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GLOSSARIO DE SIGLAS

APC: Célula Apresentadora de Antigénios

BHE: Barreira hemato-encefalica

Células NK: Células Natural Killer

CNPase: Fosfodiesterase dos Nucleotidos ciclicos

DC: Célula Dendritica

EBV: virus Epstein-Barr

EM: Esclerose Multipla

GM-CSF: Factor estimulador de colonias de Granuldcitos e Macrofagos
IFN: Interferao

IL: Interleucina

LCR: Liquido Céfalo-Raquideo

Linfocitos Th: Linfécitos T auxiliares

Linfocitos Treg: Linfocitos T reguladores

LPS: Lipopolissacarideo

MAG: Glicoproteina associada a Mielina

MBP: Proteina Basica da Mielina

MHC: Moléculas de Histocompatibilidade

MMP: Metaloproteinases de matriz

MOBP: Proteina Bésica Oligo-dendrocitéria associada a Mielina
MOG: Glicoproteina Oligo-dendrocitaria da Mielina

OSP: Glicoproteina especifica Oligodendrocitaria

PECAM-1: Molécula-1 de Adesdao Celular Endotelial a Plaquetas

PLP: Proteina Proteolipidica
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PNG: Proteoglicano

RM: Ressonancia Magnética

SNC: Sistema Nervoso Central

TGF: Factor de transformacgado do crescimento (7ransforming Growth Factor)
TNF: Factor de Necrose Tumoral

TWEAK: fraco indutor da apoptose semelhante ao TNF

VE-caderina: Endotélio Vascular-caderina

VEGF: Factor de Crescimento do Endotélio Vascular
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ABSTRACT

Introduction: Multiple Sclerosis (MS) is an immune-mediated chronic disorder of
central nervous system (CNS) described as an inflammatory process with
demyelination, along with neurodegeneration and gliosis. Histopathological features
suggest a role for CNS resident cells, innate immune system, and adaptive immune
migratory cells.

Objective: To identify innate and adaptive immune system elements involved on MS
etiopathogenesis; to clarify the role of these cells and molecules on the onset and
progression of the disease; and finally, to describe putative immunopathogenic
mechanisms.

Development: The majority of studies suggest that active demyelination in MS
involves an inflammatory reaction with increased T and B cells, particularly in
perivascular cuffs. Changes in CD4" T cells phenotypes have been noticed, especially in
Thl, Th17 and Treg. Th1l and Th17, both pro-inflammatory, are largely expanded and
related to more severe disease activity. They induce IFN-y and TNF-a production,
which mediate activation of effector cells, chemotaxis, and disruption in Blood Brain
Barrier (BBB). In contrast, Treg cells protective anti-inflammatory activity is
suppressed due to their decreased levels or dysfunctional responses. The CNS resident
cells, as potential class I MHC presenting molecules are susceptible to CD8" T cells
cytotoxic action in active lesions, where they exceed CD4" T cells. B cells are involved
in several processes, including antigenic presentation, effector T cell activation and
antibody production/opsonization (of possible myelinic or non-myelinic antigens). In
some Secondary Progressive MS patients meningeal lymphoid follicle-like structures

have been reported, and are related to more severe disease. Innate immunity mediates
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antigenic presentation and generates a pro-inflammatory milieu. All of these changes
happen in presence of a disrupted BBB. MS physiopathological mechanisms may
involve B and T cell peripheral activation and their traffic across a BBB with an
improper permeability. In CNS, innate and acquired immune systems may interact and
cooperate in the generation of pro-inflammatory responses that trigger demyelination
and also, axonal degeneration.

Conclusion: MS physiopathology proves to be a complex process where several
peripheral or CNS resident innate and acquired immune systems elements operate. The
Knowledge about imunopathogenic mechanisms has a therapeutic impact, because it
leads to the development of strategies that target and modify the pathology, and

eventually to select biomarkers.

Keywords: Multiple sclerosis; immunology; physiopathology; inflammation;
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RESUMO

Introducdo: A Esclerose Multipla (EM) ¢ uma doenga cronica do Sistema Nervoso
Central (SNC) imunomediada, que se caracteriza por um processo de inflamagao e
desmielinizagdo, associados a neurodegenerescéncia e gliose. As alteragdes
histopatologicas tipicamente descritas sugerem o envolvimento das células residentes do
SNC, da imunidade inata, bem como das células migratorias da imunidade adaptativa.

Objectivos: Identificar os componentes do sistema imune inato e adquirido,
implicados na etiopatogénese da EM; procurar esclarecer o papel destas células e
moléculas no inicio e progressdo da doenca; e por fim, apresentar mecanismos
imunopatogénicos putativos.

Desenvolvimento: A maioria dos estudos sugerem que o processo de
desmielinizagdo activa na EM envolve uma reac¢do inflamatoria com acumulagdo de
linfécitos T e B, particularmente perivascular. Foram observadas alteragdes em
determinados fendtipos de linfocitos T CD4", particularmente os Thl, Th17 e Treg. Os
dois primeiros, de caracter pro-inflamatorio apresentam-se amplamente expandidos e
correlacionam-se com maior grau de actividade da doenga. Induzem a produgdo de IFN-
v € TNF-a, envolvidos em processos de activacdo de células efectoras, quimiotaxia, e
alteracdes na permeabilidade da Barreira Hemato-Encefalica (BHE). Os linfocitos Treg
pelo contrario estdo reduzidos ou disfuncionais, estando suprimidas as suas
propriedades protectoras anti-inflamatorias. As células residentes no SNC, como
potenciais apresentadoras de moléculas de MHC de classe I, s3o susceptiveis a ac¢ao
citotoxica dos linfocitos T CD8" presentes nas lesdes activas, que predominam sobre os
linfocitos T CD4'. Os linfécitos B estdo envolvidos em diversos processos,

nomeadamente, apresentag¢do antigénica e activacao de linhas efectoras de linfocitos T,
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producao de anticorpos/opsoniza¢dao (de eventuais antigénios mielinicos ou nao
mielinicos). Em doentes com EM Secundariamente Progressiva observam-se por vezes
estruturas semelhantes a foliculos linfoides de localizagdo meningea, relacionadas com
maior gravidade da doenga. A imunidade inata intervém na apresentacao antigénica e
criacdo de ambiente pro-inflamatorio. As alteragdes atras descritas ocorrem na presenca
de uma BHE com permeabilidade aumentada. Os mecanismos fisiopatologicos
propostos para explicar a EM envolvem a activagdo periférica de Linfocitos T e B, e
migracao destes através de uma BHE inadequadamente permeavel. No SNC, imunidade
inata e adquirida interagem e conjugam respostas pro-inflamatérias que fomentam a
desmielinizagdo e adicionalmente, degenerescéncia axonal.

