FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA

TRABALHO FINAL DO 6° ANO MEDICO COM VISTA A ATRIBUICAO DO
GRAU DE MESTRE NO AMBITO DO CICLO DE ESTUDOS DE MESTRADO
INTEGRADO EM MEDICINA

FREDERICO GOMES ALVES DE PAIVA

ESCLEROSE MULTIPLA: UMA DOENCA
PRIMARIAMENTE INFLAMATORIA OU
NEURODEGENERATIVA?

ARTIGO DE REVISAO

AREA CIENTIFICA DE NEUROLOGIA

TRABALHO REALIZADO SOB A ORIENTACAO DE:
DR.2 LiVIA SOUSA
DR.2 SONIA BATISTA

JANEIRO DE 2012



Esclerose Multipla: uma doenca
primariamente inflamatéria ou
neurodegenerativa?

Frederico Gomes Alves de Paiva

fredpaiva87 @hotmail.com

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

Trabalho elaborado sob orientagdo da Dr.2 Livia Sousa' e co-orientacdo da Dr.2 Sénia
Batista”.

'Chefe de Servico, Servico de Neurologia, Hospitais da Universidade de Coimbra. Responséavel pela Consulta de Esclerose
Multipla dos Hospitais da Universidade de Coimbra.

’Interna Doutoranda de Neurologia, Servico de Neurologia, Hospitais da Universidade de Coimbra

Dissertacdo de Mestrado em Medicina

Artigo de Reviséo

Janeiro 2012

Multiple Sclerosis: a primarily inflammatory or neurodegenerative
disease?




Esclerose Multipla: doenga primariamente inflamatdria ou neurodegenerativa?

Frederico Gomes Alves de Paiva

INDICE
GLOSSARIO DE ABREVIATURAS ........ovvteeeteteteteteeeteteeeeseeeteaeaeteteaeseae s sese e sessseseseseseasaesesetesesesesessaesesesens 2
RESUMO ....vtttctetetctete ettt sttt a st et a et s s s st s s s s s s s s s e s s s et et s s s s s s s s e s s s es e ansssn s s s e s e s s s s e nsnssan s s sn e 4
ABSTRACT ....vvevttetetetetetetete s et et et b ettt e b et et et e s et et e s e b et e b e b e b e s e s et e s ebebes e s et esesebebesebebesebebesebebesebesebebebesebebesesetesetetas 6
L INTRODUGAD ...ttt ettt et ettt et e et e et st e et e st et et e st est e st eaesee st e ste st e e esseneenesresreseas 8
2. IMIETODOS ...ttt ettt ettt ettt ettt et et et et ettt et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et etet et et et et et teteseteteretetas 9
3. DESENVOLVIMENTO ..ottt ettt e ettt s s s s s st s et s s s s eses s s es s s s s s es s s es s s esasasesenanas 13
3.1. TiP0S de 1€SOES NA EVL........eiiiiiiiiiiiee ittt ettt e s ettt e e s s bt e e e enbeeee s snnaeas 13
311 LESOES AGUDAS.......ceeveeeeeeeeetete ettt et et ettt et et et et eteae et e ete et ese et ese et ese et ete s eseesetesseseesesseseseanas 13
3.1.2 LESOES CRONICAS ACTIVAS ..ottt sttt sttt 14
3.1.3. LESOES CRONICAS INACTIVAS ...ttt ettt ettt sttt ettt ettt es s s s 14
3.1.4. PLACAS “SOMBRA” ......ooeieteeeeeteeetet et etet ettt et ettt es et et ettt s st ettt ettt ettt s st es st es s s s enasas 14

3.2. AHETEROGENEIDADE E COMPLEXIDADE DA EM: CARACTERISTICAS DOS PROCESSOS INFLAMATORIO E

NEURODEGENERATIVO. ..ottt e e s e e e e e e e e e e ettt ettt e et eee bbb se e s s eeeeeaaaaeaeeaaeens 15
3.2.1. Inflamagao: Papel de diferentes fenotipos celulares..............ccccovvveeiiiiiiiiiiicciiiieeee e, 15
3.2.1.1. LinfOCitos TCDA" (OU Thelper) ---esereeeeseereeeereseeseenmsssseensessssssesnssssnssesnssssessesssssssessessesnsses 16
3.2.1.2. LINFOCItOS T CDB™........uiieiiecieicie ittt 18
3.2.1.3. LINFOCIEOS B ...ttt ettt ettt e et e st e e st e e eat e e s bbeesbaeesarae e e 19
3.2.1.4. Macrofagos/IMIICrOGHIa.............coouvieiiiiiiie ettt e b aae e 21
3.2.1.5. Células NK (NAtural Killer) .............oooiiiiiiiiiiiiiie ettt enraee e 22
3.2.0.6. ASEIOCIHEOS ...t e et e e s s aa et e e e eeee s 23

3.2.2. Neurodegeneragdo e perda axonal NAaEM ..............cccoevviiiiiicciiiiiieeec e 24
3.2.2.1. LESOES AGUDAS/CRONICAS ACTIVAS .....cocviuiiieeeerieteteteteeesteveteses st evesesssse s essss s senssssens 25
3.2.2.2. LESOES CRONICAS INACTIVAS ....vivivieiieieteeiet ettt sttt st svesss st tessss s sens s s s 28

3.3. INFLAMAGAO E NEURODEGENERAGAO: PROCESSOS INDEPENDENTES?.........c.covevvvveeeieereineneaas 32
3.4. QUAL A VERDADEIRA PATOGENESE DA EM?: O PARADIGMA POR ESCLARECER..............c..c........ 34
3.4.1. Inflamagao: um possivel mecanismo primario a luz de diversas etiologias......................... 34
0 e e R 143 T oot 1 3P PUPRR 36
Bu8.1.2. GENBTICA ..ceeniieeiiie ettt ettt ettt et e st s et e b e e e ne e e e neeesraeesanee e e 38
3.4.1.3. Modificagfes ambientais ...............ccccuiiiiiiiiiie e e 40

3.5. Neurodegeneragao: uma nova perspectiva na fisiopatologiada EM?..................cccceeeeeennn. 40

4, CONCLUSAD ...ttt ettt ettt ettt et e ae et e et et et e st eaeeteeteete st et e s entenseseetseteetensesensensensenes 46
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e s s e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeteebbssnsbaa e e s eeeeeeaaaeaaeaaaeees 48
AGRADECIMENTOS. ...ttt s e e e e e e e e e e et e ettt e e e aa e s es 59

Pagina 1



Esclerose Multipla: doenga primariamente inflamatdria ou neurodegenerativa?

Frederico Gomes Alves de Paiva

GLOSSARIO DE ABREVIATURAS
APC - Célula Apresentadora de Antigénio

APP — Proteina Precursora da Amildide

BHE — Barreira hemato-encefalica

CE — Células Endoteliais

CMV - Citomegalovirus

CNP - 2°,3’—nucleotido ciclico 3’—fosfodiesterase
EAE — Encefalite Auto-imune Experimental
EBNA - antigénio nuclear do EBV

EBV - Virus Epstein-Barr

HERYV - Retrovirus Endégeno Humano

HHV6 - Herpes Virus 6

HSP — Proteina de Choque Térmico

ICAM - molécula de adesdo intercelular

IL — interleucina

INF - Interferéo

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

MAG - Glicoproteina Associada & Mielina

MHC - Complexo Major de Histocompatibilidade
NAA — Acido N-Acetil Aspértico

NAWM - Substancia Branca Aparentemente Normal
OD - oligodendrécitos

PCR — Reacgédo em cadeia
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PLP - proteina proteolipidica
RM — Ressonancia Magnética
SCI - Sindrome Clinico Isolado
SNC - Sistema Nervoso Central
Tc — Linfdcitos T citotoxicos
TGF - Factor de Transformacéo do Crescimento
Th — Linfécitos T helper
TNF-o — Factor de Necrose Tumoral alfa

VCAM — Molécula de Adesdo Celular VVascular
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RESUMO
Objectivo: Os desenvolvimentos da genética, imunologia, patologia e técnicas de imagem
tém permitido uma nova visdo sobre o verdadeiro mecanismo inicial da Esclerose Multipla
(EM). LesGes que precedem as placas desmielinizantes, tipicas desta doenca que afecta o
SNC, tém vindo a ser observadas, colocando a hip6tese de uma oligodendropatia como causa
inicial, contrariando a teoria inflamatéria defendida pela grande maioria dos autores. Este
trabalho pretende rever e apresentar as conclusdes retiradas de pesquisas recentes de forma a
tentar perceber o verdadeiro processo patolégico que despoleta a EM.
Métodos: Foi realizada uma revisao sistematica através dos 5 niveis da Piramide de Haynes,
excluindo apenas o primeiro nivel, Systems, por ainda ndo ser uma ferramenta completamente
desenvolvida. Equagdes que incluiram os termos multiple sclerosis, inflammation,
inflammatory, neurodegeneration, neurodegenerative e imunopathology foram usadas em
fontes como UpToDate, Dynamed, Evidence Based Medicine, ACP Journal Club,
Cochrane Library, PubMed e Medical Subject Headings. De 971 artigos encontrados em
toda a pesquisa, 158 foram seleccionados com base em varios critérios de seleccao.
Resultados: Confirma-se a presenca de um processo imune e degenerativo na EM, que
podendo ser independentes, se envolvem num leque de possiveis etiologias que incluem
genetica, infeccdes, toxicos, entre outras. Anormalidades nos oligodendrdcitos e activacao de
microglia sdo observados em areas do SNC aparentemente normais, antecipando em meses 0
aparecimento de lesGes inflamatorias tipicas da EM e o surgimento de sinais clinicos.
Conclusdes: Sao necessarios mais estudos que ultrapassem as dificuldades inerentes a
caracterizacdo desta patologia, como recolha de amostras e pesquisa de biomarcadores
especificos. Contudo, séo varias as pesquisas que apontam para um aparecimento precoce de
lesbes a que os autores chamam de pré-activas, surgidas antes do processo imune e que

podem representar 0 mecanismo precursor da EM. A causa para a oligodendropatia observada
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nestas lesdes €, no entanto, ainda muito incerta, apesar de hipteses como toxicidade pelo
glutamato, disfuncdo mitocondrial e alteracGes oligodendrociticas internas estarem a ser

seriamente consideradas.

Palavras-chave: esclerose multipla, imunopatologia, histopatologia, inflamacao,

neurodegeneracao.
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ABSTRACT
Objective: The development of genetics, immunology, pathology and imaging techniques
have allowed new insight into the actual initial mechanism of Multiple Sclerosis (MS).
Lesions that precede the demyelinating plaques, typical of this disease which affects the CNS,
have been observed, placing the possibility of an oligodendropathy as the initial cause,
opposing to the inflammatory theory advocated by most authors. This paper aims to review
and present the conclusions from recent research and try to understand the true pathological
process that triggers MS.
Methods: | performed a systematic review through the five levels of the Pyramid of Haynes,
excluding only the first level, Systems, since it is a tool that it is not yet fully developed.
Equations that included the terms multiple sclerosis, inflammation, inflammatory,
neurodegeneration, neurodegenerative and imunopathology were used in sources such as
UpToDate, Dynamed, Evidence Based Medicine, ACP Journal Club, Cochrane Library,
PubMed and Medical Subject Headings. From 971 articles found throughout the search,
158 were selected based on various selection criteria.
Results: It is confirmed the presence of an immune and degenerative process in MS, which
can be independent, engaged in a range of possible causes including genetics, infections,
toxic, among others. Abnormalities in the activation of microglia and oligodendrocytes are
observed in apparently normal areas of the CNS, months ahead from the appearance of typical
inflammatory lesions and clinical signs.
Conclusions: Further studies are needed to overcome the inherent difficulties in
characterizing this pathology, such as sampling and research of specific biomarkers.
However, there are several studies that point out an early appearance of lesions so called
preactive, that arise before the immune process and may represent the precursor mechanism

of MS. The cause for the observed oligodendropathy in these lesions is, however, still very
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uncertain, although hypothesis such as glutamate toxicity, mitochondrial dysfunction and

oligodendrocyte internal changes are being seriously considered.

