 1987).

4.1.3 - Autoantigenos e Populagées de Linfocitos T

O autoantigeno envolvido na patogénese da EM ainda nido é conhecido. Um
dos principais candidatos a autoantigeno que vem sendo intensivamente estu-
dado € a proteina basica da mielina (MBP). Trata-se de uma proteina solavel
em agua, muito suscetivel ao ataque de proteases. Sua fungdo parece estar re-
lacionada com a estabilidade da bainha de mielina, constituindo cerca de 40%
do total das proteinas da mielina do SNC. A expressio da MBP, contudo, ndo é
restrita ao SNC, sendo encontrada também no SNP (COLMAN et al., 1987).

A MBP que predomina no SNC do adulto é uma das formas possiveis desta
proteina, constituida de 171 residuos de aminoacidos e com peso molecular de
18,5 kD. Outras formas da MBP sio geradas por processamento alternativo do
mRNA que codifica estas moléculas. Durante o desenvolvimento fetal, sdo
abundantes as formas de 20,2 kD e de 21,5 kD, ambas contendo um segmento
codificado pelo exon 2, que esta ausente na MBP de 18,5 kD. Tais moléculas
sdo produzidas em quantidades despreziveis no adulto, porém, aumentam em
decorréncia de remielinizagdo ap6s infecgdes virais que levam a danos na bai-
nha de mielina (ROTH et al., 1987).

Com a finalidade de investigar qual seria o segmento da molécula MBP que
atua como determinante antigénico, TANIGAKI ef al. (1994) testaram diversos
nonapeptideos derivados da clivagem da proteina MBP completa quanto a ca-
pacidade de se associarem a diversas moléculas HLA de classe I e de induzirem
a proliferagdo in vitro de clones de células T CD8". Seus resultados, contudo,
nio foram conclusivos, constando-se que tanto podem se associar peptideos
diferentes 3 mesma molécula HLA, como também um unico peptideo pode se
associar a diferentes moléculas HLA, inclusive considerando-se os produtos de
alelos de diferentes locos. Nio foi mencionado neste trabalho, entretanto, se
todas as combinagdes antigeno-molécula HLA induziram igualmente uma res-
posta de células T CD8". Talvez fosse interessante quantificar a intensidade
das respostas aos diferentes complexos peptideo-molécula HLA.

OTA et al. (1990) relataram a existéncia de um segmento da MBP (84-102)
com alta afinidade pelas células T dos pacientes com EM, associado ao fenoti-
po DR2/DQ1. De modo semelhante, JINGWU et al. (1992a) testaram a reativi-
dade das células T de pacientes com EM a diversos fragmentos da MBP huma-
na. Constataram a existéncia de dois segmentos especificos da molécula MBP,
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os peptideos 84-102 e 149-171, que seriam os principais epitopos reconhecidos
pelas células T autorreativas. E ainda, que a reatividade a regido 84-102 da
MBP correlaciona com o fendtipo DR15(2) nos pacientes. Entretanto, reconhe-
cendo que o nimero amostral utilizado (8 pacientes e 3 controles) é muito pe-
queno, os autores ndo se comprometeram quanto a afirmar que isto estivesse
terminantemente associado a predisposi¢do a4 doenga. Todos os clones de célu-
las T anti-MBP observados expressavam o fenétipo CD3"CD4°CD8" e, portan-
to, nenhuma atividade citotdxica foi detectada. A freqiiéncia inicial de células
T reativas @ MBP no sangue periférico foi determinada em pacientes e contro-
les, ndo alcangando diferenga significativa.

MARTIN et al. (1991) utilizaram linhagens de células T monoespecificas de
pacientes com a forma cronica da EM contra o fragmento 87-106 da MBP, a
fim de verificar quais seriam os aminoacidos desta seqiiéncia, que servem de
epitopo para a formagio do complexo trimolecular MHC-antigeno-TCR. Veri-
ficaram que os aminoacidos do segmento 89-99 da MBP sio imprescindiveis
para o reconhecimento das células T autorreativas. Em relagdo aos receptores
destas células, constataram que havia heterogeneidade quanto ao uso das ca-
deias TCRp entre os pacientes. E no que diz respeito a restrigio pelo MHC, o
reconhecimento do epitopo ocorria no contexto de diferentes moléculas HLA-
DR. Em estudos subseqiientes, WUCHERPFENNIG ef al. (1994) constataram
que os aminoacidos Val89 e Phe92 do peptideo 88-95 da MBP sido criticos para
a ligagdo com a molécula HLA DRB1*1501, com a qual apresentam alta afini-
dade.

Devido a constatagdo de que nas placas da EM ocorrem areas de remielini-
zagdo, VOSKUHL et al. (1994) investigaram a reatividade das células T de
pacientes com EM as isoformas de 20,2 kD e de 21,5 kD da MBP. Verificaram
que muitas das células T desses pacientes eram capazes de reconhecer o seg-
mento da MBP codificado pelo exon 2 (X2 MBP). Tais células eram inclusive
mais abundantes do que as que apresentavam especificidade contra epitopos da
forma comum de 18,5 kD da MBP. Os clones anti-X2 MBP dos pacientes eram
CD4" e apresentavam restrigdo para DR2/DQ1. Seus estudos foram feitos tanto
a nivel de familia, como entre individuos n3o aparentados descendentes de eu-
ropeus. Em ambos os grupos de pacientes, os resultados foram consistentes.
No que diz respeito ao uso do TCR, observaram heterogeneidade entre os pa-
cientes, com tendéncia i uniformidade individualizada, isto é, ao uso dos mes-
mos TCRs no mesmo individuo.

MATSIOTA-BERNARD et al. (1993) testaram a reatividade de leucécitos
do sangue periférico de pacientes com EM e de pacientes com outras doengas
neuroldgicas contra um painel de substincias referidas anteriormente por ou-
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tros autores como autoantigenos para diversas anomalias. Incluiram em seu
estudo , além da MBP, também a miosina, a actina e a tireoglobulina. Consta-
taram que as células dos pacientes com EM podem ser ativadas por diferentes
autoantigenos, ndo apenas pela MBP. Alias, ndio encontraram nenhuma tenden-
ciosidade quanto ao reconhecimento da MBP pelos linfécitos dos pacientes.
Contudo, observaram que a resposta dos linfocitos a esses antigenos diferia
entre pacientes e controles em relagdo aos receptores de membrana dessas célu-
las. As células T dos individuos com EM passavam a expressar o receptor de
IL-2 (IL-2R) apds sensibilizagdo com a MBP, enquanto que nas pessoas nor-
mais e nos afetados por outras doengas neuroldgicas utilizadas como controle,
tais células expressavam um marcador de membrana diferente, designado anti-
geno de ativagdo tardia 19,2.

Outras moléculas, tais como o gangliosideo GM1, a proteina proteolipidica
da mielina (PLP), a glicoproteina associada a mielina (MAG) e a glicoproteina
da mielina do oligodendrécito (MOG) também podem ser mediadoras da autoi-
munidade na EM (LINK, 1994, WUCHERPFENNIG, 1994; TILBERY, 1995).
A PLP ¢é uma proteina hidrofobica transmembrana, constituida de 276 aminoa-
cidos, cuja seqiiéncia é altamente conservada entre diferentes espécies. E a
proteina mais abundante da bainha de mielina, expressa unicamente no SNC,
perfazendo cerca de 50% do total das proteinas da mielina. Sua fun¢io parece
estar relacionada com a maior compactagio da mielina (LAURSEN e? al.,
1984). A PLP ¢, juntamente com a MBP, uma forte candidata a autoantigeno
na EM. Entretanto, os numeros de células T CD4" anti-MBP e anti-PLP circu-
lantes sio equivalentes entre individuos normais e afetados com EM, e o que
varia entre estas é o estado de ativagdo dessas células. Nas células dos pacien-
tes com EM observou-se a expressdo abundante do IL2-2R. Como as células T
contendo IL-2R proliferam-se em resposta a IL-2, deduz-se que os linfocitos
dos pacientes com EM encontram-se em estado ativado (JINGWU et al.,
1994).

Ha evidéncias de que a MBP e a PLP n3o sejam as Unicas proteinas envolvi-
das na autoimunidade, uma vez que outros componentes da mielina, ainda que
presentes em menor propor¢io, podem induzir tanto a imunidade humoral como
uma resposta mediada por células T. A MOG, por exemplo, é o principal alvo
de autoanticorpos na EAE, capaz de induzir uma forte resposta inflamatoria no
SNC (LININGTON e LASSMANN, 1987; LININGTON et? al., 1993).

Recentemente tem-se discutido a importdncia das proteinas de choque tér-
mico (hsp) na imunopatologia da EM. As hsp sdo agrupadas em familias de
acordo com o peso molecular e com a semelhanga da sequéncia de aminoaci-
dos. Em cada familia ha protefnas que sio expressas constitutivamente em situ-
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a¢do normal e outras que somente sdo produzidas sob condigdes de stress. O
nome delas advém do fato de que elas sdo sintetizadas em abundincia em cul-
turas de células de mamiferos submetidas a um aumento de temperatura
(choque térmico). A fungido das hsp in vitro parece estar relacionada com a
solubilizagdo, renaturagido e reconstitui¢do da estrutura tridimensional de di-
versas proteinas (ALBERTS et al., 1989). Desta forma, as hsp auxiliam as cé-
lulas a sobreviverem as injurias em situagdes em que haja danos teciduais
como, por exemplo, nas reagdes inflamatorias.

O papel das hsp como autoantigenos na EM foi evidenciado pela presenga
de linfocitos com TCRys especificos para a hsp60 (BATTISTINI ez al., 1995),
hsp65 (SELMAJ et al., 1992), hsp60 e hsp90 (WUCHERPFENNIG et al.,
1992) nas lesdes encefalicas de pacientes com EM. A expressdo da hsp65 foi
detectada nos oligodendrocitos (SELMAJ et al., 1992), a hsp60 em macrofagos
e a hsp90 em astrocitos (WUCHERPFENNIG ef al., 1992) de afetados pela
EM. A presenga de linfocitos Tys predomina nas lesdes crdnicas, o que sugere
que a expressao anormal das hsp possa contribuir para a manuten¢gio da EM em
estado crdonico, provavelmente porque as células Ty3 anti-hsp contribuem para
a destruigdo dos oligodendrécitos, impedindo a remielinizagio dos axOnios
(UTZ e McFARLAND, 1994). A presenca de células Tys foi relatada também
em lesdes ativas na fase aguda da EM por WUCHERPFENNIG et al., (1992),
nas quais, entretanto, predominam células Tap.

4.1.4 - Indugdo da Resposta Autoimune

O mecanismo de ativagdo de linfocitos T autorreativos na EM ainda é igno-
rado, porém ha hipoteses que mencionam a indugdo por agentes infecciosos
que apresentam homologia com proteinas mielinicas ou por patdégenos que pro-
duzem superantigenos (WUCHERPFENNIG, 1994). A indugio da expressdo de
moléculas MHC nas células fagociticas da microglia em resposta a uma infec-
¢do no SNC poderia ser o principal mecanismo de iniciagdo da resposta imune
(WEINSTEIN et al., 1990). Experiéncias realizadas em camundongos transgé-
nicos altamente suscetiveis a8 EAE por imunizagdo prévia com MBP, mostraram
que as células T especificas para MBP n3o eram deletadas no timo e induziam
uma resposta inflamatéria no SNC nos camundongos mantidos em condigdes
ambientais ndo estéreis. A indug¢io da doenga, entretanto, n@o ocorria nos ca-
mundongos mantidos em ambiente livre de patéogenos (GOVERMAN et al.,
1993). A semelhanga da seqiéncia de aminoacidos e da estrutura molecular da
MBP com certos antigenos virais reforga a hipétese do mimetismo molecular
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para explicar a ocorréncia de surtos de EM apés infecgdes virais (ATKINS et
al., 1990). JINGWU et al. (1992a), porém, ndo encontraram reatividade cruza-
da entre os clones de células T anti-MBP e as células T de pacientes com EM
que reagiam contra os antigenos do virus do sarampo.

Acredita-se que a EM possa ser induzida por uma exposigdo prévia a agen-
tes infecciosos baseando-se também nos seguintes fatos: 1) infec¢bes virais po-
dem preceder as exacerbagdes agudas da EM; 2) certas doengas desmielinizan-
tes que se manifestam em surtos e remissdes e apresentam longo periodo de in-
cubagdo, como na encefalopatia progressiva multifocal, na encefalomielite pos-
infecciosa e na AIDS, sio de etiologia viral conhecida; 3) altos niveis de anti-
corpos anti-virais foram encontrados no soro e no LCR de pacientes com EM,
dentre os quais citam-se os anticorpos com especificidade para o virus do sa-
rampo, da varicela, da rubéola, da influenza, do herpes simples e do Epstein-
Barr (JOHNSON, 1994).

4.1.5 - Citocinas e Marcadores de Membrana

A presenga de citocinas no estagio pré-inflamat6rio e nas lesées do SNC na
EM foi evidenciada através de estudos imunohistoquimicos (BROSNAN et al.,
1995). E possivel que algumas dessas citocinas contribuam para a imunopato-
logia da EM, enquanto outras levam a amenizagdo dos sintomas. Ambos os ti-
pos de citocinas sdo produzidos simultaneamente no SNC, realizando o contro-
le das atividades das células. A diferenga entre os individuos normais e os afe-
tados pela EM neste contexto, reside principalmente na expressdo anormal de
citocinas e de seus receptores, bem como nos niveis de citocinas produzidos.
Na tabela 4.1 estdo listadas as principais citocinas encontradas no SNC, fazen-
do-se mengdo as principais células que as produzem, seus possiveis efeitos e
interferéncia no estado clinico dos pacientes com EM.