Conclusao: A fisiopatologia da EM demonstra ser um complexo processo onde
operam diversos elementos do sistema imune inato e adquirido, de origem periférica e
residentes no SNC. O conhecimento dos mecanismos imunopatogénicos tem impacto
terapéutico, no desenvolvimento de estratégias orientadas e modificadoras da doenca, e

eventualmente de biomarcadores.

Palavras-chave: Esclerose Multipla; Imunologia; Fisiopatologia; Inflamagao.
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INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) ¢ uma doenga cronica do Sistema Nervoso Central (SNC)
imunomediada, que se caracteriza por um processo de inflamacao e desmielinizagao,
associados a neurodegenerescéncia e gliose. Apresenta um amplo espectro clinico
condicionado pela localizagdo das lesdes, que pode incluir desde défices sensoriais, a
motores, autondmicos e/ou de fungdes neurocognitivas (Sospedra et al., 2005).

Apesar de a etiologia permanecer ainda desconhecida, a teoria que actualmente retune
mais consenso propde que em individuos geneticamente predispostos € com uma
tolerancia imunoldgica andémala, determinados factores ambientais desregulardo o
sistema imunitario (Stadelmann, 2011). Na maioria dos doentes com EM, a fase inicial
da doenca ocorre com periodos de exacerbagdo alternados com remissdo parcial ou
“total” dos sintomas (Fig. 1). As lesdes encontradas a nivel do SNC tém caracteristicas
compativeis com um processo inflamatorio, com edema localizado e desmielinizagao
envolvendo predominantemente a substancia branca, e associam-se a alteragcdes da
permeabilidade da barreira hemato-encefalica (Hemmer et al., 2002). O infiltrado
inflamatério destas lesdes desmielinizantes agudas ¢ composto por macréfagos, repletos
de lipidos e restos mielinicos, por monocitos, linfocitos e astrocitos (Minagar et al.,
2003). Por vezes, pode observar-se ainda destruicdo e perda de axonios (Minagar et al.,
2003). A tendéncia nestes casos ¢ para, tardiamente evoluirem para uma forma
secundariamente progressiva, sem recuperagao apds os surtos € com progressao da
incapacidade neuroldgica no intervalo dos surtos, possivelmente na sequéncia de perda
irreversivel da reserva de capacidade funcional neuronal (Stadelmann, 2011). Em cerca
de 10% dos doentes, a evolucdo ¢ progressiva desde inicio (forma primdria progressiva),

sem exacerbagoes evidentes.
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Sistema Imunitario e Evolugao da Doen¢a na EM

——— Imunidade Inata |

(Microglia, Monoécitos, Células Dendriticas)

F

—Imunidade Adquirida ——

(Linfécitos T antigénio-especificos, Linfocitos B)
Mcidade

1 ‘ 1 ; \ ‘ [| Captacdo do Gadolineo

Surto-Remissdo —# Progressiva Secundaria

Figura 1 — Sistema Imunitario e evolucao da Esclerose Multipla. A EM, geralmente,
surge sob a forma de Surto-Remissdo que evolui para a forma secundariamente
Progressiva. Associa-se a primeira, a uma disfuncdo da Imunidade Adquirida, ¢ a
segunda, parece ser conduzida pela Imunidade Inata. (Adaptado de Weiner, 2009)
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OBJECTIVOS

Neste trabalho pretende-se analisar a fase inflamatoria da EM, identificando as
alteragdes imunoldgicas presentes ao nivel da imunidade inata e adquirida, os
respectivos elementos implicados, € o seu contributo para a fisiopatologia da doenca.
Pretende-se compreender de que forma os componentes do sistema imune se articulam e
interagem entre si, e analisar as respostas que dai resultam.

O conhecimento dos mecanismos subjacentes ao desenvolvimento desta patologia
permite definir e desenvolver estratégias terapéuticas orientadas e mais eficazes, com

repercussdo na progressao da doenga, impedindo ou reparando a deterioracdo subjacente.
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METODOS

Esta revisao assentou numa pesquisa bibliografica usando como referéncia o modelo
dos 5 S de Haynes, representado por uma piramide que organiza os diferentes modelos
de bases de dados hierarquicamente.

Os Systems ndo foram incluidos na pesquisa, uma vez que ainda ndo estdo
completamente desenvolvidos.

No que respeita aos Summaries, foram consultadas as seguintes fontes de
informacgdo: Uptodate e Dynamed. A pesquisa no Uptodate foi realizada com as
seguintes palavras-chave: “multiple sclerosis immunology physiopathology”. Os dois
documentos encontrados ndo continham informagdo relevante para este trabalho. A
pesquisa na Dynamed, utilizando as mesmas palavras-chave ndo obteve resultados.

Ao nivel das Synopses, foram consultados o ACP Journal Club e a Evidence Based
Medicine. Com as palavras-chave “multiple sclerosis immunology physiopathology” no
ACP Journal Club ndo foram encontrados artigos individuais ou revisdes sistematicas.
Na Evidence Based Medicine, com as mesmas palavras-chave, mas limitando a
pesquisa as publicagdes de 2000 até a actualidade, obtiveram-se 345 documentos. No
entanto, ap6s verificagdo dos mesmos, foi constatado que nenhum deles se adequava aos
objectivos deste trabalho.

Relativamente as Syntheses, foi conferida a Cochrane Library. Utilizando como
palavras-chave “multiple sclerosis immunology physiopathology” obtiveram-se zero
revisdes sistematicas. Reduzindo as palavras-chave a “multiple sclerosis immunology”,
foram encontradas duas revisdes sistematicas ndo relevantes para este trabalho. Uma
terceira tentativa utilizou como palavras-chave “multiple sclerosis physiopathology”,

mas nio foram encontradas revisdes sistematicas.