Keywords:  multiple  sclerosis, immunology, histopathology, inflammation,

neurodegeneration.
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1. INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca progressiva, caracterizada pela presenca de
lesbes multifocais no Sistema Nervoso Central onde predominam a desmielinizacéo e perda
axonal. Estas lesdes sdo geralmente observadas sobretudo no nervos Opticos, substancia
branca periventricular e medula espinhal, mas podem afectar outras areas como coértex
cerebral a substancia cinzenta subcortical. A sua apresentacao clinica pode ser muito diversa,
mas sao distinguidos dois acontecimentos basicos: 0s surtos ou recidivas, onde 0s sintomas
neuroldgicos aparecem abruptamente e revertem parcial ou totalmente, e progressdo de
défices como as incapacidades cognitivas, que se instalam gradualmente e ndo sdo reversiveis,
podendo, no entanto, haver periodos de estabilizacdo. Actualmente, usam-se as seguintes
defini¢bes para as formas de evolucéo clinica: Esclerose Multipla Recidivante-Remitente
(EMRR) ou evoluindo por surtos-remissdo, Esclerose Multipla Priméria Progressiva (EMPP),
Esclerose Multipla Secundaria Progressiva (EMSP) e Esclerose Mdltipla Progressiva-

Recidivante.(1)

A EM é considerada actualmente, pela maioria dos autores, uma doenga inflamatoria
cronica desmielinizante que cursa com uma desregulacdo do sistema imunitério, através de
uma cascata que inclui, entre outros, linfocitos TCD4", TCD8", linfécitos B e macrdfagos. Ela
foi sumariamente caracterizada pela primeira vez por Charcot(2) e Frommann(3) no sécuclo
XIX, com contribuicbes de Carswell (1838)(4) e Cruveilhier (1841)(5) na caracterizagdo
macroscopica das lesdes em doentes e de Rindfleisch (1863)(6) no campo da microscopia,
com a descoberta de aglomerados celulares perivenosos associados a inflamacdo, existentes
nestas lesdes. Contudo, e apesar de desvendados ao longo dos anos 0s principais mecanismos
de destruicdo do tecido nervoso, a heterogeneidade e complexidade na apresentacao clinica,
histopatologica e resposta terapéutica da EM a farmacos imunomodeladores e

imunossupressores, tem tornado dificil descobrir se realmente o processo inflamatorio é
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primario na patogénese da doenca. Acredita-se hoje que factores genéticos, ambientais e
toxicos estejam implicados nesta patologia e novas abordagens e teorias tém surgido com o
desenvolvimento da imunohistoquimica, da neurobiologia, da genética e de técnicas

imagioldgicas como a Ressonancia Magnética (RM).

A necessidade de encontrar uma causa e de identificar biomarcadores especificos da
doenca e de tratamentos que atrasem ou interrompam eficazmente o0 seu progresso, sobretudo
em estadios mais avangados, tem sido motivo de investigagéo intensa. Trabalhos recentes tém
vindo a abrir novos horizontes para o esclarecimento da etiopatologia da EM. Teorias
baseadas num pressuposto de que a EM tem origem numa oligodendrogliopatia priméaria tém-
se contraposto a outras ideias comumente mais aceites, segundo as quais a doenca se inicia
com um processo imune dirigido contra os constituintes da bainha de mielina ou do

oligodendrdcito, consequéncia de uma sensibilizacdo prévia periférica de linfocitos T.

2. METODOS

Pesquisa da literatura: Foi elaborada uma pesquisa seguindo o modelo da piramide dos 5 S
(5 niveis) de Haynes. Apesar de ser recomendado comecar pelo Gltimo nivel (Systems) este
foi excluido por representar um conjunto de ferramentas computadorizadas, de apoio a
decisdo clinica, que ainda ndo estdo completamente desenvolvidas. No nivel seguinte,
Summaries, recorreu-se as fontes de informagcdo que incluem o UpToDate
(http://www.uptodate.com/index) e Dynamed (http://dynamed.ebscohost.com/). No
UpToDate a pesquisa foi realizada com os termos: multiple sclerosis, inflammation,
neurodegeneration e imunopathology, tendo sido encontrados 3 documentos. No Dynamed,
foram pesquisadas as equacBes multiple sclerosis + inflammation (0 documentos), multiple

sclerosis + inflammatory (0O documentos), multiple sclerosis + neurodegeneration (0O
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documentos), multiple sclerosis + neurodegenerative (1 documento). O recurso seguinte a ser
utilizado pertence ao nivel das Synopses. Aqui através do Evidence Based Medicine
(http://ebm.bmj.com) foram encontrados 236 documentos quando introduzida a equacao
multiple sclerosis + inflammation e 0 mesmo nimero quando introduzido multiple sclerosis +
neurodegeneration. Usando o ACP Journal Club (http://acpjc.acponline.org), os resultados
obtidos com a pesquisa foram: multiple sclerosis + inflammation (0 documentos), multiple
sclerosis + inflammatory (1 documento), multiple sclerosis + neurodegeneration (0O
documentos), multiple sclerosis + neurodegenerative (0 documentos) e multiple sclerosis +
immunopatholgy (0 documentos). O quarto nivel representado por bases de dados de revisoes
sistematicas, Synthesis, inclui a pesquisa na Cochrane Library (http://www.cochrane.org/).
Foram encontrados sete documentos com multiple sclerosis + inflammation, oito documentos
com multiple sclerosis + inflammatory, seis documentos com multiple sclerosis +
neurodegeneration, um documento com multiple sclerosis + neurodegenerative e zero
documentos com multiple sclerosis + immunopathology. De seguida foi utilizado a PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), recorrendo ao filtro metodologico das Clinical
Queries, para incluir Systematic Reviews, Meta-analysis, Consensus, Evidence Based
Medicine e Guidelines. Com a equacdo “multiple sclerosis” AND (inflammation OR
inflammatory), foram encontrados 106 documentos, sem aplicacdo de mais nenhum filtro.
Foram aceites todos os idiomas nesta pesquisa. Com a equagdo “multiple sclerosis” AND
(neurodegeneration OR neurodegenerative), 23 artigos foram seleccionados. Por Gltimo, a
equacdo “multiple sclerosis” AND immunopathology, 3 documentos foram encontrados.
Recorrendo, por fim, a estudos originais, atraves do nivel Studies, foi efectuada uma pesquisa
utilizando MeSH (Medical Subject Headings - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh) com
vocabulario controlado. O termo MeSH para o0 conceito neurodegeneration, €

neurodegenerative disease, ao que se associou o termo MeSH multiple sclerosis. Utilizando
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como equacdo “‘multiple sclerosis”[Majr] AND “neurodegenerative disease”[Majr] foram
encontrados 455 documentos. Delimitando a pesquisa usando os Limits com ano de
publicacdo entre 1980 e 2011, e seleccionado os idiomas: Portugués, Inglés e Espanhol, o
namero foi reduzido a 277 documentos, dos quais 67 sdo de revisdo. Pelo facto de existirem
artigos que ainda ndo foram indexados (termos MeSH atribuidos), efectuou-se igualmente
pesquisa em texto livre através de “multiple sclerosis” AND (neurodegeneration OR
neurodegenerative), tendo sido recuperados 172 artigos. Destes foram seleccionados 34
artigos. O termo MeSH para os conceitos Inflammation, Inflammatory e neuroinflammation é
Inflammation. Através do uso dos Limits anteriormente definidos, foram encontrados 116
artigos, sendo 56 destes de revisdo, atraves da equacdo “multiple sclerosis”’[Majr] AND
“inflammation”’ [Majr]. Em texto livre, a pesquisa “multiple sclerosis” AND (inflammation
OR inflammatory OR neuroinflammation) obteve 63 artigos. Cruzando as pesquisas
efectuadas através dos conceitos esclerose multipla e doenga neurodegeneratia com esclerose
multipla e inflamagdo no MeSH, 6 artigos sdo em duplicado. Esta pesquisa foi efectuada a 10
de Novembro de 2011.

Seleccdo de estudos: Todos os artigos incluidos seguiram os seguintes critérios de inclusdo:
i)conter informacdo original e estar presente em publicacdes com arbitragem cientifica, alto
numero de citagbes e factor de impacto e boa credibilidade dos autores e instituicdo a que
pertencem; ii) incluir pelo menos um grupo de doentes com Esclerose Multipla (EM) que seja
comparado com um controlo; iii) estudar doentes de todas as idades em diferentes estadios da
doenca e observar todo o tipo de lesdes em matéria branca e cinzenta do Sistema Nervoso
Central; iv) realizar estudo anatémico destas lesdes e imunohistoquimico das les6es, sangue e
LCR de doentes e estudos genéticos e ambientais que possam explicar processo patoldgico
inicial da EM; v) estudar e comparar 0 modelo animal mais semelhante a EM, o da Encefalite

Alérgica Experimental; vi) referir e explicar o sucesso/insucesso de tratamentos anti-
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inflamatorios e neuroprotectivos na EM. Os titulos e resumos de todos os artigos pesquisados
foram vistos independentemente por mim e pelas minhas orientadora e co-orientadora.
Estudos que aparentaram ser relevantes e concordantes com estes critérios foram
seleccionados e obtida a versdo Full Text dos mesmos. Desacordos entre a seleccdo dos
artigos foram discutidos entre os trés para obter consenso na escolha.

Bibliografia seleccionada: Do conteudo encontrado no UpToDate e Dynamed nenhum fazia
referéncia directa ao tema deste trabalho. Foram seleccionados 17 documentos dos 572
encontrados no Evidence Based Medicine e nenhum dos pesquisados pelo ACP Journal
Club. Quanto a pesquisa na Cochrane Library, 2 dos 15 documentos foram retirados e na
Pubmed 23 documentos dos 132 demonstraram relevancia suficiente para integracdo neste
trabalho. Os resultados obtidos através do MeSH resultaram na selec¢do de 81 artigos num

total de 628 encontrados.

Figura 1. Esquema representativo da selecgdo de bibliografia segundo a Piramide de Haynes

sta UpToDate: O documentos (de 3)
T Dynamed: O documentos (de 1)
Summaries \ EBM: 17 documentos (de 572)

T ACP lournal Club: 0 documentos (de 1)
Synopses Cochrane Library: 2 documentos (de 15)
? Pubmed: 58 documentos (de 251)

Syntheses \
T MesH: 81 documentos (de 628)
Studies \
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3. DESENVOLVIMENTO
No que respeita a neuropatologia, a EM caracteriza-se pela presenca de multiplas
lesbes no SNC, que podem apresentar diferentes graus de inflamagdo, desmielinizacéo e
destruicdo axonal, consoante o seu tempo de evolucdo. E a presenca destas lesbes que
determina o surgimento dos sinais e sintomas da doenca e as expressdes clinicas ja

mencionadas e estas podem ser divididas em quatro grandes grupos.

3.1.Tipos de lesdes na EM

3.1.1 LESOES AGUDAS

Sdo lesBes hipercelulares que possuem uma margem mal definida, com um componente

inflamatorio e desmielinizante muito acentuado e presenca de edema. Sdo observados

frequentemente em doentes com um episodio
Citocinas:

inicial, designado Sindrome Clinico Isolado (SCI) e
Crescimento e diferenciagdo hematopoiética: IL-3, 5, 7,
‘ . ~ . s 9el
apresentam macrofagos com inclusdes lipidicas

Resposta imune inata: IL-1, 6, 10, 12, 18 e TNF-a

(provementes de fagOC|tOSE de Componentes Resposta imune adaptativa: IL-2, 4, 13, 15, 16, TGF-B e
INF-y

mielinicos) e astrcitos hipertréficos. Predominam y -
Anti-inflamatérias: IL-3, 4 e 10.

