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RESUM O

A etiologia da escleróse múltipla (EM) ainda é desconhecida, porém, há 

evidências da participação de fatores genéticos e ambientais na determinação 

da suscetibilidade a esta doença.

No presente trabalho foi feita uma análise dos principais aspectos 

imunogenéticos implicados na EM que vêm sendo estudados. Encontrou-se que 

a taxa de concordância em gêmeos monozigóticos é significativamente maior 

do que em gêmeos dizigóticos, sugerindo a participação de um componente ge

nético na etiologia da EM. A média da herdabilidade da EM foi estimada como 

sendo aproximadamente 28%; porém ainda não foram identificados os genes 

que constituem um fator de risco para o desenvolvimento da EM.

Há evidências de que os genes do complexo principal de histocompatibi- 

lidade (MHC), principalmente os de classe II, das subregiões DR e DQ possam 

estar envolvidos. Em particular o haplótipo DRB1*1501.DQA1*0102. 

DQB 1*0602, referente ao fenótipo DR2.Dw2.DQ6 foi encontrado em associa

ção positiva em vários estudos em populações caucasóides. O desequilíbrio de 

ligação entre os genes DR e DQ dificulta o reconhecimento da contribuição 

individual de cada alelo. Nos estudos de associação MHC x EM, nota-se hete

rogeneidade quanto aos critérios de diagnóstico empregados pelos diversos 

autores e a ausência, na maioria das vezes, de análises em separado dos grupos 

de pacientes com manifestações clínicas distintas.

A despeito da variabilidade dos receptores de célula T (TCRs) encontra

dos nas células dos pacientes com EM, as moléculas de TCRap, que são ex

pressas na membrana dessas células, aparentemente apresentam seqüências em 

comum entre si na região de ligação com o complexo antígeno-MHC. Entretan

to, os estudos a respeito do envolvimento dos genes TCR na suscetibilidade à



EM partem do pressuposto de que o autoantígeno envolvido seja a proteína 

básica da mielina (MBP). Além disso, alguns estudos sugerem que outras molé

culas, como por exemplo a glicoproteína associada à mielina (MAG) e a glico- 

proteína da mielina do oligodendrócito (MOG), possam servir de alvo da au- 

toimunidade na EM. As citocinas produzidas nos sítios de inflamação no siste

ma nervoso central também parecem desempenhar papel relevante na imunopa- 

tologia da EM.

xiv
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I  - INTRODUÇÃO

Especula-se que a esclerose múltipla (EM) tenha surgido entre os povos es
candinavos que dominaram o Norte da Europa. Tais povos, procedentes dos 
países atuais da Noruega, Suécia e Dinamarca, eram conhecidos como Vikings. 
Eram bons navegadores e conquistadores de novas terras. Em cada área dife
rente que ocupavam, recebiam designações distintas, como Normandos na Ale
manha, França e Espanha, Danes na Inglaterra e Varângios na Rússia. Era 
costume entre eles capturar mulheres e crianças após as batalhas para vendê- 
las como escravos ou para mantê-las como serviçais. Os Vikings também par
ticiparam ativamente nas Cruzadas, freqüentemente estabelecendo-se em diver
sas terras estrangeiras, onde casavam-se e se misturavam à população local. 
Eis aí, segundo a visão de POSER (1994) o principal motivo da disseminação 
dos genes de suscetibilidade à EM, estendendo-se às populações descendentes 
dos Vikings que povoaram as demais regiões onde hoje há alta prevalência da 
EM.

A esclerose múltipla é uma doença desmielinizante do sistema nervoso cen
tral (SNC) de natureza aparentemente autoimune, cuja etiologia ainda é desco
nhecida. Existem evidências de que fatores ambientais e genéticos estejam en
volvidos na determinação de sua ocorrência.

O diagnóstico da EM é extremamente dificultado, dada a heterogeneidade 
do ponto de vista clínico e a inexistência de testes laboratoriais específicos. O 
tratamento da EM é na maioria das vezes inespecífico, ou é restrito a um grupo 
de pacientes com determinadas manifestações clínicas.

Há ainda muitas questões em aberto no que concerne à caracterização da 
EM. Entre estas, a determinação dos fatores genéticos de risco. Além disto, os 
mecanismos implicados na imunopatologia têm sido enfocados em diversas 
pesquisas.

No presente trabalho são abordados alguns aspectos possivelmente implica
dos na suscetibilidade à EM. Antes de apresentar os resultados dos estudos es
pecíficos, é dada uma explanação prévia de alguns assuntos das áreas de 
imunologia e genética necessários ao entendimento dos tópicos abordados, se
guida de um breve comentário sobre a doença propriamente dita. Por fim, são 
comentados os principais aspectos imunogenéticos que vêm sendo investigados 
atualmente.
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1.1  -  Objetivos

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

2. Efetuar a análise estatística dos dados de diversos estudos populacionais em 
gêmeos, a fim de se estimar a contribuição do componente genético na etio
logia da EM;

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

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

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

1.2  -  Justifica tiva

A EM é a doença desmielinizante mais comum do SNC entre as populações 
caucasóides. Dada a sua natureza multifatorial, o estudo da EM é dificultado 
pela grande complexidade das interações entre os fatores genéticos e ambien
tais que influenciam na determinação desta doença. Por se tratar provavelmente 
de uma doença autoimune, as causas implicadas na indução e os mecanismos 
imunogenéticos responsáveis pela manutenção da EM vêm despertando o inte
resse de geneticistas e neuroimunologistas.

A inexistência de testes laboratoriais específicos e de sinais e sintomas ex
clusivos da EM dificultam o diagnóstico desta doença, constituindo-se num de
safio que os médicos neurologistas têm enfrentado no dia-a-dia. A caracteriza
ção dos aspectos imunológicos e dos fatores genéticos implicados na suscetibi- 
lidade à EM será útil para o conhecimento da sua etiologia, com implicações 
óbvias no diagnóstico e tratamento.

Embora as pesquisas referentes à EM sejam abundantes, os resultados dos 
diversos autores são muitas vezes contraditórios ou inconclusivos. Uma abor
dagem comparativa dos dados desses trabalhos é útil para que se possa inferir 
de forma generalizada sobre a EM e possibilita uma análise das possíveis cau
sas de divergência entre os diferentes autores.
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1.3.1  -  Coleta de Dados

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos de diversas fontes biblio
gráficas buscadas através do sistema MEDLINE de intercâmbio computacional 
entre várias bibliotecas, incluindo-se dentre estas as principais das redes naci
onal e internacional. A maioria dos artigos citados nesta dissertação provêm da 
BIREME, uma biblioteca situada na capital São Paulo que concentra grande 
parte da bibliografia na área de saúde, da Faculdade Paulista de Medicina, e da 
Biblioteca do Hospital de Clínicas da UFPr. Outras referências foram enviadas 
de diversas localidades através do serviço de comutação bibliográfica 
(COMUT), e outras ainda foram gentilmente cedidas por profissionais ligados à 
área de neuroimunologia.

1.3.2 - A ná lise  dos Dados Obtidos

Na apresentação dos resultados de estudos referentes à EM, procedeu-se a 
análise estatística dos dados de concordância em gêmeos, a fim de verificar se 
as diferenças entre os pares de gêmeos monozigóticos e dizigóticos são signifi
cativas. Em seguida, utilizando-se os mesmos dados, fêz-se uma estimativa do 
grau de herdabilidade da EM. A partir destas análises, pôde-se inferir a parti
cipação de um componente genético na etiologia da EM.

Os dados de estudos populacionais de associação entre antígenos HLA e a 
EM foram agrupados em tabelas, e os referentes às populações caucasóides fo
ram submetidos ao cálculo do risco relativo, que representa a chance de um 
indivíduo com um determinado alelo HLA desenvolver a doença, comparado 
aos que não possuem o alelo em questão, num contexto populacional definido.

Ao final deste trabalho, foram discutidos diversos aspectos da imunopato- 
logia da EM, bem como os resultados das análises dos dados de estudos gené
ticos. Foram feitos comentários a respeito das possíveis causas de divergência 
entre os diversos autores e dadas algumas sugestões para aplicação em traba
lhos futuros. Ao mesmo tempo, foram lançadas hipóteses para tentar explicar 
as interações imunogenéticas implicadas na EM.

1.3 - M etodologia
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2.1 - C onhecim entos E lem entares sobre o SN C

O SNC é constituído pelo encéfalo (cérebro e cerebelo) e pela medula espi
nhal. São estruturas delicadas que requerem proteção contra choques mecâni
cos e substâncias estranhas ou células imunocompetentes que possam causar- 
lhes danos. O encéfalo é envolto por membranas (meninges) e está confinado 
ao crânio. A massa encefálica é constituída de substância branca e cinzenta. 
Cérebro e cerebelo contêm substância branca em seu interior e substância cin
zenta no córtex, enquanto que na medula a distribuição dessas substâncias é 
invertida. As principais células do tecido nervoso são os neurônios, que apre
sentam prolongamentos denominados axônios. Os neurônios são caracterizados 
por sua capacidade de produção e condução de uma descarga elétrica (impulso 
nervoso) em resposta a estímulos. Os axônios dos neurônios levam o impulso 
nervoso a grandes distâncias, cuja maior parte é percorrida dentro da substân
cia branca. Cada axônio é isolado por uma b a inha  de mieiina, composta de 
várias camadas de uma substância proteolipídica constituída predominantemen
te de mieiina (HAM, 1972).

O isolamento elétrico dos axônios permite a condução saltatória do impulso 
nervoso e a redução da perda de corrente do axônio para o fluido tissular cir
cundante durante a condução do impulso nervoso. Isto permite uma condução 
muito mais veloz nos axônios mielinizados do que nos não mielinizados. A 
destruição da bainha de mieiina reduz drasticamente a velocidade de condução 
do impulso nervoso. Em conseqüência, ocorrem alterações motoras e sensori- 
ais, podendo levar à inabilitação permanente devida a degeneração dos axônios 
desmielinizados (BRODAL, 1992).

Diversos outros tipos de células são encontrados no SNC. Tais tipos celula
res, referidos como células da glia, são de crucial importância para o funcio
namento dos neurônios e são agrupados em três categorias: 1) os astrócitos 
mantêm íntimo contato com os neurônios, com os quais realizam troca de sub
stâncias, e formam uma camada contínua ao redor dos vasos sangüíneos e no 
lado interno das meninges; 2) os o ligodendrócitos são responsáveis pela pro
dução da mieiina que envolve os axônios (figura 2.1); 3) as células da mi- 
cróglia apresentam capacidade fagocítica e sua função parece estar relacionada 
com a remoção de “debris” do SNC após a destruição por trauma, isquemia ou 
inflamação (BRODAL, 1992).

I I  - NOÇÕES P R E LIM IN A R E S
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Figura  2.1 - Produção da bainha de m ielina. O 
oligodendrócito produz simultaneamente bainhas 
que revestem os axônios de vários neurônios. A 
bainha de m ielina é composta de uma série de 
camadas sobrepostas e sua distribuição é descon
tínua ao longo dos axônios. permitindo a condu
ção saltatória do impulso nervoso. (Adaptado de 
HAM, 1972.)

O líquido cefalorraquidiano (LCR) é um líquido incolor que confere prote
ção ao SNC contra possíveis traumas mecânicos. Em situação normal, contém 
pequeno número de células (1-5/mm3) e, comparado ao plasma, altas concen
trações de íons Na+, C f  e Mg+2 e baixo teor de K+, Ca+2 e glicose 
(CARPENTER, 1991).

A vascularização do SNC é abundante, porém, altamente seletiva. A sobre
vivência dos neurônios depende da manutenção estrita da composição físico- 
química adequada ao seu funcionamento. O sistema que regula a troca de ma
teriais entre o cérebro, o LCR e o sangue é designado barreira hematoencefáli- 
ca (BHE). Em condições normais, o trânsito das células imunocompetentes no 
SNC é contido pela BHE, que impede o acesso dos clones de células com po
tencial autorreativo aos antígenos tecido-específicos do SNC, para os quais 
não há tolerância imunológica. A BHE é constituída 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 sangüíneos do SNC é constituí
da de uma camada contínua de células endoteliais estreitamente conectadas 
umas às outras, dificultando a difusão de solutos (CARPENTER, 1991).

2.2 -  Sistem a Im u n e

2.2.1 -  Conceitos Gerais

Aos microorganismos e às moléculas que induzem uma resposta imune no 
hospedeiro dá-se o nome genérico de antígeno. A expressão epítopo, ou de
te rm in an te  an tigênico , é usada para designar os segmentos específicos dessas 
moléculas que interagem com os receptores de membrana das células imuno
competentes ou para designar os pontos específicos do antígeno aos quais se
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ligam os anticorpos Os anticorpos, ou imunoglobulinas, são glicoproteínas 
produzidas pelos plasmócitos em resposta a um estímulo antigênico, que apre
sentam alta afinidade para o antígeno que induziu a sua formação

Figura 2.2 - Barreira hem atoencefálica (Adaptado de BRODAL, 1992.)

Para que os anticorpos possam atuar eficientemente na lise de células infec
tadas, é ativado um conjunto de proteínas séricas que é denominado de com
plemento O complemento possui uma segunda via de ativação, que é feita 
através de moléculas presentes na superfície de microorganismos As proteínas 
do complemento estão inicialmente em estado inativo e, ao serem clivadas, ad
quirem atividade enzimática Alguns fragmentos dessas proteínas atuam como 
agentes quimiotáticos, cuja função é atrair as células imunocompetentes para 
o local da infecção, ou como opsoninas, que encobrem a superfície do micro
organismo invasor, facilitando a fagocitose O produto final de ativação de 
ambas as vias do complemento é um complexo enzimático de ataque à membra
na, responsável pela lise de células heterólogas. As proteínas do complemento 
estão presentes em todos os processos inflamatórios onde, além das funções já
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mencionadas, aumentam a permeabilidade dos vasos sangüíneos, facilitando o 
fluxo dos elementos celulares e humorais para o local da infecção.

C itocina  é um termo genérico para moléculas solúveis, mediadoras de in
teração celular, secretada por diversos tipos celulares (ROITT et al., 1992). 
Dentre as principais citocinas, citam-se as interleucinas de diversos tipos e 
funções, cada qual designada por um número (ex. IL-1, IL-2, IL-3), o fator de

e TNFnecrose tumoral (TNF ) e o interferon, cujos subtipos são também
designados por letras gregas (ex. INF , INF )•

Órgãos ou tecidos linfóides são os locais onde se concentram as células do 
sistema imune. São denominados órgãos linfóides p r im ário s  os locais de pro
dução e amadurecimento dos linfócitos que, nos mamíferos, correspondem ao 
fígado fetal, à medula óssea e ao timo. Dá-se o nome de órgãos linfóides se
cundários , ou periféricos, aos locais para onde migram os linfócitos maduros 
e onde estas células poderão entrar em contato com os antígenos e interagir 
entre si. Para tanto, estes órgãos estão situados em locais estratégicos do or
ganismo, como as placas de Peyer no intestino e as amígdalas na cavidade oral, 
que são as principais portas de entrada de microorganismos invasores. Além 
destes já mencionados, são considerados órgãos linfóides periféricos o baço e 
os linfonodos.

2.2.2  -  Células do S istem a Im une

As células do sistema imune originam-se na medula óssea a partir de uma 
célula-tronco pluripotente (figura 2.3). Esta célula primordial gera duas linha
gens distintas de células: a linhagem linfóide diferencia-se nos linfócitos T e B, 
enquanto que a linhagem mielóide origina as demais células do sistema imune: 
monócitos, macrófagos, mastócitos, basófilos, neutrófilos, eosinófllos e pla
quetas, além dos eritrócitos.

Os linfócitos T são uma população heterogênea de células com funções dis
tintas e marcadores de membrana próprios. As células T recém-produzidas mi- . 
gram da medula óssea para o timo, onde completam seu amadurecimento e se 
diferenciam nas subpopulações de linfócitos T auxiliar, citotóxico e supressor 
(ROITT et al., 1992). Os linfócitos T auxiliares, que expressam a proteína 
CD4 na sua membrana, desempenham um papel central na regulação das res
postas imunes; sua função é denunciar a presença de um antígeno e atrair as 
células implicadas na eliminação deste antígeno para o local da infecção.
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F igura  2.3 - Células do sistema imune Todas as células do sistema imune 
são derivadas de uma célula primordial pluripotente na medula óssea, a qual se 
divide originando duas linhagens distintas de células A linhagem linfóide 
origina os linfócitos T e B. enquanto que a linhagem mielóide origina as de
mais células do sistema imune, além dos eritrócitos Estes últimos não estão 
mostrados no esquema (Adaptado de ABBAS et  1994.)