10
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Finalmente, na base da piramide, ao nivel dos Studies, foi usado o interface de
pesquisa Pubmed. Aplicando o filtro das “Clinical Queries”, no ambito das revisoes
sitematicas, meta-analises, consensos e guidelines, com as palavras-chave: [“multiple
sclerosis” AND (immunology or immunological)] obtiveram-se 94 documentos; com
[“multiple sclerosis” AND (physiopathology or physiopathological)] foram obtidos 19
documentos. Ainda na Pubmed foi efectuada pesquisa utilizando o Medical Subject
Headings (MeSH), limitando a pesquisa a estudos Humanos, publicados desde 2000 até
a actualidade, em inglés, portugués ou espanhol. Aplicando as palavras-chave “multiple
sclerosis” juntando o qualificador “immunology” obtiveram-se 1759 documentos;
adicionalmente juntou-se outro qualificador “physiopathology”, que reduziu os
resultados anteriores para 240. Para abranger os artigos ainda ndo cobertos pelos termos
MeSH, foi realizada pesquisa em texto livre com as seguintes palavras-chave:
[“multiple sclerosis” AND (immunology AND physiopathology)], sem resultados
encontrados.

Relativamente aos artigos sugeridos na pesquisa realizada na Pubmed, foram
excluidos os que ndo apresentavam informagao relevante para atingir os objectivos deste
trabalho. Na seleccdo das referéncias bibliograficas foram preferidos os estudos em
humanos, para uma melhor compreensdao da sua complexidade imunolédgica, uma vez
que a extrapolagdo dos resultados de modelos experimentais em animais ndo ¢ sempre a
mais semelhante, condicionando insucesso em futuras estratégias terapéuticas
direcionadas para estes alvos. Seleccionaram-se, sempre que disponiveis, os estudos
mais recentes. Quer a escolha, quer a interpretagdo dos resultados, tiveram em
consideragdo o tamanho e a representatividade da amostra, e quando aplicavel, a

metodologia.

11
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Adicionalmente foi necessario aceder a 11 artigos cientificos mais antigos, e
portanto ndo abrangidos na pesquisa acima descrita, por apresentarem informacao
fundamental, no ambito deste trabalho de revisdo.

A tabela apresentada no Anexo 1 resume as caracteristicas da bibliografia que
suporta esta revisdo. Foram selecionados 85 artigos, 27 de revisao e 58 cientificos.
Quanto aos artigos cientificos, 31 eram casos-controlo, 3 eram ensaios clinicos de
farmacos, 3 eram de coorte, 19 eram de investigagdo experimental e 2 eram séries de

Casos.

12
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DESENVOLVIMENTO

1. INFLAMACAO versus NEURODEGENERESCENCIA

A fisiopatologia da EM parece incluir um componente inflamatério e outro
neurodegenerativo, ndo sendo consensuais as suas relacdes temporal e causal
(DeAngelis et al. 2008). Para a maioria dos autores trata-se de uma doenga
primariamente inflamatéria que condiciona ao longo do tempo um processo de
neurodegenerescéncia; outros autores, pelo contrario, advogam que ¢ uma doenca
neurodegenerativa primaria com resposta inflamatéria consequente (Stadelmann, 2011).

A fase inflamatdria, demonstrada inequivocamente no estudo histopatologico das
lesdes, traduz-se clinicamente pelos surtos, e imagiologicamente por lesdes activas
captantes de contraste. Inversamente, o componente neurodegenerativo manifesta-se
clinicamente por acumulagdo progressiva de incapacidade neurologica na auséncia de
surtos relevantes e, adicionalmente, na Ressonancia Magnética a presenga de atrofia
cerebral sem a existéncia de placas ativas.

A eficécia das terapéuticas actualmente disponiveis e que interferem com o processo
inflamatério - anti-inflamatérios/imunomoduladores -, Unicas que demonstraram ser
capazes de modificar o curso clinico da Esclerose Multipla, constitui um argumento
irrefutdvel a favor da importancia do componente inflamatorio na fisiopatologia da
doenca. Porém, a sua ineficicia na fase progressiva destaca a neurodenerescéncia como
mecanismo primordial na progressdo da doenca e acumulagdo da incapacidade
neurologica.

Esta dualidade da fisiopatologia da doenca devera condicionar futuramente o
desenvolvimento e selec¢ao individualizada de estratégias terapéuticas: se 0 processo

dominante for inflamatorio, dever-se-a apostar em anti-

13
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inflamatérios/imunomoduladores; se por outro lado, prevalecer a neurodegenerescéncia,

serd mais eficaz adoptar estratégias neuroprotetoras.

14
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2. HETEROGENEIDADE PATOLOGICA DA ESCLEROSE
MULTIPLA

A Esclerose Multipla distingue-se pela sua heterogeneidade, quer interindividual,
quer ao longo do seu desenvolvimento num mesmo paciente, aparentemente com alvos e
mecanismos fisiopatologicos desiguais. Com base nos resultados de biopsias cerebrais e
autopsias, Lucchinetti er al. (2000) descreveram a existéncia de quatro padrdes
histopatologicos, atendendo a perda de proteinas mielinicas, a localizacdo e extensdo das
placas, aos padrdes de destrui¢do de oligodendrocitos e a evidéncia imunopatoldgica de
activagcdo do complemento (Tabela 1).

Em comum, os diferentes padrdes histopatologicos apresentam infiltrados
inflamatorios compostos por linfocitos T e macrofagos. Os Tipos I e I, mais frequentes,
assemelham-se a Encefalomielite Aguda Disseminada mediada por linfocitos T ou
mediada por linfocitos T e anticorpos; por outro lado, as caracteristicas dos Tipos III e
IV sdo idénticas as da Distrofia Primaria de Oligodendrocitos ou da desmielinizagao

induzida por toxinas ou virus.

15
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Tabela 1 — Caracteristicas estruturais e imunolégicas dos quatro padroes de lesao

activa de doentes com Esclerose Multipla. (Adaptado de Lucchinetti et al., 2000)

Padrao I Padrao II | Padrao III Padrao IV
Composicao do infiltrado
Linf T CD3 ++ ++ ++ ++
Plasmaocitos + + + +
Macroéfagos +++ ++ ++ +++
C9neo - ++ - .
Desmielinizacao
Padrao peri-venoso + + - +/-
Bordos da placa Nitidos Nitidos Mal definidos | Nitidos
Padrao concéntrico - - + .
Oligodendrdcitos (OG)
Densidade de OG +++ ++ +/- +/-
DNA fragmentado (OG) +/- +/- ++ PA ++ SBPP
Apoptose de OG - - + -
Perda prot. mielinicas = = >MAG =
Remielinizacio
Placas sombra ++ ++ - -

16
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Relativamente aos dois primeiros padroes, ha evidéncia de alteracdo da
permeabilidade da BHE, predominando no Tipo I, linfocitos e macréfagos, sendo o Tipo
II, marcado pelo depdsito de anticorpos e complemento.