LINK (1994) incluiu em seu trabalho de tese uma analise da expressdo de
mRNA do interferon gama (INF-y), da interleucina-4 (IL-4) e do fator beta de
transformag¢do do crescimento (TGF-pB) nas células do sangue e do LCR de pa-
cientes com EM. Comparados aos individuos normais, os pacientes com EM
possuem maior namero de células expressando INF-y e IL-4 e que sdo reativas
contra MBP e PLP. Em particular, estas células sio mais abundantes no LCR
dos afetados, mas na corrente sangiiinea estdo presentes também em quantida-
des expressivas, incluindo varias subpopulagdes de linfocitos. A expressdo de
mRNA de TGF-p foi observada in vitro apdés estimulo com MBP ou PLP.
Constatou-se a expressio deste mRNA em maior quantidade nas células mono-
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nucleadas obtidas do sangue e do LCR dos afetados com EM do que nos indi-
viduos normais.

Tabela 4.1 - Citocinas presentes no sistema nervoso central. (PORRINI ¢ REDER, 1994,
BROSNAN et al., 1995)

microglia e edema, ativagdo de linfécitos , piora
macréfago células endoteliais ¢.astrécitos
IL-2 leucdcitos e ativagdo de linfocitos e piora
micrdglia oligodendrdcitos
IL-4 célula Th2 supressdo da produgdo de INF-y,
diferenciagio das células B, melhora
ativagdo de macrofagos,
micrdglia e astrécitos
1L-6 microglia indugdo da proliferagdo policlonal de
: células B ¢ da piora
produgdo de anticorpos
IL-10 astrdcito e inibi¢do da produgdo de citocinas
célula Th2 pelas células Thl e da melhora
ativagdo de macréfagos
TGF-B linfécito T inibicdo da ativacdo melhora
supressor de macroéfagos
INF-B fagocitos inibicdo da multiplica¢do viral ¢ da
proliferagdo de células tumorais e melhora
inibi¢do da expressdo de MHC de
classe II
INF-y leucdcitos, microglia e inibi¢do da produg¢do de IL-1 ¢ piora
astrdcito TNF-o e da expressdo de MHC,
inibi¢do da multiplicagdo viral,
ativagdo de macrofagos,
microglia e astrocitos
TNF-o macréfago, microglia e citotoxico para oligodendrécitos,
astrécito células endoteliais piora
e astrécitos
TNF-B leucdcitos e inflamagdo piora
microglia

As moléculas de adesdo celular também parecem desempenhar papel impor-
tante na imunologia da EM. Sua importincia advém da facilitagdo da aderéncia
dos linfocitos T a parede dos capilares e conseqiiente rompimento da BHE
(HARTUNG et al., 1995). Para atravessar a BHE, os linfocitos T circulantes
inicialmente aderem-se a parede dos vasos sangiineos através de interagdes
entre as moléculas de membrana das células endoteliais como, por exemplo, a
molécula de adesdo intercelular - 1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo da célula
vascular (VCAM-1), e seus ligantes correspondentes da membrana dos linféci-
tos, quais sejam, o antigeno associado a fung¢do do linfocito-1 (LFA-1) e o an-
tigeno de ativa¢do tardia-4 (VLA-4). Em seguida, atraidos por agentes quimio-
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taticos, liberados no sitio de inflamagdo do SNC, os linfocitos migram através
do endotélio até atingir o parénquima do tecido nervoso (figura 4.1).

N N N N N A

CELULAS ENDOTETIAIS

LINFGCITO

@ VASO SANGUINEO

ICAM-1 ([}, () VCAM-1
it | o [ . ] )

PARENQUIMA DO SNC

Figura 4.1 - Adesio do lin-
focito a parede do vaso sangiii-
neo ¢ travessia da barreira he-
matoencefalica.

As moléculas de adesdo intercelular desempenham ainda a fungdo de coes-
timuladoras nos processos de reconhecimento do antigeno e de ativagdo das
células T, e conferem maior estabilidade as interagdes entre os TCRs e os
complexos antigeno-MHC (HARTUNG et al., 1995). Conforme pode ser ob-
servado na figura 4.1, as moléculas de adesdo celular sdo expressas reciproca-
mente nos linfocitos T e nas células endoteliais.

A analise fenotipica das células do sangue e do LCR dos pacientes com EM
revelou uma alta proporg¢do de linfocitos T CD8 Leu8 A molécula Leu8 esta
envolvida na facilitagdo da aderéncia dos linfocitos T as regides mielinizadas
do encéfalo e, por conseguinte, esta implicada na imunopatologia da EM
(DUFOUR et al., 1993).

TSUKADA et al. (1993) investigaram a presenga de ICAM-1 e do receptor
do fator de necrose tumoral (TNF-R) em estado solavel no LCR de pacientes
com EM. O nivel dessas moléculas era particularmente alto nos pacientes com
EM, comparado aos controles com outras anomalias neuroldgicas.

A expressdo de ICAM-1 pode ser induzida pelo TNF-a, pela IL-1 ou pelo
INF-y. O TNF-a, por sua vez, esta presente em varias doengas inflamatorias do
SNC e apresenta atividade citotoxica. O TNF-R esta presente em diversas célu-
las, inclusive nas células endoteliais, possibilitando a interagdo destas com o
TNF-a. Nas lesées cerebrais da EM é possivel que o TNF-a seja liberado por
macrofagos, linfocitos T, neurdnios e células da microglia apos estimulo com
citocinas, principalmente nas fases de exacerbagdo da doenga. Desta forma,
TSUKADA et al. (1993) inferem que a presenga de niveis aumentados de
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ICAM-1 e TNF-R no LCR dos pacientes com EM pode ser indicativo do estado
de atividade da doenga.

Os mecanismos imunorreguladores implicados na EM envolvem interagdes
entre os sistemas imune, nervoso e endocrino (PAPAIS-ALVARENGA et al.,
1995b). KARASZEWSKI et al. (1990) relataram a ocorréncia de aumento da
densidade de receptores B-adrenérgicos nos linfocitos circulantes de pacientes
com a forma progressiva da EM. Inspirados nos trabalhos destes autores,
ZOUKOS et al. (1992) reexaminaram a densidade dos receptores B-
adrenérgicos de linfocitos circulantes de pacientes com diferentes categorias
clinicas da EM. Comparada a pessoas normais, a densidade destes receptores
encontra-se significativamente aumentada nos pacientes com EM (em ambas as
formas, progressiva ou SR), porém nos pacientes expressando a forma benigna
da doenga, a densidade dos receptores esta dentro da faixa normal.

Realizando estudos in vitro, ZOUKOS et al. (1992) testaram a influéncia da
hidrocortisona e da IL-al sobre os linfocitos circulantes, tendo constatado que
nos pacientes com EM ndo havia alteragdo da densidade dos receptores B-
adrenérgicos em resposta a tais estimulos, enquanto que nas células dos con-
troles normais a densidade destes receptores aumentou consideravelmente. Este
achado, e mais a constatagdo de que os niveis de cortisol, adrenalina e nora-
drenalina no plasma de pacientes expressando a forma SR da EM é maior do
que em pessoas normais, sugere que nos afetados pela EM os linfécitos ja es-
tdo sob o efeito regulador de hormdénios e citocinas que induzem a superex-
pressio dos receptores de membrana e conseqiiente ativagio destas células.
Resultados semelhantes foram obtidos por KARASZEWSKI et al. (1991) em
relagio a IL-2.

4.1.6 - Atividade Imunossupressora

A quantidade de substincias supressoras da resposta imune produzidas na
EM ¢ aparentemente maior do que nas pessoas normais, como que para com-
pensar a presen¢a dos clones de células T autorreativos. Entretanto, o meca-
nismo de supressio da resposta imune é deficiente nos individuos com EM, seja
decorrente do decréscimo do numero de células supressoras propriamente ditas
(TILBERY, 1995) ou do nimero de células indutoras da fung¢do supressora
(STITES e TERR, 1991). DUFOUR et al. (1993) relataram uma diminuigdo
consideravel do numero de linfécitos T CD8" no LCR e no sangue dos pacien-
tes com EM, comparado a outras desordens neuroldgicas. Num estudo feito
por JINGWU ez al. (1992b), cixjo objetivo era identificar o fenotipo das células
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supressoras dos clones de células T auxiliares especificos para a MBP de paci-
entes com EM, encontrou-se que a maioria é de linfécitos T CD4". Constatou-
se ainda que a atividade supressora ndo é decorrente da agido de fatores sola-
veis, nem de efeitos citotoxicos, mas possivelmente € induzida pela interagido
dos receptores de membrana das células supressoras com epitopos especificos
da MBP, expressos na superficie das células T suprimidas em associagdo com
moléculas HLA. Tais epitopos aparentemente diferem dos que induzem a res-
posta de células T auxiliares e citotoxicas anti-MBP.

O TGF-p € uma citocina imunossupressora capaz de inibir a atividade de
macréofagos e células da microglia (MEINL et al., 1994). Sendo assim, os paci-
entes que a expressam em maior quantidade tendem a apresentar uma forma
mais branda da doenga (LINK, 1994). O INF-y possivelmente exerce efeito an-
tagonico ao TGF-B. A aplicagdo sistémica de INF-y induz a expressio de molé-
culas MHC de classe I e de classe II nas células da microglia
(WUCHERPFENNIG, 1994).

ANTEL et al. (1978) investigaram a resposta ao mitégeno concanavalina A
e a fungdo supressora de linfocitos isolados do sangue de pacientes com EM,
em fungdo da idade e da atividade da doenga. Tanto no grupo controle como
nos pacientes, a capacidade de resposta ao mitdogeno decresce com o aumento
da idade, enquanto que a atividade de células supressoras aumenta. Contudo,
entre os pacientes jovens (média de 29 anos), a atividade supressora encontra-
se aumentada durante os periodos de exacerbagdo da doenga. Na fase clinica-
mente inativa, a atividade dessas células nos pacientes é semelhante aos contro-
les normais.

As propriedades inibidoras dos astrocitos humanos podem contribuir para o
confinamento das lesdes inflamatorias na EM. MEINL e? al. (1994) constata-
ram que astrocitos obtidos do cérebro de embrides humanos podiam suprimir a
proliferagdo e a produgdo de INF-y pelas células T CD4" de pacientes com EM
estimuladas pela MBP ou pela toxina do tétano (TT) em cultura. Este achado
os levou a investigar a contribui¢do de outros mediadores que poderiam su-
primir os processos inflamatérios. Verificaram que os astrocitos cultivados
sintetizavam TGF-B2, porém nio produziam IL-4 nem IL-10.

A IL-10 é uma citocina com potente efeito inibidor sobre macrofagos e cé-
lulas T, normalmente produzidas pelas células B, pelos proprios macrofagos e
por diferentes subpopulagdes de linfocitos T auxiliares. A IL-4, por sua vez,
inibe a atividade de determinadas subpopulagdes de linfocitos T auxiliares, co-
nhecidas como Thl, e de mondcitos e células da microglia. Desta forma,
MEINL et al. (1994) concluem que a secre¢do local de fatores inibidores pelos
astrocitos durante a fase inflamatoria das lesdes da EM podem explicar a alter-
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nincia de periodos de melhora dos sintomas apds os surtos, que é tipica da
EM.

4.1.7 - Autoanticorpos e Populagées de Linfocitos B

E notéria a presenca de anticorpos IgG no LCR dos pacientes com EM. Tais
anticorpos podem ser detectados como bandas oligoclonais em eletroforese e
constituem uma das formas de diagnostico laboratorial da EM (POSER, 1994).
WILLIAMS et al. (1978) relataram a presenga de niveis aumentados de IgM no
LCR de pacientes com EM, através da utilizagdo da técnica de radioimunoen-
saio. Ndo encontraram relagdo com a gravidade ou a duragdo da doenga, nem
correlagdo entre os niveis de IgM e IgG. Dentre os pacientes, 40% apresenta-
vam um alto nivel de IgM no LCR e, no entanto, possuiam niveis normais de
IgG. Considerando que o nivel médio de IgM no LCR de pessoas normais é de
51,3 ng/ml , o nivel médio de 456 ng/ml encontrado nos pacientes com EM di-
feria significativamente do grupo controle e de pacientes com outras doengas
neurolégicas.

NERENBERG et al. (1978) quantificaram os niveis das cinco classes de
imunoglobulinas no LCR de pacientes com diversas desordens do SNC. Nos
pacientes com EM, encontraram valores aumentados de IgM (13x), IgA (4x) e
IgG (2x), e um decréscimo de IgD e IgE, em relagdo aos valores normais.
Chama atengido o fato de que o nivel de IgA estava aumentado em 92% dos
pacientes e o de IgG em 64% dos afetados com EM.