O reconhecimento do antígeno ocorre por intermédio de receptores de 
membrana específicos designados receptores de células T (TCR) Os TCRs dos 
linfócitos T auxiliares interagem com os complexos antígeno-MHC de classe II 
na superfície das células apresentadoras de antígeno (CAA) A molécula CD4 
contribui para aumentar a adesão entre as células e envia sinais intracitoplas- 
máticos para a ativação dos linfócitos após o reconhecimento do antígeno 
(ABBAS et al.,1994)

Há duas subpopulações de linfócitos T auxiliares, designadas Thl e Th2, as 
quais podem ser acionadas em situações distintas, uma vez que estas subpopu
lações de células T CD4 diferem ligeiramente entre si quanto à função As 
células Thl produzem IL-2, IL-3, TNF-p, INF-y e participam das respostas in
flamatórias, enquanto as células Th2 produzem IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e TNF- 
p Ao contrário das células Thl ,  as células Th2 não dependem de IL-2 para a 
sua proliferação autócrina (OKSENBERG, 1994)
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Os linfócitos T citotóxicos CD8+, por sua vez, têm a importante incumbên
cia de lisar as células infectadas. Podem interagir diretamente com as células- 
alvo através do reconhecimento de complexos antígeno-MHC de classe I na su
perfície dessas células, ou indiretamente em resposta aos estímulos provenien
tes dos linfócitos T auxiliares. Células T supressoras CD8+, por fim, inibem a 
função efetora dos linfócitos T citotóxicos após cessado o estímulo antigênico, 
além de garantir a supressão das células com potencial autorreativo que even
tualmente estejam presentes na circulação. A molécula CD8 tem função aces
sória semelhante à molécula CD4. Ambas passam a ser expressas durante a pas
sagem dos linfócitos pelo timo, juntamente com os TCRs e outras moléculas 
acessórias da membrana celular dos linfócitos T.

Os linfócitos B saem já maduros da medula óssea, indo para a circulação ou 
concentrando-se nos linfonodos e em outros órgãos e tecidos linfóides periféri
cos, para onde convergem também os linfócitos T maduros. Após receberem 
um estímulo antigênico, diferenciam-se em plasmócitos e secretam os anticor
pos específicos para o antígeno em questão. Podem ser estimulados diretamen
te pelo antígeno ou indiretamente através das citocinas secretadas pelos lin
fócitos T auxiliares.

A descrição detalhada de cada tipo celular da linhagem mielóide foge ao es
copo deste trabalho. Destacam-se dentre estas, as que apresentam capacidade 
de realizar a fagocitose, quais sejam, monócitos, macrófagos e neutrófilos.

As CAA expressam simultaneamente moléculas MHC de classe I e de classe 
II na membrana citoplasmática. Ao ser infectada, uma CAA apresenta os peptí- 
deos antigênicos associados às moléculas MHC de classe II aos linfócitos T 
auxiliares CD4+, cujos receptores de membrana são específicos para fazer o re
conhecimento dos complexos peptídeo-MHC em questão. Em resposta ao estí
mulo antigênico, os linfócitos T auxiliares proliferam-se e liberam citocinas 
que ativam as células fagocíticas, induzem a diferenciação dos linfócitos B em 
plasmócitos e a proliferação de clones de linfócitos T citotóxicos CD8+ espe
cíficos, os quais são atraídos por quimiotaxia para o local da infecção. Os lin
fócitos B, após a diferenciação em plasmócitos, secretam os anticorpos que 
ativam as proteínas do sistema complemento. Juntos, anticorpos e complemen
to fazem a opsonização e a lise das células infectadas. Da mesma forma, os 
linfócitos T citotóxicos lisam as células infectadas por ação enzimática. A in
teração das CAA com os linfócitos T citotóxicos pode ser feita diretamente 
sem o auxílio das células CD4+. Neste caso, a CAA apresenta os peptídeos an
tigênicos associados a moléculas MHC de classe I na sua superfície, os quais 
interagem com os receptores de membrana específicos dos linfócitos T citotó
xicos (figura 2.4).
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Figura  2.4 - Interações entre as células do sistema imune envolvendo a apresentação 
de antígenos associados às moléculas HLA de classe I e de classe II

2.2.3 - Noções Gerais sobre A u to im un idade

Uma das propriedades mais importantes do sistema imune é a sua capacida
de de distinguir as moléculas próprias das não-próprias do organismo Contra 
estas últimas, reconhecidas como estranhas e potencialmente prejudiciais, o 
sistema imune reage ativamente, através da produção de anticorpos e da ativa
ção de células contendo receptores de membrana específicos para essas molé
culas. Em relação à maioria das moléculas próprias, o sistema imune mantém- 
se num estado de ausência de reatividade, denominado tolerância imunológica 
ou autotolerância Ao nascer, cada indivíduo herda um conjunto de genes que 
codificam os receptores de membrana para vários antígenos Esses genes re- 
combinam-se, e seus produtos são expressos na membrana celular dos linfóci
tos, independente de sua especificidade para antígenos próprios ou estranhos 
Em conseqüência, alguns linfócitos imaturos poderão expressar receptores ca
pazes de interagir também com moléculas próprias
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A fim de impedir a ocorrência de uma possível ação autodestruidora, o or
ganismo deve, então, encontrar meios de manutenção da autotolerância. Os 
mecanismos de manutenção da tolerância imunológica incluem: 1) a deleção de 
linfócitos T com potencial autorreativo no timo, local onde essas células são 
apresentadas à maioria das moléculas próprias; 2) a deleção dos linfócitos B 
com potencial autorreativo na medula óssea; 3) a supressão da autorreatividade 
das células T e B periféricas, que eventualmente escapam à deleção, através da 
liberação de mediadores químicos por outros tipos celulares (ABBAS et al., 
1994).

A autoimunidade é decorrente de uma resposta imunológica contra o pró
prio organismo, levando à injúria dos tecidos e das células que contêm as mo
léculas que são os alvos da autoagressão. A estas moléculas dá-se o nome de 
au toan tígenos, por serem capazes de induzir uma resposta imune em que há 
participação de células autorreativas e produção de au toan tico rpos. Os meca
nismos de indução da autoimunidade vêm sendo objeto de muitos estudos. Em 
condições normais, o organismo consegue manter um equilíbrio entre as forças 
opostas. Se por um lado muitas células autorreativas são eliminadas no timo, 
por outro lado alguns tipos celulares com capacidade de autorreatividade sem
pre estão presentes na circulação. Tais células, contudo, normalmente não cau
sam dados ao organismo por estarem sob efeito imunossupressor. A presença 
de alguns tipos celulares com potencial autorreativo é esperada, uma vez que 
não são apresentadas no timo todas as moléculas próprias do organismo, como 
aquelas cuja expressão é tecido-específica.

A autorreatividade implica no reconhecimento de moléculas próprias como 
antígenos estranhos pelos linfócitos T citotóxicos, os quais são induzidos a se 
proliferar e lisam as células que expressam tais moléculas, e na produção de 
autoanticorpos pelos linfócitos B ativados. Também as células fagocíticas po
dem tomar parte no processo autorreativo, englobando e destruindo as células 
que apresentam tais antígenos em sua superfície. Estas respostas podem ser 
dependentes ou não do reconhecimento prévio pelos linfócitos T auxiliares, 
que liberam mediadores químicos (citocinas) que ativam diversos outros tipos 
celulares.

Os principais fatores que podem contribuir para o desencadeamento da res
posta autoimune são: 1) injúria aos tecidos e inflamação que levam à liberação 
de autoantígenos ou à alteração estrutural do autoantígeno; 2) deleção defici
ente dos clones de linfócitos autorreativos; 3) ativação policlonal de linfócitos 
autorreativos; 4) reação cruzada do antígeno com moléculas próprias; 5) he
rança de genes implicados nas doenças autoimunes.
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Há atualmente uma lista extensa de doenças de natureza autoimune, cujos 
fatores de indução da autoimunidade e os mecanismos imunológicos envolvidos 
vêm sendo intensivamente investigados em cada caso. Na tabela 2.1 são mos
trados alguns exemplos de doenças autoimunes, com os respectivos autoantí- 
genos e mecanismos efetores responsáveis pela patogênese.

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

2.3 - Sobre o H LA

O MHC da espécie humana é designado HLA (do inglês Humam Leukocyte 
Antigen). A região HLA está localizada no braço 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 estão subdivididas em três classes de acordo com a sua estrutura e fun
ção, e os genes que as codificam estão distribuídos numa ordem determinada 
ao longo do cromossomo. A região de classe I é mais telomérica, a de classe II 
está localizada mais próxima ao centrômero, e a de classe III é intermediária a 
essas duas (figuras 2.5 e 2.6). Os produtos dos genes HLA de classe I e de 
classe II são glicoproteínas de membrana, cuja função primordial é a apresen
tação de antígenos na superfície das células e, em última análise, a regulação 
das respostas imunes. O complexo HLA é um sistema altamente polimórfico, 
que compreende vários genes codominantes e apresenta grande diversidade de 
alelos para cada loco. Ao conjunto dos genes HLA herdados no mesmo cro
mossomo, dá-se o nome de haplótipo. Há pouca recombinação entre esses ge
nes. Freqüentemente alguns genes HLA, localizados muito próximos, são her
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dados em conjunto numa freqüência maior da que seria esperada considerando- 
se as freqüências individuais de cada um desses genes numa determinada popu
lação, um fenômeno designado desequ ilíb rio  de ligação (ABBAS 
1994)

F igura  2.5 - Localização cromossômica da região HLA

Figura  2.6 - Mapa simplificado da região HLA (Adaptado de ABBAS et al.. 1994 )
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As principais moléculas HLA de classe I são designadas HLA-A, -B e -C,

Figura 2.7 - Representação esque
mática da molécula HLA de classe I. 
(Adaptado de ABBAS et  al. ,  1994.)

As moléculas HLA de classe II também são constituídas de duas cadeias

sendo heterodímeros constituídos de duas cadeias polipeptídicas: a cadeia
de aproximadamente 44 kD e a microglobulina de peso molecular em torno
de 12 kD (STITES e TERR, 1992). Esta última é praticamente invariável em 
toda a sua extensão, e é codificada por um gene localizado no cromossomo 15
humano. A cadeia por sua vez, apresenta três porções distintas: extracelular,
transmembrana e citoplasmática. A extremidade aminoterminal da molécula fica 
na porção extracelular, enquanto que a extremidade carboxilaterminal é intraci- 
toplasmática. A região de ligação com o antígeno é altamente variável, envol-
vendo os modulos 1 e 2 na extremidade aminoterminal (figura 2.7). Ambas
as cadeias estão associadas de forma não-covalente, sendo que a
microglobulina e totalmente extracelular e não participa da ligação com o anti- 
geno, porém a sua presença parece conferir maior estabilidade à molécula. Vá
rios outros genes estão incluídos na região de classe I (figura 2.6), porém ain
da estão pouco estudados.

polipeptídicas, designadas (PM ~ 34 kD) e (PM ~ 29 kD) (figura 2.8), am-
bas codificadas por genes do cromossomo 6 humano. Da mesma torma que as 
moléculas de classe I, as moléculas HLA de classe II apresentam três porções 
distintas: extracelular, transmembrana e citoplasmática. Contudo, nas molécu-

1 elas de classe II a região de ligação com o antígeno envolve os módulos
1, que correspondem à extremidade aminoterminal de seqüência altamente va

riável das cadeias e , respectivamente. A expressão das moléculas de classe
II é limitada a determinados tipos celulares, como linfócitos B, monócitos, ma- 
crófagos, células de Langerhans e células dendríticas, enquanto que as de clas
se I são 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 ap resen tado ras  de antígeno (CAA) e, naturalmente, expressam também 
as moléculas de classe I (ABBAS et al., 1994).

F igura  2.8 - Representação esque
mática da molécula HLA de classe II. 
(Adaptado de ABBAS et al . ,  1994.)

Em relação às células do SNC, WEBER et al. (1994) encontraram que os 
astrócitos expressam constitutivamente em sua membrana moléculas MHC de 
classe I e normalmente não expressam as de classe II. Porém, após indução 
com citocinas como IL-1, INF-y e TNF-a, tais células podem passar a produzir 
também moléculas MHC de classe II, tornando-se capazes de apresentar antí- 
genos, cuja expressão é limitada ao SNC. Neurônios e oligodendrócitos não 
expressam moléculas MHC e aparentemente são resistentes à indução por cito
cinas (WUCHERPFENNIG, 1994). GRAEBER et al. (1992) mencionam a 
existência de células fagocíticas expressando MHC de classe II ao redor dos 
vasos sangüíneos no cérebro de pessoas normais, correspondendo provavel
mente às células da micróglia. Tais células são muito semelhantes aos macró- 
fagos, possuem receptores para imunoglobulinas e para o fragmento C3b do 
complemento, e são também encontradas no parênquima do SNC (SMITH e 
SOMMER, 1992).

A região de classe II inclui as subregiões HLA-DP, -DQ e -DR, cada qual 
contendo genes A e genes B, que codificam as cadeias <x e p da molécula HLA 
de classe II, respectivamente (figura 2.6). Diversos outros genes foram identi
ficados dentro da região de classe II, cuja função é desconhecida ou estão 
implicados indiretamente na apresentação de antígenos, como os genes da 
proteína transportadora (TAP) e da protease multifuncional (LMP). Os genes 
TAP e LMP codificam produtos envolvidos no processam ento  de antígenos. 
Este termo refere-se ao processo de clivagem das proteínas antigênicas redu
zindo-as a peptídeos de 8-15 aminoácidos, os quais se associam intracelular-
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mente às moléculas HLA e são expressos na superfície das células. As proteí
nas LMP são subunidades de um complexo enzimático localizado no citosol, 
envolvido na degradação de proteínas sintetizadas endogenamente, como as 
proteínas próprias e as virais. As proteínas TAP são responsáveis pelo trans
porte de peptídeos através do retículo endoplasmático, possibilitando a associ
ação destes com as moléculas HLA de classe I. Os complexos peptídeo-HLA 
expressos na superfície das células infectadas são reconhecidos por células T 
com receptores específicos que finalmente desencadeiam uma resposta imune. 
Linfócitos T auxiliares CD4+ reconhecem complexos peptídeo-HLA de classe II 
da superfície das CAA, enquanto os linfócitos T citotóxicos CD8+ reconhecem 
complexos peptídeo-HLA de classe I na membrana das células-alvo (figura 
2.9).

Figura 2.9 - Apresentação de antígeno aos lin fócitos T auxiliares 
(A) e aos linfócitos T citotóxicos (B), evidenciando o complexo 
trim olecular MHC-antígeno-TCR e m oléculas acessórias. (Adaptado 
de ABBAS et al., 1994.)

A região de classe III compreende genes que codificam moléculas com fun
ção diversa das de classe I e II, como as proteínas C2 e C4 e o fator B do 
complemento, além da 21-hidroxilase, do fator de necrose tumoral (TNF) e da 
proteína 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 
reação mista de linfócitos (RML), sorológico, através do teste de microlinfoci- 
totoxicidade que utiliza antissoros contendo anticorpos contra diversas especi- 
fícidades HLA contra um painel de células do paciente em estudo e m olecular, 
através da utilização das técnicas de RFLP, PCR-SSO, SOUTHERN, dot blot e 
seqüenciamento. De acordo com a técnica adotada e a época em que foi em
pregada, pode-se fazer referência a nomenclaturas distintas. Por exemplo, em 
relação às especificidades da região HLA de classe II, a tipagem feita pela 
RML deu origem à série Dw (Dwl-Dw26). A partir da década de 70, a tipagem 
sorológica subdividiu as especifícidades Dw em DR, DQ e DP. E mais recente
mente, através da tipagem molecular ao nível do DNA, tem-se a especificação 
dos alelos concernentes a cada uma dessas especifícidades sorológicas. Sabe-se 
atualmente que há, por exemplo, pelo menos 71 diferentes alelos DRB, 10 
DQA e 21 DQB. Os alelos HLA são nomeados segundo regras internacionais 
divulgadas em workshops, colocando-se um asterisco seguido de um número 
após o nome da região genômica à que se refere (HILLERT, 1994).

Algumas especifícidades sorológicas correspondem, na verdade, a um grupo 
de moléculas HLA com segmentos em comum e estrutura muito semelhante 
que, não raro, reagem aos mesmos antissoros. Assim, por exemplo, a especifi
cidade HLA-DR2 é subdividida em DR15 e DR16, e a especificidade HLA-DQ1 
é também subdividida em DQ5 e DQ6. Tais subdivisões se baseiam na reativi- 
dade sorológica cruzada entre as diversas especifícidades (STITES e TERR,
1992). O conhecimento dos grupos de reatividade cruzada é de crucial impor
tância na interpretação dos resultados das tipagens HLA para os estudos de as
sociação. Na tabela 2.2 são apresentados alguns principais grupos de reativida
de cruzada, fazendo-se menção às especifícidades originais e às derivadas des
tas.

Existem vários relatos de associação do MHC com doenças. O MHC, con
tudo, não é o fator único decisivo na manifestação dessas doenças, constituin
do apenas um fator de risco. Diversas doenças autoimunes apresentam associa
ção positiva com especifícidades HLA. Como se pode notar a partir dos dados 
da tabela 2.3, a mesma especificidade HLA pode estar associada a diversas do
enças. Da mesma forma, uma doença pode estar associada à diversas especifi- 
cidades HLA, cada qual conferindo um risco relativo diferente.
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Tabela 2.2 - Grupos de reatividade cruzada dos 
antígenos HL A (STITES e TERR, 1992).