No Tipo III, as lesdes activas apresentam bordos mal definidos, com infiltracao
difusa da substincia branca adjacente, e alternancia de laminas mielinizadas e
desmielinizadas na periferia. A desmielinizagdo, ao contrario do que sucede nos padrdes
anteriores, nao se dispde em redor dos vasos inflamados e parece ser induzida por
perturbagdes funcionais nos oligodendrocitos. Este padrdo predominantemente
degenerativo foi reconhecido numa fase precoce de alguns doentes, ndo tendo sido
possivel apurar, neste estudo, se se trata de um padrao distinto e continuo ao longo da
evolugdo da doencga, ou por outro lado, se consiste na lesdo inicial, que posteriormente
evolui para os Tipos I ou II, que sdo mais comuns. O Tipo IV € caracteristico da
Esclerose Multipla Primariamente Progressiva.

Desconhece-se por que razdo se desenvolvem os quatro padrdes de desmielinizagdao
atrds descritos. A especulagdo em torno desta questdo aponta alguns factores
possivelmente envolvidos, nomeadamente o tempo de evolugdo das lesdes, a severidade
do agente indutor, a presenca/tipo de lesdes prévias na area de desmielinizagdo activa,
ou mesmo a suscetibilidade do doente. Outra duvida pertinente relaciona-se com a
persisténcia ou nao destes padrdes histopatoldgicos ao longo do curso da doenga,
particularmente quando transita para a cronicidade. As respostas a estas questoes t€m
implicagdes terapéuticas, pois esta marcada heterogeneidade sugere a necessidade de
uma adequacao do tratamento ao respetivo padrao.

Outro estudo, de Breij et al. (2008), com material de autopsia de individuos com
EM ja estabelecida, salienta a tendéncia para a homogeneidade a medida que se evoluiu

para a cronicidade, sugerindo que a heterogeneidade da imunologia das lesdes numa fase
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inicial do desenvolvimento da doenca devera convergir no sentido de um mecanismo de
desmielinizagdo comum. Estes autores destacam as diferencas na composicao do
infiltrado inflamatério na fase aguda e na fase cronica: na primeira, geralmente, ha perda
de proteinas mielinicas como a MAG e lesdes tipo hipoxico-isquémica; enquanto na
segunda predomina a deposi¢ao de anticorpos e complemento, ndo se observando

apoptose de oligodendrocitos.
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3. COMPONENTES NA IMUNOFISIOPATOLOGIA DA ESCLEROSE
MULTIPLA

O conhecimento existente relativo aos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na
doenca e que t€ém conduzido ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas, resulta de
estudos in vitro, resultados de autopsias, ensaios clinicos, e também de estudos em
modelos animais experimentais, como a Encefalomielite Autoimune Experimental
(EAE). Este modelo em particular, consiste na imunizagdo de animais com proteinas
derivadas da mielina do SNC, e permite reproduzir caracteristicas clinicas e
neuropatoldgicas (desmielinizagdo inflamatdria) semelhantes 8 EM. Estas manifestacdes
sdo igualmente mimetizadas quando é feita a transferéncia de linfocitos T CD4", de
animais com EAE, activados e reactivos contra a mielina (Bar-Or, 2008). O fendtipo
depende do fundo genético, do antigénio selecionado e do esquema de imunizacio. O
mecanismo fisiopatologico a destacar na EAE tem como protagonistas os linfocitos T
CD4" e, por esta razdo, durante algum tempo foi aceite um papel de relevo destas células
na patogénese da EM, como mediadores de autoimunidade. No entanto, ha diferencas
fisiopatologicas importantes entre ambos que justificam a auséncia de eficacia de alguns
tratamentos que obtiveram resultados promissores na EAE. Tal facto incentivou a
pesquisa de outros agentes celulares mediadores € mecanismos possiveis.

Actualmente reconhece-se o contributo de diversas células e moléculas como
linfocitos T CD4", em particular os produtores de Interleucina 17, linfocitos T CDS",
linfocitos B, e linfocitos T CD4" ¢ CD8" reguladores, bem como a intervengdo da
imunidade inata (Fig. 1).

O nivel de actividade da doenca e a lesdo neurologica estdo directamente
relacionados com a quantidade de linfécitos T, € em menor grau com a de linfocitos B.

(Frischer et al., 2009)
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3.1. LINFOCITOS T

A activagdo de Linfocitos T implica a ligacdo do antigénio exposto pelo complexo
MHC da  Célula  Apresentadora de  Antigénios (Célula  Dendritica,
Mondcitos/Macrofagos, Linfocitos B e/ou Células da Microglia), ao respectivo receptor
(TCR). No entanto, para que a activacdo seja eficaz ¢ necessaria a intervencao de
moléculas co-estimuladoras, como a CD28, e complementarmente, a CD80 (B7-1) e a
CD86 (B7-2), ambas expressas por APCs, que intervém na activacdo de linfocitos T
auxiliares (Th). O CD28 (B7-1 e B7-2) e o ICOS participam na ativacdo de linfocitos
Th17 (Park et al., 2005). Posteriormente, os linfocitos T estdo aptos a proliferar,
segregar citocinas e/ou outras moléculas efectoras (mediante a sua diferenciag¢do), ou
adquirir capacidade citotoxica. O mecanismo de actuacdo poderd envolver um ataque
directo ou a modulagao da acgao de outras células ou moléculas.

A mobilizacao de linfocitos T para o SNC parece ser estimulada na presenca de
células cerebrais danificadas, apesar de se desconhecer o mecanismo subjacente
(Neumann et al., 2002).