- ;s = + - o ~
os linfocitos T CD8" e os linfocitos B sa0 €sCassoSs. 4 .innamatérias: IL-1, 6, TNF-at e INF-y]

Células residentes e infiltrativas, existentes no

parénquima e espago perivascular, expressam uma proteina (chaperona), a HSP60 (Heat
Shock Protein), ligada a um conjunto de outras patologias auto-imunes. Outras moléculas com
expressdo aumentada incluem interleucinas (IL)-1,2,4 e 10, TNF-a (Tumor Necrosis Factor-
alpha), TGF-B (Transforming Growth Factor-beta), VCAM (Vascular Celular Adhesion
Molecule) e VLA (Very Late Antigen)-4. Existe um grau de dano axonal consideravelmente

alto e € rara a astrogliose fibrilhar. (7-9)
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3.1.2 LESOES CRONICAS ACTIVAS

Observadas sobretudo em doentes com EMRR, tém um centro hipocelular, com
desmielinizacdo da grande maioria dos axonios, sendo a totalidade destes, acompanhando uma
astrogliose fibrilhar extensa. Nas suas margens bem delimitadas com componente
inflamatorio, sdo observadas areas hipercelulares com desmielinizagdo em curso. Podem ser
encontrados também na periferia, oligodendrocitos (OD) em grande ndmero, numa tentativa
de remielinizacdo. Esta aumentada a expressdo de 1L1,2,4,6 € 10 e TNF-a assim como VCAM
e a molécula de adesdo intercelular (ICAM — intercelular adhesion molecule) nas células

endoteliais (CE) da barreira hematoencefalica (BHE).(7-9)

3.1.3. LESOES CRONICAS INACTIVAS

Lesdes sem sinais inflamatorios, com desmielinizacdo completa. Algumas podem conter
ainda ndmeros reduzidos de linfocitos T e macrofagos nas areas perivasculares. Uma
caracteristica tipica € a cicatrizacdo glial, caracterizada por um numero alto de astrocitos
empacotados com filamentos de glia. Sdo observadas em doentes com Esclerose Multipla

Progressiva.(7-9)

3.1.4. PLACAS “SOMBRA”

Enquanto que alguns autores defendem que sdo placas com desmielinizagdo incompleta,(10) a
maioria alega que séo lesdes em que existiu uma tentativa de remielinizacdo dando origem a
areas com axonios recobertos por uma mielina menos espessa que a normal. Sdo assim
designadas por serem mais escuras que as placas desmielinizadas, aparecendo bem delimitas

no seio de grandes areas sem mielina.(7-9)
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3.2. AHETEROGENEIDADE E COMPLEXIDADE DA EM: CARACTERISTICAS
DOS PROCESSOS INFLAMATORIO E NEURODEGENERATIVO.

3.2.1. Inflamacdo: Papel de diferentes fenotipos celulares

Passaram ja quase 150 anos desde que Eduard Rinfleisch(6) observou nos seus estudos que as
lesbes desmielinizantres em pacientes com EM tinham um infiltrado de diferentes células
inflamatorias a circundar os seus pequenos vasos. Foi Fromman(3) em 1978 quem evidenciou
que estes grupos celulares eram sobretudo constituidos por leucécitos e macréfagos e que a
estes, segundo Babinski (1885),(11) estariam associados produtos intracitoplasmaticos de
degradacdo mielinica. Com o desenvolver de técnicas de imunologia e histoquimica foi
também possivel detectar em variados estudos grandes quantidades de um vasto leque de
citocinas pré e anti-inflamatérias(12), quimiocinas(13), moléculas co-estimuladoras e
quimiotaxicas e 0s seus respectivos receptores(14) nestas lesdes e no sangue periférico dos
doentes. Existem hipdteses, umas mais fundamentadas que outras, sobre os fendtipos
celulares mais ligados com a etiopatogenia da doenca, com énfase para 0s linfocitos T gitotsxicoss
Theipers (Th1) e Th2, e os actualmente reconhecidos Th17.(15, 16) Estas hipoteses surgiram por
estudos anatomopatologicos e serologicos que comparam doentes com EM e controlos e
através do modelo animal que mais se parece assemelhar com a EM em humanos, a
Encefalomielite Auto-imune Experimental (EAE).(17) Esta doenca do sistema nervoso,
imuno-dirigida, é induzida em ratos de laboratorio, quando transferidos para estes frac¢des de
mielina, proteinas constituintes da mielina ou linfécitos T previamente sensibilizados a estes
antigénios ou provenientes de individuos com EM.(18) Mesmo assim, ndo existe uma
semelhanca completa entre as duas ja que, por exemplo, terapéuticas que funcionam e
permitem a regressdo da EAE em ratos ndo tém, na grande maioria das vezes, 0 mesmo efeito
em doentes com EM.(19) A identificacdo dos fendtipos celulares directamente relacionados
com a EM € um passo importante para a compreensao e tratamento da doenca, mas deve ter-
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se em atencdo que esta inflamacdo podera nao ser totalmente especifica da EM, ja que o SNC

parece responder de igual forma a qualquer tipo de leséo tecidular ou infeccao.

3.2.1.1. Linfécitos TCD4" (0u T heiper)

Tanto os doentes com EM como os individuos saudaveis tém células T com reaccao
especifica para a mielina mas normalmente estas sdo do tipo naive e entram no SNC sem
criarem qualquer reaccdo(15). Em individuos doentes, estas células TCD4" encontram
antigénios provenientes da mielina, através de uma interaccdo com componentes do
Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC - Major Histocompatibility Complex) Classe
Il de células dendriticas em ganglios linféides periféricos e mais tarde noutras células
apresentadoras de antigénio (APC - Antigen Presenting Cell) no SNC e activam uma cascata
inflamatoria, com recrutamento de mais células imunitarias, libertacdo de citocinas e outras
moléculas que séo quimiotaticas e que modificam a BHE, aumentando a permeabilidade a

estas células.(16, 20)

Desde a sua primeira caracterizagdo que tém vindo a ser identificados linfdcitos
TCD4" nas lesdes, LCR e sangue de doentes e 0 espectro de citocinas e quimiocinas e
respectivos receptores coincidem também com a presenca destas células. Outro suporte para
esta teoria é que a inoculacdo de ratos com este tipo de linfdcitos, provoca uma doenga muito
semelhante 8 EM, em modelo animal, a EAE.(18) As céluas TCD4" parecem, portanto, inicar
0 processo inflamatério mas a evolucdo da EM deve-se a outro tipo de células T mencionado
abaixo neste trabalho, as CD8". Os linfocitos Theiper NA0 conseguem destruir OD directamente,
pois estes ndo expressam MHC Il, mas podem activar macrofagos e microglia, que por sua
vez secretam moléculas tdxicas tanto para os OD como para a mielina, explicando-se assim

parte do seu papel na EM.
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Estas células tém uma funcionalidade muito variada na imunidade em geral e na EM
em particular, ja que se diferenciam em diversos fendtipos provenientes de uma célula
original, ThO, consoante a estimulacdo que sofrem e as citocinas que libertam(21), depois de

apresentacdo antigénica pelas APC. Os mais relevantes sdo os fenotipos Thl, Th2 e os

recentemente tidos como principais gatilhos da EM, os
[A interleucina 17 é uma citocina que age

Th17. Os linfocitos Thl provém normalmente de uma

como um potente mediador em reacgdes
inflamatadrias do tipo tardio, aumentando

a producio de quimiocinas em varios resposta a infec¢bes virais e outros patogéneos
tecidos e recrutando mondcitos e
neutréfilos ao local da inflamag3o, a intracelulares, depois de estimulados pelas

semelhanca do interferéo-gama.]

interleucinas(IL)-16 e IL-18. Libertam IL-2, TNF-a e
INF-y (Interferao-gama). Sdo estimuladores da imunidade mediada por outras células; os Th2
sdo sobretudo formados pela estimulacdo com IL-4 e costumam responder a microrganismos
extracelulares. Libertam IL-4, 5, 10 e 13 e constituem uma arma na imunidade humoral,
estimulando diferenciacdo de linfocitos B em células produtoras de anticorpos;(22) os Thl7
tém sido considerados como fundamentais no aparecimento da EM por terem um papel
relevante na EAE, induzindo a expressao de outras citocinas pro-inflamatorias e a maturacédo
de células dendriticas. Outras razfes apontam para a sua relevancia, como elevados niveis de
secrecdo de IL-17, o facto de estas células eficientemente migrarem facilmente pela BHE,
acumularem-se em lesGes patologicas e secretar uma protease designada granzima B e outras
enzimas citoliticas que destroem 0s neuronios.(23) Sdo células que se diferenciaram por
estimulacdo com TGF-B e IL-6, produzindo por sua vez TNF-a, IL-1, 17 e 22, recrutando,
activando e promovendo a migracdo de neutréfilos para o local de inflamacdo.(24) Acredita-
se ainda que um quarto tipo de células TCD4" possa estar alterado na EM. Elas diferenciam-
se através de estimulagdo por TGF-B e IL-2 e sdo denominadas de Treguladoras, CONferindo
tolerancia imunitaria, mas permitindo uma imunidade auto-reactiva quando em menor nimero

ou funcionalidade.(25) Libertam TGF-B, IL-10 e a sua proliferacdo é inibida através da IL-6.

Pagina
17




Esclerose Multipla: doenga primariamente inflamatdria ou neurodegenerativa?

Frederico Gomes Alves de Paiva
Anédlises sanguineas de doentes com EMRR mostram uma capacidade supressiva diminuida
destas células e diminuicdo de FoxP3, uma proteina que controla a actividade de genes que
estdo envolvidos na regulacdo do sistema imunitario, o que jA ndo parece acontecer em
doentes com EMSP, onde estas células aparentemente sdao normais.(26) Apesar de algumas
terapéuticas contra estas células terem falhado, depois de funcionarem em ratos com EAE,
torna-se irrefutavel o papel preponderante dos linfocitos Theper N@ doenca pelos aspectos ja
referidos. Uma explicacdo para este facto prende-se com a complexidade e as diferencas ainda
por desvendar da EM em relacdo ao seu protétipo animal e a capacidade que estas células
parecem adquirir de resistir a uma morte celular programada, depois de se diferenciarem num
determinado fenotipo.(27) Estudos sugerem que estas terapias destruiriam linfocitos naive, e

ndo linfdcitos Th diferenciados. (28)

3.2.1.2. Linfécitos T CD8"

A inclusdo destas células na patogenia da EM é apoiada por varios estudos(29-32) que
incluem citometrias de fluxo (onde é avaliada a resposta proliferativa antigénio-especifica) e
PCR (que mostra uma expressio clonal mais proeminente de CD8" em relagio as CD4").(33)
Estes linfécitos encontram-se predominantemente nos locais de maior destruicdo celular
neuronal, estando a extensdo da lesdo correlacionada com numeros mais elevados destas
células, que por sua vez vdo diminuindo com a “idade” da lesao. Eles reconhecem antigénios
apresentados por moléculas MHC classe 1, expressas apenas durante 0S processos
inflamatdrios em alguns tipos de células como os neurdnios e oligodendrocitos, e destroem
células neuronais em variados modelos in-vivo de inflamacdo induzida por virus.(34) Muitas
vezes estas células T activadas, podem adquirir uma citotoxicidade nao restringida aos MHC
e destruir neurénios e axonios directamente. O seu perfil funcional, ao contrario das TCD4"
que tendem a exibir um perfil de Thl, ndo é tdo simples de identificar, parecendo haver uma
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tendéncia para deteccOes de grandes quantidades de INF-y e receptor quimiocina-3,
acompanhados de aumento da producdo de IL-10 nas areas onde estdo presentes. A sua
prevaléncia é maior em doentes com EMRR, quando comparados com outros tipos de EM e
apesar de se afirmar que estas células tém um papel importante, ele ainda é bastante
indefinido, e os antigénios que poderdo provocar a sua activagdo incertos e merecedores de
estudos no futuro. Acredita-se que podem exercer um papel importante na progressdo da
doenca, ja que algumas destas células infiltrativas persistiram no LCR e sangue de doentes
por mais de 5 anos.(32) Existem igualmente suspeitas de que possam ter um papel regulador,

a semelhanca das TCD4", tanto na EAE como na EM.(35, 36)