Tabela 2.3 - Exemplos de doenças autoimunes associadas ao HLA em populações 
caucasóides. RR~ = risco relativo aproximado.(STITES e TERR, 1992.)
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2.4  -  Sobre o TCR

A molécula de TCR apresenta certa homologia de seqüência e estrutura se
melhante às moléculas MHC. Este tipo de estrutura foi originalmente identifi
cada nas imunoglobulinas e, ao conjunto das proteínas de membrana que apre
sentam grande homologia com as imunoglobulinas, dá-se o nome de superfa- 
mília das im unoglobulinas (figura 2.10). Acredita-se que tais proteínas evolu
íram a partir de um único gene ancestral. São membros da superfamília das 
imunoglobulinas as moléculas de imunoglobulinas propriamente ditas, TCR, 
MHC, CD4, CD8 e ICAM, dentre outras (ABBAS et al., 1994).

Os linfócitos T fazem o reconhecimento dos complexos antígeno-MHC atra
vés de receptores de membrana específicos, denominados TCRs (do inglês T- 
cell receptors). Cada molécula de TCR é constituída de duas cadeias poli- 
peptídicas designadas a e p ou y e 5. Cerca de 95% das células T circulantes 
expressam TCRap e apenas 5% expressam TCRyô (HOHLFELD et al., 1995). O 
TCR é uma glicoproteína de membrana que apresenta uma região variável (V) 
aminoterminal, que se liga ao complexo antígeno-MHC, e uma região constante 
(C), que apresenta uma porção transmembrana e um curto segmento citoplas- 
mático carboxilaterminal.

F ig u r a  2 .1 0  - Membros da superfamília das imunoglobulinas. V = região variável; C =
microglobu-constante; N = grupamento amino. COOH = grupamento carboxila;

lina. (Adaptado de ABBAS et al. ,  1994.)

A região de ligação com o antígeno apresenta grande variabilidade quanto à 
seqüência de aminoácidos e é codificada por um conjunto de genes que se re- 
combinam, possibilitando a formação de TCRs de diversas especificidades 
(figura 2.11). Além dos rearranjos somáticos que ocorrem entre os genes que
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codificam a região variável dos TCRs durante a maturação das células T no ti
mo, há outros mecanismos que contribuem para a grande variabilidade dos 
TCRs, como a) a herança de múltiplos genes numa seqüência definida ao longo 
do cromossomo, b) a adição de nucleotídeos por ação enzimática a determina-

Figura 2.11 - Formação do mRNA do 
TCR (Adaptado de TIENARI. 1994 )

Em humanos, os genes que codificam as cadeias a  e ô estão localizados no

Figura 2.12 - Correspondência entre 
os segmentos gênicos e a região variá
vel das cadeias de TCR A região vari

dos segmentos gênicos, c) o pareamento das cadeias

ecromossomo 14, enquanto as cadeias são codificadas por genes do cro-
mossomo 7 (ABBAS et al., 1994) Os genes TCR estão subdivididos em seg
mentos V ( variable), D ( diversity), J (jo  e C ( ), que codificam
módulos distintos das cadeias de TCR A região V das cadeias de TCR a  e y é 
codificada pelos segmentos gênicos V e J, enquanto a região V das cadeias 
TCR p e ô é codificada pelos segmentos gênicos V, D e J A região C de todas 
as cadeias de TCR é subdividida em porções designadas C (constant), H 
(hinge), TM ( transmembrane) e CY ( cytopla) (figura 2 12)

ável das cadeias são codificadas
pelo segmento V e J As cadeias
são codificadas por um segmento geni- 
co adicional (D) além dos segmentos V 
e J. (Adaptado de ABBAS et a l ., 
1994 )
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I I I  - CARACTERIZAÇÃO DA E M

3.1 - Epidemiologia

Os primeiros relatos epidemiológicos da EM datam de 1922 e concluem que 
a doença é mais comum entre os descendentes da Escandinávia (BAILEY, 
1922; DAVENPORT, 1922).

Nos estudos epidemiológicos sobre a EM, são caracterizadas como região 
de alta prevalência da doença aquelas cujo número de afetados é igual ou maior 
do que 30/100.000 habitantes; de baixa prevalência quando o número de afeta
dos pela EM é igual ou abaixo de 5/100.000 habitantes; e de média prevalência 
quando apresenta valores intermediários a estes. Dentre as regiões de alta pre
valência, incluem-se o Norte da Europa e dos EUA, o Sul do Canadá, a Aus
trália e a Nova Zelândia. Na região Sul da Europa destacam-se a Itália com 
uma prevalência de até 58/100.000 e a Ilha da Sardenha (Itália) com uma taxa 
de prevalência particularmente alta, variando de 59 a 103 /100.000 (ROSATI,
1994). São consideradas regiões de baixa prevalência a América Latina, a Áfri
ca e a Ásia (LOWIS, 1988). Na figura 3.1 é mostrado o mapa da distribuição 
geográfica mundial da EM.

A EM é mais freqüente nas populações caucasóides, principalmente entre as 
mulheres (KELLY et al., 1995). Dados epidemiológicos relativos à EM foram 
obtidos no período de 1979 a 1987 em 24 capitais brasileiras (GOMES e AL
MEIDA, 1991). Constatou-se que a freqüência da EM é maior nas regiões Sul 
e Sudeste, atingindo preferencialmente mulheres da raça branca, com pico má
ximo de óbito na faixa dos 50-60 anos. Estima-se que a prevalência 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 influência da etnia e do sexo na exterioriza
ção clínica da EM, PAPAIS-ALVARENGA et al. (1995c) analisaram 88 pacien
tes da população do Rio de Janeiro, incluindo em sua amostra 28 negróides. 
Seus resultados sugerem que a influência do fator étnico é mais marcante na 
determinação da ocorrência de determinados sinais e sintomas da EM. Dados 
de estudos realizados em pacientes brasileiros, confirmam a predominância da 
EM no sexo feminino (3:1) e idade média de início de manifestação da doença 
de 27,9 anos e em pessoas de cor branca (PAPAIS-ALVARENGA e ALVA
RENGA, 1995).



Figura 4.4 - Distribuição geográfica da esclerose múltipla. (Tirado de MATTHEWS et al, 1991).
to
to
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A EM é uma doença inflamatória crônica do SNC, que apresenta grande di
versidade de manifestações clínicas. Os locais de inflamação são visualizados 
como placas na substância branca, conforme evidenciado na figura 3.2, onde há 
destruição da bainha de mielina (desmielinização) pela ação fagocítica dos ma- 
crófagos e relativa preservação dos axônios (figura 3.3). A evolução da EM 
pode perdurar por vários anos em surtos e remissões ou assumir um caráter 
progressivo. Durante a evolução da doença, pode ocorrer progressivo acome
timento de deambulação, função urinária, motilidade dos membros superiores e 
da função bulbar (PAPAIS-ALVARENGA e ALVARENGA, 1995).

3.2 - M anifestações Clínicas

Figura 3.2 -  (A) Corte sagital de ressonância nuclear magnética de crânio, seqüência T2, de uma pessoa 

normal. SB = substância branca; SC = substância cinzenta. (B) Corte sagital de ressonânca nuclear magnética 

de crânio de um paciente com esclerose múltipla. Observam-se áreas de desmielinização em ambos os hemisfé

rios cerebrais (setas).

Três formas clínicas da EM são reconhecidas: 1) progressiva; 2) em sur
to/remissão (SR) e; 3) benigna. A forma SR é caracterizada pela ocorrência de 
pelo menos três surtos durante os dois últimos anos. E a forma mais comum da 
EM. Define-se um surto, ou ataque, como sendo um período de exacerbação da 
doença em que se verifica a ocorrência de um ou mais sintomas, com ou sem 
confirmação objetiva, de duração 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 último ano. A 
forma benigna é também uma particularidade da forma SR, cuja durabilidade 
ultrapassa os dez anos e recebe escore menor do que três na escala de Kurtzke 
(ZOUKOS et al., 1992; KURTZKE, 1983; POSER et al., 1983). A escala de 
Kurtzke é uma forma de avaliação clínica quantitativa do grau de acometimen
to e incapacidade do paciente. Acredita-se que fatores imunogenéticos distin
tos estejam implicados na ocorrência destas três formas clínicas da doença 
(OLERUP e HILLERT, 1991).

Figura 3.3 - (A) Infiltração de macrófagos no sistema nervoso central e degradação da 
bainha de m ielina; (B) Axônios desm ielinizados; (C) Reconstituição da bainha de m ieli- 
na (rem ielinização) verificada após o transplante de novos oligodendrócitos. (Tirado de 
STEINMAN, 1993.)

Alguns autores referem-se à forma progressiva ora como progressiva crôni
ca primária (PCP), ora como secundária. A PCP refere-se a uma forma da do
ença que apresenta uma evolução progressiva contínua desde o início de sua 
manifestação (OLERUP et a l., 1989).

A doença ocorre com ligeira predominância 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 doença atinge preferencialmente o SNC. Não é comum serem afetados os 
nervos periféricos. O comprometimento do trato piramidal resulta na ocor
rência de fraqueza, espasticidade, hiperflexia, sinal de Babinski e sinal de Hoff-
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man unilateral. Os sintomas visuais incluem perda ou diminuição da acuidade 
visual, escotoma, diplopia e ptose palpebral. A parestesia pode ser relatada 
pelos pacientes como sensação de formigamento ou dormência. Os sintomas ce- 
rebelares incluem perda do equilíbrio, perda de coordenação, dismetria e tre
mor intencional. As disfunções urinárias aplicam-se à freqüência urinária, in
continência ou retenção urinária. O senso de posição pode ser testado pela 
mensuração da extensão do movimento dos dedos: enquanto uma pessoa nor
mal pode detectar um deslocamento de até dois graus, um indivíduo afetado 
detectará um ângulo consideravelmente maior (POSER, 1994).

3.3 - Diagnóstico

O diagnóstico da EM é baseado na anamnese e é fundamentalmente um dia
gnóstico de exclusão, uma vez que não há dados clínicos ou laboratoriais es
pecíficos da doença. Devido ao comprometimento de várias partes diferentes 
do SNC, a lista de sinais e sintomas da EM é praticamente infindável.

Existe uma tendência à uniformidade dos critérios de diagnóstico. Os crité
rios propostos por SCHUMACHER et al. (1965) e os de POSER et al. (1983) 
são os mais empregados (tabelas 3.1 e 3.2). Segundo POSER et al. (1983), 
pode-se classificar o diagnóstico em duas categorias: definido ou provável.

A EM pode apresentar semelhanças clínicas com várias outras doenças do 
SNC, tais como sarcoidose, colagenose, doença cérebro-vascular oclusiva do 
tronco ou da medula e angiomas medulares, que apresentam curso evolutivo em 
remissão e exacerbação, e outras de caráter progressivo, tais como as degene
rações espinocerebelares e as mielopatias virais. Também nenhum exame labo
ratorial é específico da EM. São consideradas evidências paraclínicas altera
ções nos exames de tomografia computadorizada do crânio (TCC), ressonância 
nuclear magnética (RNM), potenciais evocados (visual, auditivo e somatos- 
sensitivo), testes urodinâmicos (PAPAIS-ALVARENGA e ALVARENGA,
1995).

A constatação da produção aumentada de IgG no LCR por eletroforese de 
proteínas é um dado inespecífico, que pode ocorrer em outras doenças neuro
lógicas inflamatórias, tais como panencefalite, esclerose subaguda, meningite 
por criptococos e outras meningoencefalites, mas que vem sendo utilizado 
como apoio laboratorial no diagnóstico da EM.
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Tabela 3.1 - Critérios de diagnóstico para esclerose múltipla segundo SHUMACHER et al. (1965).

1 — há necessidade da existência de anormalidades objetivas atribuíveis à disfunção do
sistema nervoso central

2 — envolvimento de duas ou mais partes separadas do sistema nervoso central
3 — acometimento predominante da substância branca
4 — envolvimento do neuroeixo:

a) com dois ou mais episódios de agravamento, separados por período de pelo me
nos um meses, cada episódio durando mais de 24 horas

b) progressão lenta dos sinais e sintomas, em período mínimo de seis meses
5 — acometimento inicial entre os 10 e 50 anos, inclusive
6 — os sinais e sintomas não podem ser melhor atribuídos a outra doença por médico
______ experiente em neurologia clínica__________________________________________

Tabela 3.2 - Critérios de diagnóstico para esclerose múltipla segundo POSER et al. (1983).

3.4 -  Tratam ento

O tratamento da EM vem sendo feito principalmente à base de drogas 
imunossupressoras que, não raro, resultam em efeitos colaterais indesejáveis.
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Dentre as mais usadas destacam-se a metilprednisolona, a corticotropina, a 
azatioprina e a ciclofosfamida (HUGUES, 1994). A m etilp redniso lona é tole
rável mesmo em altas doses se administrada por curto espaço de tempo via pa
renteral. Seu efeito como anti-inflamatório é semelhante ao da co rtico trop ina , 
cuja aplicação é intravenosa. Sabe-se que estas drogas alteram a produção de
citocinas como o e a IL-2 pelos leucocitos de um modo geral, e a apre
sentação de antígenos pelos monócitos, dentre outras alterações imunológicas 
(BANSIL et al., 1995). Surtos de menor intensidade podem ser tratados com 
predn isona  via oral. A aza tiop rina  é usada para desacelerar a progressão da 
doença pelo efeito supressor sobre as células T e B. Esta droga somente deve 
ser usada nos pacientes com a forma SR da doença, sendo inadequada ao tra 
tamento da fase crônica progressiva, pois há a possibilidade de maior incidên
cia de linfoma nos tratamentos a longo prazo. Outra droga que traz efeitos co
laterais indesejáveis é a ciclofosfamida, que pode levar à séria neutropenia e 
conseqüente suscetibilidade aumentada a infecções, porém o seu uso estabiliza 
o curso da doença.

Alternativamente, o interferon- vem sendo atualmente empregado
com relativo êxito na redução da freqüência dos surtos e do número de lesões
detectadas por RNM. Trata-se na verdade de uma forma modificada do INF-
não glicosiladã, e que possui um resíduo de serina na posição 17, em lugar da 
cisteína. Tem a vantagem de não apresentar efeitos colaterais podendo, no 
máximo, provocar inflamação no local de injeção da droga, dado que o tra ta
mento requer várias aplicações subcutâneas em dias alternados (HUGUES, 
1994). Segundo POSER (1992), a única forma de tratamento das exacerbações
com aceitação geral é ainda à base de adrenocorticosteróides, pois o INF-
apesar de ser uma droga promissora, não leva à cura, nem mesmo elimina 
completamente as exacerbações.

Uma alternativa de tratamento recentemente introduzida é a aplicação sub
cutânea de um polipeptídeo sintético denominado copolímero-1 (COP-1), 
constituído dos aminoácidos L-alanina, L-ácido glutâmico, L-lisina e L-tirosina 
nas proporções 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 considerável da doença nas diversas espécies estudadas, dentre as 
quais citam-se roedores e outros mamíferos, inclusive primatas. Em estudos 
subseqüentes, o COP-1 foi inoculado em pacientes humanos com EM, obtendo- 
se melhora significativa do quadro clínico na maioria dos indivíduos testados 
(SELA e ARNON, 1992). O modo de ação desta droga baseia-se possivelmente 
na interação competitiva pelo sítio de ligação da proteína básica da mielina
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(MBP) à molécula MHC, ou ainda, na indução de clones de células T supresso
ras. A MBP é uma das principais moléculas que se supõe ser o autoantígeno 
implicado na EM. Apesar da ação do COP-1 ser restrita  à inibição da resposta 
anti-MBP mediada por células T, seu efeito imunomodulador não oferece risco 
para o paciente e apresenta resultados muito promissores, principalmente

(WEILBACH et a l ,  1995).quando a terapia é combinada ao uso do
Outras abordagens imunoterápicas vêm sendo pesquisadas, incluindo-se va

cinas anti-células T e anticorpos monoclonais contra clones específicos de cé
lulas T. Fala-se na elaboração de uma vacina preparada com células T autoimu- 
nes, a qual, administrada em dose adequada, induziria uma reação supressora 
contra os clones endógenos de linfócitos T autoimunes. Experiências 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 
linfócitos T na vacina (SELA e ARNON, 1992). A viabilidade da vacinação 
com células T em humanos foi testada por JINGWU et al. (1993), através da 
inoculação de células T reativas à MBP em pacientes com a forma crônica ou 
SR da EM. Foram empregadas na vacina células T autólogas com reatividade a 
diferentes epítopos da molécula MBP. Seus resultados mostraram que, após a 
segunda inoculação, havia um declínio progressivo do número de linfócitos T 
específicos para a MBP na circulação. A vacina não apresentou efeitos colate
rais, contudo, não se chegou ainda a nenhuma conclusão quanto à eficácia do 
tratamento.