A especificidade dos anticorpos encontrados no LCR de pacientes com EM
ainda ndo foi determinada. WILLIAMS e? al. (1978) testaram a reatividade da
IgM do LCR e do sangue de pacientes com EM contra o virus do sarampo, nédo
tendo detectado nenhuma reagdo. STEVENS ez al. (1992) relataram a ocor-
réncia de anticorpos IgG e IgM com especificidade para diversos gangliosideos
(GM1, GM2, GM3, AGM1, GD1la, GD1b e GT1b) no LCR e no soro de pacien-
tes com a forma SR e PC da EM. Os gangliosideos constituem o principal com-
ponente da membrana dos oligodendrocitos. Em ambas as formas da doenga fo-
ram detectados altos titulos de IgG e IgM no LCR dos pacientes com EM com-
parado aos controles normais ou com outras doengas neurologicas. Conparan-
do-se os padrdes dessas imunoglobulinas nas formas SR e PC, encontrou-se ni-
veis de IgG anti-GM1, -GM2 e -GT1b e de IgM anti-GT1b significativamente
maiores na forma SR, enquanto que na forma PC predominaram anticorpos IgM
anti-GM3. BANSAL et al. (1994) também detectaram altos titulos de anticor-
pos IgM anti-GM1 no soro de pacientes com EM. Porém niveis significativa-
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mente altos desses anticorpos foram também encontrados em outras doengas
autoimunes, tais como artrite reumatodide, sindrome de Sjogren e LES.

SODERSTROM et al. (1993) examinaram a resposta das células B de paci-
entes com EM, dentre varias desordens neuroldgicas estudadas, contra a MBP
completa ou contra peptideos especificos da MBP. Em 62% dos pacientes com
EM havia células anti-MBP secretoras de anticorpos da classe IgG no sangue
periférico, e em 89% dos pacientes foram detectadas destas mesmas células no
LCR. Anticorpos das classes IgA e IgM foram detectados também no sangue
desses pacientes, ainda que em menor quantidade do que no LCR. Somente em
relagdo ao numero de células secretoras de IgG foi encontrada diferenga signi-
ficativa em relagdo as demais desordens neuroldgicas. Testaram a reatividade
dessas células contra 4 peptideos diferentes da molécula MBP, e constataram
que ndo havia preferéncia das células B por nenhum dos peptideos testados
entre os pacientes com EM. Resultados semelhantes foram obtidos por CASH
et al. (1992).

A fim de caracterizar o papel dos linfécitos B na patogénese da EM, CASH
et al. (1992) isolaram as células do LCR de pacientes com EM ou com outras
doengas neurologicas e as estimularam in vitro com um mitégeno policlonal e
com a MBP humana. Todas as células que produziram anticorpos especificos
contra a MBP eram provenientes dos pacientes com EM, ainda que tal reativi-
dade tenha ocorrido em apenas alguns desses pacientes. A presenga dos anti-
corpos foi detectada por Western blot, sendo que a intensidade do sinal positi-
vo variava de paciente para paciente. Com o objetivo de verificar a especifici-
dade desses anticorpos a epitopos especificos na molécula da MBP, foram rea-
lizados experimentos subseqiientes utilizando peptideos de 15 a 20 aminoaci-
dos da MBP. Os resultados deste trabalho sugerem que tais anticorpos nio
apresentam afinidade maior para nenhum dos peptideos testados, porém indi-
cam haver possivelmente um envolvimento das células B nos mecanismos pato-
fisiolégicos da EM. SMITH e¢ SOMMER (1992) observaram que as lesdes
desmielinizantes nos camundongos com EAE permanecem ativas mesmo apés a
recuperagio dos camundongos, provavelmente porque algumas células B per-
manecem no SNC e continuam secretando anticorpos antimielina.
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4.2 - Evidéncias da Suscetibilidade Genética

4.2.1 - Estudos em Gémeos

Um método tradicional de investigagdo da influéncia relativa do genétipo na
etiologia de um determinado carater é o estudo de pares de gémeos. Os gémeos
sdo classificados como monozigdticos (MZ) quando originam-se de um unico
zigoto, resultando em individuos geneticamente idénticos e que geralmente sdo
do mesmo sexo . Por sua vez, os gémeos dizigoticos (DZ) sio resultantes da
fertilizagdo simultdnea de dois ovécitos que formam zigotos distintos, podendo
ambos terem o mesmo sexo ou apresentar sexos diferentes (BEIGUELMAN,
1994). Levando-se em consideragdo que os pares de gémeos MZ possuem ge-
nétipos idénticos, podemos inferir que a varidncia fenotipica nesta classe de
gémeos é quase inteiramente devida a fatores ambientais, enquanto que a vari-
ancia fenotipica nos pares de gémeos DZ é influenciada pelo genoétipo e por
fatores ambientais. Os caracteres cuja expressio fenotipica depende da ocor-
réncia de mutagdes e/ou recombinagdes somaticas dos genes herdados podem
resultar em ligeiras diferengas genotipicas entre os pares de gémeos MZ, como
€ o caso dos genes que codificam os TCRs e as imunoglobulinas.

A determinag¢do da zigosidade pode ser feita por diferentes métodos como,
por exemplo, pela tipagem de grupos sangiiineos eritrocitarios ou pela analise
de DNA. A investigagdo da zigosidade é necessaria principalmente entre os
gémeos do mesmo sexo, ja que os de sexos diferentes sdo, via de regra, dizi-
goticos (BEIGUELMAN, 1994). Diz-se que um par de gémeos € concordante
em relagdo a um carater quando este carater ou esta presente, ou esta ausente
em ambos. E, ao contrario, sdo discordantes os pares em que um membro pos-
sui o carater e o outro ndo (CAVALLI-SFORZA ¢ BODMER, 1971).

Estudos populacionais em gémeos denotam existirem alelos que conferem
susceptibilidade a EM, mas que por si s6 n3o sdo suficientes para desencadear
a doenca. Isto implica que a manifestagdo da doenga envolve a agdo conjunta
de fatores genéticos e ambientais ainda desconhecidos.

) Gémeos MZ de sexos diferentes sdo casos muito raros que podem ocorrer em decorréncia da ndo dis-
jungdo do cromossomo Y durante a clivagem do zigoto, formando gémeos heterocariéticos em que um
membro possui o cariétipo 47,XYY e o outro com 45,X ou ainda, podem ser constituidos por um gémeo
de cari6tipo 46,XY e o outro com 45X , em conseqiéncia da perda de um cromossomo Y

(BEIGUELMAN, 1994).
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4.2.2 - Associagdo MHC x EM

A associagdo entre especificidades HLA e a EM foi determinada pela pri-
meira vez em 1972, tendo sido encontrada associagdo positiva com os genes
HLA-A3 e -B7 (BERTRAMS ¢ KUWERT, 1972; NAITO et al., 1972). Estudos
posteriores indicaram a existéncia de associagdes mais fortes com a regido de
classe II, envolvendo principalmente as subregides DR e DQ.

Os estudos iniciais baseados na analise segregacional de haplotipos HLA em
familias com dois ou mais membros afetados pela EM, como em EBERS et al.
(1982) e MARROSU et al. (1988) n3o indicaram associagdo com o HLA. Mes-
mo nos estudos mais recentes, as associagdes com o HLA em familias somente
sdo evidenciadas sob condi¢des especiais como em TIENARI ef al. (1993), que
encontraram associagdo com o haplotipo DQA1*0102.DQB1*0602, apenas
apo6s a exclusdo de sua amostra das familias em que um dos parentais ¢ homo-
zigoto quanto a DQA1*0102. As principais evidéncias da participagdo dos ge-
nes HLA na suscetibilidade 4 EM advém de estudos populacionais. Os resulta-
dos sdo algumas vezes contraditorios e ndo foi possivel definir até o momento
qual (ou quais) o alelo que realmente estaria relacionado & maior ou menor
predisposigdo a EM.

A maioria dos estudos foi feita em caucasdides descendentes de europeus.
Em particular o haplétipo DRB1*1501.DQA1*0102.DQB1*0602 foi encontra-
do em associagdo positiva com a EM em diversas populagdes. Os alelos
DRB1*1501 ¢ DQB1*0602 correspondem respectivamente as especificidades
soroléogicas DR15(2) e DQ6(1), enquanto que o alelo DQA1*0102 é muitas ve-
zes referido como Dw2, porém ndo apresenta especificidade sorolégica corres-
pondente (BODMER et al., 1994). Desta forma, a conotagdo fenotipica deste
haplétipo é usualmente escrita como DR15.Dw2.DQ6. O desequilibrio de liga-
¢do entre as regides DR e DQ dificulta o reconhecimento da contribuig¢do indi-
vidual de cada gene. Outro fator que dificulta a analise dos dados de associa-
¢do ¢ o fato de que mais de um alelo da regido HLA ou outro intimamente li-
gado ao MHC pode estar associado a EM.

Numa amostra de arabes, KURDI et al. (1977) encontraram associagio si-
gnificativa com um antigeno expresso nos linfocitos B, referido como BT102, o
qual corresponde ao HLA-DR4 na nomenclatura atual. Da mesma forma, num
estudo feito em japoneses, NAITO et al. (1978) nido encontraram associag@o
com nenhuma das especificidades sorologicas usualmente encontradas nas po-
pulagdes caucasoides. Apesar de ndo ter alcangado significincia estatistica, os
autores observaram uma ligeira predominincia de HLA-DR6 entre os pacientes
com EM. Em contraste, em outro estudo realizado em japoneses procedentes
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da Ilha de Hokkaido, ao Norte do Japdo, FUKAZAWA et al. (1992) encontra-
ram associagido positiva com as especificidades DR4 e DR8 num dos subgrupos
de pacientes, e com DQ7 no outro subgrupo. A divisdo em subgrupos foi feita
de acordo com as caracteristicas clinicas dos pacientes. Em ambos os subgru-
pos foram encontradas em menor freqiiéncia as especificidades DR9 e DR53
que diferiram significativamente do grupo controle.

Com a utilizagido das técnicas moleculares, tornou-se possivel realizar anali-
ses mais detalhadas das associagdes com o HLA. E importante salientar, con-
tudo, que a maioria dos estudos moleculares se baseia em resultados de tipa-
gens soroldgicas prévias. E ainda que fornegam informag¢des mais limitadas, as
técnicas sorologicas ainda estdo em pleno uso.

HAEGERT e FRANCIS (1993) estudaram duas amostras de caucaséides do
Canadad quanto ao polimorfismo HLA-DQ relacionado a EM. Uma de suas
amostras era constituida de descendentes de imigrantes franceses que se esta-
beleceram no Canada desde 1763 e quase ndo se misturaram com populagdes de
outras etnias; a outra amostra era composta de individuos de diversas etnias.
Seus resultados sugerem que, na populagio dos descendentes de franceses, ha
um fator adicional de predisposigdo a EM, além do haplotipo
DRB1*1501.DQA1*0102.DQB1*0602 reconhecido por varios autores. Refe-
rem-se 4 presen¢a comum entre os pacientes do aminoacido 26 da molécula
HLA-DQp1 (DQBLeu26), situado na regido de ligagdo com o antigeno.

VARTDAL ef al. (1989) também investigaram o polimorfismo quanto ao lo-
co DQ em noruegueses. Selecionaram pacientes com EM que diferiam quanto
as especificidades HLA-DR e seqiienciaram os genes DQBI1 de cada. Notaram
que a maioria desses individuos possuem seqiiéncias em comum, corresponden-
do aos aminoacidos 10-29, 31-52, 58-69 e 71-83 da regido de ligagdo com o
antigeno na molécula de DQB. Concluiram a partir destes dados que a associa-
¢do primaria entre HLA e EM deve estar relacionada aos genes DQ e que as
associagdes com DR refletiriam o desequilibrio de ligagdo entre esses dois lo-
cos. ALLEN et al. (1994), ao contrario, sugerem que as associagdes com ale-
los DQ sejam secundarias a associagdo com DRB1*1501 e que o aminoacido da
posi¢do 86 da cadeia DRp é critico na determinagdo da suscetibilidade ou pro-
tecio a EM. Todos os alelos DRB associados positivamente com a EM codifi-
cavam uma valina na posigdo 86, enquanto os que apresentavam associagdo ne-
gativa codificavam uma glicina nesta mesma posigdo.

A glutamina na posigdo 34 da molécula DQal também parece exercer algu-
ma influéncia na maior predisposi¢io 4 EM, sugerindo que o desencadeamento
da doenga pode ser influenciado por uma combinagido de cadeias DQa e DQp
(SPURKLAND et al., 1991a). No entanto, HAEGERT e FRANCIS (1993)
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consideram que a associagdo com os alelos DQA1 que codificam a glutamina na
posi¢do 34, quando presente, ¢é apenas secundaria a associagdio com
DRB1*1501. HILLERT et al. (1992) n3o encontraram nenhuma relagio com
sequéncias definidas das moléculas DQo ¢ DQB da amostra de caucasodides es-
tudada.

Em amostras populacionais do Japao e da Suécia foram encontradas associ-
a¢des com DP4 (ODUM et al., 1988; ODUM et al., 1989). Na populagio da
Suécia, a associagdo somente com DR2 apresentou um RR = 6,1, enquanto que
a associagdo positiva com DP4 apresentou um RR = 5,4. A combinagio de am-
bos oferece um risco ainda maior de predisposi¢gdo a EM (RR = 8,1), conforme
os dados de ODUM et al. (1988). Uma vez que ndo ha desequilibrio de ligagdo
entre DR e DP, a associagdo com essas duas especificidades é independente,
ainda que possa haver algum efeito sinérgico entre os produtos desses genes
em conferir maior suscetibilidade a doenga. Através da hibridizagdo com um
painel de sondas alelo-especificas, FUGGER ef al. (1990) estudaram a associa-
¢do com diversas variantes de DPB1*02 e DPB1*04 numa amostra de dinamar-
queses com a forma SR da EM, nido tendo encontrado difereng¢a significativa
em relagdo aos genes DPB entre os controles normais e os individuos afetados.