3.2.1.3. Linfocitos B

A expanséo clonal de células B ¢é detectada no LCR de doentes com EM em estadios iniciais
da doenca,(37) indicando que estes linfocitos podem ter um papel precoce na iniciacdo da
cascata inflamatoria, que inclui producdo de imunoglobulinas e moléculas do Complemento,
muitas vezes detectadas em oligodendrocitos e no interior da microglia.(38) A funcao destes
linfécitos na doenca €, apesar disso, também bastante incerta. Sabe-se que sozinhos nao
conseguem induzir EAE em animais, mas que, em certas circunstancias terapias com anti-lgM
podem atrasar a progressao da doenca neste modelo animal.(39) Além disso, verificou-se em
laboratorio que a mielina quando opsonizada pelo Complemento torna-se mais facilmente

digerida pelos macrofagos e microglia, estando mais predisposta a lesao. (40)

Existem varias hipoteses que tentam explicar como estas celulas se tornam auto-
reactivas: i)Expansdo clonal e diferenciacdo por reconhecimento de antigénios provenientes
da destruicdo mielinica, resultando num maior recrutamento de células que participardo na

resposta imune. ii) Reaccdo cruzada entre antigénios virais ou bacterianos e componentes da
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mielina, onde os linfocitos B depois de activados para o combate contra a infeccdo criam
anticorpos, que por mimetismo molecular, sdo reactivos também para as bainhas que
recobrem 0s neurénios. Um processo muito semelhante ocorre, por exemplo, com o Virus
Linfotr6fico Humano tipo-1. iii) Mudanca de producdo de IgM por parte das células B auto-
reactivas, para 1gG, podendo isto contribuir sobretudo para a progressao da doenca. iv) Edicédo
do receptor (mudanca da cadeia leve do anticorpo produzido) que acontece no LCR numa
tentativa de diminuir a auto-reactividade e que deveria desencorajar mais danos mas que
contrariamente, parece muitas vezes produzir anticorpos ainda mais reactivos ou com

reconhecimento para mais do que um tipo de antigénio do SNC.(41)

Para além da producdo de imunoglobulinas, estas células estimulam a resposta

inflamatoria através de uma molécula membranar (CD40) que ao ligar-se a um ligando

(CD40L) existente nos TCD4", estimula a producéo de
Os ligandos CD80 (B7-1) o CD86 (B7-2)
uma proteina B7 e converte estes linfocitos em APC. A

pertencem a familia das imunoglobulinas e
expressam-se em células apresentadoras de

prevencdo da EAE parece passar pelo tratamento com  antigénios, como as células dendriticas,

macréfagos e linfocitos B activados.]

anticorpos contra o ligando CD40L.(42)

Sobretudo na EM progressiva, sdo encontradas estruturas linféides ectdpicas
semelhantes a foliculos com centros germinativos que fornecem uma fonte continua de
resposta de linfocitos B ndo especificos para nenhum antigénio, alterando a ideia inicial de
que o SNC apresenta “privilégios imunologicos”.(43) Também em casos de EAE foram
identificados foliculos nas meninges de ratos e detectados centroblastos no LCR, células estas
que sO costumam ser encontradas em nodulos linfaticos periféricos.(44) Isto parece explicar
uma caracteristica muito propria da EM: a persisténcia de producdo de imunoglobulinas ndo

neuroantigenio-especificas, depois dos surtos inflamatorios.
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Figura 2. Imunologia da EM: papel de alguns fendtipos celulares. (Adaptado de “New concepts in the
immunopathogenesis of multiple sclerosis”. Hemmer, B.; Archelos, J.; Hartung, H. (2002))
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3.2.1.4. Macrdéfagos/Microglia

Numericamente, os macrdfagos ultrapassam os linfocitos T em lesdes patoldgicas da EM,
tanto em lesBes agudas como crénicas. Estas células tm uma enorme capacidade de produzir
neurotoxinas, secretam IL-1 e 6 e TNF-a, podem alterar a estrutura e fungdo da BHE e séo
capazes de lesar directamente oligodendrdcitos e mielina depois de activados pelas células
TCD4" ou na presenca de imunoglobulinas e complemento contra a mielina, através de uma
citotoxicidade mediada por anticorpos.(45) Os macrofagos sdo também os principais APC’s
com moléculas MHC Classe Il em locais de doenca activa.(46) A microglia, conjunto de
células fagociticas de vigilancia, proprias do SNC, semelhantes em fungdo aos macréfagos,

tém muitas vezes processos de activacao iguais a estes. Na EAE, macrofagos e microglia séo
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mediadores importantes na lesdo tecidular e a deplecdo de macrdéfagos inibe a sua
evolucdo.(19) A microglia tem como particularidade a expressdo de receptor para o FCRs
(regido constante da imunoglobulina) e proteina B7. Esta B7 liga-se ao CD28 nos linfocitos T,
activando a microglia. Ela também expressa receptores do Complemento (CR — Complement
Receptor)1 e CR2 e pode ser activada, produzindo, entdo IL-1 e 6 e TNF-a a semelhanca dos
macrofagos, ou fagocitar outras células revestidas por Complemento.(47) Consoante o tipo de
lesdo que se estuda e observa, a abundancia deste tipo de células vai diferindo. Elas revelam
um fen6tipo dominantemente macrofagico em todas as lesdes activas, enquanto que em lesdes
de expansao lenta existe um nimero aumentado de microglia com apenas alguns macréfagos.
Outras células fenotipicamente semelhantes a microglia, mais ramificadas sao encontradas em
lesBes inactivas, no cortex cerebral e na substancia branca aparentemente normal (NAWM —
Normal Appearing White Matter).(48, 49) A activacdo da microglia, apesar de normalmente
mais associada a processos lesivos com desmielinizacdo pode ser encontrada noutras
situacdes, como em processos de remielinizacdo em cérebros afectados, dando a perceber que
estas células também desempenham um papel protector(50) e que a sua funcao dependera do

tipo de estimulacao que recebe, podendo ser, entdo, reconstrutora ou destrutiva.

3.2.1.5. Células NK (Natural Killer)

As ceélulas NK, assim designadas por terem a capacidade de atacar e destruir células sem
primeiro passarem por processos de maturacdo, tém sido rotuladas de imuno-reguladoras com
base no seu padrdo de expressao de citocinas e na sua proliferacdo durante estados de maior
tolerancia imunologica, como é exemplo a gravidez.(51) Estas células tém a capacidade de
suprimir em muitos casos, a EAE em animais.(19) Sabe-se igualmente que o nimero de
células NK aumenta e o de surtos diminui aquando tratamento com INF-B ou com anticorpos
anti-CD25.(52, 53) Estes dados néo exibem propriamente uma prova concreta e objectiva da
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significancia patogénica destas células, mas demonstram a complexidade da regulacéo

imunoldgica na EM.

3.2.1.6. Astrocitos

Estas células apesar de ndo pertencerem ao arsenal classico de uma cascata inflamatoria
parecem ter um papel no processo imunoldgico do SNC na EM e tanto podem ser imuno-
reguladoras como perpetuadoras da doenca. No primeiro cenario, estas células produzem
TGF-a, diminuem a producdo de INF-y e reduzem a proliferacdo de linfécitos T. Pelo
contrario num cenario muito diferente, estas células participam num processo deletério
desmielinizante, provocando uma cicatrizagcdo astroglial, tdo caracteristica das lesdes na

EM.(54)

Estas células podem ser divididas em dois grupos morfologicamente diferentes: i)astrocitos
protoplasméticos encontrados na substancia cinzenta e ii)astrocitos fibrosos encontrados
sobretudo na substancia branca cerebral. Elas sdo detectadas no SNC através da expressao de
proteina glial fibrilhar acidica (GFAP — Glial Fibrillary Acidic Protein). Esta proteina
encontra-se aumentada em casos de EAE, acompanhada de proliferacdo e hipertrofia dos

astrdcitos, e a sua expressao ocorre em estadios precoces da doenca.(55)

Uma caracteristica dos astrocitos na EM ¢ a perda de receptores 32-adrenérgicos. Esta
diminuicdo de receptores expressos tem um papel em ambas as lesbes mediadas por
inflamacdo e por neurodegeneracdo progressiva e parece ter varias consequéncias que
explicam as mudancas patologicas das lesdes. Sabe-se por exemplo que durante a inflamacéo,
linfécitos, microglia, e macrofagos libertam grandes quantidades de glutamato e que a
escassez destes receptores diminui o aporte do glutamato por parte dos astrocitos e contribui

para 0 dano excitotéxico dos oligodendrocitos através da activacdo de receptores do
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glutamato (AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid). O défice deste
receptor também parece permitir a expressao de moléculas MHC Classe Il pelos astrocitos,
que actuam como APC’s, e facilitar a libertacdo de citocinas pré-inflamatoérios pelos mesmaos,
como 0 TNF-a.(56, 57) Também estimulam a producdo de NO, comprovada através de uma
expressdo aumentada de NO sintetase.(58) O bloqueio desta producdo de NO costuma
melhorar a condi¢cdo patoldgica de ratos em que foi induzida EAE.(59, 60) Por fim, este
menor nimero de receptores p2-adrenérgicos tem implicacdes negativas no metabolismo dos
axonios e OD, ao reduzir quantidades de lactato (utilizado no metabolismo dos OD)
produzidas pelos astrocitos, sendo este efeito mais notado em situagfes de maior actividade

neuronal.(61)

3.2.2. Neurodegeneracao e perda axonal na EM
Sd0 muitas e inequivocas as demonstracdes histologicas postmortem de transeccéo e perda

axonal em cérebros de doentes com EM.(62-66) Além disso, também os estudos com RM e

espectroscopia demonstraram uma reducdo significativa

A proteina precursora da amildide (APP

de é&cido N-acetilaspartico (NAA — N-Acetilaspartic . .
- amyloid precursor protein) percorre o

. . . axénio através de transporte axonal
Acid),(67) um marcador da integridade neuronal | :inido e s6 ¢ detectada nos axénios

quando  estes sdao  transectados.
produzido apenas pelas mitocondrias dos neuronios. O  Estruturas observadas em lesdes, que
reagem imunologicamente para a APP

desenvolvimento de coloracdo imunologica da proteina  parecem ser bolbos/esferéides terminais

associados a esta transecgéo.]

precursora da amil6ide (APP - amyloid precursor protein)
como um marcador de lesdo axonal foi um avan¢o que permitiu também demonstrar que
existe um processo activo de destruicdo de axdnios sobretudo em lesGes agudas e nas
margens de lesdes cronicas activas. Contudo, estruturas neuronais positivas para o APP,
ainda estdo presentes em lesbes de pacientes com EM prolongada, indicando que a perda
axonal continua durante a progressdo da doenca. O reduzido numero de infiltrados
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inflamatorios nestes doentes de longa data parece indicar que 0os mecanismos que levam a
disfuncdo axonal em lesdes crénicas inactivas podem ser completamente independentes de

processos imunes e portanto, diferentes daqueles observados em lesdes activas.(62, 68).