A utilização de an ticorpos monoclonais contra TCRs específicos como uma 
intervenção terapêutica na EM tem sido proposta por alguns pesquisadores, 
como BEN-NUN et al. (1991), que partem do pressuposto de que os linfócitos 
T CD4+ autorreativos dos pacientes com EM expressam TCRs com determina
das seqüências em comum e especificidade para o mesmo autoantígeno. Os ex
perimentos com anticorpos monoclonais ainda estão em fase de teste e seus 
efeitos clínicos não foram divulgados até o momento.
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IV  -  A SP E C TO S IM U NO G ENÉTICO S DA E M

4.1 - Im unopatologia

4.1.1 - R om pim ento  da Barreira H em atoencefálica

Na EM, acredita-se que a destruição da bainha de mielina dos neurônios do 
SNC e a reação inflamatória 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- 
fócitos T e plasmócitos, atravessam a BHE e reagem aos produtos de degrada
ção da bainha de mielina (TILBERY, 1995).

Dentre as desordens neurológicas em que há desmielinização primária, in
cluem-se a EM, a encefalomielite aguda disseminada e a leucoencefalopatia 
aguda. No laboratório pode-se induzir a manifestação de uma doença desmie- 
linizante de natureza autoimune, a EAE, em animais que servem de modelo 
para o estudo das doenças humanas. Essa doença tem muitos aspectos em co
mum com a EM, como por exemplo: a) a invasão de linfócitos e macrófagos no 
parênquima do SNC; b) a destruição da bainha de mielina por células fagocíti- 
cas e c) a presença de anticorpos IgG no LCR (SMITH e SOMMER, 1992).

4.1.2 - Células A presentadoras de A n tígeno

A presença de CAA nas meninges e nos espaços perivasculares parece im
portante no desencadeamento da resposta imunológica. Nas placas de EM pre
dominam macrófagos ativados que liberam proteinases e fagocitam a mielina 
(STITES e TERR, 1991). Durante a resposta inflamatória, notou-se a presença 
de células da micróglia expressando moléculas MHC de classe I e de classe II e 
receptores para a porção Fc das imunoglobulinas, sendo provavelmente as 
principais responsáveis pelos danos à bainha de mielina, por sua atividade fa- 
gocítica e pelo seu papel como CAA (WUCHERPFENNIG, 1994). A expressão 
de MHC de classe II foi observada também nas células endoteliais do cérebro 
nas lesões de EM, sugerindo que, em estado ativado, tais células facilitariam a 
adesão de leucócitos à parede dos vasos sangüíneos e a atração destes para o 
parênquima do SNC (TRAUGOTT et al., 1985). Na substância branca normal, 
uma subpopulação de células da micróglia expressa MHC de classe II, porém a
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quantidade expressa dessas moléculas e o número de células que as expressam 
encontra-se muito aumentada nos afetados pela EM (HAYES et al., 1987).

4.1.3 - A u toantígenos e Populações de L in fó c ito s  T

O autoantígeno envolvido na patogênese da EM ainda não é conhecido. Um 
dos principais candidatos a autoantígeno que vem sendo intensivamente estu
dado é a proteína básica da mielina (MBP). Trata-se de uma proteína solúvel 
em água, muito suscetível ao ataque de proteases. Sua função parece estar re
lacionada com a estabilidade da bainha de mielina, constituindo cerca de 40% 
do total das proteínas da mielina do SNC. A expressão da MBP, contudo, não 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 possíveis desta 
proteína, constituída de 171 resíduos de aminoácidos e com peso molecular de
18,5 kD. Outras formas da MBP são geradas por processamento alternativo do 
mRNA que codifica estas moléculas. Durante o desenvolvimento fetal, são 
abundantes as formas de 20,2 kD e de 21,5 kD, ambas contendo um segmento 
codificado pelo exon 2, que está ausente na MBP de 18,5 kD. Tais moléculas 
são produzidas em quantidades desprezíveis no adulto, porém, aumentam em 
decorrência de remielinização após infecções 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 antigênico, TANIGAKI et al. (1994) testaram diversos 
nonapeptídeos derivados da clivagem da proteína MBP completa quanto à ca
pacidade de se associarem a diversas moléculas HLA de classe I e de induzirem 
a proliferação in vitro de clones de células T CD8+. Seus resultados, contudo, 
não foram conclusivos, constando-se que tanto podem se associar peptídeos 
diferentes à mesma molécula HLA, como também um único peptídeo pode se 
associar a diferentes moléculas HLA, inclusive considerando-se os produtos de 
alelos de diferentes locos. Não foi mencionado neste trabalho, entretanto, se 
todas as combinações antígeno-molécula HLA induziram igualmente uma res
posta de células T CD8+. Talvez fosse  interessante quantificar a intensidade  
das respostas aos diferentes complexos peptídeo-molécula HLA.

OTA et al. (1990) relataram a existência de um segmento da MBP (84-102) 
com alta afinidade pelas células T dos pacientes com EM, associado ao fenóti- 
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 existência de dois segmentos específicos da molécula MBP,
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os peptídeos 84-102 e 149-171, que seriam os principais epítopos reconhecidos 
pelas células T autorreativas. E ainda, que a reatividade à região 84-102 da 
MBP correlaciona com o fenótipo DR15(2) nos pacientes. Entretanto, reconhe
cendo que o número amostrai utilizado (8 pacientes e 3 controles) é muito pe
queno, os autores não se comprometeram quanto a afirmar que isto estivesse 
terminantemente associado à predisposição à doença. Todos os clones de célu
las T anti-MBP observados expressavam o fenótipo CD3+CD4+CD8‘ e, portan
to, nenhuma atividade citotóxica foi detectada. A freqüência inicial de células 
T reativas à MBP no sangue periférico foi determinada em pacientes e contro
les, não alcançando diferença significativa.

MARTIN et al. (1991) utilizaram linhagens de células T monoespecíficas de 
pacientes com a forma crônica da EM contra o fragmento 87-106 da MBP, a 
fim de verificar quais seriam os aminoácidos desta seqüência, que servem de 
epítopo para a formação do complexo trimolecular MHC-antígeno-TCR. Veri
ficaram que os aminoácidos do segmento 89-99 da MBP são imprescindíveis 
para o reconhecimento das células T autorreativas. Em relação aos receptores 
destas células, constataram que havia heterogeneidade quanto ao uso das ca-
deias entre os pacientes. E no que diz respeito à restrição pelo MHC, o
reconhecimento do epítopo ocorria no contexto de diferentes moléculas HLA- 
DR. Em estudos subseqüentes, WUCHERPFENNIG et al. (1994) constataram 
que os aminoácidos Val89 e Phe92 do peptídeo 88-95 da MBP são críticos para
a ligação com a molécula HLA , com a qual apresentam alta afini
dade.

Devido à constatação de que nas placas da EM ocorrem áreas de remielini- 
zação, VOSKUHL et al. (1994) investigaram a reatividade das células T de 
pacientes com EM às 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 epítopos da 
forma comum de 18,5 kD da MBP. Os clones anti-X2 MBP dos pacientes eram 
CD4+ e apresentavam restrição para DR2/DQ1. Seus estudos foram feitos tanto 
a nível de família, como entre indivíduos não 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 tendência à uniformidade individualizada, isto é, ao uso dos mes
mos TCRs no mesmo indivíduo.

MATSIOTA-BERNARD et al. (1993) testaram a reatividade de leucócitos 
do sangue periférico de pacientes com EM e de pacientes com outras doenças 
neurológicas contra um painel de substâncias referidas anteriormente por ou-
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tros autores como autoantígenos para diversas anomalias. Incluíram 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 
autoantígenos, não apenas pela MBP. Aliás, não encontraram nenhuma tenden- 
ciosidade quanto ao reconhecimento da MBP pelos linfócitos dos pacientes. 
Contudo, observaram que a resposta dos linfócitos a esses antígenos diferia 
entre pacientes e controles em relação aos receptores de membrana dessas célu
las. As células T dos indivíduos com EM passavam a expressar o receptor de 
IL-2 (IL-2R) após sensibilização com a MBP, enquanto que nas pessoas nor
mais e nos afetados por outras doenças neurológicas utilizadas como controle, 
tais células expressavam um marcador de membrana diferente, designado antí- 
geno de ativação tardia 19,2.

Outras moléculas, tais como o gangliosídeo GM1, a proteína proteolipídica 
da mielina (PLP), a glicoproteína associada à mielina (MAG) e a glicoproteína 
da mielina do oligodendrócito (MOG) também podem ser mediadoras da autoi- 
munidade na EM (LINK, 1994; WUCHERPFENNIG, 1994; TILBERY, 1995). 
A PLP é uma proteína hidrofóbica transmembrana, constituída de 276 aminoá- 
cidos, cuja seqüência é altamente conservada entre diferentes espécies. E a 
proteína mais abundante da bainha de mielina, expressa unicamente no SNC, 
perfazendo cerca de 50% do total das proteínas da mielina. Sua função parece 
estar relacionada com a maior compactação da mielina (LAURSEN et al., 
1984). A PLP é, juntamente com a MBP, uma forte candidata a autoantígeno 
na EM. Entretanto, os números de células T CD4+ anti-MBP e anti-PLP circu
lantes são equivalentes entre indivíduos normais e afetados com EM, e o que 
varia entre estas é o estado de ativação dessas células. Nas células dos pacien
tes com EM observou-se a expressão abundante do IL2-2R. Como as células T 
contendo IL-2R proliferam-se em resposta à IL-2, deduz-se que os linfócitos 
dos pacientes com EM encontram-se em estado ativado (JINGWU et al.,
1994).

Há evidências de que a MBP e a PLP não sejam as únicas proteínas envolvi
das na autoimunidade, uma vez que outros componentes da mielina, ainda que 
presentes em menor proporção, 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 inflamatória no 
SNC (LININGTON e LASSMANN, 1987; LININGTON et al., 1993).

Recentemente tem-se discutido a importância das proteínas de choque tér
mico (hsp) na imunopatologia da EM. As hsp são agrupadas em famílias de 
acordo com o peso molecular e com a semelhança da seqüência de aminoáci- 
dos. Em cada família há proteínas que são expressas constitutivamente em situ
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ação normal e outras que somente são produzidas sob condições de stress. O 
nome delas advém do fato de que elas são sintetizadas em abundância em cul
turas de células de mamíferos submetidas a um aumento de temperatura 
(choque térmico). A função das hsp in vitro parece estar relacionada com a 
solubilização, renaturação e reconstituição da estrutura tridimensional de di
versas proteínas (ALBERTS et al., 1989). Desta forma, as hsp auxiliam as cé
lulas a sobreviverem às injúrias em situações em que haja danos teciduais 
como, por exemplo, nas reações inflamatórias.

O papel das hsp como autoantígenos na EM foi evidenciado pela presença
de linfócitos com TCR específicos para a hspóO (BATTISTINI et al., 1995),
hsp65 (SELMAJ et al., 1992), hsp60 e hsp90 (WUCHERPFENNIG et al.,
1992) nas lesões encefálicas de pacientes com EM. A expressão da hsp65 foi 
detectada nos oligodendrócitos (SELMAJ et al., 1992), a hspóO em macrófagos 
e a hsp90 em astrócitos (WUCHERPFENNIG et al., 1992) de afetados pela
EM. A presença de linfócitos predomina nas lesões crônicas, o que sugere
que a expressão anormal das hsp possa contribuir para a manutenção da EM em
estado crônico, provavelmente porque as células anti-hsp contribuem para
a destruição dos oligodendrócitos, impedindo a remielinização dos axônios
(UTZ e McFARLAND, 1994). A presença de células foi relatada também
em lesões ativas na fase aguda da EM por WUCHERPFENNIG et al., (1992),
nas quais, entretanto, predominam células

4.1.4 - Indução  da Resposta A u to im une

O mecanismo de ativação de linfócitos T autorreativos na EM ainda é igno
rado, porém há hipóteses que mencionam a indução por agentes infecciosos 
que apresentam homologia com proteínas mielínicas ou por patógenos que pro
duzem superantígenos (WUCHERPFENNIG, 1994). A indução da expressão de 
moléculas MHC nas células fagocíticas da micróglia em resposta a uma infec
ção no SNC poderia ser o principal mecanismo de iniciação da resposta imune 
(WEINSTEIN et al., 1990). Experiências realizadas em camundongos transgê- 
nicos altamente suscetíveis à EAE por imunização prévia com MBP, mostraram 
que as células T específicas para MBP não eram deletadas no timo e induziam 
uma resposta inflamatória no SNC nos camundongos mantidos em condições 
ambientais não estéreis. A indução da doença, entretanto, não ocorria nos ca
mundongos mantidos em ambiente livre de patógenos (GOVERMAN et al.,
1993). A semelhança da seqüência de aminoácidos e da estrutura molecular da 
MBP com certos antígenos virais reforça a hipótese do mimetismo molecular
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para explicar a ocorrência de surtos de EM após infecções virais (ATKINS et 
al., 1990). JINGWU et al. (1992a), porém, não encontraram reatividade cruza
da entre os clones de células T anti-MBP e as células T de pacientes com EM 
que reagiam contra os antígenos do vírus do sarampo.

Acredita-se que a EM possa ser induzida por uma exposição prévia a agen
tes infecciosos baseando-se também nos seguintes fatos: 1) infecções virais po
dem preceder as exacerbações agudas da EM; 2) certas doenças desmielinizan- 
tes que se manifestam em surtos e remissões e apresentam longo período de in
cubação, como na encefalopatia progressiva multifocal, na encefalomielite pós- 
infecciosa e na AIDS, são de etiologia viral conhecida; 3) altos níveis 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 vírus do sa
rampo, da varicela, da rubéola, da influenza, do herpes simples e do Epstein- 
Barr (JOHNSON, 1994).

4.1.5 - C itocinas e M arcadores de M em brana

A presença de citocinas no estágio pré-inflamatório e nas lesões do SNC na 
EM foi evidenciada através de estudos imunohistoquímicos (BROSNAN et al., 
1995). E possível que algumas dessas citocinas contribuam para a imunopato- 
logia da EM, enquanto outras levam à amenização dos sintomas. Ambos os ti
pos de citocinas são produzidos simultaneamente no SNC, realizando o contro
le das atividades das células. A diferença entre os indivíduos normais e os afe
tados pela EM neste contexto, reside principalmente na expressão anormal de 
citocinas e de seus receptores, bem como nos níveis de citocinas produzidos. 
Na tabela 4.1 estão listadas as principais citocinas encontradas no SNC, fazen
do-se menção às principais células que as produzem, seus possíveis efeitos e 
interferência no estado clínico dos pacientes com EM.

LINK (1994) incluiu em seu trabalho de tese uma análise da expressão de 
mRNA do interferon gama (INF-y), da interleucina-4 (IL-4) e do fator beta de
transformação do crescimento nas células do sangue e do L t R  de pa-
cientes com EM. Comparados aos indivíduos normais, os pacientes com EM
possuem maior número de células expressando INF e IL-4 e que são reativas

Constatou-se a expressão deste mRNA em maior quantidade nas células mono-
foi observada in vitro  após estímulo com MBP ou PLP.mRNA de TGF

contra MBP e PLP. Em particular, estas células são mais abundantes no LCR 
dos afetados, mas na corrente sangüínea estão presentes também em quantida
des expressivas, incluindo várias subpopulações de linfócitos. A expressão de
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nucleadas obtidas do sangue e do LCR dos afetados com EM do que nos indi
víduos normais.

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

As moléculas de adesão celular também parecem desempenhar papel impor
tante na imunologia da EM. Sua importância advém da facilitação da aderência 
dos linfócitos T à parede dos capilares e conseqüente rompimento da BHE 
(HARTUNG et al., 1995). Para atravessar a BHE, os linfócitos T circulantes 
inicialmente aderem-se à parede dos vasos sangüíneos através de interações 
entre as moléculas de membrana das células endoteliais como, por exemplo, a 
molécula de adesão intercelular - 1 (ICAM-1) e a molécula de adesão da célula 
vascular (VCAM-1), e seus ligantes correspondentes da membrana dos linfóci
tos, quais sejam, o antígeno associado à função do linfócito-1 (LFA-1) e o an- 
tígeno de ativação tardia-4 (VLA-4). Em seguida, atraídos por agentes quimio-
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táticos, liberados no sítio de inflamação do SNC, os linfócitos migram através 
do endotélio até atingir o parênquima do tecido nervoso (figura 4.1).

Figura 4.1 - Adesão do lin- 
fócito à parede do vaso sangüí
neo e travessia da barreira he- 
matoencefálica.