Estudos histopatologicos confirmam a sua presenga nas placas desmielinizadas
activas. Recentemente, utilizando material de autépsia, Frischer et al. (2009)
identificaram estas células, também em lesdes no estadio progressivo da EM, na
chamada “substancia branca aparentemente normal”, em lesdes inactivas e nas
meninges. Os linfocitos T encontram-se nas regides perivasculares, em particular mas
ndo exclusivamente, nas placas activas ou bordos activos de lesdes cronicas e,
predominam no estadio de surto-remissao (Tzartos et al., 2008). Importa sublinhar que,
de um modo geral, a quantidade de células inflamatorias ¢ mais acentuada nas placas
desmielinizantes activas, em relagao ao restante tecido infiltrado. Este estudo, confirma

ainda, que o racio entre linfocitos T CD4" ¢ CD8" favorece os segundos (Lassmann,
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1999). No entanto, a propor¢ao entre linfocitos T CD4" e CD8 ndo ¢ unanime entre
autores, o que pode dever-se as respectivas localizagdes preferenciais: enquanto os
primeiros predominam nos espagos peri-vasculares e meninges, os segundos sao

encontrados nos espagos peri-vasculares e parénquima. (Tzartos, et al., 2008)

A. Linfécitos T CD4"

Os linfocitos T CD4" diferenciam-se segundo diferentes fenétipos, de acordo com a
interaccdo com o antigénio, com o complexo MHC de classe II, com moléculas co-
estimuladoras, € com a exposi¢ao a determinados perfis de citocinas do ambiente em que
estdo inseridos. A resposta gerada estard em concordincia com essa transformacao (Fig.
2).

Estudos recentes apontam para um acg¢ao inibitéria do TGF-B na diferenciagdo em
linhas efectoras, como Thl, Th2 e Th17, em humanos (Acosta-Rodriguez et al., 2007),

apesar de em estudos in vitro apenas inibir as duas primeiras. (Veldhoen et al., 2006)
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Figura 2 - Diferenciacio de linfécitos T CD4" em linhas efectoras.

A diferencia¢dao em Linfocitos Thl, que participam na imunidade celular, envolve a
presenca de IL-12 (produzida por APCs activadas), com posterior formacgao de IL-15,
IFN-y e TNF-a, todos de natureza inflamatoria. Estas, presentes em niveis elevados no
plasma de doentes com EM, sdo responsaveis pelo recrutamento e activagdo de células
imunes, ¢ pela indugdo da apoptose de oligodendrocitos. (Kasper & Shoemaker, 2010) O
IFN-y, produzido em resposta a antigénios mielinicos (PLP e MBP), est4 associado a
evidéncia de agravamento da doenca em estudos in vitro, e ja foi demonstrado que o
tratamento da EM com esta molécula, induz exacerbagdo clinica (Moldovan et al.,
2003). Além dos efeitos anteriormente mencionados, estd demonstrado que o IFN-y
interfere com a BHE, aumentando a sua permeabilidade. (Minagar et al., 2003)

Os linfocitos Th2, por outro lado, requerem a presenca de I1L-4 para se converterem
neste fenotipo, que regula a imunidade humoral, e irdo produzir IL-4, IL-6 e IL-13

(Kasper & Shoemaker, 2010). O desenvolvimento deste fenotipo ¢ inibido pelo INF-y,
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em modelos animais (Veldhoen et al., 2006). Skapenko et al., 2004, demonstrou através
da indugdo de respostas Thl de células humanas em modelos animais que a IL-4 tem
uma ac¢ao inibitoria directa sobre a diferenciagao e activa¢ao de linfocitos Thl. As
respostas Th2 podem contribuir para danificar os tecidos na EM, e sob determinadas
circunstancias, verificou-se que sao capazes de induzir EAE (Sospedra et al., 2005).

Os linfocitos Treg (CD4" CD25") sdo responsaveis pela tolerincia imunolégica
periférica, ao prevenir a activagao e as fungdes efectoras de linfocitos T. Resultam da
exposicdo a TGF-B e 4cido retindico, e expressdo da proteina nuclear FoxP3; irdo
segregar IL-10 e TGF-B, que desempenham um papel supressor regulador, como foi
evidenciado nos modelos de EAE. (Kasper & Shoemaker, 2010; Veldhoen et al., 2006)

Tzartos et al (2008) ndo detetaram linfocitos Treg FosP3" em lesdes activas,
inactivas, nem mesmo nos controlos, o que sugere uma auséncia da modulagdo
supressora destas células sobre os homologos efectores no SNC. Importa referir que
estas células sdo identificadas no sangue periférico destes doentes, mas com uma
redugdo significativa da sua funcionalidade. (Viglietta et al., 2004). No entanto,
encontraram-se niveis elevados de IL-10 durante a fase de remissdo, o que aponta para
uma fungdo supressora sobre as respostas imunitarias (Correale et al., 1995),
direccionada particularmente para as respostas efectoras Thl, evitando a producao das
respectivas citocinas pro-inflamatorias como o IFN-y. (Skapenko et al. 2004) Sao ainda
referidas propriedades protectoras ao nivel da integridade da BHE (Minagar &
Alexander, 2003).

A diferenciagdo em linfocitos Th17, nos humanos, resulta da acg¢ao de IL-1p,
potenciada pela IL-6, sobre linfécitos T auxiliares “naive”; produzem IL-17 o que lhes
confere esta designacdo, e também GM-CSF (Factor estimulador de colonias de

Granulocitos e Macrofagos), que tém propriedades pro-inflamatorias, como ja foi
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demonstrado em diversos estudos (Park et al., 2005; Veldhoen et al., 2006; Kasper &
Shoemaker, 2010). A IL-23, que se julgava participante no processo de diferenciacao,
nao ¢ indispensavel neste processo, assegurando no entanto, a sobrevivéncia e expansao
dos linfocitos Th17 (Veldhoen et al., 2006). Contrariamente, em estudos in vivo € in
vitro, as citocinas dos fenotipos Thl e Th2 como a IL-12, o IFN-y e a IL-4, parecem
reduzir a expressao de IL-17 e o desenvolvimento de linfocitos Th17 (Park et al., 2005).
Um estudo de caso-controlo, com amostras de tecido cerebral humano realizado por
Tzartos et al. (2008), enfatizou o papel da IL-17 na patogénese da EM. Esta citocina foi
identificada em linfocitos T CD4" e CD8" nos astrocitos e oligodendrocitos em regides
de doenga activa. Verificou-se que os linfocitos produtores de IL-17 estdao relacionados
com maior actividade nas lesdes de EM, uma vez que predominam de forma
significativa, nas placas ativas e nos bordos ativos das cronicas, em relagdo as zonas
inativas, substancia branca aparentemente normal e controlos. A sua presenga, nas lesoes
activas e cronicas activas, sugere a sua intervencdo nos processos iniciais € na
persisténcia do processo inflamatorio. O microambiente gerado nestas regioes € propicio
a polarizagdo para Th17: as células dendriticas e os macréfagos/microglia expressam IL-
23, e lesdes ou inflamagdao do SNC induzem a secregdo de IL-6 e IL-1p pelos astrocitos.
(Tzartos, et al., 2008)

Weiner (2008) afirma que a amplitude do envolvimento dos linfocitos Th17 pode
servir como indicador da gravidade da EM, com a maior gravidade relacionada com a
IL-17 e a menor com o INF-y.