MUNTONI ef al. (1991) investigaram a associagio da EM com diversos
haplotipos DR2 em duas amostras de diferentes procedéncias: uma do Norte da
Italia e a outra da Sardenha. O haplotipo DR15(2).Dw2.DQ6 foi encontrado
em todos os pacientes do norte da Italia e estava praticamente ausente entre os
sardenhos. Diferengas na composi¢do genética dessas duas subpopulagdes e o
pequeno numero de pacientes incluidos em sua amostra (9 italianos do Norte e
14 sardenhos) devem ter influenciado nos resultados deste trabalho, posto que
a Ilha da Sardenha é considerada uma regido de alta prevaléncia da EM
(ROSATI, 1994).

MARROSU et al. (1988) ja haviam investigado anteriormente a associagdo
da EM com HLA de classe II na populagdo da Sardenha, tendo feito dois estu-
dos em paralelo: um estudo populacional, no qual incluiu 19 casos de pacientes
com a forma SR da EM e 26 casos com a forma progressiva; e um estudo em 6
familias com dois ou mais individuos afetados, totalizando 14 afetados e 39
consangiiineos. No estudo populacional, encontraram associagdo positiva com
DR4 (RR = 2,5) e DQ3 (RR = 2,2) no grupo de pacientes, nido relacionada a
nenhuma forma especifica de manifestagio da doenga. No estudo em familias,
nio encontraram nenhum haplétipo em comum entre os afetados com diferenga
significativa do que seria esperado ao acaso. Em outros estudos, encontrou-se
associagdo positiva com DQB1*0302 e DQB1*0102 e associagdo negativa com
DQA1*0102 na populagio da Sardenha (MARROSU et al., 1992).
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OLERUP e HILLERT (1991) acreditam que a EM apresenta formas imuno-
geneticamente distintas, estando a forma SR associada positivamente ao haplé-
tipo DR15.DQ2 entre os suecos. Resultados semelhantes haviam sido obtidos
anteriormente por VARTDAL et al. (1989) em noruegueses e por OLERUP et
al. (1989) numa outra amostra de suecos. Posteriormente HILLERT etz al.
(1992) investigaram em noruegueses a associagio diferencial quanto a regido
de classe II em duas formas clinicas da EM e encontraram o haplétipo
DR17(3).DQ2 mais freqiiente entre os pacientes com a SR.

Atualmente varios pesquisadores vém estudando outras regides do MHC,
ora centroméricas, ora teloméricas a sub-regido DR-DQ. LIBLAU et al. (1993)
investigaram a associagdo da EM com os genes LMP2, LMP7, TAP1 e TAP2
em pacientes HLA-DR2 com EM progressiva, nio tendo encontrado nenhum
padrdo de RFLP preferencial entre os afetados. KELLAR-WOOD et al. (1994)
investigaram a possibilidade dos genes TAP1 e TAP2 influenciarem na susce-
tibilidade a EM, mas também n3o encontraram nenhuma associagdio com os
alelos TAP da populagdo caucasdide estudada. Da mesma forma, SPURKLAND
et al. (1994) nao encontraram associagdao com alelos TAP2 na amostra de paci-
entes noruegueses analisada, utilizando a técnica de hibridizagdo com sondas
de oligonucleotideo para seqiiéncias especificas de trés alelos TAP2. HILLERT
e OLERUP (1993) relatam a distribui¢do de fragmentos de restrigio dos genes
C4 do complemento e do citocromo P-21 (CYP21) numa amostra de suecos
previamente tipados quanto aos locos DR e DQ. Encontraram uma predomi-
nincia de C4/CYP21 B em pacientes DR15.DQ6.DW2 e de C4/CYP21 C em
pacientes DR17.DQ2. Desta forma, levantou-se a questio\ sobre o envolvimen-
to de outros genes proximos a regido de classe II na suscetibilidade 4 EM.

Na tabela 4.2 estdo resumidos os resultados de varios estudos populacionais
de associagio MHC x EM, incluindo-se dados referentes a populagdo analisada,
ao tamanho amostral, objetivos e metodologia de cada trabalho. Além disto,
foram acrescentados dados relativos ao grupo de pacientes estudado e ao cri-
tério de diagndstico empregado pelos diversos autores.



Tabela 4.2 - Estudos populacionais de associagdo MHC x Esclerose Multipla N = n® amostral (pacientes / total)

(as1éticos)

CASOS CRITERIO DE OBJETIVO E
AUTOR(ES) ANO | POPULACAO N CLINICOS | DIAGNOSTICO METODOLOGIA RESULTADOS
1) BERTRAMS et al 1972 (ALEMANHA - 393 /648 [PCP ndo especificado  [Investigar associagéo com espe- |Associagéio positiva com A3 e B7
caucasoides cificidades de classe I
) sorologia)
2) KURDI et al 1977 larabes procedentes| 32/75 (defimdoou ndo especificado [Investigar associagiio com HLA |Associagdo positiva com DR4
da JORDANIA, provavel classe I e II
S{RIA E LIBANO sorologia)
3) NAITO et al 1978 PAPAO - 43 /89 ndo especifica-[SCHUMACHER , [[nvestigar associagéo com HLA |Associagéo positiva com A9, B7, C4 e DR6
orientais do McALPINE classe I e II
(sorologia)
4) MARROSU et al 1988 ISARDENHA - 45/ 182 idefimdo, PCP [ROSE Investigar associagéo com DR e [Associagdo positiva com DR4 e DQ3
caucasoides e SR DQ
RFLP)
5) ODUM et al 1988 ISUECIA - 45/211 Indo especifica-jnfio especificado  |Investigar associagdo com DR e |Associagdo positiva com DR2 e DP4 ou am-
caucasoides do DP bos
RFLP)
6) OLERUP et al 1989 [SUECIA - 100 / 200 |definido, nfo especificado |Investiar associagdo com DR e 1) Associagdo positiva amostra total com
caucasoides FCP/SR DQ DR 15 e com DQ6,
RLFP) 11) PCP a) positiva com DR15 e DR4 DQ8
ou ambos, b) negativa com DQ7,
1) SR associagédo positiva com DR1S e
DR 17 DQ2 ou ambos
7) VARTDAL et al 1989 [INORUEGA - 61/361 Kdefimdoou [POSER vestigar associagéio com HLA-|Associagéo positiva com B7, DR2 e DQO,
caucasoides provavel A, -B, -DR (sorologia) e poli- [segmentos 10-29, 31-52, 58-69 e 71-83 de di-
morfismo-DQ (SSO) ferentes moléculas DQP comuns a 97% dos
1entes
8) TUGGER et al 1990 [DINAMARCA - | 37/133 [SR mio especificado [[nvestigar associa¢éio com alelos{Ndo encontraram associagdo
caucasoides DPB
PCR-SSO, dot blot)
9) HOWELL et al 1991 ICANADA - des- 52799 [ndo especifica-Infio especificado [Investigar associagdio com HLA-[N&o encontraram associagéo
cendentes de fran- do DP
ceses PCR-SSO)
10 )MUNTONI et al 1991 [Norte da ITALIA -| a)9/25 [ndo especifica-Infio especificado  [[nvestigar associagdo com dife- |a) Associagéio positiva com DR15 Dw2 DQ6
caucasoides b) 14 /39 [do rentes haplétipos HLA-DR2 na pop Norte da Italia, presente em 100% dog
SARDENHA - RFLP) pacientes e 50% dos controles
caucasdides b) nenhuma associagfo na pop Sardenha
11) OLERUP e HILLERT 1991 [SUECIA - 179 / 429 (defimido, PCP n#o especificado [Investigar associagfio com HLA 1) amostra total associagdo positiva com
caucasoides e SR de classe IT DR15 Dw2 DQ6 ou DR15 ou DQ6,
RFLP, SOUTHERN, PCR- 1) SR associagdo positiva com DR17 DQ2,
SSO) i11) Ndo encontraram associagdo com DP
12) SPURKLAND et al 1991bNORUEGA - m- | 24/47 |defimdoou [POSER Investigar associagdo com IN&o encontraram associagdo
antes japoneses provavel DRB1, DQA1, DQB1, DPAl e
fy DPB1
PCR-SSO) ]
{13) FUKAZAWA et al 1992 JAPAO - 67 /255 (defimdo, SR, [POSFR [nvestigar associagdo com espe- 1) Associagio positiva com DR4, DR8 ¢ DQ7
orientais PCP cificidades de classe I (-A, -B, - [u1) Associagfio negativa com DRS3 e DR9
) e declasse IT (-DR, -DQ)
sorologia)
14) HILLER1 et al 1992 [NORUEGA - cau- | 62 /160 jdefimdo, PCP [no especificado  [Investigar associagdo com HLA [Frequéncia de DR17 DQ2 cinco vezes mais
casdides e SR de classe IT comum na SR do que na PCP
SOUTHERN BLOT, RFLP,
PCR-SSO)
15) HAEGERT e FRANCIS | 1993 |CANADA - a) 79/ 151 defimdo POSER Investigar associagdo com HLA fa) Associagdo positiva com DRB1*1501
caucasoOides b) 62 /131 de classe II (PCR-SSO e RFLP) A1*0102 DQB1*0602 e DQPLeu26
fp) descendentes b) Associagdo positiva com DRB1*1501
de imigrantes
franceses
b) etnia mista
16) HILLERT e OLERUP 1993 [SUECIA - 148 / 306 [defimdo, PCP [SCHUMACHER [Investigar associag@o com C4, |Associagdo positiva com C4/CYP21B em pa-
caucasoides e SR CYP21 e HLA-B cientes DR15 Dw2 DQ6 e com C4/CYP21C
SOUTHERN BLOT, RFLP)  jem pacientes DR17 DQ2
17) LIBLAU et al 1993 |[SUECIA - 60 /120 defimdo, SR [POSER Investigar associagdo com LMP [Nédo encontraram asociagéo
causaséides e TAP (RFLP, PCR-SSO)
18) TIENARI et al 1993 [FINLANDIA - 72 /157 8o especifica-[POSER [nvestigar associag@o com alelosjAssociag8o positiva com DQA1*0102 e
caucasoides do DQA1 e DQBI1 DQB1*0602
(PCR-SSO)
19) ALLEN et al 1994 ISUECIA - cau- 94 /269 |defimdo, SR [McDONALD e [Investigar associagdo com alelosf) Associagdo positiva com DRB1*1501
casordes HALLIDAY de classe II DQA1*0102 DQB1*0602 e DRBVal86,
PCR-S50) 1) Associagdo negativa com DRB1*0401
DQA1*0301 DQB1*0301 e DRBGL86
20) KELLAR-WOOD etal | 1994 [REINO UNIDO - | 173 /301 Wdefimdo POSER [nvestigar associag@io com TAP1[Néo encontraram associagdo
caucasoides e TAP2 em 1ndividuos previa-
mente tipados quanto a DR e
DQ
(RFLP, SOUTHERN, PCR-
SSO)
21) SPURKLAND et al 1994 INORUEGA - 69 /242 Indo especifica-Info especificado [Investigar associag@io com alelos{N&o encontraram associagio
caucasoides (?) do [TAP2 (PCR-SSO)
22) KELLY et al 1995 REINO UNIDO - | negros [defimdoou [POSER Investigar associagdo com 1) negros associagdo positiva DRB1*¥1501
descendentes de 30/ 126 pprovavel DRB1, DQA1 e DQB1 DQA1*0102 DQB1*0602,
imigrantes do Ca- | asidticos RFLP, PCR-SSO) 11) asidticos associagdo positiva com
ribe (negros) e da | 40/133 DRB1*1501 DQA1*0102 DQB1*0602
India

1%
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4.2.3 - Envolvimento dos Genes TCR na EM

Nos animais com EAE induzida por MBP, a resposta de células T com es-
pecificidade para este antigeno consiste na utilizagdo de um repertério limitado
de TCR, particularmente em relagdo ao segmento VB (ZAMVIL ¢ STEINMAN,
1990). Evidéncias quanto a possivel participagdo dos genes TCR na EM vém
sendo obtidas principalmente através das analises de polimorfismo dos TCRs
dos linfécitos de pacientes humanos com EM.

A heranga de genes que codificam a cadeia p do TCR foi analisada por SE-
BOUN et al. (1989) em familias americanas contendo um ou mais afetados com
EM. Foram incluidos 40 pares de irm3os concordantes quanto a forma SR da
EM, nos quais realizou-se a analise segregacional de marcadores polimorficos
de segmentos das regides C e V do complexo TCRp através da técnica de
RFLP. O método de analise empregado consistia em identificar os haplétipos
idénticos por descendéncia, herdados pelos pares de irmdos afetados, compa-
rando-se a proporgio esperada e a observada. A proporgio média dos haploti-
pos TCRp idénticos por descendéncia encontrada entre os pares de irmaos
afetados foi significativamente maior da que seria esperada pela segregag¢do ao
acaso. Isto é sugestivo de que os genes TCRB, ou outro intimamente ligado a
estes influencia na suscetibilidade a EM. A associagio da EM com genes TCR
verificada nos estudos em familias, contudo, ndo é absoluta, dada a existéncia
de pares de irmdos afetados que n3o possuem haplétipos idénticos por descen-
déncia.