As moléculas de adesão intercelular desempenham ainda a função de coes- 
timuladoras nos processos de reconhecimento do antigeno e de ativação das 
células T, e conferem maior estabilidade às interações entre os TCRs e os 
complexos antígeno-MHC (HARTUNG et al., 1995) Conforme pode ser ob
servado na figura 4.1, as moléculas de adesão celular são expressas reciproca
mente nos linfócitos T e nas células endoteliais

A análise fenotípica das células do sangue e do LCR dos pacientes com EM 
revelou uma alta proporção de linfócitos T CD8"Leu8~ A molécula Leu8 está 
envolvida na facilitação da aderência dos linfócitos T às regiões mielinizadas 
do encéfalo e, por conseguinte, está implicada na imunopatologia da EM 
(DUFOUR et al.,1993)

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

A expressão de ICAM-1 pode ser induzida pelo TNF-a, pela IL-1 ou pelo 
INF-y O TNF-a, por sua vez, está presente em várias doenças inflamatórias do 
SNC e apresenta atividade citotóxica O TNF-R está presente em diversas célu
las, inclusive nas células endoteliais, possibilitando a interação destas com o

Nas lesões cerebrais da EM é possível que o TNFTNF
macrófagos, linfócitos T, neurônios e células da micróglia após estímulo com 
citocinas, principalmente nas fases de exacerbação da doença Desta forma, 
TSUKADA et al. (1993) inferem que a presença de níveis aumentados de

seja liberado por
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ICAM-1 e TNF-R no LCR dos pacientes com EM pode ser indicativo do estado 
de atividade da doença.

Os mecanismos imunorreguladores implicados na EM envolvem interações 
entre os sistemas imune, nervoso e endócrino (PAPAIS-ALVARENGA et ah, 
1995b). KARASZEWSKI et ah (1990) relataram a ocorrência de aumento da 
densidade de receptores P-adrenérgicos nos linfócitos circulantes de pacientes 
com a forma progressiva da EM. Inspirados nos trabalhos destes autores, 
ZOUKOS et ah (1992) reexaminaram a densidade dos receptores p- 
adrenérgicos de linfócitos circulantes de pacientes com diferentes categorias 
clínicas 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 doença, a densidade dos receptores está dentro da faixa normal.

Realizando estudos in vitro, ZOUKOS et al. (1 9 9 2 )  testaram a influência da 
hidrocortisona e da IL -a l sobre os linfócitos circulantes, tendo constatado que 
nos pacientes com EM não havia alteração da densidade dos receptores p- 
adrenérgicos em resposta a tais estímulos, enquanto que nas células dos con
troles normais a densidade destes receptores aumentou consideravelmente. Este 
achado, e mais a constatação de que os níveis 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 linfócitos já es
tão sob o efeito regulador de hormônios e citocinas que induzem a superex- 
pressão dos receptores de membrana e conseqüente ativação destas células. 
Resultados semelhantes foram obtidos por KARASZEWSKI et al. (1 9 9 1 )  em 
relação à IL -2 .

4.1.6 -  A tividade Im unossupressora

A quantidade de substâncias supressoras da resposta imune produzidas na 
EM é aparentemente maior do que nas pessoas normais, como que para com
pensar a presença dos clones de células T autorreativos. Entretanto, o meca
nismo de supressão da resposta imune é deficiente nos indivíduos com EM, seja 
decorrente do decréscimo do número de células supressoras propriamente ditas 
(TILBERY, 1995) ou do número de células indutoras da função supressora 
(STITES e TERR, 1991). DUFOUR et al. (1993) relataram uma diminuição 
considerável do número de linfócitos T CD8+ no LCR e no sangue dos pacien
tes com EM, comparado a outras desordens neurológicas. Num estudo feito 
por JINGWU et al. (1992b), cujo objetivo era identificar o fenótipo das células
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supressoras dos clones de células T auxiliares específicos para a MBP de paci
entes com EM, encontrou-se que a maioria é de linfócitos T CD4+. Constatou- 
se ainda que a atividade supressora não é decorrente da ação de fatores solú
veis, nem de efeitos citotóxicos, mas possivelmente é induzida pela interação 
dos receptores de membrana das células supressoras com epítopos específicos 
da MBP, expressos na superfície das células T suprimidas em associação com 
moléculas HLA. Tais epítopos aparentemente diferem dos que induzem a res
posta de células T auxiliares e citotóxicas anti-MBP.

O TGF é uma citocina imunossupressora capaz de inibir a atividade de
macrófagos e células da micróglia (MEINL et al., 1994). Sendo assim, os paci
entes que a expressam em maior quantidade tendem a apresentar uma forma
mais branda da doença (LINK, 1994). O INF possivelmente exerce efeito an-

induz a expressão de molé-. A aplicação sistêmica de INFtagônico ao TGF
cuias MHC de classe I e de classe II nas células da micróglia 
(WUCHERPFENNIG, 1994).

ANTEL et al. (1978) investigaram a resposta ao mitógeno concanavalina A 
e a função supressora de linfócitos isolados do sangue de pacientes com EM, 
em função da idade e da atividade da doença. Tanto no grupo controle como 
nos pacientes, a capacidade de resposta ao mitógeno 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 períodos de exacerbação da doença. Na fase clinica
mente inativa, a atividade dessas células nos pacientes é semelhante aos contro
les normais.

As propriedades inibidoras dos astrócitos humanos podem contribuir para o 
confinamento das lesões inflamatórias na EM. MEINL et al. (1994) constata
ram que astrócitos obtidos do cérebro de embriões humanos podiam suprimir a 
proliferação e a produção 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 contribuição de outros mediadores que poderiam su
primir os processos inflamatórios. Verificaram que os astrócitos cultivados
sintetizavam TGI , porém não produziam IL-4 nem IL-10.

A IL-10 é uma citocina com potente efeito inibidor sobre macrófagos e cé
lulas T, normalmente produzidas pelas células B, pelos próprios macrófagos e 
por diferentes subpopulações de linfócitos T auxiliares. A IL-4, por sua vez, 
inibe a atividade de determinadas subpopulações de linfócitos T auxiliares, co
nhecidas como T hl, e de monócitos e células da micróglia. Desta forma, 
MEINL et al. (1994) concluem que a secreção local de fatores inibidores pelos 
astrócitos durante a fase inflamatória das lesões da EM podem explicar a alter-
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nância de períodos de melhora dos sintomas após os surtos, que é típica da 
EM.

4.1 .7  -  A utoanticorpos e Populações de L in fó c ito s  B

E notória a presença 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 diagnóstico laboratorial da EM (POSER, 1994). 
WILLIAMS et al. (1978) relataram a presença de níveis aumentados de IgM no 
LCR de pacientes com EM, através da utilização da técnica de radioimunoen- 
saio. Não encontraram relação com a gravidade ou a duração da doença, nem 
correlação entre os níveis de IgM e IgG. Dentre os pacientes, 40% apresenta
vam um alto nível de IgM no LCR e, no entanto, possuíam níveis normais de 
IgG. Considerando que o nível médio de IgM no LCR de pessoas normais é de 
51,3 ng/ml , o nível médio de 456 ng/ml encontrado nos pacientes com EM di
feria significativamente do grupo controle e de pacientes com outras doenças 
neurológicas.

NERENBERG et al. (1978) quantificaram os níveis 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 relação aos valores normais. 
Chama atenção o fato de que o nível 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 não foi determinada. WILLIAMS et al. (1978) testaram a reatividade da 
IgM do LCR e do sangue de pacientes com EM contra o vírus do sarampo, não 
tendo detectado nenhuma reação. STEVENS et al. (1992) relataram a ocor
rência de anticorpos IgG e IgM com especificidade para diversos gangliosídeos 
(GM1, GM2, GM3, AGM1, GD la, G D lb e G T lb) no LCR e no soro de pacien
tes com a forma SR e PC da EM. Os gangliosídeos constituem o principal com
ponente da membrana dos oligodendrócitos. Em ambas as formas da doença fo
ram detectados altos títulos de IgG e IgM no LCR dos pacientes com EM com
parado aos controles normais ou com outras doenças neurológicas. Conparan- 
do-se os padrões dessas imunoglobulinas nas formas SR e PC, encontrou-se ní
veis de IgG anti-GM l, -GM2 e -GTlb e de IgM anti-GTlb significativamente 
maiores na forma SR, enquanto que na forma PC predominaram anticorpos IgM 
anti-GM3. BANSAL et al. (1994) também detectaram altos títulos de anticor
pos IgM anti-GMl no soro de pacientes com EM. Porém níveis significativa-
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mente altos desses anticorpos foram também encontrados em outras doenças 
autoimunes, tais como artrite reumatóide, síndrome de Sjògren e LES.

SÕDERSTRÔM et al. (1993) examinaram a resposta das células B de paci
entes com EM, dentre várias desordens neurológicas estudadas, contra a MBP 
completa ou contra peptídeos específicos 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 
relação ao número de células secretoras de IgG foi encontrada diferença signi
ficativa em relação às demais desordens neurológicas. Testaram a reatividade 
dessas células contra 4 peptídeos diferentes da molécula MBP, e constataram 
que não havia preferência das células B por nenhum dos peptídeos testados 
entre os pacientes com EM. Resultados semelhantes foram obtidos por CASH 
et al. (1992).

A fim de caracterizar o papel dos linfócitos B na patogênese da EM, CASH 
et al. (1992) isolaram as células do LCR de pacientes com EM ou com outras 
doenças neurológicas e as estimularam in vitro  com um mitógeno policlonal e 
com a MBP humana. Todas as células que produziram anticorpos específicos 
contra a MBP eram provenientes dos pacientes com EM, ainda que tal reativi
dade tenha ocorrido em apenas alguns desses pacientes. A presença 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 epítopos específicos na molécula da MBP, foram rea
lizados experimentos subseqüentes utilizando peptídeos de 15 a 20 aminoáci- 
dos da MBP. Os resultados deste trabalho sugerem que tais anticorpos não 
apresentam afinidade maior para nenhum dos peptídeos testados, porém indi
cam haver possivelmente um envolvimento das células B nos mecanismos pato- 
fisiológicos da EM. SMITH e SOMMER (1992) observaram que as lesões 
desmielinizantes nos camundongos com EAE permanecem ativas mesmo após a 
recuperação dos camundongos, provavelmente porque algumas células B per
manecem no SNC e continuam secretando anticorpos antimielina.
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4.2 - Evidências da Suscetib ilidade Genética

4.2.1 - E studos em Gêmeos

Um método tradicional de investigação da influência relativa do genótipo na 
etiologia de um determinado caráter é o estudo de pares de gêmeos. Os gêmeos 
são classificados como monozigóticos (MZ) quando originam-se de um único 
zigoto, resultando em indivíduos geneticamente idênticos e que geralmente são 
do mesmo sexo ( ). Por sua vez, os gêmeos dizigóticos (DZ) são resultantes da 
fertilização simultânea de dois ovócitos que formam zigotos distintos, podendo 
ambos terem o mesmo sexo ou apresentar sexos diferentes (BEIGUELMAN, 
1994). Levando-se em consideração que os pares de gêmeos MZ possuem ge- 
nótipos idênticos, podemos inferir que a variância fenotípica nesta classe de 
gêmeos é quase inteiramente devida a fatores ambientais, enquanto que a vari
ância fenotípica nos pares de gêmeos DZ é influenciada pelo genótipo e por 
fatores ambientais. Os caracteres cuja expressão fenotípica depende da ocor
rência de mutações e/ou recombinações somáticas dos genes herdados podem 
resultar em ligeiras diferenças genotípicas entre os pares de gêmeos MZ, como 
é o caso dos genes que codificam os TCRs e as imunoglobulinas.

A determinação da zigosidade pode ser feita por diferentes métodos como, 
por exemplo, pela tipagem de grupos sangüíneos eritrocitários ou pela análise 
de DNA. A investigação da zigosidade é necessária principalmente entre os 
gêmeos do mesmo sexo, já que os de sexos diferentes são, via de regra, dizi
góticos (BEIGUELMAN, 1994). Diz-se que um par de gêmeos é concordante 
em relação a um caráter quando este caráter ou está presente, ou está ausente 
em ambos. E, ao contrário, são discordantes os pares em que um membro pos
sui o caráter e o outro não (CAVALLI-SFORZA e BODMER, 1971).

Estudos populacionais em gêmeos denotam existirem alelos que conferem 
susceptibilidade à EM, mas que por si só não são suficientes para desencadear 
a doença. Isto implica que a manifestação da doença envolve a ação conjunta 
de fatores genéticos e ambientais ainda desconhecidos.

( ) Gêmeos MZ de sexos diferentes são casos muito raros que podem ocorrer em decorrência da não dis

junção do cromossomo Y durante a clivagem do zigoto, formando gêmeos heterocarióticos em que um 

membro possui o cariótipo 47,XYY e o outro com 45 ,X ou ainda, podem ser constituídos por um gêmeo 

de cariótipo 46,XY e o outro com 45,X , em conseqüência da perda de um cromossomo Y 

(BEIGUELMAN, 1994).
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4.2.2 - Associação M HC  x E M

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

Os estudos iniciais baseados na análise segregacional de haplótipos HLA em 
famílias com dois ou mais membros afetados pela EM, como em EBERS et al. 
(1982) e MARROSU et al. (1988) não indicaram associação com o HLA. Mes
mo nos estudos mais recentes, as associações com o HLA em famílias somente 
são evidenciadas sob condições especiais como em TIENARI et al. (1993), que 
encontraram associação com o haplótipo DQA1*0102.DQB 1*0602, apenas 
após a exclusão de sua amostra das famílias em que um dos parentais é homo- 
zigoto quanto a DQA1*0102. As principais evidências da participação dos ge
nes HLA na suscetibilidade à EM advêm de estudos populacionais. Os resulta
dos são algumas vezes contraditórios e não foi possível definir até o momento 
qual (ou quais) o alelo que realmente estaria relacionado à maior ou menor 
predisposição à EM.

A maioria dos estudos foi feita em caucasóides descendentes de europeus. 
Em particular o haplótipo DRB1*1501.DQA1*0102.DQB1*0602 foi encontra
do em associação positiva com a EM em diversas populações. Os alelos 
DRB1*1501 e DQB 1*0602 correspondem respectivamente às especificidades 
sorológicas DR15(2) e DQ6(1), enquanto que o alelo DQA1*0102 é muitas ve
zes referido como Dw2, porém não apresenta especificidade sorológica corres
pondente (BODMER et al., 1994). Desta forma, a conotação fenotípica deste 
haplótipo é usualmente escrita como DR15.Dw2.DQ6. O desequilíbrio de liga
ção entre as regiões DR e DQ dificulta o reconhecimento da contribuição indi
vidual de cada gene. Outro fator que dificulta a análise dos dados de associa
ção é o fato de que mais de um alelo da região HLA ou outro intimamente li
gado ao MHC pode estar associado à EM.

Numa amostra de árabes, KURDI et al. (1977) encontraram associação si
gnificativa com um antígeno expresso nos linfócitos 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) não encontraram associação 
com nenhuma das especificidades sorológicas usualmente encontradas nas po
pulações caucasóides. Apesar de não ter alcançado signifícância estatística, os 
autores observaram uma ligeira predominância 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 Japão, FUKAZAWA et al. (1992) encontra
ram associação positiva com as especificidades DR4 e DR8 num dos subgrupos 
de pacientes, e com DQ7 no outro subgrupo. A divisão em subgrupos foi feita 
de acordo com as características clínicas dos pacientes. Em ambos os subgru
pos foram encontradas em menor freqüência as especifícidades DR9 e DR53 
que diferiram significativamente do grupo controle.

Com a utilização das técnicas moleculares, tornou-se possível realizar análi
ses mais detalhadas das associações com o HLA. É importante salientar, con
tudo, que a maioria dos estudos moleculares se baseia em resultados de tipa- 
gens sorológicas prévias. E ainda que forneçam informações mais limitadas, as 
técnicas sorológicas ainda estão em pleno uso.

HAEGERT e FRANCIS (1993) estudaram duas amostras de caucasóides do 
Canadá quanto ao polimorfismo HLA-DQ relacionado à EM. Uma de suas 
amostras era constituída de descendentes de imigrantes franceses que se esta
beleceram no Canadá desde 1763 e quase não se misturaram com populações de 
outras etnias; a outra amostra era composta de indivíduos de diversas etnias. 
Seus resultados sugerem que, na população dos descendentes de franceses, há 
um fator adicional de predisposição à EM, além do haplótipo 
DRB1*1501.DQA1*0102.DQB1*0602 reconhecido por vários autores. Refe
rem-se à presença comum entre os pacientes do aminoácido 26 da molécula
HLA-DQ situado na região de ligação com o antígeno.

VARTDAL et al. (1989) também investigaram o polimorfismo quanto ao lo
co DQ em noruegueses. Selecionaram pacientes com EM que diferiam quanto 
às especifícidades HLA-DR e seqüenciaram os genes DQB1 de cada. Notaram 
que a maioria desses indivíduos possuem seqüências em comum, corresponden
do aos aminoácidos 10-29, 31-52, 58-69 e 71-83 da região de ligação com o 
antígeno na molécula de DQp. Concluíram a partir destes dados que a associa
ção primária entre HLA e EM deve estar relacionada aos genes DQ e que as 
associações com DR refletiriam o desequilíbrio de ligação entre esses dois lo- 
cos. ALLEN et al. (1994), ao contrário, sugerem que as associações com ale- 
los DQ sejam secundárias à associação com DRB1*1501 e que o aminoácido da 
posição 86 da cadeia DRp é crítico na determinação da suscetibilidade ou pro
teção à EM. Todos os alelos DRB associados positivamente com a EM codifi
cavam uma valina na posição 86, enquanto os que apresentavam associação ne
gativa codificavam uma glicina nesta mesma posição.