As particularidades de cada leséo parecem oferecer algumas ideias sobre existéncia ou
ndo de uma relacdo entre o processo inflamatorio e a neurodegeneracdo nos diferentes

estadios da doenga:

3.2.2.1. LESOES AGUDAS/CRONICAS ACTIVAS

Nestas lesbes, a perda de axonios parece estar intimamente relacionada com o processo
inflamatorio. O nimero de bolbos axonais positivos para a APP correlaciona-se com o grau de
inflamacdo e a sua presenga em doentes com curta duracdo de doenga aponta para que esta

lesdo axonal comece num estadio precoce.(62, 63) Hipoteticamente, estes danos ocorreriam

devido a uma maior vulnerabilidade a inflamacdo, dos
[As lesdes observadas em mitocondrias

incluem uma diminuicdo da actividade do axonios desmielinizados. Parece, entdo, existir uma maior

complexo IV da cadeia respiratéria L .
(Citocromo C Oxidase) e s30 encontradas incidéncia de lesdo axonal aguda em placas de

em axonios desmielinizados, em lesdes

agudas (mas também em crénicas activas)  desmielinizagdo activa, sendo que a extensdo desta lesdo

e estdo relacionadas com o numero de

macréfagos e microglia. ] se correlaciona com o numero de macrofagos, de

linfocitos TCD8" e com a severidade do processo
imune.(62, 69) A lesdo é aparentemente mediada por citocinas que estas células produzem e
libertam, assim como por outras moléculas presentes no microambiente inflamatério (enzimas

proteoliticas, produtos oxidativos e radicais livres produzidos por células imunes e gliais).(70)

Outros factores que podem influenciar o grau de dano axonal nestas lesbes séo o
mecanismo de desmielinizacdo, e possivelmente a susceptibilidade de cada individuo. Apesar

do evento incial de dano axonal poder diferir, 0 percurso que leva a destruicdo dos axonios
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parece ser sempre 0 mesmo: alteracdes nos canais i6nicos que causam distlrbios na
homeostase de proteases dependentes do calcio, degradacdo local de elementos do

citosqueleto, blogueio do transporte axonal e finalmente, morte celular.

Varios mecanismos e substancias, de lesdo axonal directa ou indirecta, como o éxido nitrico
(NO)(71-73) e proteases, alteracbes na funcionalidade mitocondrial, mudancas na
conectividade e transporte axonal e toxicidade pelo glutamato tém sido alvo de estudo em

inimeros trabalhos efectuados nos Gltimos anos.

Quanto ao NO, este pode ter um efeito prejudicial na sobrevivéncia axonal,(72)
modificando a accdo de canais i6nicos chave, transportadores importantes e enzimas
glicoliticas.(74-76) O NO e um derivado, o peroxinitrito, também inibem a resposta
mitocondrial e limitam a capacidade dos axdénios em produzir ATP.(77) Esta reducdo do
metabolismo energético nos axonios desmielinizados pode também ser devida a inflamacao
por si sO, (78) ja que alguns intermediarios inflamatorios podem actuar directamente nas

mitocondrias alterando o seu funcionamento.

Uma outra consequéncia da inflamacdo prende-se com uma disrupgédo de transporte
axonal via translocacdo de deacetilase histona (HDAC1) do nucleo até ao citosol e a inbicéo
da formacdo de um complexo com proteinas motoras de cinesina, alterando o correcto

metabolismo e funcionamento dos neurdnios.(79)

A excitotoxicide pelo glutamato, por sua vez, foi ja observada em muitas condicdes
neurodegenerativas agudas e crénicas.(80) Quando o glutamato € libertado em excesso, activa
receptores inotrépicos e metabotrépicos, resultando numa acumulagéo citoplasmatica de Ca**
e morte celular. Células do sistema imunitario activas,(81) axdnios(78) e astrocitos(82, 83)

podem ser potenciais fontes de glutamato nas lesbes de EM.

Pagina
26




Esclerose Multipla: doenga primariamente inflamatdria ou neurodegenerativa?

Frederico Gomes Alves de Paiva

Por fim, parece também haver uma alteragdo da conectividade entre neurénios nas
lesbes desmielinizantes inflamatérias, como por exemplo a reducdo de componentes para a
transmissdao GABAEérgica, sendo esta acompanhada por uma reducdo imunohistoquimica de
interneurdnios.(84) Estudos electrofisiologicos reproduziram estes resultados, mostrando uma
ligacdo entre transmissdo alterada e exposicdo cronica a citocinas inflamatorias. Apesar da
perda axonal poder ser muito extensa em lesdes activas, as incapacidades permanentes em
doentes com EM nas fases inicias da doenca sdo raras devido a plasticidade do SNC que
compensa esta disfuncdo axonal, mecanismo este demonstrado por deteccdo de novas regides

cerebrais activadas, em estudos com RM funcional.(85-89)

Figura 3. Neurodegeneracdo em lesdes activas (Adaptado de “Multiple Sclerosis: An
Immune or Neurodegenerative Disorder?”, D. Trapp, B. e col. (2008))
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Os axonios sdo seccionados durante desmielinizacdo inflamatdria. (a) imagem confocal de
uma lesdo desmielinizante com coloracao para a deteccdo de mielina (vermelho) e os axénios
(verde). Os trés axonios orientados verticalmente tém &reas de desmielinizacdo (pontas de
seta), que € mediada por microglia e monocitos hematogénicos. O axdnio da direita termina
numa grande tumefacdo (seta), ou bulbo de retracdo axonal, que é a marca da extremidade
proximal de um axonio seccionado. (b) resumo esquematico da resposta axonal durante e apds
a transecgdo. 1. Cérebro normal, aparecendo axonios mielinizados. 2. Desmielinizacdo é
imunomediada 3. Até 11 mil axonios/mm3 na area de lesdo sdo seccionados durante o
processo desmielinizante. A extremidade distal do ax6nio seccionado degenera rapidamente
enquanto a extremidade proximal conectada ao corpo celular neuronal sobrevive. Apds
transeccdo, 0 neurdnio continua a transportar moléculas e organelos ao longo do axénio, e
eles acumulam-se no local proximal da transeccdo (bolbos).
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3.2.2.2. LESOES CRONICAS INACTIVAS
Em lesbes inactivas cronicas, o dano axonal é menos intenso mas ainda
consideravelmente mais alto que o encontrado em controlos(90), sugerindo que este

mecanismo de degeneragdo axonal continua nestas lesdes, na auséncia de inflamacao.

Como referido anteriormente, a maioria dos axonios desmielinizados em lesbes agudas
sobrevive e as alteragcOes axonais associadas a esta desmielinizacdo podem reverter com 0
tempo. Os cérebros de doentes com EM, contudo, sofrem uma atrofia continua em estadios
mais avancados da doenga, altura em que novas lesdes desmielinizantes inflamatorias séo
raras, dando a entender mais uma vez que a degeneracgdo axonal continua num ambiente que
ndo o inflamatorio. Alguns estudos sugerem que a degeneragdo axonal durante a EMPS, onde
a inflamacdo ndo é tdo acentuada, pode resultar de um efeito tardio secundario a uma
desmielinizacdo prévia durante a fase de RRMS.(91, 92) A transi¢cdo de RRMS para a SPMS
seria, assim, determinada pelo momento em que a perda axonal esta para além daquilo que o
SNC consegue compensar. Esta deducdo de manutencdo da fungdo axonal por parte dos
oligodendrdcitos é apoiada em estudos animais, originalmente desenhados para investigar a
funcdo de proteinas da mielina durante a mielinizacdo, nos quais foram utilizados ratinhos
“null” para a glicoproteina associada a mielina (MAG — myelin-associated glicoprotein),(93,
94) uma fosfodiesterase (CNP — 2°,3 "—cyclic nucleotide 3°—phosphodiesterase)(95) e a maior
proteina estrutural da mielina, a proteina proteolipidica (PLP — proteolipid protein).(96, 97)
Os ratos “null” para a MAG e a CNP tinham uma mielinizagdo axonal surpreendentemente
normal(95), enquanto que o Gltimo grupo, “null” para a PLP, tém uma compacta¢do do SNC
alterada. N&o obstante, todas as linhas de ratos desenvolveram uma degeneragdo axonal
progressivamente lenta e de comego tardio.(93-97) Estes trabalhos estabeleceram que os
oligodendrdcitos, para além de permitirem isolamento e proteccdo mecénica dos axénios,
oferecem um suporte tréfico que é essencial para a sobrevivéncia axonal a longo prazo.
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Conclui-se daqui que se a remogéo de componentes minor da mielina, como a MAG ou CNP
podem causar degeneracdo axonal sem afectar dramaticamente a estrutura da mielina, néo
deve surpreender que a perda de grandes segmentos de mielina durante décadas, como ocorre

durante a evolugéo da EM, resulte em degeneragéo axonal.

Outros estudos apontam para a desmielinizagdo como sendo causadora de aumento das
necessidades energéticas da conducdo nervosa, sendo que a producdo axopldsmica de ATP
eventualmente torna-se comprometida em axénios desmielinizados ao longo do tempo. Esta
necessidade aumentada de energia leva a um desequilibrio i6nico que aumenta o Ca*
axopladsmico que eventualmente destroi o axénio. Isto pode ser explicado porque o ATP
produzido em menores quantidades altera a funcdo da Na’/K* ATPase e o axdnio
desmielinizado ndo consegue “trocar” o Na* axoplasmatico pelo K* extracelular. A medida
que as concentragdes de Na® vAo aumentado dentro do axénio, existe um transportador
dependente do ATP, a bomba de Na*/Ca”" que é revertido funcionalmente e comeca a trocar
Na* axoplasmatico pelo Ca®* extracelular.(98, 99) O Ca** quando em excesso no axoplasma,
causa um ciclo vicioso de activacdo de enzimas de degradacdo, uma funcdo mitocondrial
alterada, uma producdo de energia ainda mais reduzida, um transporte axonal deficiente e
ainda maior influxo de Ca®". Isto sugere também que muitos axénios com desmielinizacéo
crénica estdo ja funcionalmente “mortos” antes de degenerarem. Para além disto, 0 Ca”*
axoplasmatico activa uma enzima, a calpaina, que se encontra aumentada em lesdes crénicas.
Ela parece contribuir para a fragmentacdo de neurofilamentos axonais e reducdo do nimero
de mitocondrias e microtubulos, caracteristicas estas que foram observadas em 50% dos

axonios desmielinizados de lesdes da medula espinhal de doentes com EM progressiva.(100)

Um processo diferente, agora nos neuronios destas lesBes, parece contribuir

igualmente para a degeneracdo cronica axonal e prende-se com o facto de que os neurénios
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muito provavelmente sdo fonte de mitocondrias defeituosas que sdo transportadas para 0s
axonios cronicamente desmielinizados,(84) comprometendo a producdo de ATP, que se faz
notar ainda mais por uma maior demanda de energia nestes. Estas conclusdes foram retiradas
através do uso de microarrays, comparando o cértex cerebral de doentes e controles e
verificando que nos primeiros, existiam genes mitocondriais, relacionados com os complexos
| e Ill, com fungdo diminuida. Em suma, todos estes insultos aos axdnios tornam-nos
cronicamente despolarizados, inexcitaveis, e incapazes de sustentar funcdes homeostaticas

dependentes de uma produc&o suficiente de energia e de um gradiente de Na* normal.
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Figura 4. Neurodegeneracdo em placas crénicas inactivas (Adaptado de “Multiple Sclerosis:
An Immune or Neurodegenerative Disorder?”, D. Trapp, B. e col. (2008))
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Os axoénios cronicamente desmielinizados degeneram devido a perda de mielina e suporte
trofico. A continua e irreversivel perda de tecido cerebral ocorre durante a fase crénica da
EM, apesar de uma reducdo dramatica ou escassez de novas lesbes desmielinizantes. (a)
cérebro normal. (b) cérebro de um paciente de EMRR. (¢) Cérebro de um paciente com EMPP
na fase final da doengca. Aumento progressivo do ventriculo. O volume destaca a atrofia
cerebral que ocorre na maioria dos pacientes com esclerose mdaltipla avancada. (d)
Degeneragdo cronica de axonios desmielinizados € um dos principais contribuintes para
incapacidade neuroldgica e atrofia cerebral. 1. Os ax6nios mais desmielinizados sobrevivem a
desmielinizagdo, redistribuindo canais de Na*, e recuperam a funcdo. 2. Devido & perda de
mielina e suporte trofico, os axonios cronicamente desmielinizados mostram sinais de
tumefacdo lentamente progressivo e desorganizacdo do citoesqueleto. 3. Estes axonios,
eventualmente, degeneram.
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3.3. INFLAMACAO E NEURODEGENERACAO: PROCESSOS INDEPENDENTES?
Como visto anteriormente, o processo inflamatério para além de provocar desmielinizagéo,
pode ser uma causa de agressdo directa sobre axonios em lesdes agudas e cronicas activas.
Contudo, o dano neuronal e axonal continua em lesfes crdnicas inactivas e este paradigma
tem sido alvo de muitos trabalhos de pesquisa, onde os autores tentam esclarecer se realmente

esta destruicdo no SNC pode ser independente da inflamacéo.