De um modo geral, Minagar & Alexander (2003) concluem que devera ocorrer um
ataque ao complexo mielina-oligodendrécito, mediado por Linfocitos T CD4' e

respetivos receptores (TLR), em interacdo com antigénios mielinicos apresentados por
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MHC de classe II, expressos por macrofagos/microglia, astrocitos e células endoteliais

cerebrais.

B. Linfécitos T CD8"*

Os linfocitos T CD8" adquirem um fenétipo efector quando reconhecem um
antigénio, na presenca de moléculas MHC de classe I, em células apresentadoras de
antigénios, co-adjuvado por moléculas co-estimuladoras (CD28-B7), sob influéncia de
citocinas inflamatérias. No seu conjunto, estes factores irdo determinar a activacao,
proliferagdo e diferenciacio particular do linfocito T CD8", que pode apresentar varios
padrdes de comportamento e tropismo. A sua accdo engloba respostas citotoxicas e ndo
citotoxicas, que podem envolver moléculas como a granzima B e perforinas
(citotoxicidade por contacto directo), o Fas e o seu ligando (indugdo de apoptose), ou
pela secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, IFN-y e TNF-o (fomenta a inflamagao
local). (Saxena et al., 2011)

A expressdao de moléculas MHC de classe I, apesar de ndo ser habitual nas células
neuronais do parénquima de cérebros saudaveis, pode ser induzida de novo durante os
processos inflamatérios ou degenerativos que acometem o SNC, pelos préprios
linfocitos T CD8", que libertam citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a. O
facto de a maioria das células residentes do SNC, como astrdcitos, oligodendrécitos e
neurdnios, terem a capacidade de expressar moléculas de MHC classe I torna-as
susceptiveis a agressao por parte dos linfocitos T citotdoxicos. Porém, o grau de
susceptibilidade e o mecanismo aplicado variam com o tipo de célula alvo e o processo

inflamatério subjacente. (Neumann, et al., 2002)
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Os linfocitos T CD8" fazem parte do infiltrado inflamatério linfocitario nos espagos
peri-vasculares e das lesdes parenquimatosas de EM, predominando sobre os linfocitos T
CD4" (Tzartos et al., 2008; Frischer et al., 2009). Como referido anteriormente,
mediante os estimulos apropriados, podem tornar-se produtores de IL-17, com as
respectivas repercussoes inflamatorias, estando relacionados com a fase activa da EM
(Tzartos et al., 2008).

Jacobsen et al. (2002) demonstraram no seu estudo, que a expansao de linfocitos T
CDS8" no LCR dos doentes ¢ comum na EM e que a sua expansio parece estabilizar com
o tempo, em cada doente. Concluiram ainda que pelo menos em alguns doentes, a
expansao destas células ¢ clonal ou oligoclonal.

Foram observados, como mostra na Figura 3, linfocitos T citotoxicos que
expressavam granzima B, na proximidade de neurdnios danificados, em lesdes
desmielinizantes activas. A agressdo directa citotoxica era sugerida pela aparente

polarizagao dos granulos citotoxicos contra os axonios. (Neumann, et al., 2002)
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Figura 3 — Linfécito T citotéxico em contacto com um axénio desmielinizado,
duma lesao aguda de EM. Os granulos de granzima B estdao polarizados, cobrindo a
superficie do axonio desmielinizado. (Adaptado de Neumann, et al., 2002)
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3.2. LINFOCITOS B

A activagao dos linfocitos B implica a ligagdo entre o antigénio e o respectivo
receptor a superficie destas células (BCR), que pode ser reforcada pelo co-estimulador
CDA40. Este ¢ fundamental na interagdo com linfécitos T, da qual resulta a producao de
Linfotoxina e TNF-a. Na auséncia de antigénio, sob indu¢cdo de CD40, os Linfocitos B
produzem IL-10. (Bar-Or et al., 2010)

Os Linfocitos B, e de forma semelhante os plasmocitos, tendem a reunir-se no
tecido conjuntivo cerebral, isto €, nas meninges e espagos perivasculares. Os plasmocitos
persistem nas fases cronicas, quando os linfocitos ja4 ndo sdo detetados, o que pode
explicar a presenca de bandas oligoclonais no LCR de doentes nesta etapa. (Frischer et
al., 2009)

O envolvimento destas cé€lulas na fisiopatologia da EM foi realgado pela eficacia de
um imunomodulador, o Rituximab. Trata-se de um anticorpo monoclonal anti-CD20,
isto ¢, dirigido contra linfocitos B, que actua induzindo nestes efeitos citotoxicos e
apoptose, com diminuicdo do numero destas células na circulagdo periférica, e
consequentemente também no LCR, onde se observa igualmente alguma restricdo no
numero de linfocitos T. (Cross et al., 2006; Bar-Or et al., 2010) Nos ensaios clinicos
realizados, houve evidéncia clinica e imagioldgica de significativa redugdo da actividade
da doenca (Hauser et al., 2008; Stiive et al., 2009; Harp et al., 2010). O agravamento
clinico ou imagiologico, em doentes previamente tratados com o Rituximab, esta
associado ao reaparecimento de Linfécitos B no sangue periférico, o que sugere que esta
a decorrer uma reactivagdo da actividade inflamatoéria da doenca (Stiive et al., 2009).
Este farmaco parece interferir com a modulacao das diferentes populagdes de leucocitos,
mediada por citocinas (Stiive et al., 2009; Bar-Or et al., 2010). Induz uma reducao