A glutamina na posição 34 da molécula também parece exercer algu-
ma influência na maior predisposição à EM, sugerindo que o desencadeamento
da doença pode ser influenciado por uma combinação de cadeias e
(SPURKLAND et al., 1991a). No entanto, HAEGERT e FRANCIS (1993)



44

consideram que a associação com os alelos DQA1 que codificam a glutamina na 
posição 34, quando presente, é apenas secundária à associação com 
DRB1*1501. HILLERT et al. (1992) não encontraram nenhuma relação com 
seqüências definidas das moléculas DQa e DQp da amostra de caucasóides es
tudada.

Em amostras populacionais do Japão e da Suécia foram encontradas associ
ações com DP4 (ODUM et al., 1988; ODUM et al., 1989). Na população da 
Suécia, a associação somente com DR2 apresentou um RR = 6,1, enquanto que 
a associação positiva com DP4 apresentou um RR = 5,4. A combinação de am
bos oferece um risco ainda maior de predisposição à EM (RR = 8,1), conforme 
os dados de ODUM et al. (1988). Uma vez que não há desequilíbrio de ligação 
entre DR e DP, a associação com essas duas especificidades é independente, 
ainda que possa haver algum efeito sinérgico entre os produtos desses genes 
em conferir maior suscetibilidade à doença. Através da hibridização com um 
painel de sondas alelo-específicas, FUGGER et al. (1990) estudaram a associa
ção com diversas variantes de DPB1*02 e DPB1*04 numa amostra de dinamar
queses com a forma SR da EM, não tendo encontrado diferença significativa 
em relação aos genes DPB entre os controles normais e os indivíduos afetados.

MUNTONI et al. (1991) investigaram a associação da EM com diversos 
haplótipos DR2 em duas amostras de diferentes procedências: uma do Norte da 
Itália e a outra da Sardenha. O haplótipo DR15(2).Dw2.DQ6 foi encontrado 
em todos os pacientes do norte da Itália e estava praticamente ausente entre os 
sardenhos. Diferenças na composição genética dessas duas subpopulações e o 
pequeno número de pacientes incluídos 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 região de alta prevalência da EM 
(ROSATI, 1994).

MARROSU et al. (1988) já haviam investigado anteriormente a associação 
da EM com HLA de classe II na população 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 
famílias com dois ou mais indivíduos afetados, totalizando 14 afetados e 39 
consangüíneos. No estudo populacional, encontraram associação positiva com 
DR4 (RR = 2,5) e DQ3 (RR = 2,2) no grupo de pacientes, não relacionada a 
nenhuma forma específica de manifestação da doença. No estudo em famílias, 
não encontraram nenhum haplótipo em comum entre os afetados com diferença 
significativa do que seria esperado ao acaso. Em outros estudos, encontrou-se 
associação positiva com DQB1*0302 e DQB1*0102 e associação negativa com 
DQA1*0102 na população 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 hapló- 
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 et al.
(1992) investigaram em noruegueses a associação diferencial quanto à região 
de classe II em duas formas clínicas da EM e encontraram o haplótipo 
DR17(3).DQ2 mais freqüente entre os pacientes com a SR.

Atualmente vários pesquisadores vêm estudando outras regiões do MHC, 
ora centroméricas, ora teloméricas à sub-região DR-DQ. LIBLAU et al. (1993) 
investigaram a associação da EM com os genes LMP2, LMP7, TAP1 e TAP2 
em pacientes HLA-DR2 com EM progressiva, não tendo encontrado nenhum 
padrão de RFLP preferencial entre os afetados. KELLAR-WOOD et al. (1994) 
investigaram a possibilidade dos genes TAP1 e TAP2 influenciarem na susce- 
tibilidade à EM, mas também não encontraram nenhuma associação com os 
alelos TAP da população caucasóide estudada. Da mesma forma, SPURKLAND 
et al. (1994) não encontraram associação com alelos TAP2 na amostra de paci
entes noruegueses analisada, utilizando a técnica de hibridização com sondas 
de oligonucleotídeo para seqüências específicas de três alelos TAP2. HILLERT 
e OLERUP (1993) relatam a distribuição de fragmentos de restrição 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
nância de C4/CYP21 B em pacientes DR15.DQ6.DW2 e de C4/CYP21 C em

\

pacientes DR17.DQ2. Desta forma, levantou-se a questão sobre o envolvimen
to de outros genes próximos à região de classe II na suscetibilidade à EM.

Na tabela 4.2 estão resumidos os resultados de vários estudos populacionais 
de associação MHC x EM, incluindo-se dados referentes à população analisada, 
ao tamanho amostrai, objetivos e metodologia de cada trabalho. Além disto, 
foram acrescentados dados relativos ao grupo de pacientes estudado e ao cri
tério de diagnóstico empregado pelos diversos autores.



Tabela 4.2 - Estudos populacionais de associação MHC x Esclerose Múltipla N = na amostrai (pacientes / total)
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Nos animais com EAE induzida por MBP, a resposta de células T com es
pecificidade para este antígeno consiste na utilização de um repertório limitado 
de TCR, particularmente em relação ao segmento Vp (ZAMVIL e STEINMAN, 
1990). Evidências quanto à possível participação dos genes TCR na EM vêm 
sendo obtidas principalmente através das análises de polimorfismo dos TCRs 
dos linfócitos de pacientes humanos com EM.

A herança de genes que codificam a cadeia p do TCR foi analisada por SE- 
BOUN et al. (1989) em famílias americanas contendo um ou mais afetados com 
EM. Foram incluídos 40 pares de irmãos concordantes quanto à forma SR da 
EM, nos quais realizou-se a análise segregacional de marcadores polimórficos 
de segmentos das regiões C e V do complexo TCRp através da técnica de 
RFLP. O método de análise empregado consistia em identificar os haplótipos 
idênticos por descendência, herdados pelos pares de irmãos afetados, compa- 
rando-se a proporção esperada e a observada. A proporção média dos haplóti
pos TCRp idênticos por descendência encontrada entre os pares de irmãos 
afetados foi significativamente maior da que seria esperada pela segregação ao 
acaso. Isto é sugestivo de que os genes TCRp, ou outro intimamente ligado a 
estes influencia na suscetibilidade à EM. A associação da EM com genes TCR 
verificada nos estudos em famílias, contudo, não é absoluta, dada a existência 
de pares de irmãos afetados que não possuem haplótipos idênticos por descen
dência.

MARTIN et al. (1993) realizaram estudos em gêmeos, tendo selecionado 
pares monozigóticos em que apenas um dos irmãos apresentava EM, a fim de 
verificar a especificidade e a freqüência das células T do sangue desses indiví
duos. Desta forma, pretendia-se uniformizar o componente genético, visando 
principalmente aos genes MHC e TCR, eliminando-se uma variável que, segun
do os autores, poderia atrapalhar nas conclusões sobre o envolvimento das cé
lulas T na EM. Seus dados mostram não haver diferença significativa quanto à 
freqüência das células T específicas para a MBP entre indivíduos afetados e 
normais geneticamente idênticos. Concluem com isso que, se é que existe al
guma relação entre a herança de determinados genes MHC e TCR e a ocorrên
cia de clones específicos de células T anti-MBP nos pacientes com EM, a fre
qüência dessas células varia meramente em função da constituição genética de 
cada indivíduo e não é um fator distintivo entre pessoas afetadas e normais. 
HAGHEB et al. (1993) fazem críticas a este trabalho, lembrando que os genes 
TCR sofrem rearranjos somáticos e mesmo entre os pares de gêmeos monozi
góticos pode haver diferença quanto à expressão dos TCRs.

4.2.3 - Envolvim ento dos Genes TCR na E M
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Apesar de existirem relatos da participação de seqüências específicas da 
molécula de TCR na maior suscetibilidade à EM em humanos (BEALL, 1989; 
OKSENBERG, 1989; BEN-NUN et al., 1991), FUGGER (1994) não 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 específicos 
para a MBP isolados de pacientes belgas com EM apresentavam, ao contrário 
dos roedores com EAE, grande variabilidade quanto ao tipo de TCR usado. Po
rém, num mesmo indivíduo, os clones de células T CD4+ MBP-específicos pos
suíam em sua maioria um determinado segmento Vp em comum. A maioria dos 
clones com Vpl5 ou V pl2  reconhecia o epítopo 149-170 da molécula de MBP 
e apresentavam restrição para DR2 ou DR7, considerando-se o mesmo indiví
duo. Não encontraram, contudo, nenhuma correlação entre os TCRs de diferen
tes pacientes e a especificidade ao epítopo da MBP ou ao tipo HLA.

RICHERT et al. (1991) observaram uma grande heterogeneidade quanto aos 
rearranjos gênicos dos TCRs expressos nos linfócitos de um paciente com EM. 
Apesar de não terem investigado a ocorrência de segmentos comuns nas molé
culas de TCR desses pacientes, seus resultados indicam que no mesmo indiví
duo os clones de linfócitos T CD4+ não são tão homogêneos, como foi sugeri
do por BEN-NUN et al. (1991).

A presença de células T com TCRyS foi investigada nas lesões encefálicas 
de pacientes com a forma crônica da EM por BATTISTINI et al. (1995). Seus 
resultados sugerem que nestes pacientes são utilizadas preferencialmente sub- 
populações de linfócitos T com TCRs codificados pelo segmento Vô2-Dô3-JS3, 
respondedoras ao mesmo tipo de antígeno, neste caso uma proteína de choque 
térmico (hsp-60). As hsp são produzidas nos locais de inflamação e possivel
mente contribuem para a manutenção da doença em estado crônico.
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V - RESU LTA D O S

5.1 - A ná lise  E statística  dos Dados de Gêmeos

A análise estatística dos dados de concordância em gêmeos foi realizada no 
presente trabalho em cada caso através do cálculo 1) da herdabilidade, 2) da 
probabilidade de aceitação ou rejeição da hipótese de igualdade entre as pro
porções e 3) da estimativa do intervalo de confiança a nível de 95% para as 
proporções de concordância individuais e 4) para a diferença de concordância 
entre pares de gêmeos MZ e DZ.

A fórmula comumente utilizada para o cálculo da herdabilidade (h 2) é, se
gundo CAVALLI-SFORZA e BODMER (1971):

(5.1)

2 2 onde s g = variância genética e s a = variância ambiental.
A herdabilidade é uma estimativa da contribuição do componente genético 

na expressão de um certo caráter, numa determinada amostra, num dado mo
mento. Sua finalidade é dar a proporção da variação fenotípica que é devida a 
fatores genéticos. As características que são pouco influenciadas pelo ambiente 
apresentam alto grau de herdabilidade, o que implica na participação efetiva de 
fatores genéticos na sua determinação. Por outro lado, quanto menor o grau de 
herdabilidade, maior a influência de fatores ambientais e menor a participação 
do componente genético sobre o caráter.

A estimativa da herdabilidade é normalmente utilizada para caracteres 
quantitativos. O índice de herdabilidade de Holzinger (H) é uma medida arbi
trária para o cálculo da herdabilidade de caracteres qualitativos em gêmeos 
(BEIGUELMAN, 1994), que utiliza as taxas de concordância para o caráter em 
estudo, qual seja,

onde Cmz = taxa de concordância em pares de gêmeos MZ e C dz = taxa de con
cordância em pares de gêmeos DZ. Ainda que o emprego desta fórmula seja 
pouco usual, obtém-se através desta uma estimativa razoável do grau de her-

(5.2)
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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
festação da doença.

A despeito da herdabilidade referir-se a um momento estático e ser aplicá
vel apenas à amostra em que foi estimada, é comum fazer-se generalizações 
partindo dos resultados de alguns estudos. Este procedimento é utilizado com 
freqüência pelos melhoristas de animais e de plantas para melhor definir sua 
estratégia de seleção.

A comparação entre proporções é freqüentemente empregada nas análises 
dos dados de pesquisas na área de saúde. A fím de verificar se as diferenças 
encontradas entre as taxas de concordância em MZ e DZ diferem significativa
mente, foi calculado o valor de z pela fórmula 5.3 (SHOTT, 1990), obtendo-se 
uma probabilidade (P) correspondente através da utilização da tabela da curva 
normal.

onde nMz = numéro total de pares de gêmeos MZ e rioz = numéro total de pares 
de gêmeos DZ.

significando que a taxa de concordância em gêmeos MZ não difere significati
vamente da taxa de concordância em eêmeos DZ e os desvios podem ser atribu-

(5.3)

As hipóteses testadas neste caso foram: 1) hipótese nula [H0]: C mz =  C dz ,

(5.4)

(5.5)

ídos ao acaso; 2) hipótese alternativa [HA]: Cmz C d z  , significando que a taxa
de concordância em gêmeos MZ difere significativamente da taxa de concor
dância em gêmeos DZ. Um valor de z grande favorece HA e, ao contrário, um 
valor pequeno de z favorece H0. No presente trabalho rejeitou-se H0 sempre 
que ao valor de Z calculado correspondeu a um valor de P > 0,05.

Em seguida foram calculados os intervalos de confiança de 95% separada
mente para os pares de MZ (fórmula 5.4) e DZ (fórmula 5.5) e para a diferença 
de concordância entre MZ e DZ (fórmula 5.6), conforme SHOTT (1990).
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(5.6)

Encontrou-se que a taxa de concordância em gêmeos monozigóticos é quase 
sempre significativamente superior à de dizigóticos, como mostrado na tabela 
5.1. Isto sugere que, de fato, existe um componente genético na determinação 
da doença.

Pelos dados da tabela 5.1 podemos dizer que somente nos trabalhos de 
MacKAY e MYRIANTHOPOULOS e do GRUPO FRANCÊS as taxas de con
cordância entre gêmeos MZ e DZ não diferem significativamente entre si. Nos 
demais casos, a concordância em MZ é significativamente maior do que em DZ, 
o que reforça a hipótese da participação de um componente genético na de
terminação da suscetibilidade à EM. Tomando como exemplo o trabalho de 
CENDROWSKI de maior número amostrai (N = 107), tem-se que o intervalo 
de confiança de 95% da diferença entre as proporções ( C m z  - C d z )  é de 0,20 + 
0,1457, isto é, um valor qualquer da diferença entre as taxas de concordância 
quanto à EM entre os pares de gêmeos 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%, excluídos os dois trabalhos referidos an
teriormente, nos quais o valor de H diferiu consideravelmente dos demais, co
incidindo de serem os únicos autores a obterem resultados não significativos 
quanto à diferença de concordância entre MZ e DZ. Nota-se uma grande coin
cidência entre os dados de H e dos intervalos de confiança para a diferença, 
apesar de se tratar de duas abordagens distintas. Tal coincidência provavelmen
te acontece porque o valor de 1-CDZ é praticamente igual a 1, e sendo assim, 
H  «  Cmz - C d z -

5.2 - Cálculo do R isco R ela tivo

O risco relativo (RR) é uma estimativa da probabilidade de um indivíduo 
com determinado alelo HLA desenvolver a doença, em comparação com os in
divíduos que não têm esse alelo, num contexto populacional definido. O RR é 
empregado nos estudos populacionais de associação entre alelos HLA e doen
ças, podendo-se fazer menção ao fenótipo HLA, quando somente é conhecida a 
especificidade sorológica dos indivíduos. Desta forma, os dados são agrupados 
em tabelas 2x2, conforme mostrado no exemplo a seguir.
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O RR é, então, calculado pela fórmula 5.7 (STITES e TERR, 1992):

(5 . 7 )

onde p+ e p‘ são os números de pacientes com e sem o fenótipo em estudo, e c+ 
e c' correspondem aos números de controles normais com e sem o fenótipo em 
questão, respectivamente.

Nos estudos de associação entre HLA e doença é imprescindível que a 
amostra de controles seja obtida da mesma população dos pacientes. Isto por
que a freqüência dos alelos HLA varia entre diferentes grupos étnicos e, dentro 
do mesmo grupo étnico, há freqüentemente variações entre as populações de 
diferentes procedências.

Quando RR > 1 diz-se que a associação é positiva, isto é, há evidências de 
que o alelo em questão, ou outro ligado a ele, possa conferir maior suscetibili- 
dade à doença. Assim, por exemplo, um RR = 7 para determinado alelo indica 
que os indivíduos com o alelo em questão têm uma probabilidade 7 vezes maior 
de desenvolver a doença em estudo do que os que não têm o referido alelo. 
Quanto maior o RR, mais freqüente é o alelo no grupo de pacientes. Quando 
RR < 1 diz-se que a associação é negativa, significando que o alelo em ques
tão, ou outro intimamente ligado a ele, confere proteção contra a doença em 
estudo. Um valor de RR = 1 indica ausência de associação (STITES e TERR, 
1992).