Falhas nas terapéuticas com imunossupressores e outras técnicas como transplantes
autologos de células hematopoiéticas, em estadios mais avancados da doenca, tém
demonstrado que a 0 mecanismo de lesdo neuroldgica pode ocorrer na auséncia de infiltrados
inflamatérios. Estudos realizados demonstraram que ndo existiram efeitos na progressao da
atrofia cerebral e incapacidade neuroldgica se o0 alemtuzumab, um anticorpo monoclonal anti-
CD52, fosse administrado a doentes com SPMS, ao contrario do que acontecia em doentes
numa fase inicial da doenga, a RRMS. Estes ultimos ao receberem esta terapéutica, antes de
desenvolverem uma progressao secundaria permaneciam clinicamente estaveis durante varios
anos.(101) Esta constatacdo poderad sugerir que a inflamagdo provoca danos axonais nos
estadios inciais da doenca mas que a neurodegeneracao se torna independente da inflamagéo a
medida que a doenca progride. Noutros estudos,(102, 103) amostras de autopsias de doentes
que foram submetidos a transplante autélogo hematopoiético revelaram que em todos 0s casos
passou a existir quase uma auséncia completa de marcadores inflamatérios no cérebro,
nomeadamente relacionados com linfécitos T. Néo obstante, foram encontradas no cérebro
inclusbes com coloragdo positiva para o APP, o marcador de dano axonal. Isto permitiu
concluir que mesmo que o processo inflamatério tivesse sido abolido a neurodegeneracao
continuou a ocorrer nas lesdes destes doentes, e que esta neurodegeneracdo ndo era uma
consequéncia directa, pelo menos a curto prazo, de um ataque inflamatério contra o SNC.
Estes estudos entram em acordo com outros efectuados com RM onde a taxa de atrofia
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cerebral era alta em doentes que receberam também estes transplantes de células
hematopoiéticas, doentes estes que tinham uma actividade inflamatoria cerebral muito
reduzida ou ausente.(104) N&o obstante, outra explicacdo para isto poderéa residir no facto de
que a supressao de células T que sdo ainda normais e que participam na imunovigilancia do
SNC pode interromper a correcta regulacdo da fungdo microglial, permitindo que esta
microglia liberte indiscriminadamente substancias toxicas, que por sua vez lesam o0s

neurénios.

Outras observacOes que poderdo ter implicagdo na independéncia entre inflamacéo e
neurodegeneragdo sdo encontrados nas lesdes corticais de doentes com EM. Estas lesGes
podem ser leucocorticais, com substancia branca e cinzenta afectadas em contiguidade, ou
puramente corticais e microscopicamente sdo caracterizadas por desmielinizagdo assim como
pela presenca de neurdnios transectados e apoptoticos. Apesar disso, a extensao de infiltrados
inflamatorios nestas lesGes, em particular nas puramente corticais, € consideravelmente mais
baixa do que a inflamacdo observada nas lesdes da substancia branca, com integridade
mantida da BHE.(105, 106) Mais uma vez estes factos podem, contudo, ter outras explicacGes
como a presenca de menores quantidades de mielina no cértex ou por uma adaptacao natural

contra morte neuronal, ndo permitindo tirar conclusdes concretas sem estudos.

Até ha algumas décadas, tendo em conta estes dados e supondo que O Processo
degenerativo poderia ser independente do imune, suspeitava-se de que o primeiro surgiria
cronologicamente mais tarde que o segundo. Mas e se 0 processo degenerativo precedesse a

cascata inflamatodria tdo caracteristicamente observada na EM?

Varios estudos(107, 108) com RM mostram que mudancas focais subtis na substancia
branca podem ser observadas semanas antes de se formarem as lesdes activas classicas. Estas

alteracGes, ao precederem o realce por gadolineo, indicativo de disrupcdo da BHE, podem
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indicar eventos neurodegenerativos que ocorrem antes do processo inflamatério. Outro
trabalho, também com recurso a esta técnica imagioldgica encontrou um namero substancial
de mudancas focais na substancia branca de doentes com EM numa fase muito inicial.(109)
Estas lesGes, as quais denominaram de pré-activas, eram caracterizadas por uma inflamacéo
perivascular muito frustre, activacdo da microglia e destruicdo oligodendrocitica marcada,
apoiando a ideia de que ndo sé a degeneracdo axonal pode ser independente inflamacéo, como
esta degeneracdo pode mesmo ser 0 primeiro processo destrutivo na EM, como sera discutido

abaixo neste trabalho.

Todos estes dados sugerem que: i) a neurodegeneracdo pode ser uma consequéncia
directa da destruicdo por componentes inflamat6rios ou que por outro lado, ii) a destruicdo da
mielina em determinados casos requer mecanismos imunoldgicos adicionais ou independentes
e que a ideia geral de que uma resposta primaria inflamatdria é sempre responsavel pela
formag&o de lesGes ndo é completamente correcta.
3.4.QUAL A VERDADEIRA PATOGENESE DA EM?: O PARADIGMA POR

ESCLARECER.
3.4.1. Inflamac&o: um possivel mecanismo primario a luz de diversas etiologias

Apesar de ser clara a presenca de variadas células inflamatorias nas lesGes da EM, a
auto-imunidade primaria ainda néo foi inequivocamente comprovada. Os sistemas de modelos
animais parecem apoiar 0s mecanismos imunologicos como causa da doenca, como é o
exemplo classico da EAE, onde a transferéncia, para ratos, de constituintes da mielina ou
linfécitos sensibilizados para estes geram lesdes cerebrais muito semelhantes as da EM.
Outros factores a favor incluem estudos(110, 111) que afirmaram a presenca de linfocitos no
LCR de doentes em todos os estadios da doencga, incluindo os mais precoces e pressupondo
assim que o processo inflamatdrio seria muito provavelmente aquele que despoletaria esta
patologia. Uma resposta imune contra as proteinas constituintes da mielina estaria na base dos
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acontecimentos, mas era necessario ainda explicar que mecanismos levariam um organismo a
atacar as suas proprias estruturas nervosas e como conseguiria ultrapassar aquela que se sabe

ser uma estrutura imunologicamente independente e dotada de uma barreira altamente

selectiva, o SNC. Vérias sdo as teorias que tentam
Critérios de Witebsky-Rose: i) indugdo de um

explicar a razdo desta auto-reactividade inflamatéria e

modelo experimental por antigénios da
mielina; ii) transferéncia adoptiva da doenga
inclui-la como acontecimento inicial da doenca. A mais  porlinfacitos; iii) existéncia de modelos
genéticos da doenga e iv) identificagdo de
anticorpos e linfocitos T auto-reactivos nas

debatida baseia-se na teoria do mimetismo molecular, em

lesGes desmielinizantes e em circulagdo nos

doentes.]

que durante uma infeccdo, porcOes de diferentes agentes

patogénicos simulariam antigénios mielinicos, desencadeando uma resposta imunoldgica
contra o proprio organismo. Por outro lado esta resposta poderia também ocorrer através de
lesbes em células neuronais, provocadas pelos mesmos microrganismos, com consequente
libertacdo de antigénios. Por fim, uma outra hipdtese considera que uma infeccdo provocaria
uma cascata inflamatoria excessiva com dano colateral as proteinas da mielina e alteracdo da
BHE. Isto ocorreria em doentes que poderiam ser geneticamente propensos a uma
desregulacdo imunoldgica ou individuos que por razdes ambientais (como défices de vitamina
D), estivessem mais susceptiveis de serem alvo de uma resposta inflamatéria alterada ou
terem uma menor capacidade organica de a controlar. A resposta a terapéuticas
imunomodeladoras e imunossupressoras, em estadios muito precoces da EM e o cumprimento
de todos os critérios indirectos de uma doenca auto-imune (Witebsky-Rose) sdo também
factores a favor da implicacdo do processo inflamatdrio na etiopatogenia da doenca. Um
exemplo que tentou fundamentar igualmente esta teoria assenta num estudo(112) de uma
biopsia, efectuada num doente com uma doenca desmielinizante fulminante, que morreu
alguns meses depois e que revelou um processo inflamatério com auséncia de
desmielinizacdo. Meses depois, no postmortem, a autopsia cerebral diagnosticou esclerose

multipla. No trabalho concluiu-se que a formacdo de lesdes pode comegcar com um
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mecanismo imune. A contestacdo da sua relevancia baseia-se no facto da investigacdo se
apoiar num s6 individuo. Numa outra pesquisa alegou-se que citocinas pré-inflamatorias
como o TNF-o e outras provenientes de linfécitos T iniciariam a morte programada de
oligodendrdcitos, que por sua vez estimularia ainda mais a resposta inflamatdria, culminando
numa cascata auto-reactiva que incluia todo o tipo de glébulos brancos.(113) Mesmo assim,
manteve-se dificil relacionar a destruicdo destas células nervosas com a simples libertacdo de
citocinas, ja que a perda de OD ndo é uma caracteristica tipica de doencas como a EAE(114),
a Encefalomielite Disseminada Aguda (EDA) e a Encefalomielite neoplastica (EN)(115),
patologias nas quais a infiltracdo linfocitica é também regra. E assim dificil identificar as
caracteristicas neuropatoldgicas das alteracdes tecidulares iniciais ja que isto requer, para
além do cumprimento de codigos éticos e deontoldgicos, um nimero de autdpsias e biopsias
alto. Nao obstante, muitos sdo ainda os autores que defendem esta teoria auto-imune primaria,

a luz de varias etiologias entre as quais as mais fortemente apoiadas:

3.4.1.1. Infeccdes

Duas grandes hipoteses ligam a infeccdo a EM: i) a hipotese da prevaléncia que sugere que o
agente causador de doenca é mais comum em areas de maior risco de contrair EM; ii) a
hipdtese polio que defende que uma infec¢do precoce pode oferecer imunidade protectiva.
Uma terceira hipotese considerada, que no fundo € uma extensdo da polio, € designada de
hipdtese da higiene e alega que varias infeccbes numa idade precoce protegem contra a EM, o

que podera explicar de certa forma o menor nimero de casos em paises menos desenvolvidos.