MARTIN et al. (1993) realizaram estudos em gémeos, tendo selecionado
pares monozigéticos em que apenas um dos irmios apresefltava EM, a fim de
verificar a especificidade e a freqiiéncia das células T do sangue desses indivi-
duos. Desta forma, pretendia-se uniformizar o componente genético, visando
principalmente aos genes MHC e TCR, eliminando-se uma variavel que, segun-
do os autores, poderia atrapalhar nas conclusdes sobre o envolvimento das cé-
lulas T na EM. Seus dados mostram ndo haver diferenga significativa quanto a
frequéncia das células T -especificas para a MBP entre individuos afetados e
normais geneticamente idénticos. Concluem com isso que, se é que existe al-
guma relagdo entre a heranga de determinados genes MHC e TCR e a ocorrén-
cia de clones especificos de células T anti-MBP nos pacientes com EM, a fre-
qiéncia dessas células varia meramente em fungdo da constitui¢gdo genética de
cada individuo e n3o é um fator distintivo entre pessoas afetadas e normais.
HAGHEB et al. (1993) fazem criticas a este trabalho, lembrando que os genes
TCR sofrem rearranjos somaticos e mesmo entre os pares de gémeos monozi-
goticos pode haver diferenga quanto a expressdo dos TCRs.
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Apesar de existirem relatos da participagdo de seqiiéncias especificas da
molécula de TCR na maior suscetibilidade a EM em humanos (BEALL, 1989;
OKSENBERG, 1989; BEN-NUN et al., 1991), FUGGER (1994) ndo encontrou
nenhum segmento na molécula de TCR que fosse particularmente repetitivo
entre os clones de células T derivados de pacientes com a forma SR da EM.
BEN-NUN et al. (1991) observaram que os clones de células T especificos
para a MBP isolados de pacientes belgas com EM apresentavam, ao contrario
dos roedores com EAE, grande variabilidade quanto ao tipo de TCR usado. Po-
rém, num mesmo individuo, os clones de células T CD4" MBP-especificos pos-
suiam em sua maioria um determinado segmento VB em comum. A maioria dos
clones com VB15 ou VB12 reconhecia o epitopo 149-170 da molécula de MBP
e apresentavam restrigdo para DR2 ou DR7, considerando-se o mesmo indivi-
duo. Ndo encontraram, contudo, nenhuma correlagio entre os TCRs de diferen-
tes pacientes e a especificidade ao epitopo da MBP ou ao tipo HLA.

RICHERT et al. (1991) observaram uma grande heterogeneidade quanto aos
rearranjos génicos dos TCRs expressos nos linfécitos de um paciente com EM.
Apesar de ndo terem investigado a ocorréncia de segmentos comuns nas molé-
culas de TCR desses pacientes, seus resultados indicam que no mesmo indivi-
duo os clones de linfocitos T CD4" nio sio tio homogéneos, como foi sugeri-
do por BEN-NUN et al. (1991).

A presenga de células T com TCRy3 foi investigada nas lesGes encefalicas
de pacientes com a forma crénica da EM por BATTISTINI ef al. (1995). Seus
resultados sugerem que nestes pacientes sdo utilizadas preferencialmente sub-
populagdes de linfocitos T com TCRs codificados pelo segmento V82-D33-J383,
respondedoras ao mesmo tipo de antigeno, neste caso uma proteina de choque
térmico (hsp-60). As hsp sdo produzidas nos locais de inflamagido e possivel-

mente contribuem para a manutengdo da doenga em estado crdnico.
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V - RESULTADOS

5.1 - Analise Estatistica dos Dados de Gémeos

A analise estatistica dos dados de concordincia em gémeos foi realizada no
presente trabalho em cada caso através do calculo 1) da herdabilidade, 2) da
probabilidade de aceitagdo ou rejei¢io da hipotese de igualdade entre as pro-
porgdes e 3) da estimativa do intervalo de confianga a nivel de 95% para as
propor¢des de concordancia individuais e 4) para a diferenga de concordincia
entre pares de gémeos MZ e DZ.

A féormula comumente utilizada para o calculo da herdabilidade (h?) é, se-
gundo CAVALLI-SFORZA ¢ BODMER (1971):

2
h® = _ %o (5.1)

7 . o2
Se * Sa

onde SZG = varidncia genética e 82A = variancia ambiental.

A herdabilidade é uma estimativa da contribuigio do componente genético
na expressio de um certo carater, numa determinada amostra, num dado mo-
mento. Sua finalidade é dar a proporgdo da variagdo fenotipica que é devida a
fatores genéticos. As caracteristicas que sdo pouco influenciadas pelo ambiente
apresentam alto grau de herdabilidade, o que implica na participagdo efetiva de
fatores genéticos na sua determinagdo. Por outro lado, quanto menor o grau de
herdabilidade, maior a influéncia de fatores ambientais e menor a participagdo
do componente genético sobre o carater.

A estimativa da herdabilidade é normalmente utilizada para caracteres
quantitativos. O indice de herdabilidade de Holzinger (H) é uma medida arbi-
traria para o calculo da herdabilidade de caracteres qualitativos em gémeos
(BEIGUELMAN, 1994), que utiliza as taxas de concordancia para o carater em
estudo, qual seja,

_ Cmz-Cpz
H = 1 —Co;z (5.2)

onde Cyz = taxa de concordincia em pares de gémeos MZ e Cpz = taxa de con-
cordancia em pares de gémeos DZ. Ainda que o emprego desta formula seja
pouco usual, obtém-se através desta uma estimativa razoavel do grau de her-
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dabilidade da EM. E a média dos valores obtidos dos diversos trabalhos pode
nos dar uma idéia de quanto o componente genético pode influenciar na mani-
festagdo da doenga.

A despeito da herdabilidade referir-se a um momento estatico e ser aplica-
vel apenas a amostra em que foi estimada, é comum fazer-se generalizagdes
partindo dos resultados de alguns estudos. Este procedimento é utilizado com
freqiéncia pelos melhoristas de animais e de plantas para melhor definir sua
estratégia de selegdo.

A comparagio entre proporgdes é freqiientemente empregada nas analises
dos dados de pesquisas na area de saude. A fim de verificar se as diferengas
encontradas entre as taxas de concordincia em MZ e DZ diferem significativa-
mente, foi calculado o valor de z pela formula 5.3 (SHOTT, 1990), obtendo-se
uma probabilidade (P) correspondente através da utilizagdo da tabela da curva

normal.
Cmz — Copz
Z = - (5.3)
Cmz (1-Cwz) N Cpz(1-Cpz)
Nmz Npz

onde Nmz = numero total de pares de gémeos MZ e npz = numero total de pares
de gémeos DZ.

As hipéteses testadas neste caso foram: 1) hipotese nula [Hyo]: Cmz = Cpz,
significando que a taxa de concordincia em gémeos MZ ndo difere significati-
vamente da taxa de concordancia em gémeos DZ e os desvios podem ser atribu-
idos ao acaso, 2) hipotese alternativa [Ha]: Cumz # Cpz , significando que a taxa
de concordiancia em gémeos MZ difere significativamente da taxa de concor-
dincia em gémeos DZ. Um valor de z grande favorece Ha e, ao contrario, um
valor pequeno de z favorece Hy. No presente trabalho rejeitou-se Hyo sempre
que ao valor de z calculado correspondeu a um valor de P > 0,05.

Em seguida foram calculados os intervalos de confianga de 95% separada-
mente para os pares de MZ (féormula 5.4) e DZ (férmula 5.5) e para a diferenga
de concordéancia entre MZ e DZ (férmula 5.6), conforme SHOTT (1990).

Cuz (1~ Crz)
Cuz * 1195.\/M (5.4)

Nmz

Cpz(1-C
Cop * 1,96-\/ pz(1-Cpz) (5.5)

Npz
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Cmz (1-Cmz) Cpz(1-Cpz)
Cuz -Cpz 196
Mz °z ' \/ Nz M Npz (5.6)

Encontrou-se que a taxa de concordincia em gémeos monozigoticos é quase
sempre significativamente superior a de dizigdticos, como mostrado na tabela
5.1. Isto sugere que, de fato, existe um componente genético na determinagio
da doenga.

Pelos dados da tabela 5.1 podemos dizer que somente nos trabalhos de
MacKAY ¢ MYRIANTHOPOULOS e do GRUPO FRANCES as taxas de con-
cordancia entre gémeos MZ e DZ nio diferem significativamente entre si. Nos
demais casos, a concordancia em MZ ¢é significativamente maior do que em DZ,
o que reforga a hipotese da participagdo de um componente genético na de-
terminagio da suscetibilidade a EM. Tomando como exemplo o trabalho de
CENDROWSKI de maior nimero amostral (N = 107), tem-se que o intervalo
de confianga de 95% da diferenga entre as proporg¢des (Cymz - Cpz) € de 0,20 +
0,1457, isto €, um valor qualquer da diferenga entre as taxas de concordéncia
quanto a EM entre os pares de gémeos MZ e DZ, tem 95% de probabilidade de
estar entre 0,0543 e 0,3457.

Considerando-se os trabalhos individuais, a herdabilidade da EM varia des-
de 18,1% até 40,0%, média de 28%, excluidos os dois trabalhos referidos an-
teriormente, nos quais o valor de H diferiu consideravelmente dos demais, co-
incidindo de serem os unicos autores a obterem resultados ndo significativos
quanto a diferenga de concorddncia entre MZ e DZ. Nota-se uma grande coin-
cidéncia entre os dados de H e dos intervalos de confianga para a diferenga,
apesar de se tratar de duas abordagens distintas. Tal coincidéncia provavelmen-
te acontece porque o valor de 1-CDZ ¢ praticamente igual a 1, e sendo assim,
H~ Cyz - Cpz.

5.2 - Calculo do Risco Relativo

O risco relativo (RR) é uma estimativa da probabilidade de um individuo
com determinado alelo HLA desenvolver a doenga, em comparagdao com o0s in-
dividuos que ndo tém esse alelo, num contexto populacional definido. O RR ¢
empregado nos estudos populacionais de associagdo entre alelos HLA e doen-
¢as, podendo-se fazer meng¢do ao fen6tipo HLA, quando somente é conhecida a
especificidade soroldgica dos individuos. Desta forma, os dados sdo agrupados
em tabelas 2x2, conforme mostrado no exemplo a seguir.
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O RR ¢, entdo, calculado pela férmula 5.7 (STITES e TERR, 1992):

ptx c”

RR = —
p~ X ct (57)

onde p* e p” sdo os nimeros de pacientes com e sem o fenoétipo em estudo, e ¢*
e ¢’ correspondem aos numeros de controles normais com e sem o fendtipo em
questdo, respectivamente.

Nos estudos de associagdo entre HLA e doenga € imprescindivel que a
amostra de controles seja obtida da mesma populagio dos pacientes. Isto por-
que a freqiéncia dos alelos HLA varia entre diferentes grupos étnicos e, dentro
do mesmo grupo étnico, ha freqientemente variagdes entre as populagdes de
diferentes procedéncias.

Quando RR > 1 diz-se que a associagdo € positiva, isto é, ha evidéncias de
que o alelo em questdo, ou outro ligado a ele, possa conferir maior suscetibili-
dade a doenga. Assim, por exemplo, um RR = 7 para-determinado alelo indica
que os individuos com o alelo em questdo tém uma probabilidade 7 vezes maior
de desenvolver-a doenga em estudo do que os que ndo tém o referido alelo.
Quanto maior o RR, mais freqiiente é o alelo no grupo de pacientes. Quando
RR < 1 diz-se que a associagdo ¢ negativa, significando que o alelo em ques-
tdo, ou outro intimamente ligado a ele, confere proteg¢do contra a doenga em
estudo. Um valor de RR = 1 indica auséncia de associagdo (STITES e TERR,
1992).

Nos estudos de associagdo entre HLA e doengas, comumente sdo encontra-
das associagdes positivas com diversos alelos. Diz-se que a associagdo € pri-
maria com determinado alelo quando, dentre todos os alelos testados, o RR
relativo daquele é maior que os demais. Isto pressupde que, no que concerne a
participagdo do HLA na suscetibilidade a doenga, tal alelo seja o principal res-
ponsavel pela doenga, e os outros sdo secundarios ou mesmo ndo relacionados.
Neste tltimo caso, as associagdes com os demais alelos podem ocorrer devido
ao fato destes alelos estarem intimamente ligados entre si, localizados muito
proximo ao primeiro. Contudo, é ainda possivel que mais de um alelo HLA es-
teja envolvido na expressdo da doenga.



Tabela 5.1 - Estimativas do grau de concordancia para a esclerose multipla em gémeos monozigéticos (MZ) e dizigéticos (DZ). H =

herdabilidade;.

P = probabilidade; NS = nio significativo.