Nos estudos de associação entre HLA e doenças, comumente são encontra
das associações positivas com diversos alelos. Diz-se que a associação é pri
mária com determinado alelo quando, dentre todos os alelos testados, o RR 
relativo daquele é maior que os demais. Isto pressupõe que, no que concerne à 
participação do HLA na suscetibilidade à doença, tal alelo seja o principal res
ponsável pela doença, e os outros são secundários ou mesmo não relacionados. 
Neste último caso, as associações com os demais alelos podem ocorrer devido 
ao fato destes alelos estarem intimamente ligados entre si, localizados muito 
próximo ao primeiro. Contudo, é ainda possível que mais de um alelo HLA es
teja envolvido na expressão da doença.



Tabela 5.1 - Estimativas do grau de concordância para a esclerose múltipla em gêmeos monozigóticos (MZ) e dizigóticos (DZ). H = 
herdabilidade;. P = probabilidade; NS = não significativo.

Os)
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Tabela 5.2 - Associações MHC x Esclerose Múltipla em populações caucasóides de diversas procedências. 
NC = não calculado. NS = não significativo. Referências numeradas de acordo com a tabela 4.2.

Na tabela 5.2 estão resumidos os valores de RR das associações entre HLA 
e EM, calculados segundo a fórmula 5.7, das populações caucasóides estudadas 
pelos mesmos autores listados na tabela 4.2, os quais freqüentemente se limi
tam a informar se encontraram ou não associação, sem fazer menção ao RR 
correspondente.

Note que as associações negativas com e D 0 7  são representadas
por valores de RR < 1. Dentre todas as populações de caucasóides estudadas, a 
de suecos parece melhor caracterizada quanto às associações entre HLA e EM, 
dado o maior número de registros.
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6.1 - Sobre a Etiologia

Apesar de muitas controvérsias a respeito da etiologia da EM, na medida 
em que novos estudos vêm sendo realizados, os fatores implicados na predis
posição à doença vão sendo desvendados aos poucos. A principal indicação da 
existência de suscetibilidade genética à EM procede da observação de que a 
doença é mais freqüente entre membros da mesma família. A ocorrência fami- 
lial da EM mostra que o risco de desenvolver a doença é tanto maior, quanto 
maior o grau de parentesco com o probando afetado. O risco de recorrência 
entre primos de primeiro grau de uma mulher afetada pela EM chega a ser 25 a 
50 vezes maior do que na população em geral (TIENARI, 1994). Num estudo 
populacional, constatou-se que 20% dos casos index  têm um consangüíneo 
afetado, sendo o risco de recorrência da EM maior entre os irmãos do afetado 
(4-5%), seguido de 3% em relação aos pais, de 2,5% em relação aos filhos, de 
2% em relação aos tios e primos e de 1,5% entre os sobrinhos (MATTHEWS et 
al., 1991).

Dentre os fatores genéticos implicados na suscetibilidade à EM, além dos 
genes MHC e TCR, é possível que ainda outros estejam envolvidos e necessi
tam ser melhor estudados. EBERS (1994) acredita que os genes HLA não con
tribuam mais do que 10% para a suscetibilidade à 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 possíveis fatores de risco da EM. Seus estu
dos foram realizados em pacientes finlandeses, procedendo-se uma análise se- 
gregacional de diferentes alelos da MBP em famílias com vários membros afe
tados e uma análise de associação numa amostra populacional de indivíduos 
não aparentados. No estudo em famílias, foi detectada a predominância de de
terminados haplótipos da MBP entre os afetados com EM, e no estudo popula
cional foi encontrado um alelo da MBP significativamente mais freqüente entre 
os pacientes do que nos controles, com RR = 3,3. Outros genes que merecem 
ser melhor investigados são os que codificam as principais citocinas observadas 
no SNC de pacientes com EM ou que regulam a produção das citocinas e das 
moléculas de adesão celular implicadas na imunopatologia da EM, os que estão 
implicados na produção in vivo de mitógenos que induzem a proliferação das 
células supressoras da resposta imune e possíveis deficiências na regulação da 
expressão dos genes implicados na proliferação dessas células.

VI  -  D ISCU SSÃO
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Não menos importante é a carac ter ização  dos fatores am bien ta is  que
contribuem para a doença. Se por um lado a diferença de concordância entre 
gêmeos MZ e DZ indica a participação de fatores genéticos na predisposição à 
doença, por outro lado, uma taxa média de concordância de apenas 32% em 
gêmeos MZ implica também na existência de um componente ambiental impor
tante. Sendo assim, não basta o indivíduo ter os genes MHC ou TCR, ou ou
tros ainda não discutidos, que predispõem à EM, para que venha a manifestar 
os sintomas da doença. Há que se levar em consideração tanto os meios interno 
e externo do organismo humano, que certamente estão implicados na predomi
nância da EM em caucasóides e no sexo feminino, na distribuição geográfica da 
EM e na faixa etária de manifestação da doença. DIJKSTRA et al. (1993) rela
tam, por exemplo, que os hormônios sexuais interferem no balanço entre a 
imunidade humoral e a mediada por células, o que pode ser um fator que con
tribui para a maior prevalência da EM entre as mulheres.

No que concerne aos fatores etiológicos extrínsecos, por enquanto há ape
nas algumas evidências que favorecem a exposição prévia a agentes infeccio
sos. Existem relatos da ocorrência da EM ou do agravamento do estado dos 
pacientes com EM imediatamente após a vacinação contra gripe, sarampo e 
poliomielite (MATTHEWS et al., 1991) que reforçam a hipótese da indução da 
EM por antígenos virais. Uma explicação plausível é que a presença de deter
minados vírus altera o equilíbrio da produção de certas citocinas que visam im
pedir a multiplicação virai e que, em última instância, desencadeariam a doen
ça. Alternativamente pode ser que existam antígenos virais muito semelhantes a 
alguma molécula do hospedeiro, a qual torna-se um autoantígeno após a indu
ção da expressão anormal de moléculas HLA no SNC. Vale lembrar que as res
postas imunológicas contra as infecções virais podem aumentar a expressão das 
hsp e, conseqüentemente, levar à exacerbação do processo inflamatório e à in
júria dos tecidos.

6.2 - Im unopatologia

Dentre os possíveis autoantígenos implicados na patogênese da EM citam-se 
a MBP e a PLP como os principais, e outros, tais como o gangliosídeo GM1 e 
as proteínas MAG e MOG da mielina (WUCHERPFENNIG, 1994). Especial 
enfoque tem sido dado à MBP que, no entanto, é menos abundante que a PLP, 
não é expressa unicamente no SNC e sua localização no lado citoplasmático da 
bainha de mielina, entre duas camadas lipídicas, dificulta o acesso das CAA 
(COLMAN et al., 1987).
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Baseado na constatação de que altos níveis de anticorpos anti-MBP estavam 
presentes no LCR de 96% dos pacientes com EM e apenas 3% dos pacientes 
apresentava altos níveis de anticorpos anti-PLP, BANSIL et al. (1995) pro
põem que a EM apresenta duas formas distintas: uma mais comum, associada à 
presença de anticorpos anti-MBP, e outra menos freqüente, em que são encon
trados altos níveis de anticorpos anti-PLP.

Fato indubitável é que as células T com potencial de reagir contra a MBP, 
ou qualquer que seja o autoantígeno envolvido, podem ser encontradas em 
quantidades equivalentes em pessoas normais e afetadas pela EM (JINGWU et 
al., 1992a; JINGWU et al., 1994). Isto não é de se admirar, uma vez que du
rante o amadurecimento no timo, provavelmente não são deletados os linfóci
tos cujos receptores de membrana interagem com várias moléculas tecido- 
específícas e, portanto, os linfócitos reativos à MBP são liberados ilesos para a 
circulação onde, em situação normal, são mantidos em estado de latência, sob 
efeito imunossupressor.

A questão que levanta a possibilidade dos clones de linfócitos T anti-MBP 
estarem implicados na autoimunidade é que, nos pacientes com EM, detectou- 
se a presença de IL-2R na membrana dessas células e ausência do mesmo nas 
células reativas à MBP de pessoas normais, indicando que nos pacientes com 
EM estes clones de linfócitos foram ativados (JINGWU et al., 1992a; MATSI- 
OTA-BERNARD et al., 1993). Além disto, tais células estão presentes no LCR 
dos afetados e expressam quantidade aumentada de mRNA das citocinas IL-4 e

(LINK, 1994), ambas responsáveis pela ativação de macrófagos
(BROSNAN et al., 1995).

Fato curioso é que, uma vez danificada a bainha de mielina, há produção de 
formas incomuns da MBP no processo de remielinização dos axônios (ROTH et 
al., 1987) e a constatação de que nos pacientes com EM predominam os clones 
anti-MBP reativos a essas formas sobre os que são reativos à 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 disfunção do 
oligodendrócito que leva à produção de uma bainha mielina de composição al
terada. Dada a importância de se determinar se os clones de células T anti- 
MBP de pacientes e controles são dirigidos para as mesmas isoformas da MBP, 
é necessária a especificação do tipo de MBP utilizado na indução dessas célu
las in vitro e a utilização preferencial da MBP humana nesses experimentos. 
Em alguns trabalhos, como em MATSIOTA-BERNARD et al. (1993), SUN 
(1993) e LINK (1994), é utilizada a MBP bovina, além da MBP humana.

A análise do papel ds citocinas na EM é dificultada por vários fatores, den
tre eles, a regulação recíproca da produção dessas moléculas, os efeitos anta-
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gônicos dose-dependentes, a regulação autócrina e a vida média extremamente 
curta das citocinas nos fluidos corporais (OLSSON, 1992). Mesmo assim, atra
vés dos resultados de diversos estudos, foi possível identificar as citocinas que 
podem estar relacionadas com a melhora ou com a piora do estado clínico da 
EM (tabela 4.1). As que estão implicadas nas exacerbações da EM são, via de 
regra, indutoras da expressão de moléculas MHC nas células do SNC e de mo
léculas de adesão celular e de MHC de classe II nas células endoteliais, além 
de ativar a atividade fagocítica de macrófagos e células da micróglia. Segundo 
TROJANO et al. (1992), as células endotelias dos capilares cerebrais apresen
tam características peculiares, que as distinguem das células endoteliais das 
demais regiões. Isto talvez possa explicar as alterações locais da permeabilida
de da BHE decorrente da ação dessas citocinas.

Dois tipos celulares aparentemente têm um papel relevante na patogênese da 
EM: a subpopupalação Thl de linfócitos T auxiliares CD4+ e os macrófagos. 
As células Thl ativam os macrófagos que, por sua vez, liberam uma grande 
variedade de citocinas que, em última análise, podem causar danos à bainha de 
mielina (ARNASON, 1995). Esses efeitos são provavelmente antagonizados 
pelas citocinas liberadas pelos linfócitos T supressores CD8+ e pela subpopula- 
ção Th2 de linfócitos T auxiliares CD4+, tais como IL-4 e IL-10, que estão 
implicadas na melhora da EM. Os períodos de exacerbação da doença devem 
ser decorrentes de uma falha nos mecanismos de controle da atividade dessas 
células.

A detecção de altos níveis de imunoglobulinas no LCR dos pacientes sugere 
a participação de linfócitos B ativados na patofisiologia da EM. Embora haja 
alguns relatos da presença de clones de linfócitos B autorreativos e de anticor
pos anti-MBP (CASH et al., 1992; SÒDERSTRÔM et al., 1993) ou anti- 
gangliosídeos (STEVENS et al., 1992) na EM, ainda não está claro se a ativa
ção dessas células e subseqüente produção de autoanticorpos precedem a des- 
mielinização no SNC e estão implicadas na imunopatogênese da EM, ou se re
fletem um mecanismo imune de ativação policlonal em resposta a danos teci- 
duais. O fato é que níveis aumentados de IgG e de IgM no LCR podem ocorrer 
em diversas outras anomalias e, sendo assim, a utilização deste critério no dia
gnóstico da EM deve ser feita com muita cautela.

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

Como na maioria dos trabalhos de estudos em gêmeos a concordância em 
pares de gêmeos MZ diferiu significativamente da concordância em DZ (tabela 
5.1), com exceção dos trabalhos de MacKAY e MYRIANTHOPOULOS (1966) 
e do GRUPO FRANCÊS (1992), procurou-se justificar a não-significância dos 
resultados de concordância entre MZ e DZ destes dois últimos trabalhos atra
vés da análise minuciosa da metodologia empregada por estes autores. Em am
bos os trabalhos nota-se uma certa dificuldade, senão insegurança, quanto à 
determinação da zigosidade e quanto ao diagnóstico da EM. Por exemplo, os 
próprios autores afirmam que, por razões técnicas, não foi possível fazer a 
análise de DNA para testar a zigosidade em todos os pares de gêmeos da 
amostra, restringindo-se a informações dadas pelos pacientes e que, após os 
resultados da RNM entre os membros não afetados clinicamente, constatou-se 
que vários apresentavam sinais indicativos da EM (GRUPO FRANCÊS). Da 
mesma forma MacKAY e MYRIANTHOPOULOS afirmaram ter inicialmente 
determinado a zigosidade baseada em grupos sangüíneos e, depois, reclassifica- 
ram os pares de gêmeos MZ e DZ baseado em outros critérios (análise de DNA 
e características físicas). Além disto os critérios de diagnóstico foram estabe
lecidos por um dos autores, que subdividiu os pares de gêmeos em quatro ca
tegorias: 1) definido, inteiramente concordante; 2) provável, inteiramente con
cordante; 3) definido, possivelmente concordante; 4) definido, discordante. Ao 
incluir somente os pares “inteiramente concordantes” na análise, MacKAY e 
MYRIANTHOPOULOS encontraram uma taxa de concordância de 15,5% em 
MZ e de 10,3% em DZ, e após a inclusão 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
dância em gêmeos MZ é de aproximadamente 32%, enquanto que em gêmeos 
DZ este valor é algo próximo de 6%, diferindo significativamente. A EM é, 
portanto, uma doença que envolve a participação de um componente genético, 
provavelmente poligênico, posto que contribui em média 28% para a suscetibi- 
lidade à doença, e de fatores ambientais relevantes que contribuem em média 
72% na determinação da expressão da doença.

6.4 - Sobre as Associações M H C x  EM

Existem várias hipóteses para explicar a associação de alelos HLA com do
enças. Dentre as mais aceitas, citam-se: a) moléculas HLA como receptores
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para agentes etiológicos; b) moléculas HLA seletivas para peptídeos antigêni- 
cos; c) TCR determina predisposição à doença; d) agentes causais mimetizam 
moléculas do hospedeiro; e) expressão anormal de moléculas HLA de classe II 
(STITES e TERR, 1992). A primeira hipótese supõe que moléculas HLA es
pecíficas podem agir como receptores para agentes etiológicos tais como vírus 
ou toxinas bacterianas. Neste caso, obviamente, o desencadeamento da doença 
depende de exposição prévia ao agente etiológico. A segunda hipótese, por sua 
vez, supõe que determinadas moléculas HLA se associam preferencialmente a 
certos peptídeos antigênicos, os quais desencadeiam uma resposta agressiva 
contra o próprio hospedeiro. A terceira hipótese responsabiliza o TCR pela 
predisposição à doença. Neste caso, seria detectada uma associação indireta 
com o HLA, dado que existe uma correspondência entre essas duas moléculas, 
através de interações específicas entre diferentes TCRs e diferentes complexos 
antígeno-molécula HLA.

Segundo a hipótese do mimetismo molecular, o agente etiológico apresenta 
semelhança estrutural com moléculas próprias do hospedeiro, codificadas por 
genes de dentro ou não da região HLA. Isto pode resultar em duas formas de 
reação do hospedeiro: 1) o agente etiológico passa despercebido e nenhuma 
resposta imune é acionada; 2) o hospedeiro aciona uma resposta imune contra 
o antígeno e, dada a similaridade deste com certa molécula própria do orga
nismo hospedeiro, a resposta é também autoimune. Por fim, segundo a última 
hipótese mencionada no parágrafo anterior, a associação de doenças com molé
culas HLA de classe II é devida à indução de expressão destas em células que 
normalmente não as expressam, levando à apresentação de antígenos próprios 
que, por serem tecido-específicos, escapam ao processo de educação tímica. 
Desta forma, clones de células T autorreativas migrariam para o tecido em 
questão, lisando células próprias do hospedeiro.

No caso da EM, mais de uma destas hipóteses podem ser aplicadas. A seme
lhança da MBP com antígenos virais corrobora a hipótese de mimetismo mole
cular (ATKINS et al., 1990). A presença de linfócitos T autorreativos na cor
rente sangüínea e no LCR ,e concomitante surgimento de células apresentado
ras de antígeno nas meninges e espaços perivasculares no SNC, podem estar 
relacionados com a expressão anormal de moléculas HLA de classe II. Vale 
lembrar aqui que as associações mais fortes do HLA com a EM envolvem jus
tamente a sub-região DR-DQ. Entretanto, seria muito precoce qualquer afirma
ção neste sentido, uma vez que a suscetibilidade à EM provavelmente envolve 
a participação de vários genes, alguns dos quais ainda estão para serem identi
ficados.
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A análise comparativa dos dados sobre a EM é dificultada por alguns pro
blemas inerentes à doença como, por exemplo, a diferença de prevalência entre 
as regiões, a heterogeneidade clínica, a falta de uniformidade quanto aos crité
rios de diagnóstico e a inexistência de testes laboratoriais específicos da EM.