Alteracdes imunolégicas e respostas inflamatorias sdo encontradas em doentes com
EM que apresentaram inicialmente infeccdo por diferentes microrganismos, entre eles
Chlamydia Pneumonia, o Retrovirus Endégeno Humano (HERV — Human Endogenous

Retrovirus)(116), o Herpes Virus 6 (HHV6)(117, 118) e o Virus Epstein-Barr (EBV — Epstein-
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Barr Virus). As evidéncias epidemioldgicas favorecem o EBV(119), apoiadas em muitos
estudos que demonstram para além de anticorpos contra este virus, uma carga virica elevada e
alteracdo na funcdo dos linfocitos T em doentes com EM.(120-123) Num conjunto de doentes
pediatricos com EM seguidos num trabalho recente, foram analisadas titulacGes de anticorpos
contra este e outros virus comuns como EBV, CMV, parvovirus B19, Virus Herpes Simplex e
Varicela-Zoster. Aproximadamente 83% dos doentes tinham anticorpos contra o EBV, em
comparagdo com os 42% dos controlos. Uma reactividade ligeiramente mais aumentada foi
também encontrada para o Herpes Simplex tipo-1, mas nenhum outro patogéneo mostrou
alteracdes significativas na producdo de imunoglobulinas.(124) Os anticorpos contra EBV
eram especificos para proteinas do antigénio nuclear do EBV (EBNA — Epstein-Barr nuclear
antigen)-1 e eram encontrados no LCR, sendo que este aparecimento de imunoglobulinas era
anterior ao despoletar de sintomas caracteristicos da EM e néo parecia ser resultado de apenas
uma desregulacdo imune inespecifica.(125) O LCR destas criancas tinha também maior
frequéncia de Thl especificos para 0 EBNA-1, que reconheciam um conjunto alargado de
diferentes epitopos implicados nesta doenca.(126, 127) Este tipo de perturbacdes nao foi
observado na resposta de linfécitos T a outros agentes como o CMV, sugerindo uma
desregulacdo selectiva destas células em resposta a infeccdo apenas por EBV. Serafini et
al.(128) encontraram evidéncia de infeccdo por este agente numa proporcao consideravel de
células B e células plasmaticas em 21 de 22 casos de EM, ao contrario de outras doencas

inflamatorias neurolégicas.

Muitas destas pesquisas sugerem que oligodendrécitos e neurdnios podem morrer
enquanto meros espectadores de uma resposta de linfocitos TCD8" a uma infeccéo por EBV,
baseadas em observacOes que incluem a presenca de proteina virusais latentes (regularmente
expressas em lesdes da EM), a existéncia de reactivacdes locais em foliculos ectdpicos de
células B e em lesdes agudas e a activacdo de linfocitos TCD8" junto de células infectadas
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com EBV. Outra relagéo forte entre EBV e EM encontra-se fundamentada em estudos que
avaliaram o papel de uma proteina do stress, a aB-cristalina. Esta ndo é normalmente expressa
em mielina humana de individuos saudaveis, mas na mielina de leses na EM e em células B
infectadas com EBV, sim. Esta proteina produz respostas fortes de linfocitos T nos humanos e
promove producdo de anticorpos contra 0 EBV e esta presente no LCR de doentes e no soro
de ratos com EAE. Este estudo confirmou que estes ratos normalmente sdo tolerantes a aB-
cristalina e esta s é encefalotogénica em ratos transgénicos -/- para a proteina, quando existe
uma infeccdo viral prévia, sugerindo a necessidade de um primeiro estimulo
inflamatorio.(129) Estes ratos sdo, entdo, alvo de uma EAE com maior secrecdo de citocinas
por parte de células Thl e Thl7 e uma inflamacdo e apoptose ologodendrocitica mais
marcada.(130) Assim, esta proteina parece ser tanto um regulador imune e um alvo para a

resposta inflamatdria, como um elo entre infeccdo e EM.

Apesar de todas estes fundamentos, muitas das pistas que ligam o EBV a EM podem
significar apenas uma desregulacdo imune inerente & EM e podem ser consequéncia e ndo
causa desta patologia. De notar que a teoria da infeccdo virusal, apesar de ligada na maioria
das vezes a processos inflamatorios iniciais, tem vindo a ser também utilizada para explicar
fenémenos de oligodendropatia primaria. Alteracfes semelhantes as encontradas em OD na
EM tém sido observadas em doencas desmielinizantes inflamatorias induzidas por virus,
como a Leucoencefalopatia multifocal, realgando mais uma vez a dificuldade em estabelecer
qual das duas, a inflamacdo ou neurodegeneracdo, € o verdadeiro mecanismo precursor da

doenca.

3.4.1.2. Genética
A Unica associacdo genética suficientemente forte e convincente esta relacionada com uma

desregulagdo entre os alelos DRB1*1501 e DRB5*0111, do complexo HLA classe 11.(131,
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132) O primeiro parece conferir risco acrescido, seleccionando células TCD4+ auto-reactivas,
enquanto que o segundo é imuno-regulador, suprimindo a resposta inflamatdria na EAE ao
destruir linfécitos T reactivos em ratos transgénicos para estes genes.(133) Na EAE os genes
do complexo MHC parecem interferir com a penetrancia da EM, enquanto que outros loci
modulam fen6tipos especificos, como a localizagdo topografica das lesdes desmielinizantes e
a severidade do processo inflamatério. Estes aspectos poderdo ser transpostos para a EM, nos

humanos.

Outros possiveis alelos foram considerados na implicacdo genética da EM, mas com
menor forga ou com resultados inconclusivos. Entre eles estéo: receptores da histamina e de
varias citocinas, como o receptor-a da IL-2, 6, 7, 15 e 1, do TNF-a e da osteopontina.(134-
136) Outros ainda parecem também ter maior transcrigdo em doentes com EM, como 0s

ligados a sintetase de prostaglandinas.(135)

Existem por fim factores genéticos que parecem ser partilhados entre a EM e
diferentes doengas auto-imunes, como a doenca inflamatoria intestinal e diabetes tipo I, onde
parece existir um maior risco de contrair a doenga, segundo alguns estudos.(137, 138) Estas
conclusbes ndo sdo consensuais em todos os estudos que englobam esta temaética e a
controveérsia poderd dever-se a diferengas metodoldgicas, que mais uma vez dificultam a
obtencdo de informacdes objectivas e seguras. Assim parece que a EM é uma doenca em que
multiplos genes polimdrficos de baixa penetrancia interagem entre si, e que cada um possuli
um pequeno efeito no risco final de doenca. Resta apurar se realmente esta relacdo genética se
traduz num processo inflamatorio inicial (que se apresenta como mais provavel) ou se apenas
torna os individuos mais propensos a responder imunologicamente de uma forma desregulada
a um outro processo fisiopatolégico como o degenerativo, considerado posteriormente neste

trabalho.
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3.4.1.3. Modificagdes ambientais

Trabalhos epidemiol6gicos(139) tém apontado dois agentes principais que podem
potencialmente aumentar a probabilidade de existir EM num individuo. Eles séo o tabaco e o
défice de vitamina D. Parece mais provavel que o mecanismo relacionado com o tabaco
envolva os componentes do fumo do cigarro, uma hipdtese apoiada por um estudo que
demonstra um maior risco de desenvolver EM, através de evidéncias bioquimicas da
exposicdo passiva ao fumo.(140) Um candidato molecular altamente atractivo para o explicar
é 0 dxido nitrico, que parece ter um papel importante na desmielinizacdo e perda axonal.(141)
O fumo de cigarro tem um papel bem definido na susceptibilidade a doencas auto-imunes,
sendo que o seu efeito bioldgico sobre o sistema imunoldgico é altamente provavel.(142)
Modelos animais tém sugerido que a exposicdo ao fumo afecta varios compartimentos do
sistema imune, incluindo imunidade inata, linfécitos T, B e células Natural Killer.(143-145)
Por sua vez, o défice de vitamina D parece ser explicado ja que esta tem capacidade de evitar
a proliferacdo de linfdcitos, a sintese de quimiocinas e o trafico de mondcitos in vivo e de
suprimir a EAE em modelos animais.(146) E também sugerido que baixos niveis desta
vitamina causam uma reducdo nos niveis intra-celulares de glutationa, como tem sido
demonstrado em astrocitos de rato(147), e uma capacidade limitada para reduzir espécies

reactivas de oxigenio.

3.5. Neurodegeneracdo: uma nova perspectiva na fisiopatologia da EM?

Luchinetti e col.(148) ha 11 anos atras conduziram um estudo com 51 bidpsias e 32
autopsias cerebrais, e recolheram amostras que continham lesdes activas desmielinizantes,
que foram posteriormente analisadas usando um largo espectro de marcadores
neurobiolégicos e imunoldgicos. Foram caracterizados os padrdes lesivos encontrados nas

amostras, baseados na perda de proteinas mielinicas, na geografia e extensdo das placas, nos
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padrdes da destruicdo oligodendrocitica e na evidéncia imunopatoldgica de activacdo do
Complemento. Apesar das lesdes parecerem ser iguais em cada individuo, quando
comparados os doentes entre si, estes possuiam placas com uma heterogeneidade de perfis
patoldgicos significativa. Resumiram-se, entdo, estas caracteristicas em 4 padrdes diferentes:
Padrdo | e Il com inflamacdo dominada por linfécitos T e macr6fagos, sendo o padrdo Il
distinguido do | por deposicdo proeminente imunoglobulinas e Complemento em areas de
desmielinizagdo activa. Ambas continham zonas com placas “sombra”. O padrio III continha
igualmente um infiltrado inflamatério, com perda total (por apoptose) de OD no seu centro
inactivo. Nas margens das placas a perda era consideravel com microglia activada, associada
também a diminuicdo da proteina MAG. Por fim, o padrdo IV a semelhanca do 1 e Ill, ndo
continha deposicdo de Ig ou Complemento, mas mantinha o infiltrado imune. Neste, a
desmielinizacdo estava relacionada com morte dos OD, adjacente as zonas de destruicdo da
mielina. Porém esta perda quase completa de OD ndo estava associada a apoptose. Nenhum
dos padrdes III ou IV apresentaram indicios de placas “sombra”. Em suma, os padroes I e Il
assemelhavam-se mais a uma encefalomielite auto-imune e os padrdes Il e IV a uma distrofia
oligodendrocitica. O padrdo mais observado foi o padréo Il seguido em nimero de casos pelos
padrdes 11, I e finalmente o IV. O padrdo | e Il foram observados em doentes com todos os
subtipos de EM, enquanto que o Ill era muito raramente encontrado em doentes com EM
crénica, sendo mais frequente naqueles com evolucgédo da doenca inferior a 2 meses em relacao
a autdpsia/biopsia. O padrao 1V foi apenas encontrado em 3 doentes, todos com EMPP. Este
trabalho acabou por ndo conseguir concluir se estes padrdes lesivos permanecem constantes
durante a evolucdo da doenca ou se representam alteracdes no seu percurso, podendo por
exemplo estar na origem da transicdo de EMRR para EMPS. Seriam estes padrées o espelho

da heterogeneidade da EM e dos mecanismos mdltiplos que a podem originar?
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Tabela 1.Aspectos estruturais e imunolégicos de diferentes padrfes de atividade lesGes da Esclerose
Multipla (Adaptado de “Heterogeneity of Multiple Sclerosis Lesions:Implications for the Pathogenesis
of Demyelination”, Lucchinetti, C., MD e col. (2002))

Feature Pattern | Pattern 11 Pattern 111 Pattern IV

Inflammation
Composition of Infiltrates

CD3 T cells 197 + 68 133 = 18 145 + 23 134 =71
Plasma cells 5919 93+ 2.1 5.4 * 1.6 3.8
Macrophages 1,158 = 105 931 £ 71 842 + 91 1,650 = 30
C9nco — ++ — -
Demyelination
Perivenous pattern + + — +
Lesion edge Sharp Sharp Ill-defined Sharp
Concentric pattern 0/10 0/45 8125 0/3
Oligodcndroc_v_;l:cs
#0G in DM 295 =73 249 = 30 51 = 24 55 £ 55
DNA frag in OG * + ++APO ++PPWM
OG apoptosis — — 14-37% —
M}'c'in protein loss Even Even MAG = Even
Others
Rcm}-’clinaticn
Shadow plaques ++ ++ — —

Valores apresentados na tabela representam células por milimetro quadrado.