significativa da proliferagdo, e subsequentes respostas pro-inflamatorias Thl e Th17, isto
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é, da producdo das respectivas citocinas pelos linfocitos T efectores CD4" ¢ CDS8" (Bar-
Or et al., 2010; Harp et al., 2010). As moléculas coestimuladoras presentes condicionam
a poténcia da actuacdo como apresentadoras de antigénios (Harp et al., 2010). Nao
interfere com os niveis séricos de plasmocitos (pois nao possuem CD20) ou com os
niveis séricos € no LCR de anticorpos, e portanto com a sintese dos mesmos (Hauser et
al., 2008; Petereit et al., 2008; Ireland & Monson, 2011). Desta forma, pode inferir-se
que os linfocitos B podem actuar por mecanismos independentes da secrecao de
anticorpos na patogénese da EM, possivelmente interferindo com a activacdo e
regulacdo de linfocitos T (Ireland & Monson, 2011). Existem duas vias propostas neste
sentido: a primeira, assente em sinais coestimuladores através da interacgao directa entre
Linfocitos T e B; e a segunda, sugere a secre¢do de citocinas que iriam modular as
respostas imunitarias celulares (Ireland & Monson, 2011). Bar-Or et al (2010)
demonstraram que a produgdo de citocinas pro-inflamatorias como a Linfotoxina e o
TNF-a, pelos Linfocitos B, interfere com a activacao de Linfécitos T, sendo este um dos
mecanismos onde interfere o Rituximab. Foi ainda realgado, o papel do ambiente
induzido pelos Thl e da exposi¢do a agentes infeciosos exdgenos, no desenvolvimento
de respostas pro-inflamatorias anomalas.

Estudos desenvolvidos para aferir o contributo destas células na fisiopatologia da
EM identificaram Linfocitos B memoria dirigidos a MBP e MOG, com capacidade para
activar linfocitos T CD4" neuro-antigénios especificos, com produgdo de IFN-y em
doentes com EM Recidivante-Remitente, mas ndo nos controlos saudaveis (Harp et al.,
2010). Neste estudo, em alguns dos doentes anteriormente referidos, constatou-se no
sangue periférico uma densidade significativa de linfocitos B memoria anti-MBP, com
capacidade de induzir a proliferagdo de linfocitos T CD4". Este dado aponta para que

possa ocorrer, a periferia, activagdo de linfocitos B anti-MBP, com fungdes efectoras.
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Estes poderiam activar linfocitos T em orgdos linféides secundarios periféricos, que
posteriormente migrariam para o SNC, onde seriam ativados por Linfocitos B residentes.
O autor reforga a importancia de esclarecer estas hipoteses em novos estudos. Weber et
al. (2010) demonstraram através de modelos animais de EAE que linfocitos B activados
contra a proteina MOG sdo capazes de proceder a apresentacdo antigénica desta e
induzir a diferenciagdo de linfocitos T MOG-especificos.

Sdo varios os indicios da presenca de resposta humoral: a sintese intratecal de
imunoglobulinas, principalmente IgG (Breij er al., 2008), a persisténcia de bandas
oligoclonais IgG e a expansdo clonal de Linfocitos B memoria, nas lesdes e no LCR.
Segundo Owens ef al. (2009), os anticorpos intratecais de plasmoécitos expandidos
clonalmente, em doentes com EM, ndo sdo dirigidos as proteinas major da substancia
branca, MOG/MBP/PLP, pelo que sugerem que se trate de um epifenomeno
inespecifico. No entanto, ndo excluem a possibilidade de, pelo menos em alguns
doentes, existirem plasmocitos anti-mielinicos, e destes interferirem na patogénese da
EM (Owens et al., 2009), independentemente da sua origem, ja que ha alteragdo da
integridade da BHE, o que possibilita a entrada de imunoglobulinas produzidas na
periferia, como relembram Mathey et al. (2007). Esta hipotese € reforcada pelo facto de
terem sido identificados em doentes com EM anticorpos dirigidos a antigénios nao-
mielinicos como a proteina a-f Cristalina (Ousman et al., 2007), neurofilamentos
[subunidade leve (Silber et al., 2002) e média (Bartos et al., 2007)] e contra a
neurofascina (Mathey et al., 2007). A proteina a-f Cristalina tem propriedades anti-
apoptoticas e neuroprotetoras, condicionando as respostas inflamatérias do sistema
imunologico e do SNC. No entanto, estas funcdes sdo abolidas devido a resposta
mediada pelos Linfocitos B, o que se traduz em modelos de EAE na exacerbagdo da

inflamacao e desmielinizacdao. (Ousman et al., 2007) A presenca de anticorpos contra a
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subunidade leve dos neurofilamentos estd descrita na fase progressiva da EM, nas fases
primaria e secundariamente progressivas, € associa-se a lesdo e perda de axdnios (Silber
et al., 2002). I1gG e IgM dirigidos contra a subunidade média dos neurofilamentos,
podem ser encontrados no soro ¢ LCR de individuos considerados saudaveis ou com
patologias neurologicas nao imune-mediadas; porém na EM, os seus valores sao mais
elevados, independentemente do estadio: Surto-Remissdo ou Primaria/Secundariamente
Progressivas. Este facto pode sugerir o envolvimento precoce dos axoénios como
estruturas danificadas. (Bartos er al., 2007) A neurofascina ¢ uma proteina neuronal
reunida nos nddulos de Ranvier dos axonios mielinizados, e constitui igualmente um
possivel candidato a autoantigénio na EM. Além das imunoglobulinas encontradas no
soro destes doentes, verificou-se em modelos animais como a EAE, que a transferéncia
de anticorpos anti-neurofascina ¢ acompanhada de deposi¢ao de Complemento (frac¢ao
C9), lesdo axonal, perturbacao da condugdo nervosa e exacerbagdo da doenca. (Mathey
etal., 2007)

Os anticorpos € o complemento deverdo estar envolvidos no processo de fagocitose
da mielina, responsavel pela desmielinizacdo, j4 que ambos se encontram presentes em
lesdes activas. (Archelos et al., 2000; Breij et al., 2008)

A presenga de estruturas linféides ectopicas semelhantes a foliculos de linfocitos B
nas meninges, preferencialmente no espaco subaracnoideu (Franciotta et al., 2008), em
doentes com EM Secundariamente Progressiva foi demonstrada por Magliozzi et al
(2007). Estes centros germinativos exibem um aparente potencial como promotores de
respostas inflamatdrias cronicas dirigidas contra antigénios persistentes e amplificadores
das respostas autoimunes (Aloisi & Pujol-Borrell, 2006). Propiciam um microambiente
dinamico onde os linfocitos B, que sdo activados pelos antigénios apresentados pelas

células dendriticas foliculares, proliferam e diferenciam-se, gerando plasmocitos e
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linfécitos B de memoria (Park & Choi, 2005). Estas estruturas, assinaladas apenas em
doentes que manifestam a forma Secundariamente Progressiva, correlacionam-se com
maior gravidade e rapidez de progressdo da EM. Magliozzi et al., 2007 descreveram
maior extensdo de desmielinizagdo subpial com perda neuronal, aumento do nimero de
lesdes corticais activas, € uma activacdo da microglia mais acentuada. Reflectindo sobre
as idades de aparecimento da doenga mais precoces nestes doentes, estes autores
sugeriram que um possivel processo inflamatdrio mais agressivo pode estar na origem
do microambiente permissivo, que leva a formacao destes foliculos. No entanto, estes
autores nada concluem acerca do seu papel na patogénese, isto &, se estes sdo o resultado
ou indutores da gravidade da mesma, quais os mecanismos que despoletam a sua

formag¢do, ou mesmo a fase em que sdo gerados.
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3.3. IMUNIDADE INATA: CELULAS APRESENTADORAS DE
ANTIGENIOS