MacKAY e MYRIANTHOPOULOS |1966 | 9/39 (23%)] 6/29 (21%) 68 3,0 | 023+ 0.1322 | 0.21+ 0.1474 [0.02+ 0.1980] 0,24 |0,4052 NS
CENDROWSKI 1968 | 15/51 (29%)| 5/56 (9%)| 107 22,5 | 029+ 0.1251 | 0.09 % 0.0747 |0.20+ 0.1457| 2,76 {0,0028
BOBOWICK et al. 1978 2/5 (40%)|  0/4 (0%) 9 40,0 | 0.40% 0.4294 | 0.00 0.40+ 0.4294] 1,83 [0,0336
WILLIAMS et al. 1980 | 6/12 (50%)] 2/12 (17%) 24 40,0 | 0.50+ 0.2829 | 0.17+ 02109 {033+ 03528 1,85 [0,0322
CURRIER ¢ ELDRIDGE 1982 | 8/22 (36%)| 3/29 (10%) 51 29,0 | 036+ 02010 | 0.10+ 0.1108 |0.26+ 0.2296] 2,22 [0,0132
HELTBERG ¢ HOLM 1982 | 4/19 (21%)| 1/28 (4%) 47 18,1 | 0.21+ 0.1833 | 0.04+ 0.0687 |0.17+ 0.1958] 1,75 [0,0401
EBERS et al. 1986 | 7/27 (26%)| 1/43 (2%) 70 24,2 | 0261 0.1653 | 0.02+ 0.0450 [0.24+ 0.1713] 2,70 |0,0035
KINNUNEN et al. 1988 2/7 (29%)] 0/6 (0%) 13 28,6 | 0.29+ 0.3347 | 0.00 029+ 03347| 1,67 10,0475
FRENCH RESEARCH GROUP 1992 1/17 (6%)] 1/37 (3%) 54 3,3 | 006+ 0.1119 | 003+ 0.0523 {0.03+ 0.1235| 0,50 [0,3085 NS
SADOVNICK et al. 1993 | 8/26 (31%)| 2/43 (5%) 69 27,4 | 031+ 0.1774 | 0.05+ 0.0629 [0.26 + 0.1882 2,72 [0,0033
MUMFORD et al. 1994 | 11/44 (25%)| 2/61 (3%)| 105 22,5 | 025+ 0.1279 | 0.03 + 0.0447 |0.22+ 0.1355| 3,14 ]0,0008

€S
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Tabela 5.2 - Associagdes MHC x Esclerose Multipla em populagdes caucasdides de diversas procedéncias.

NC = nio calculado. NS = ndo significativo. Referéncias numeradas de acordo com a tabela 4.2.

.‘1) alemaes

A3

B7 2,4 €))

2) arabes DR4 13,1 2)
3) canadenses DR15.Dw2.DQ6 2,6 (15)
DQpBLeu26 5,7 (15)

4) finlandeses DQA1*0102 3,8 (18)
DQB1*0602 40 (18)

5) italianos Norte DR15.Dw2.DQ6 NC (10)
Sardenha |DR4 2,5 @)

: DQ3 2,2 )

6) noruegueses B7 3,7 @)
DR2 7,6 @

DQé6 53 @

SR |DR17.DQ2 NS (14)

7) suecos amostra total DR2 6,1 5)
DP4 5,4 5)

DR2/DP4 8,1 5)
DRI15 3,3 (11)

DRI15 3,5 6)
DR15.Dw2.DQ6 3,9 (11)
DQ6 22 ©6)e(l1)

C4/CYP21B/DR15.Dw2.DQ6 2,7 (16)
C4/CYP21C/DR17.DQ2 13,7 (16)
DRp Val86 3,5 19
DRBGli86 0,17 (19)

PCP |DRI15 2,7 6)

DR4.DQ8 2,3 ©6)

DR15/DR4.DQ8 7,0 6)

DQ7 0,06 ©)

SR |DRI15 3,8 6)

DR17.DQ2 1,8 (6)
DR17.DQ2 2,2 11)

DR15/DR17.DQ2 5,6 6)

Na tabela 5.2 estdo resumidos os valores de RR das associagdes entre HLA
e EM, calculados segundo a formula 5.7, das populagdes caucasoides estudadas
pelos mesmos autores listados na tabela 4.2, os quais freqientemente se limi-

tam a informar se encontraram ou n3o associagdo, sem fazer men¢io ao RR

correspondente.

Note que as associagdes negativas com DRBGIi86 e DQ7 sdo representadas
por valores de RR < 1. Dentre todas as populagdes de caucasdides estudadas, a
de suecos parece melhor caracterizada quanto as associagdes entre HLA ¢ EM,

dado o maior nimero de registros.
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VI - DISCUSSAO

6.1 - Sobre a Etiologia

Apesar de muitas controvérsias a respeito da etiologia da EM, na medida
em que novos estudos vém sendo realizados, os fatores implicados na predis-
posi¢do a doenga vdo sendo desvendados aos poucos. A principal indicagio da
existéncia de suscetibilidade genética 4 EM procede da observagio de que a
doenga é mais freqiiente entre membros da mesma familia. A ocorréncia fami-
lial da EM mostra que o risco de desenvolver a doenga é tanto maior, quanto
maior o grau de parentesco com o probando afetado. O risco de recorréncia
entre primos de primeiro grau de uma mulher afetada pela EM chega a ser 25 a
50 vezes maior do que na populagdo em geral (TIENARI, 1994). Num estudo
populacional, constatou-se que 20% dos casos index tém um consangiiineo
afetado, sendo o risco de recorréncia da EM maior entre os irm3os do afetado
(4-5%), seguido de 3% em relagio aos pais, de 2,5% em relagdo aos filhos, de
2% em relag@o aos tios e primos e de 1,5% entre os sobrinhos (MATTHEWS et
al., 1991).

Dentre os fatores genéticos implicados na suscetibilidade a EM, além dos
genes MHC e TCR, é possivel que ainda outros estejam envolvidos e necessi-
tam ser melhor estudados. EBERS (1994) acredita que os genes HLA n3o con-
tribuam mais do que 10% para a suscetibilidade 8 EM. O gene que codifica a
MBP ou outro adjacente, localizado no cromossomo 18, foi indicado por TIE-
NARI et al. (1992) como um dos possiveis fatores de risco da EM. Seus estu-
dos foram realizados em pacientes finlandeses, procedendo-se uma analise se-
gregacional de diferentes alelos da MBP em familias com varios membros afe-
tados e uma analise de associagio numa amostra populacional de individuos
nio aparentados. No estudo em familias, foi detectada a predominédncia de de-
terminados haplétipos da MBP entre os afetados com EM, e no estudo popula-
cional foi encontrado um alelo da MBP significativamente mais freqiiente entre
os pacientes do que nos controles, com RR = 3,3. Outros genes que merecem
ser melhor investigados sdo os que codificam as principais citocinas observadas
no SNC de pacientes com EM ou que regulam a produgdo das citocinas e das
moléculas de adesdo celular implicadas na imunopatologia da EM, os que estdo
implicados na produgdo in vivo de mitéogenos que induzem a proliferagio das
células supressoras da resposta imune e possiveis deficiéncias na regulagdo da
expressio dos genes implicados na proliferagdo dessas células.
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Nido menos importante € a caracterizacio dos fatores ambientais que
contribuem para a doenga. Se por um lado a diferenga de concordincia entre
gémeos MZ e DZ indica a participagdo de fatores genéticos na predisposi¢do a
doenga, por outro lado, uma taxa média de concordiancia de apenas 32% em
gémeos MZ implica também na existéncia de um componente ambiental impor-
tante. Sendo assim, ndo basta o individuo ter os genes MHC ou TCR, ou ou-
tros ainda ndo discutidos, que predispdem a EM, para que venha a manifestar
os sintomas da doenga. H4 que se levar em consideragdo tanto os meios interno
e externo do organismo humano, que certamente estdo implicados na predomi-
nincia da EM em caucasoides e no sexo feminino, na distribuigdo geografica da
EM e na faixa etaria de manifestagdio da doenga. DIJKSTRA et al. (1993) rela-
tam, por exemplo, que os hormdnios sexuais interferem no balango entre a
imunidade humoral e a mediada por células, o que pode ser um fator que con-
tribui para a maior prevaléncia da EM entre as mulheres.

No que concerne aos fatores etiologicos extrinsecos, por enquanto ha ape-
nas algumas evidéncias que favorecem a exposi¢do prévia a agentes infeccio-
sos. Existem relatos da ocorréncia da EM ou do agravamento do estado dos
pacientes com EM imediatamente apds a vacinagdo contra gripe, sarampo e
poliomielite (MATTHEWS et al., 1991) que refor¢gam a hipotese da indugido da
EM por antigenos virais. Uma explicagdo plausivel é que a presenga de deter-
minados virus altera o equilibrio da produgdo de certas citocinas que visam im-
pedir a multiplicagdo viral e que, em ultima instdncia, desencadeariam a doen-
¢a. Alternativamente pode ser que existam antigenos virais muito semelhantes a
alguma molécula do hospedeiro, a qual torna-se um autoantigeno apods a indu-
¢30 da expressdo anormal de moléculas HLA no SNC. Vale lembrar que as res-
postas imunoldgicas contra as infecgdes virais podem aumentar a expressdo das
hsp e, conseqiientemente, levar a exacerbagio do processo inflamatodrio e a in-
juria dos tecidos.

6.2 - Imunopatologia

Dentre os possiveis autoantigenos implicados na patogénese da EM citam-se
a MBP ¢ a PLP como os principais, e outros, tais como o gangliosideo GM1 e
as proteinas MAG e MOG da mielina (WUCHERPFENNIG, 1994). Especial
enfoque tem sido dado a MBP que, no entanto, ¢ menos abundante que a PLP,
ndo é expressa unicamente no SNC e sua localizagdo no lado citoplasmatico da
bainha de mielina, entre duas camadas lipidicas, dificulta o acesso das CAA
(COLMAN et al., 1987).



57

Baseado na constatagdo de que altos niveis de anticorpos anti-MBP estavam
presentes no LCR de 96% dos pacientes com EM e apenas 3% dos pacientes
apresentava altos niveis de anticorpos anti-PLP, BANSIL ez al. (1995) pro-
pdoem que a EM apresenta duas formas distintas: uma mais comum, associada a
presenga de anticorpos anti-MBP, e outra menos freqiiente, em que sdo encon-
trados altos niveis de anticorpos anti-PLP.

Fato indubitavel é que as células T com potencial de reagir contra a MBP,
ou qualquer que seja o autoantigeno envolvido, podem ser encontradas em
quantidades equivalentes em pessoas normais e afetadas pela EM (JINGWU et
al., 1992a; JINGWU et al., 1994). Isto ndo é de se admirar, uma vez que du-
rante o amadurecimento no timo, provavelmente ndo sdo deletados os linfoci-
tos cujos receptores de membrana interagem com varias moléculas tecido-
especificas e, portanto, os linfocitos reativos 8 MBP sdo liberados ilesos para a
circulagdo onde, em situagio normal, sio mantidos em estado de laténcia, sob
efeito imunossupressor.

A questdo que levanta a possibilidade dos clones de linfécitos T anti-MBP
estarem implicados na autoimunidade é que, nos pacientes com EM, detectou-
se a presenga de IL-2R na membrana dessas células e auséncia do mesmo nas
células reativas a MBP de pessoas normais, indicando que nos pacientes com
EM estes clones de linfocitos foram ativados (JINGWU ef al., 1992a; MATSI-
OTA-BERNARD et al., 1993). Além disto, tais células estdo presentes no LCR
dos afetados e expressam quantidade aumentada de mRNA das citocinas IL-4 e
INF-y (LINK, 1994), ambas responsaveis pela ativagdo de macrofagos
(BROSNAN et al., 1995).

Fato curioso é que, uma vez danificada a bainha de mielina, ha produgio de
formas incomuns da MBP no processo de remielinizagdo dos ax6nios (ROTH et
al., 1987) e a constatagdo de que nos pacientes com EM predominam os clones
anti-MBP reativos a essas formas sobre os que s@o reativos a MBP comum de
18,5 kD (VOSKUHL et al., 1994). Neste caso, pode-se supor que o envolvi-
mento da MBP na autoimunidade possa estar relacionado a uma disfungdo do
oligodendrocito que leva a produgdo de uma bainha mielina de composigdo al-
terada. Dada a importincia de se determinar se os clones de células T anti-
MBP de pacientes e controles sdo dirigidos para as mesmas isoformas da MBP,
é necessaria a especificagdo do tipo de MBP utilizado na indugdo dessas célu-
las in vitro e a utilizagdo preferencial da MBP humana nesses experimentos.
Em alguns trabalhos, como em MATSIOTA-BERNARD ef al. (1993), SUN
(1993) e LINK (1994), é utilizada a MBP bovina, além da MBP humana.

A analise do papel ds citocinas na EM ¢ dificultada por varios fatores, den-
tre eles, a regulagdo reciproca da produgio dessas moléculas, os efeitos anta-
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gonicos dose-dependentes, a regulagdo autdcrina e a vida média extremamente
curta das citocinas nos fluidos corporais (OLSSON, 1992). Mesmo assim, atra-
vés dos resultados de diversos estudos, foi possivel identificar as citocinas que
podem estar relacionadas com a melhora ou com a piora do estado clinico da
EM (tabela 4.1). As que estdo implicadas nas exacerbagdes da EM sdo, via de
regra, indutoras da expressdo de moléculas MHC nas células do SNC e de mo-
léculas de adesdo celular e de MHC de classe II nas células endoteliais, além
de ativar a atividade fagocitica de macrofagos e células da microglia. Segundo
TROJANO et al. (1992), as células endotelias dos capilares cerebrais apresen-
tam caracteristicas peculiares, que as distinguem das células endoteliais das
demais regides. Isto talvez possa explicar as alteragdes locais da permeabilida-
de da BHE decorrente da agdo dessas citocinas.

Dois tipos celulares aparentemente tém um papel relevante na patogénese da
EM: a subpopupalagdo Thl de linfocitos T auxiliares CD4" e os macréfagos.
As células Thl ativam os macréfagos que, por sua vez, liberam uma grande
variedade de citocinas que, em Gltima analise, podem causar danos a bainha de
mielina (ARNASON, 1995). Esses efeitos sdo provavelmente antagonizados
pelas citocinas liberadas pelos linfocitos T supressores CD8" e pela subpopula-
¢do Th2 de linfécitos T auxiliares CD4", tais como IL-4 e IL-10, que estdo
implicadas na melhora da EM. Os periodos de exacerbagdo da doenga devem
ser decorrentes de uma falha nos mecanismos de controle da atividade dessas
células.