Legenda: # OG = densidade de oligodendrocitos no centro da placa inactiva desmielinizada; DNA frag
in OG = oligodendrdcitos que mostram fragmentacdo do DNA nuclear; OG apoptosis = morte celular
por apoptose de oligodendrdcitos em é&reas lesionais activas; MAG = glicoproteina associada a
mielina; PPWM = fragmentacdo de DNA em oligodendrocitos na substancia branca da periplaca.

No sentido de apurar 0 mecanismo que inicia a EM, autores tiveram ja a oportunidade de
analisar o cérebro de um doente jovem com RRMS que faleceu depois de dezassete horas do
inicio de sintomas por novas lesGes. Eles observaram apenas uma apoptose extensa de
oligodendrocitos numa pequena area circunscrita e consideraram este como sendo o primeiro
mecanismos de formacao de les6es naquele doente, revolucionando a ideia geral de que a EM
é primariamente inflamatoria, defendida pela maioria dos autores e apoiada actualmente por
estudos patolégicos, de imagem, seroldgicos e genéticos. Propuseram que a destruicdo destes
OD causaria a activacao de microglia residente no SNC e que esta iria fagocitar os detritos
mielinicos. Como parte de uma cascata apoptética iniciada, ocorreria a deposicdo de
complemento activado na bainha de mielina que em poucos dias apareceria com vacuolos e
atrairia monocitos. Estas observacdes propuseram a morte do OD como a causa da
inflamacdo, estabelecendo uma reviravolta no paradigma que engloba o processo patoldgico
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inicial desta doenca. Neste estudo, de onze doentes com EM, seis tinham estas caracteristicas
nas lesdes cerebrais encontradas e outros cinco ndo tinham, sublinhando mais uma vez a
heterogeneidade e complexidade desta doenca. Esta teoria é também suportada por evidéncias
in-vivo noutro modelo animal que demonstra perda axonal generalizada evocando uma
resposta inflamatdria secundaria na substancia branca, depois de inactivada a funcdo dos
peroxisomas oligodendrociticos.(149) Estas caracteristicas cairiam no espectro de lesdes tipo
Il segundo Luchinetti, abrindo novos horizontes sobre a patogénese da EM, mas deixando a
causa da oligodendropatia inapurada. Mesmo assim, varias causas foram sugeridas como a
infeccdo dos OD por virus, stress hipoxico secundario a isquemia, vasculite auto-imune ou
dano infligido por citocinas e outros mediadores imunes derivados da microglia activada

naquilo a que se pode chamar de “fogo cruzado”.

Torna-se, logicamente, necessario perceber se 0s quatro subtipos propostos por
Luchinnetti representam realmente padrdes distintos Unicos na historia natural da doenga de
um individuo ou se é um espectro de mudanca evolutiva a medida que a doenca progride
durante a vida do doente. Estudos recentes(150) baseados em autdpsias identificaram
patologia pré-fagocitica focal em locais que se correlacionavam anatomicamente com 0s
sintomas clinicos de doentes que tinham morrido pouco tempo depois de recaidas. Foram na
altura definidos dois achados: i)areas circunscritas por OD exibindo caracteristicas de
apoptose (independentes da activacdo de caspases), sem relacdo com qualquer alteracdo
vascular e ii)microglia ramificada muito activa, a qual aparecia maioritariamente junto dos
OD apoptoticos. Outras mudancas pré-fagociticas menos relevantes incluiam vacuolizacdo da
mielina com edema intramielinico. Infiltrados de células T ndo foram encontrados nestas
lesbes. Foi proposta que a microglia, quando activada, passaria por uma transformacéo
fisiologica, convertendo-se em macrofagos ameboides, com uma actividade tipo
“perseguidor”, em resposta a ligandos fagociticos provenientes das membranas dos OD
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apoptdticos.(151) Esta microglia activa libertaria citocinas que despertariam por sua vez uma
cascata inflamatdria. Foi ainda colocada a hipo6tese de que a microglia também se converteria
em fendtipos semelhantes a células dendriticas mieldides, que migrariam do SNC para
nodulos linfaticos periféricos, apresentando antigénios a linfécitos T e promovendo uma
resposta inflamatoria contra 0 SNC. Apoiando a ideia de que os padrfes por Luchinetti seriam
uma evolugdo no tempo da EM, existem trabalhos que encontraram em muitos doentes nos
estadios iniciais da RMSS a exibicdo de um espectro de mudancas patolégicas que
englobavam ambos os padrdes Il e 111 de Luchinetti. Um estudo por Bo e col. apoia a ideia
desta evolucédo das lesdes, ao encontrar o padrdo lesivo tipo Il isolado em apenas 33 lesoes
desmielinizantes num total de 22 doentes retirados de um grupo alargado de individuos com
EM. Para complementar, mais estudos revelaram, através da imunohistoquimica, que
anormalidades observadas na RM se correlacionavam com clusters bem circunscritos de
células microgliais activas na auséncia de desmielinizacdo. Este estado de activacdo da
microglia foi comprovado através da expressao aumentada de HLA-DR e CD68.(152)
Adjacente aos clusters, e mais raramente no seu seio, eram por vezes observados pequenos
nimeros de células CD45" (leuctcitos) no espago perivascular.(153) Ocasionalmente eram
também encontrados macrdfagos espumosos. Juntas, estas caracteristicas sugerem que este
mecanismo parece preceder a formacdo das placas tradicionalmente observadas, e as lesdes
foram designadas pelos autores de pré-activas. Contudo, nem todas pareciam evoluir para
lesGes inflamatdrias activas, ja que o seu numero ultrapassa em grande escala o nimero de
lesGes desmielinizantes, dando a concluir que muitas destas lesbes pré-activas, involuem por
si SO e que as células macrofagicas espumosas tantas vezes observadas podem ter também um
papel protector e promotor de reparacdo. Através destes trabalhos, surgiram entdo duas teorias
que conciliam a pré-fagocitose e a patologia das lesbes activas, ao mesmo tempo que incluem

uma resposta imune mediada por linfocitos T: i) Morte dos OD desmascara um antigénio
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activador de uma resposta imune sistémica que amplifica o dano tecidular; ii) um antigénio
externo provoca a apoptose dos OD e simultaneamente fornece o estimulo para a resposta
inflamatoria. Este Gltimo conceito ndo existe por acaso. Precedentes clinicos existem em
casos de infec¢cdo do Sistema Nervoso Periférico (SNP), com Mycobacterium Leprae, onde as
células de Schwann sdo preferencialmente afectadas através de uma proteina da sua parede
celular (glicolipido fendlico 1).(154) Esta proteina por si s6, na auséncia da bactéria, pode ter

0 mesmo efeito desmielinizante e despoletar uma resposta imune.(155)

Um outro trabalho que sugeriu que estas lesGes pré-activas surgiriam antes das lesées
tradicionais, usou a RM e um marcador que reflecte a presenca de microglia activada, o
receptor das benzodiazepinas. Este estava aumentado em regifes focais do cérebro
aparentemente normais (NAWM), onde meses mais tarde se instalariam as lesOes
desmielinizantes tipicas de EM.(156) Mais recentemente Barnett e Prineas(150) analisaram
varios casos com curta duracdo dos episodios inicias (entre 60 horas e 42 dias), e juntos
concluiram que a formac&o de lesdes parecia seguir esta linha cronolégica de acontecimentos:
i)Em algumas horas os OD tornavam-se apoptéticos (apenas com alguma microglia
ramificada, sem células T ou macréfagos e com a fagocitose da mielina ainda por comecar);
i) No prazo de 1-2 dias, os OD desapareciam quase totalmente (presumivelmente pela
fagocitose da microglia amebdide) e a mielina tornava-se edemaciada e degenerada; iii)
Depois disto, ocorreria a quimiotaxia de linfocitos T e macrofagos, enquanto percursores dos
OD comecariam a aparecer; iv) Dentro de 1-2 semanas, OD diferenciados reapareciam,
possivelmente para o processo de remielinizacdo. Henderson e col.(157) apoiaram esta teoria,
usando a analise de processos apoptéticos dos OD e a distribuigdo das células inflamatdrias
em lesdes e apresentaram pistas de que a morte dos OD e a activagdo da microglia, organizada
em clusters, sdo os eventos inicias na fisiopatologia das placas, seguidos de uma resposta
imune contra a mielina destruida. Luchinetti contestou estes estudos, afirmando que estes
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autores ndo tinham certeza do padrdo encontrado nas autopsias/bidpsias e que desconheciam a

duracdo entre o inicio dos sintomas e a altura de recolha de amostras de tecido cerebral.

Em suma, as conclus@es retiradas a partir de todos estes e outros estudos patoldgicos
de lesBes activas na EM acabam por ser limitadas. Se por um lado é dificil avaliar o tempo
decorrido entre recolha de tecido e inicio da clinica, por outro, como o tecido cerebral é
recolhido para estudo numa determinada altura e as mudancas iniciais nas lesdes s&o muito
rapidas, (ocorrendo entre horas a dias) estas podem estar ja ausentes no momento de estudo
das lesdes, sendo que sO seriam identificadas numa pequena fraccdo de espécimenes com
patologia. Isto condiciona evidentemente a argumentacdo destes trabalhos j& que as
caracteristicas mais precoces das lesbes sdo as mais Uteis em informagdo sobre a sua
fisipatologia. Apesar de tudo, os estudos por Barnett e Prineas(150) ndo encontraram pistas
conclusivas para a causa desta apoptose oligodendrocitica. A semelhanca do ja mencionado
anteriormente, foram propostas e revistas algumas etiologias para esta destruicdo, como dano
oxidativos, citocinas, toxicidade do glutamato, alteracbes mitocondriais, determinados

anticorpos(158) ou defeitos funcionais intrinsecos aos OD, mas sem conclus@es certas.

4. CONCLUSAO

Torna-se extremamente dificil obter uma ideia objectiva sobre o verdadeiro
mecanismo primario da EM porque sdo multiplas as variaveis, sujeitas a erro, que levam ao
entendimento desta doenca. Desde limitagdes na recolha e quantidade de dados, a questdes
éticas e metodologias usadas, as dificuldades acometidas pelas pesquisas realizadas nos
altimos anos acabam, muitas vezes, por ndo permitir obter evidéncias conclusivas. Estas
implicacOes acrescentam a complexidade e heterogeneidade da EM uma dificuldade ainda

maior em descobrir o processo inicial que provoca a doenca. Tem vindo a ser demonstrado
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por estudos neuropatoldgicos e ndo restam davidas que esta implicado na sua patologia um
processo inflamatério que envolve sobretudo macréfagos e linfdcitos, assim como uma
desmielinizacdo, destruicdo oligodendrocitica e perda axonal no SNC. Também parece
bastante certo que estes dois processos, inflamatério e neurodegenerativo, apesar de
intimamente relacionados na maioria das vezes, podem também apresentar-se como
completamente independentes. No entanto, as ddvidas sobre a cronologia destes
acontecimentos mantém-se e existe até quem considere que ambos possam traduzir

mecanismos precursores possiveis, consoante o doente e/ou a forma clinica.

As aberracdes imunes encontradas nas lesdes ndo sdo especificas da EM, j& que se
observam noutras doengas inflamatdrias e até mesmo em patologias ndo inflamatdrias, como a
meningite asséptica e podem simplesmente representar epifendmenos ou mecanismos de
restauracdo tecidular. E, portanto, muito dificil provar que a autoimunidade tem um papel
primordial na EM e as evidéncias que existem sdo indirectas. Em contrapartida, pesquisas
recentes, que se tém mostrado promissoras, observam a existéncia de oligodendropatia em
doentes com estadios muito precoces, na auséncia de inflamagdo, apontando para um
mecanismo degenerativo inicial. Este, por sua vez, libertaria um conjunto de antigénios
neuronais para a circulacdo sistémica e activaria secundariamente uma cascata imune. E
necessario ainda muito trabalho para conseguir encontrar um elo de ligacdo entre todos estes
achados e comprovar com maior acuidade estas afirmacdes, desvendando assim o mecanismo

original que despoleta a EM.
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