Como se pode notar pelos dados apresentados nas tabelas 4.3 e 5.1 há rela
tos de associações positivas da EM com diversas especificidades e/ou alelos 
HLA nas populações de diferentes etnias. Em caucasóides, encontrou-se asso
ciação principalmente com o haplótipo DRB1*1501.DQA1*0102.DQB1*0602 
ou com as especificidades sorológicas correspondentes em amostras de suecos 
(ODUM et a l ,  1988; OLERUP e HILLERT, 1991; ALLEN et a!., 1994), no
ruegueses (VARTDAL et al., 1989), italianos (MUNTONI et al., 1991) e ca
nadenses (HAEGERT et al., 1993).

Admitindo-se que o fenótipo HLA-DR2 confere susceptibilidade à EM, há 
que se considerar que na Europa ocorre um gradiente Norte-Sul de freqüência 
deste alelo. Portanto, é de se esperar que a prevalência da doença difira entre 
populações de diversas procedências. Além disto, estudos moleculares eviden
ciam a ocorrência de pelo menos 5 alelos diferentes de DR2. Notou-se que en
tre húngaros e escandinavos há uma alta freqüência do gene DR2, porém a pre
valência da doença é maior entre os escandinavos (STITES e TERR, 1991). 
Isto pode estar relacionado à diferente distribuição das freqüências alélicas do 
gene HLA-DR2 entre estas populações. Sendo assim, é razoável que no Brasil 
haja predomínio da doença nas regiões Sul e Sudeste, conforme relatado por 
GOMES e ALMEIDA (1991), uma vez que nestas regiões houve maior conflu
ência de imigrantes europeus, oriundos das regiões de alta prevalência da EM. 
Contudo, ainda há poucos estudos que incluem negróides e ameríndios em suas 
amostras, estando a prevalência da EM entre estes grupos étnicos ainda pouco 
caracterizada.

É provável que em outros grupos étnicos diferentes dos caucasóides, outras 
associações sejam mais freqüentes. Em orientais, encontrou-se associação com 
DR4, DR8 e DQ7 (FUKAZAWA et al., 1992) ou predominância de DR6 
(NAITO et al., 1978), Em árabes, encontrou-se associação com DR4 (KURDI 
et al., 1977). Numa amostra de negróides da Inglaterra, descendentes de imi
grantes do Caribe, encontrou-se associação com o haplótipo DRB1*1501. 
DQA1*0102.DQB1*0102 (KELLY et al., 1995), que bem pode ser em decor
rência da miscigenação com caucasóides. Em outros trabalhos há relatos de as
sociação negativa com D RB1 *0401 .DQA1 *0301 .DQB1 *0301 em caucasóides 
(ALLEN et al., 1994) e com DR53 e DR9 em orientais (FUKAZAWA et al., 
1992). No entanto, muitas dessas associações não foram confirmadas em vários



62

outros estudos, seja porque foi encontrada associação com outros alelos, seja 
porque não foi encontrada associação nenhuma.

Com exceção do trabalho de ODUM et al. (1988), os demais autores não 
confirmaram a participação da sub-região DP na suscetibilidade à EM 
(FUGGER et al., 1990; HOWELL et al., 1991; OLERUP e HILLERT, 1991; 
SPURKLAND et al., 1991b). E da mesma forma, os que investigaram associa
ção da EM com os genes LMP e TAP não obtiveram resultados positivos 
(LIBLAU et al., 1993; KELLAR-WOOD et al., 1994; SPURKLAND et al., 
1994). Sendo assim, é provável que tais genes não estejam implicados na ex
pressão da EM.

Chama a atenção o fato de que nem todos os autores especificam em seus 
artigos o grupo de pacientes das amostras estudadas ou os critérios de dia
gnóstico empregados. E naqueles em que há informações a este respeito, nota- 
se uma certa diversificação dos critérios de diagnóstico, citando-se os de 
SCHUMACHER et al. (1965) e os de POSER et al. (1983) dentre os mais em
pregados, e outros como McALPINE et al. (1972), ROSE et al. (1976), 
McDONALD & HALLIDAY ( 1977). Quanto aos grupos de pacientes, nota-se 
uma certa despreocupação dos pesquisadores em realizar estudos em separado 
de acordo com as características clínicas da EM, citando-se uns poucos que o 
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 consideração que a EM é uma doença heterogênea do ponto 
de vista clínico, um requisito essencial nos estudos de associação com o MHC 
será analisar os grupos de pacientes que manifestam diferentes formas da doen
ça em separado. Nota-se uma tendência das associações positivas com o ha- 
plótipo DR17.DQ2 estarem implicadas na forma SR da EM nas populações 
caucasóides (OLERUP et al., 1989; OLERUP e HILLERT, 1991; HILLERT et 
al., 1992). HILLERT et al. (1992) sugerem que as formas SR e PCP da EM 
devam ser consideradas duas doenças distintas que requerem ação preventiva e 
tratamento específicos, dado que estas diferem quanto à epidemiologia, idade 
de início, aos dados radiológicos de RNM e às implicações imunogenéticas.

Além disto, deve-se uniformizar os critérios de diagnóstico da EM e as 
técnicas empregadas nesses estudos a fim de tornar possível a comparação en
tre os resultados dos diversos trabalhos e para que sejam feitas conclusões 
pertinentes à possível influência dos fenótipos HLA na EM. Em vista do pe
queno número de dados de populações não caucasóides, será interessante reali
zar mais estudos de associação em amostras de orientais, negros africanos e 
ameríndios, dentre outras populações sui genere. Nestes estudos, obviamente,
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o número amostrai deverá ser algo maior do que tem sido adotado em cau- 
casóides, onde a prevalência da doença é maior.

Outras duas questões que certamente interferem nos resultados das associa
ções são o número amostrai e a escolha dos controles. Amostras muito peque
nas podem resultar em dados pouco confiáveis, como em MUNTONI et ai. 
(1991) (N = 9/25), que encontraram o haplótipo DR15.Dw2.DQ6 em 100% de 
seus pacientes, e em SPURKLAND et al. (1991b) (N = 24/47) que, apesar de 
terem utilizado uma técnica relativamente segura (PCR-SSO) e terem investi
gado vários alelos das subregiões DR, DQ e DP, não encontraram nenhuma as
sociação.

A utilização como controle de amostras de diferentes etnias em relação ao 
grupo de pacientes é igualmente inapropriada, posto que as freqüências alélicas 
variam entre diferentes populações. Note-se, por exemplo, pelos dados na tabe
la 5.1, as diferentes associações entre italianos do Norte da Itália e da Sarde
nha. É questionável, portanto, a validade da associação 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 diferenças de distribuição dos genes HLA-DR e -DP 
entre essas duas populações são mínimas. Porém, estudos posteriores não con
firmaram tal associação ou, em alguns casos, a associação com DP foi conside
rada secundária 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 relação ao DR2 e/ou haplótipos 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 participação do componente genético, e em particular o 
envolvimento dos genes HLA na suscetibilidade à EM, é insuficiente para de
sencadear a doença. Compare-se, por exemplo, o RR = 81,8 em relação ao B27 
na espondilite anquilosante (STITES e TERR, 1992) e em outras doenças au- 
toimunes, conforme mostrado na tabela 2.2. Certamente outros genes ainda não 
estudados estão implicados na suscetibilidade à EM. Será também de grande 
utilidade explorar os fatores ambientais de risco.

6.5 - Sobre o Envolvim ento  dos Genes TCR

Embora haja controvérsias entre os diversos autores quanto ao tipo de TCR 
que possa estar associado à suscetibilidade à EM, existe uma tendência geral 
de aceitação do envolvimento de determinados genes TCR que codificam a re
gião variável de ligação com o complexo MHC-peptídeo da cadeia p na EM.
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Fato curioso é que, entre os roedores com EAE, os clones de linfócitos T anti- 
MBP apresentam um número restrito de TCRs (ZAMVIL e STEINMAN, 1990), 
enquanto que em humanos notou-se grande heterogeneidade quanto aos rear- 
ranjos gênicos de TCR entre os pacientes com EM e uma certa homogeneidade 
a nível de indivíduo (BEN-NUN et al., 1991).

Apesar de RICHERT et al. (1991) não terem encontrado tal homogeneidade 
nas células do mesmo indivíduo, o fato é que eles cultivaram linfócitos de ape
nas um paciente com EM e observaram uma tendência à restrição dessas células 
pelo HLA-DR13 associado ao peptídeo 152-170 da MBP. Isto é indicativo de 
que os produtos dos diversos genes que compõem o repertório de TCR deste 
paciente poderiam ter um segmento comum na região variável, a despeito dos 
diferentes padrões de rearranjos gênicos detectados por Southern blot.

No que se refere à presença de linfócitos com TCRyô com especificidade 
para proteínas de choque térmico (SELMAJ et al., 1992; WUCHERPFENNIG 
et al., 1992; BATTISTINI et al., 1995), isto não parece distintivo da doença, 
uma vez que esta proteína é encontrada em várias outras doenças nos sítios de 
inflamação e onde quer que haja danos teciduais. Porém a expressão anormal 
das hsp nas placas da EM aparentemente influencia na progressão e na manu
tenção da doença em estado crônico, amplificando a resposta autoimune.

Em vista da escassez dos dados de correlação entre os segmentos gênicos e 
a especificidade dos TCRs das células dos pacientes com EM, melhores inves
tigações devem ser feitas neste sentido. Há que se cuidar ao selecionar o grupo 
de pacientes de acordo com a forma de manifestação clínica da doença. Obvia
mente, entende-se a dificuldade atual das pesquisas relativas ao envolvimento 
dos genes TCR na EM, dado que o autoantígeno implicado ainda não está 
completamente definido. Se for o caso de ser detectado algum segmento da 
molécula de TCR que seja comum entre os vários clones de linfócitos de paci
entes com EM, será realmente viável a elaboração de vacinas com anticorpos 
monoclonais anti-TCR.

6.6 - Seqüência  Hipotética dos Eventos

Baseado na análise dos resultados de diversos trabalhos, pode-se supor que 
a seqüência dos eventos implicados na imunopatologia da EM incluam as eta
pas esquematizadas no diagrama abaixo.
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A expressão da forma PCP ou SR da EM dependerá da intensidade das res
postas Na forma SR, a fase de surto corresponderia à situação em que há 
agravamento do processo inflamatório e maiores danos à bainha de mielina, en
quanto que a fase de remissão corresponderia a uma imunossupressão mais 
efetiva, permitindo a remielinização dos axônios A produção de proteínas de 
choque térmico e de determinadas citocinas podem contribuir para a manuten
ção da doença em estado crônico
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Com a utilização de técnicas mais precisas de diagnóstico, pode-se optar 
por novas formas de tratamento. Ainda que não haja por ora uma forma de 
prevenção 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 psicológico do paciente. É necessário conscientizá-lo, ou a seu 
responsável, da possibilidade de progressão da doença, dos recursos atualmen
te disponíveis e das perspectivas de adoção, num futuro próximo, de formas 
mais adequadas de tratamento. Uma visão otimista é preferível ao fatalismo, 
auxiliando na recuperação do paciente.

No quadro 6.1 são apresentadas algumas das estratégias experimentais em 
andamento para tratamento da EM, muitas das quais alcançaram êxito nos es
tudos em pacientes humanos após as aplicações preliminares em animais com 
EAE. O termo superantígeno  refere-se ao tipo de molécula que em baixíssimas 
concentrações pode induzir proliferação de clones específicos de linfócitos T. 
O superantígeno associa-se a seqüências das moléculas MHC e TCR fora do 
sítio usual de ligação com peptídeo antigênico e não requer processamento 
inicial para ser apresentado. Um aspecto marcante da estimulação com o supe
rantígeno é que o organismo inicialmente monta uma resposta vigorosa e de
pois as células T respondedoras entram em estado de anergia. São reconheci
dos dois tipos de superantígenos: retrovírus e toxinas bacterianas. Em estudos 
experimentais, constatou-se que enterotoxinas de Staphylococcus aureus po
dem impedir a manifestação da EAE, quando aplicadas em doses mínimas antes 
do início da doença, de alguma forma suprimindo as células T com potencial 
autorreativo (OKSENBERG, 1994).

Levando-se em consideração o fato de que a EM é uma doença heterogênea 
do ponto de vista clínico, genético e imunológico, qualquer que seja a aborda
gem terapêutica adotada, terá que se fazer menção ao subgrupo de pacientes 
favorecido. Cada subgrupo requer possivelmente uma terapia específica que 
deverá ser levada em consideração pelos médicos, a fim de que sejam bem su
cedidos no tratamento de seus pacientes.

Um estudo multicêntrico para caracterizar o perfil clínico-evolutivo da EM 
no Brasil foi proposto por PAPAIS-ALVARENGA et al. (1995a). A proposta, 
entitulada “Projeto Atlântico Sul”, visa estabelecer as atividades a serem des
envolvidas no biênio 1995/96. Os resultados parciais referentes aos diferentes 
centros deverão ser apresentados no próximo Congresso Brasileiro de Neuro
logia, a ser realizado em Curitiba-PR.

6.7 - Perspectivas para o Tratamento da E M
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Quadro 6.1 - Estratégias experimentais para tratamento da esclerose múltipla. O 
sinal (>) indica as que já foram testadas em humanos. (Adaptado de OKSENBERG,
1994.)
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Como conclusões do presente trabalho, destacam-se os itens abaixo.

1. Através da análise estatística dos dados de estudos populacionais em gême
os, verificou-se que a taxa de concordância entre gêmeos MZ é significati
vamente maior do que entre gêmeos DZ, sugerindo a participação de um 
componente genéticoa na etiologia da EM.

2. Após o cálculo da herdabilidade, estimou-se que a contriuição do componen
te genético na suscetibilidade à EM está em torno de 28%, sugerindo que se 
trata de um caráter poligênico e que fatores ambientais ainda desconhecidos 
são relevantes na etiologia da EM.

3. Nos estudos de associação entre antígenos HLA e EM encontrou-se:

3a. Associações positivas com diferentes especificidades HLA em amostras 
populacionais distintas, sendo mais freqüentes as associações com ha- 
plótipo 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 populações cau- 
casóides estudadas;

3b. A heterogeneidade dos critérios de diagnóstico e das formas de manifes
tação clínica da EM dificultam a comparação 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 conclusões 
mais claras quanto à participação de alelos HLA na suscetibilidade à EM.

4. No que diz respeito à participação dos genes TCR na manifestação da EM, 
ainda não há dados conclusivos, porém alguns autores referem-se à utiliza
ção preferencial de determinados segmentos gênicos que codificam a região 
variável da cadeia p pelos clones de linfócitos T com TCRap e potencial al- 
torreativo contra MBP nos pacientes com EM. A presença de células T com 
TCRyS nos sítios de inflamação na EM foi correlacionada com a expressão 
local de proteínas de choque térmico.

VII  -  CONCLUSÕES
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5. Em relação à imunopatologia da EM:

5a. Há diversas moléculas que podem ser os autoantígenos envolvidos, ci
tando-se a MBP e a PLP, dentre as mais estudadas, e outros com o 
gangliosídeo GM1, as proteínas MAG e MOG da mielina e as proteínas 
de choque térmico hsp60, hsp65 e hsp90. Estas últimas possivelmente 
são responsáveis pela manutenção do estado crônico da doença;

5b. As citocinas IL-1, IL-2, IL-6, INF-y, TNF-a e TNF-|3, cuja produção en
contra-se aumentada ma EM, contribui para a piora do estado clínico dos 
pacientes através da indução da expressão anormal de moléculas MHC 
no SNC e da indução de alterações nas células endoteliais dos capilares 
sangüíneos que irrigam o SNC, facilitando o rompimento da BHE e a 
conseqüente invasão de células imunocompetentes no parênquima do 
SNC, que causam danos à bainha de mielina;

5c. Em contrapartida, as citocinas IL-4, IL-10, TGF-p e INF-p exercem 
efeitos antagônicos às citadas anteriormente, através da supressão dos 
clones de células que as produzem, e estão implicadas na melhora do 
estado clínico dos pacientes. O INF-p ja vem sendo inclusive adotado no 
tratamento da EM.

6. Quanto aos fatores ambientais de risco na EM, pouco se sabe até o momen
to. Existem evidências de que uma exposição prévia a determinados vírus 
possa induzir a autoimunidade na EM, seja pela indução da produção de 
IN F -y  e de outras citocians implicadas na inibição da multiplicação virai, 
seja pela semelhança do agente etiológico com alguma molécula própria do 
hospedeiro.
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