A detecgdo de altos niveis de imunoglobulinas no LCR dos pacientes sugere
a participagdo de linfocitos B ativados na patofisiologia da EM. Embora haja
alguns relatos da presenga de clones de linfoécitos B autorreativos e de anticor-
pos anti-MBP (CASH et al., 1992, SODERSTROM et al., 1993) ou anti-
gangliosideos (STEVENS et al., 1992) na EM, ainda ndo esta claro se a ativa-
¢d0 dessas células e subseqiiente produgdo de autoanticorpos precedem a des-
mielinizagdo no SNC e estio implicadas na imunopatogénese da EM, ou se re-
fletem um mecanismo imune de ativagdo policlonal em resposta a danos teci-
duais. O fato é que niveis aumentados de IgG e de IgM no LCR podem ocorrer
em diversas outras anomalias e, sendo assim, a utilizagd@o deste critério no dia-
gnostico da EM deve ser feita com muita cautela.

Melhores investigagdes precisam ser feitas a fim de esclarecer o papel das
células B no desencadeamento e/ou na manutengdo da autoimunidade na EM.
Também a especificidade dos anticorpos encontrados em alta concentragdo no
LCR dos pacientes com EM esta em aberto para se determinar.
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6.3 - Sobre os Estudos em Gémeos

Como na maioria dos trabalhos de estudos em gémeos a concordincia em
pares de gémeos MZ diferiu significativamente da concordancia em DZ (tabela
5.1), com exce¢do dos trabalhos de MacKAY e MYRIANTHOPOULOS (1966)
e do GRUPO FRANCES (1992), procurou-se justificar a ndo-significincia dos
resultados de concordancia entre MZ e DZ destes dois ultimos trabalhos atra-
vés da analise minuciosa da metodologia empregada por estes autores. Em am-
bos os trabalhos nota-se uma certa dificuldade, sendo inseguranga, quanto i
determinagdo da zigosidade e quanto ao diagnodstico da EM. Por exemplo, os
proprios autores afirmam que, por razdes técnicas, ndo foi possivel fazer a
analise de DNA para testar a zigosidade em todos os pares de gémeos da
amostra, restringindo-se a informag¢des dadas pelos pacientes e que, apos os
resultados da RNM entre os membros ndo afetados clinicamente, constatou-se
que varios apresentavam sinais indicativos da EM (GRUPO FRANCES). Da
mesma forma MacKAY e MYRIANTHOPOULOS afirmaram ter inicialmente
determinado a zigosidade baseada em grupos sangiiineos e, depois, reclassifica-
ram os pares de gémeos MZ e DZ baseado em outros critérios (analise de DNA
e caracteristicas fisicas). Além disto os critérios de diagnostico foram estabe-
lecidos por um dos autores, que subdividiu os pares de gémeos em quatro ca-
tegorias: 1) definido, inteiramente concordante; 2) provavel, inteiramente con-
cordante; 3) definido, possivelmente concordante; 4) definido, discordante. Ao
incluir somente os pares “inteiramente concordantes” na analise, MacKAY e
MYRIANTHOPOULOS encontraram uma taxa de concordincia de 15,5% em
MZ e de 10,3% em DZ, e ap6s a inclusdo dos pares “possivelmente concordan-
tes”, obtiveram os dados mostrados na tabela 5.1 (23% em MZ e 21% em DZ).

Em vista do que foi colocado, pode-se inferir que a taxa média de concor-
dincia em gémeos MZ é de aproximadamente 32%, enquanto que em gémeos
DZ este valor é algo proximo de 6%, diferindo significativamente. A EM ¢,
portanto, uma doenga que envolve a participagdo de um componente genético,
provavelmente poligénico, posto que contribui em média 28% para a suscetibi-
lidade 4 doenga, e de fatores ambientais relevantes que contribuem em média
72% na determinagdo da expressdo da doenga.

6.4 - Sobre as Associagoes MHC x EM

Existem varias hipdteses para explicar a associagdo de alelos HLA com do-
engas. Dentre as mais aceitas, citam-se: a) moléculas HLA como receptores
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para agentes etiologicos; b) moléculas HLA seletivas para peptideos antigéni-
cos; ¢) TCR determina predisposigdo a doenga, d) agentes causais mimetizam
moléculas do hospedeiro; e) expressdo anormal de moléculas HLA de classe II
(STITES e TERR, 1992). A primeira hipotese supde que moléculas HLA es-
pecificas podem agir como receptores para agentes etioldgicos tais como virus
ou toxinas bacterianas. Neste caso, obviamente, o desencadeamento da doenga
depende de exposigdo prévia ao agente etiologico. A segunda hipotese, por sua
vez, supde que determinadas moléculas HLA se associam preferencialmente a
certos peptideos antigé€nicos, os quais desencadeiam uma resposta agressiva
contra o proprio hospedeiro. A terceira hipdtese responsabiliza o TCR pela
predisposi¢do a doenga. Neste caso, seria detectada uma associagio indireta
com o HLA, dado que existe uma correspondéncia entre essas duas moléculas,
através de interagdes especificas entre diferentes TCRs e diferentes complexos
antigeno-molécula HLA.

Segundo a hipotese do mimetismo molecular, o agente etiolégico apresenta
semelhanga estrutural com moléculas proprias do hospedeiro, codificadas por
genes de dentro ou n3o da regido HLA. Isto pode resultar em duas formas de
reagdo do hospedeiro: 1) o agente etioldogico passa despercebido e nenhuma
resposta imune € acionada; 2) o hospedeiro aciona uma resposta imune contra
o antigeno e, dada a similaridade deste com certa molécula propria do orga-
nismo hospedeiro, a resposta é também autoimune. Por fim, segundo a ultima
hipotese mencionada no paragrafo anterior, a associagdo de doengas com molé-
culas HLA de classe IT é devida a indugdo de expressdo destas em células que
normalmente ndo as expressam, levando a apresentagio de antigenos proprios
que, por serem tecido-especificos, escapam ao processo de educagdo timica.
Desta forma, clones de células T autorreativas migrariam para o tecido em
questdo, lisando células proprias do hospedeiro.

No caso da EM, mais de uma destas hipoteses podem ser aplicadas. A seme-
lhanga da MBP com antigenos virais corrobora a hipotese de mimetismo mole-
cular (ATKINS et al., 1990). A presenga de linfécitos T autorreativos na cor-
rente sangiiinea € no LCR ,e concomitante surgimento de células apresentado-
ras de antigeno nas meninges e espagos perivasculares no SNC, podem estar
relacionados com a expressdo anormal de moléculas HLA de classe II. Vale
lembrar aqui que as associagdes mais fortes do HLA com a EM envolvem jus-
tamente a sub-regiio DR-DQ. Entretanto, seria muito precoce qualquer afirma-
¢do neste sentido, uma vez que a suscetibilidade a EM provavelmente envolve
a participagdo de varios genes, alguns dos quais ainda estdo para serem identi-

ficados.
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A analise comparativa dos dados sobre a EM ¢ dificultada por alguns pro-
blemas inerentes a doenga como, por exemplo, a diferenga de prevaléncia entre
as regides, a heterogeneidade clinica, a falta de uniformidade quanto aos crité-
rios de diagnostico e a inexisténcia de testes laboratoriais especificos da EM.

Como se pode notar pelos dados apresentados nas tabelas 4.3 e 5.1 ha rela-
tos de associagdes positivas da EM com diversas especificidades e/ou alelos
HLA nas populagdes de diferentes etnias. Em caucasoides, encontrou-se asso-
ciagdo principalmente com o haplétipo DRB1*1501.DQA1*0102.DQB1*0602
ou com as especificidades sorologicas correspondentes em amostras de suecos
(ODUM et al., 1988, OLERUP e HILLERT, 1991; ALLEN ef al., 1994), no-
ruegueses (VARTDAL et al., 1989), italianos (MUNTONI et al., 1991) e ca-
nadenses (HAEGERT ef al., 1993).

Admitindo-se que o fenotipo HLA-DR2 confere susceptibilidade a EM, ha
que se considerar que na Europa ocorre um gradiente Norte-Sul de freqiiéncia
deste alelo. Portanto, é de se esperar que a prevaléncia da doenga difira entre
populagdes de diversas procedéncias. Além disto, estudos moleculares eviden-
ciam a ocorréncia de pelo menos 5 alelos diferentes de DR2. Notou-se que en-
tre hungaros e escandinavos ha uma alta freqiéncia do gene DR2, porém a pre-
valéncia da doenga é maior entre os escandinavos (STITES e TERR, 1991).
Isto pode estar relacionado a diferente distribuigdo das freqii€ncias alélicas do
gene HLA-DR2 entre estas populagdes. Sendo assim, é razoavel que no Brasil
haja predominio da doenga nas regides Sul e Sudeste, conforme relatado por
GOMES e ALMEIDA (1991), uma vez que nestas regides houve maior conflu-
éncia de imigrantes europeus, oriundos das regides de alta prevaléncia da EM.
Contudo, ainda ha poucos estudos que incluem negroides e amerindios em suas
amostras, estando a prevaléncia da EM entre estes grupos étnicos ainda pouco
caracterizada.

E provavel que em outros grupos étnicos diferentes dos caucaséides, outras
associagdes sejam mais freqiientes. Em orientais, encontrou-se associagdo com
DR4, DR8 e¢ DQ7 (FUKAZAWA et al., 1992) ou predomindncia de DR6
(NAITO et al., 1978). Em arabes, encontrou-se associagio com DR4 (KURDI
et al., 1977). Numa amostra de negroides da Inglaterra, descendentes de imi-
grantes do Caribe, encontrou-se associagdo com o haplétipo DRB1*1501.
DQA1*0102.DQB1*0102 (KELLY ez al., 1995), que bem pode ser em decor-
réncia da miscigenagdo com caucasdides. Em outros trabalhos ha relatos de as-
sociagio negativa com DRB1*0401.DQA1*0301.DQB1*0301 em caucasoides
(ALLEN et al., 1994) e com DR53 ¢ DR9 em orientais (FUKAZAWA et al.,
1992). No entanto, muitas dessas associa¢des nio foram confirmadas em varios
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outros estudos, seja porque foi encontrada associagdo com outros alelos, seja
porque ndo foi encontrada associagdo nenhuma.

Com excegdo do trabalho de ODUM et al. (1988), os demais autores nio
confirmaram a participagdo da sub-regido DP na suscetibilidade a EM
(FUGGER et al., 1990, HOWELL ef al., 1991; OLERUP e HILLERT, 1991;
SPURKLAND et al., 1991b). E da mesma forma, os que investigaram associa-
¢do da EM com os genes LMP e TAP ndo obtiveram resultados positivos
(LIBLAU et al., 1993; KELLAR-WQOD et al., 1994, SPURKLAND et al.,
1994). Sendo assim, é provavel que tais genes ndo estejam implicados na ex-
pressdao da EM.

Chama a atengdo o fato de que nem todos os autores especificam em seus
artigos o grupo de pacientes das amostras estudadas ou os critérios de dia-
gnostico empregados. E naqueles em que ha informagdes a este respeito, nota-
se uma certa diversificagdo dos critérios de diagnodstico, citando-se os de
SCHUMACHER et al. (1965) e os de POSER ef al. (1983) dentre os mais em-
pregados, e outros como MCcALPINE et al. (1972), ROSE et al. (1976),
McDONALD & HALLIDAY (1977). Quanto aos grupos de pacientes, nota-se
uma certa despreocupag¢do dos pesquisadores em realizar estudos em separado
de acordo com as caracteristicas clinicas da EM, citando-se uns poucos que 0
fizeram, como em FUGGER et al. (1990), OLERUP e HILLERT (1991), HI-
LLERT et al. (1992), FUKAZAWA et al. (1992) e LIBILAU et al. (1993).

Levando-se em consideragdo que a EM é uma doenga heterogénea do ponto
de vista clinico, um requisito essencial nos estudos de associagdo com o MHC
sera analisar os grupos de pacientes que manifestam diferentes formas da doen-
¢a em separado. Nota-se uma tendéncia das associagdes positivas com o ha-
plotipo DR17.DQ2 estarem implicadas na forma SR da EM nas populagdes
caucasoides (OLERUP et al., 1989; OLERUP e HILLERT, 1991, HILLERT e¢
al., 1992). HILLERT et al. (1992) sugerem que as formas SR e PCP da EM
devam ser consideradas duas doengas distintas que requerem agdo preventiva e
tratamento especificos, dado que estas diferem quanto a epidemiologia, idade
de inicio, aos dados radiolégicos de RNM e as implicagdes imunogenéticas.

Além disto, deve-se uniformizar os critérios de diagnoéstico da EM e as
técnicas empregadas nesses estudos a fim de tornar possivel a comparagio en-
tre os resultados dos diversos trabalhos e para que sejam feitas conclusdes
pertinentes a possivel influéncia dos fenotipos HLA na EM. Em vista do pe-
queno numero de dados de populagdes ndo caucasdides, sera interessante reali-
zar mais estudos de associagio em amostras de orientais, negros africanos e
amerindios, dentre outras populagdes sui genere. Nestes estudos, obviamente,
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o nimero amostral devera ser algo maior do que tem sido adotado em cau-
casoides, onde a prevaléncia da doenga é maior.

Outras duas questdes que certamente interferem nos resultados das associa-
¢Oes sdo o nimero amostral e a escolha dos controles. Amostras muito peque-
nas podem resultar em dados pouco confiaveis, como em MUNTONI et al.
(1991) (N = 9/25), que encontraram o haplotipo DR15.Dw2.DQ6 em 100% de
seus pacientes, e em SPURKLAND e? al. (1991b) (N = 24/47) que, apesar de
terem utilizado uma técnica relativamente segura (PCR-SSO) e terem investi-
gado varios alelos das subregides DR, DQ e DP, nio encontraram nenhuma as-
sociagdo.

A utilizagdo como controle de amostras de diferentes etnias em relagdo ao
grupo de pacientes é igualmente inapropriada, posto que as freqiiéncias alélicas
variam entre diferentes populagdes. Note-se, por exemplo, pelos dados na tabe-
la 5.1, as diferentes associagles entre italianos do Norte da Italia e da Sarde-
nha. E questionavel, portanto, a validade da associagdo com DP4 encontrada
por ODUM et al. (1988), cuja amostra de pacientes era composta de suecos e
os controles normais eram dinamarqueses. Os autores justificam seu procedi-
mento alegando que as diferengas de distribuigdo dos genes HLA-DR e -DP
entre essas duas populagdes sio minimas. Porém, estudos posteriores ndo con-
firmaram tal associagdo ou, em alguns casos, a associagdo com DP foi conside-
rada secundaria a DR2 (DRB1*1501) (OLERUP e HILLERT, 1991; BEGO-
VICH et al., 1990, HOWELL et al., 1991).

Diante do fato de que o RR em relagio ao DR2 e/ou haplétipos associados
varia de 2,6 até 7,6 (tabela 5.1), e da herdabilidade média da EM ser de apenas
28%, nota-se que a participagdo do componente genético, e em particular o
envolvimento dos genes HLA na suscetibilidade a EM, é insuficiente para de-
sencadear a doenga. Compare-se, por exemplo, o RR = 81,8 em relagdo ao B27
na espondilite anquilosante (STITES e TERR, 1992) e em outras doengas au-
toimunes, conforme mostrado na tabela 2.2. Certamente outros genes ainda néo
estudados estio implicados na suscetibilidade a EM. Sera também de grande
utilidade explorar os fatores ambientais de risco.

6.5 - Sobre o Envolvimento dos Genes TCR

Embora haja controvérsias entre os diversos autores quanto ao tipo de TCR
que possa estar associado a suscetibilidade a EM, existe uma tendéncia geral
de aceitagdo do envolvimento de determinados genes TCR que codificam a re-
gido variavel de ligagdo com o complexo MHC-peptideo da cadeia p na EM.
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Fato curioso é que, entre os roedores com EAE, os clones de linfocitos T anti-
MBP apresentam um nimero restrito de TCRs (ZAMVIL e STEINMAN, 1990),
enquanto que em humanos notou-se grande heterogeneidade quanto aos rear-
ranjos génicos de TCR entre os pacientes com EM e uma certa homogeneidade
a nivel de individuo (BEN-NUN ez al., 1991).

Apesar de RICHERT et al. (1991) ndo terem encontrado tal homogeneidade
nas células do mesmo individuo, o fato é que eles cultivaram linfécitos de ape-
nas um paciente com EM e observaram uma tendéncia a restrigdo dessas células
pelo HLA-DR13 associado ao peptideo 152-170 da MBP. Isto é indicativo de
que os produtos dos diversos genes que compdem o repertéorio de TCR deste
paciente poderiam ter um segmento comum na regido variavel, a despeito dos
diferentes padrdes de rearranjos génicos detectados por Southern blot.

No que se refere a presenga de linfécitos com TCRyd com especificidade
para proteinas de choque térmico (SELMAIJ ef al., 1992; WUCHERPFENNIG
et al., 1992; BATTISTINI et al., 1995), isto n3o parece distintivo da doenga,
uma vez que esta proteina é encontrada em varias outras doengas nos sitios de
inflamagdo e onde quer que haja danos teciduais. Porém a expressdo anormal
das hsp nas placas da EM aparentemente influencia na progressdo € na manu-
tengio da doenga em estado cronico, amplificando a resposta autoimune.

Em vista da escassez dos dados de correlagdo entre os segmentos génicos e
a especificidade dos TCRs das células dos pacientes com EM, melhores inves-
tigagdes devem ser feitas neste sentido. Ha que se cuidar ao selecionar o grupo
de pacientes de acordo com a forma de manifestagdo clinica da doenga. Obvia-
mente, entende-se a dificuldade atual das pesquisas relativas ao envolvimento
dos genes TCR na EM, dado que o autoantigeno implicado ainda n3o esta
completamente definido. Se for o caso de ser detectado algum segmento da
molécula de TCR que seja comum entre os varios clones de linfocitos de paci-
entes com EM, sera realmente vidvel a elaboragdo de vacinas com anticorpos
monoclonais anti-TCR.

6.6 - Seqiiéncia Hipotética dos Eventos

Baseado na analise dos resultados de diversos trabalhos, pode-se supor que
a seqiiéncia dos eventos implicados na imunopatologia da EM incluam as eta-

pas esquematizadas no diagrama abaixo.
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Contato prévio com antigenos

Semelhanga de epitopos com molé-
culas de expressdo especifica do
SNC (ex. componentes da bainha de
mielina)
4 IL-4,IL-10, TGF-B, INF-B y
Superexpressdo de citocinas Sensibilizagdo de linfocitos T
y autorreativos que reconhe-
Imunossupressido dos ; ;
3 cem o autoantigeno associa-
IL-1, IL-2, clones de ce.lulas T o et s st
IL-6,INF-y, autorreativos lécula HLA
TNF-a, .
o |
i § Remielinizagdo
- Intensificagdo da atividade day|
células fagociticas; Inflamagéo e rompimento da
- indugdio da expressdo de mo- *BHE-inﬁhral;iodenmcré-
léculas de adesdo celular, fagos, linfocitos T ¢ B no
- indugdio da produglio de cito- SNC; produgdo de anticor-
cinas e de proteinas de choque pos presentes no LCR
térmico; "
- indugdo da expressdo anormal l
de moléculas MHC de classe|
1l no SNC Danos a bainha de mielina

A expressdo da forma PCP ou SR da EM dependera da intensidade das res-
postas. Na forma SR, a fase de surto corresponderia a situagdo em que ha
agravamento do processo inflamatorio e maiores danos a bainha de mielina, en-

quanto que a fase de remissdo corresponderia a uma imunossupressdo mais
efetiva, permitindo a remielinizagdo dos axo6nios. A produgdo de proteinas de
choque térmico e de determinadas citocinas podem contribuir para a manuten-

¢do da doenga em estado crdnico.
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6.7 - Perspectivas para o Tratamento da EM

Com a utilizagdo de técnicas mais precisas de diagndstico, pode-se optar
por novas formas de tratamento. Ainda que n3o haja por ora uma forma de
prevengdo efetiva, existem meios de tornar os sintomas mais amenos. Qualquer
que seja a forma de tratamento adotada, deve ser feito em paralelo um acom-
panhamento psicolégico do paciente. E necessario conscientiza-lo, ou a seu
responsavel, da possibilidade de progressdo da doenga, dos recursos atualmen-
te disponiveis e das perspectivas de adogio, num futuro proximo, de formas
mais adequadas de tratamento. Uma visdo otimista é preferivel ao fatalismo,
auxiliando na recuperag¢do do paciente.

No quadro 6.1 sdo apresentadas algumas das estratégias experimentais em
andamento para tratamento da EM, muitas das quais alcangaram €éxito nos es-
tudos em pacientes humanos apds as aplicagdes preliminares em animais com
EAE. O termo superantigeno refere-se ao tipo de molécula que em baixissimas
concentragdes pode induzir proliferagio de clones especificos de linfocitos T.
O superantigeno associa-se a seqiiéncias das moléculas MHC e TCR fora do
sitio usual de ligagdo com peptideo antigénico e ndo requer processamento
inicial para ser apresentado. Um aspecto marcante da estimulagdo com o supe-
rantigeno é que o organismo inicialmente monta uma resposta vigorosa e de-
pois as células T respondedoras entram em estado de anergia. Sdo reconheci-
dos dois tipos de superantigenos: retrovirus e toxinas bacterianas. Em estudos
experimentais, constatou-se que enterotoxinas de Staphylococcus aureus po-
dem impedir a manifestagio da EAE, quando aplicadas em doses minimas antes
do inicio da doenga, de alguma forma suprimindo as células T com potencial
autorreativo (OKSENBERG, 1994).

Levando-se em consideragdo o fato de que a EM é uma doenga heterogénea
do ponto de vista clinico, genético e imunologico, qualquer que seja a aborda-
gem terapéutica adotada, terd que se fazer mengdo ao subgrupo de pacientes
favorecido. Cada subgrupo requer possivelmente uma terapia especifica que
devera ser levada em consideragdo pelos médicos, a fim de que sejam bem su-
cedidos no tratamento de seus pacientes.

Um estudo multicéntrico para caracterizar o perfil clinico-evolutivo da EM
no Brasil foi proposto por PAPAIS-ALVARENGA et al. (1995a). A proposta,
entitulada “Projeto Atlantico Sul”, visa estabelecer as atividades a serem des-
envolvidas no biénio 1995/96. Os resultados parciais referentes aos diferentes
centros deverdo ser apresentados no proximo Congresso Brasileiro de Neuro-

logia, a ser realizado em Curitiba-PR.



Quadro 6.1 - Estratégias experimentais para tratamento da esclerose multipla. O
sinal  indica as que j4 foram testadas em humanos. (Adaptado de OKSENBERG,
1994))
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VII - CONCLUSOES
Como conclusdes do presente trabalho, destacam-se os itens abaixo.

1. Através da analise estatistica dos dados de estudos populacionais em géme-
os, verificou-se que a taxa de concordincia entre gémeos MZ ¢ significati-
vamente maior do que entre gémeos DZ, sugerindo a participagio de um
componente genéticoa na etiologia da EM.

2. Ap6s o calculo da herdabilidade, estimou-se que a contriui¢io do componen-
te genético na suscetibilidade a8 EM esta em torno de 28%, sugerindo que se
trata de um carater poligénico e que fatores ambientais ainda desconhecidos
sdo relevantes na etiologia da EM.

3. Nos estudos de associagdo entre antigenos HLA e EM encontrou-se:

3a. Associagdes positivas com diferentes especificidades HLA em amostras
populacionais distintas, sendo mais freqiientes as associagdes com ha-
plotipo DR15.Dw2.DQ6 (RR=2,6 a 3,9) ou com as especificidades
DR15(2) e DQ6(1) em separado, cujos valores de RR variam no primeiro
caso de 2,7 a 7,6 e no segundo caso de 2,2 a 5,7 nas populagdes cau-
casoOides estudadas;

3b. A heterogeneidade dos critérios de diagndstico e das formas de manifes-
tagdo clinica da EM dificultam a comparag¢ido dos resutados dos diversos
autores. Desta forma deve-se uniformizar a metodologia de estudo e
analisar em separado as amostras de pacientes com formas distintas da
EM nos trabalhos futuros, a fim de que se possa chegar a conclusdes
mais claras quanto a participagdo de alelos HLA na suscetibilidade a EM.

4. No que diz respeito a participagdo dos genes TCR na manifestagio da EM,
ainda n3o ha dados conclusivos, porém alguns autores referem-se a utiliza-
¢do preferencial de determinados segmentos génicos que codificam a regido
varidvel da cadeia p pelos clones de linfocitos T com TCRap e potencial al-
torreativo contra MBP nos pacientes com EM. A presenga de células T com
TCRy8 nos sitios de inflamagdo na EM foi correlacionada com a expressio
local de proteinas de choque térmico.
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5. Em relagido a imunopatologia da EM:

S5a.

5b.

5c.

to.

Ha diversas moléculas que podem ser os autoantigenos envolvidos, ci-
tando-se a MBP e a PLP, dentre as mais estudadas, e outros com o
gangliosideo GM1, as proteinas MAG e MOG da mielina e as proteinas
de choque térmico hsp60, hsp65 e hsp90. Estas ultimas possivelmente
sdo responsaveis pela manutengdo do estado cronico da doenga,

As citocinas IL-1, IL-2, IL-6, INF-y, TNF-a € TNF-B, cuja produgdo en-
contra-se aumentada ma EM, contribui para a piora do estado clinico dos
pacientes através da indugdo da expressio anormal de moléculas MHC
no SNC e da indugdo de alteragdes nas células endoteliais dos capilares
sangiiineos que irrigam o SNC, facilitando o rompimento da BHE e a
consequente invasio de células imunocompetentes no parénquima do
SNC, que causam danos a bainha de mielina,

Em contrapartida, as citocinas IL-4, IL-10, TGF-p e INF-B exercem
efeitos antagdnicos as citadas anteriormente, através da supressio dos
clones de células que as produzem, e estio implicadas na melhora do
estado clinico dos pacientes. O INF-p ja vem sendo inclusive adotado no
tratamento da EM.

. Quanto aos fatores ambientais de risco na EM, pouco se sabe até o momen-

Existem evidéncias de que uma exposi¢io prévia a determinados virus

possa induzir a autoimunidade na EM, seja pela indugio da produgdo de
INF-y e de outras citocians implicadas na inibigdo da multiplicagdo viral,
seja pela semelhanga do agente etiolégico com alguma molécula propria do

hospedeiro.
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