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do organismo, sendo
responsavel também por um papel de vigilancia imunoldgica, para posteriormente
accionar os mecanismos de imunidade adquirida. E neste sentido que as Células
Apresentadoras de Antigénios (APCs) intervém na patogénese da EM. Sao responsaveis
pela captacdo, processamento e apresentagdo de antigénios, complementada com as
moléculas co-estimuladoras que expressam; ¢ condicionam a polarizacao das respostas
linfocitarias T por meio da secre¢ao de determinadas citocinas. (Chastain, et al., 2010)
Diferentes células apresentadoras de antigénios expressam e segregam diferentes
citocinas, e consequentemente irdo induzir diferentes respostas efectoras. Por exemplo,
Mondcitos ativados por LPS ou PNG (Peptidoglicano) produzem IL-1p e IL-6 que
favorecem a diferenciagdo Thl17; por outro lado, células dendriticas derivadas de
monocitos produzem maioritariamente IL-12 que inibe a polarizagdio Thl7 e
simultaneamente ¢ o principal indutor duma resposta Thl. (Acosta-Rodriguez et al.,
2007)

Existem varios mediadores da imunidade inata, com potencial pro-inflamatério
promissor para intervir na patogénese da EM. Destaque para as Células Dendriticas,
apresentadores antigénicos profissionais, para as células da microglia e células NK
(Natural Killer) (Gandhi, et al., 2010). (Figura 4)

Num modelo de EAE, Becher et al. (2001) demonstraram que as células da
microglia proporcionam um ambiente pro-inflamatorio favoravel a uma activacdo de
linfécitos T mais eficiente, pela expressao de CD40. Estas células estao adicionalmente

implicadas no recrutamento de leucécitos para o interior do SNC, uma vez que sdo
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produtores significativos de quimiocinas: CCL2, CCL3, CCL4 e CCLS. (Simpson, et al.,
1998)

Segundo um estudo de Van der Laan et al., (1996), usando modelos animais, a
fagocitose dos fragmentos de mielina e restos celulares pelos macrofagos e microglia ¢
promotora de neuro-inflamag¢dao, uma vez que induz a libertagdo de citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a) e 6xido nitrico.

Os macréfagos perivasculares constituem uma subpopulagdo de macrofagos
residentes no SNC, localizados estrategicamente na BHE, preparados para reconhecer e
apresentar antigénios a linfocitos T, expressando algumas moléculas envolvidas neste
processo (MHC Classe II, CD80, CD86 e CD40), sendo expectavel a sua intervengao na
EM. (Fabriek, et al., 2005)

As células da microglia, a semelhanca dos anteriores, consistem em macréfagos
residentes no SNC. No entanto distinguem-se destes por expressarem menor quantidade
de CD45. Num estado quiescente, os seus niveis de MHC de Classe I ou II, CD80, CD86
e CD40 sao quase indetectaveis. Porém, perante um estimulo inflamatorio, estas células
sdo capazes de produzir citocinas que induzem a diferenciacdo e proliferacao de
linfécitos T, em fenotipos Thl (sob influencia do IFN-y) ou Th2 (por ac¢do da IL-4). O
seu papel engloba por um lado o reconhecimento antigénico, e por outro pode funcionar
como desencadeante e/ou amplificador da resposta inflamatoria (Aloisi et al., 1998).
Gray et al. (2008) confirmaram em lesdes corticais de doentes com EM, que estas
células estao envolvidas na desmielinizag¢ao cortical, através da actividade aumentada de
mieloperoxidase, com producao de espécies reactivas de oxigénio, culminando na lesao
neuronal.

O ambiente inflamatério caracteristico da EM ¢ propicio a libertacio de TWEAK

(fraco indutor da apoptose semelhante ao TNF) pela microglia. Serafini et al. (2008)
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evidenciaram a expressao aumentada de TWEAK, e do seu receptor Fnl14 (Indutor do
Factor de Crescimento de Fibloblastos 14), relacionada com perda extensa de mielina e
astrocitos, lesdo neuronal e alteragdes vasculares, em lesdes corticais subpiais, com
inflama¢ao meningea e foliculos linfoides secundérios concomitantes.

No entanto, as células da microglia podem desencadear reac¢des opostas: sera o
contexto inflamatorio subjacente que direccionara uma resposta anti ou pro-inflamatoria.
Esta dualidade, segundo Weiner (2008), podera ser benéfica na evolu¢do da doenca,
evitando a progressdo ou as exacerbagdes, se se conseguir desviar 0 processo neuro-
destrutivo para a neuro-proteccao.

As células dendriticas caracterizam-se pela capacidade de precipitar respostas
celulares T CD4" e CD8", através da apresentagdo antigénica, coestimulagio e secregio
de citocinas que determinardo a natureza da sua diferenciacdo. Podem derivar de
precursores mielinicos ou linfoides/plasmocitarios e desenvolverem padrdes funcionais
distintos, quer inflamatorios quer indutores de tolerancia imunoldgica. Os seus niveis
sdao baixos no SNC, devido as inumeras barreiras que evitam a sua transmigragdo, nos
individuos saudaveis (Zolulya et al., 2010). Apresentam, no entanto, uma localizagdo
preferencial nos compartimentos cerebrais mais vascularizados: meninges e plexos
cordides (Serot et al., 2000). Estudos apontam para a migragdo de células dendriticas,
para o interior do SNC, durante os processos neuro-inflamatorios, em detrimento da
hipétese que indica que estas tém origem em precursores locais. (Chastain ef al., 2010)
Os doentes com EM apresentam DCs com fenotipo e funcionalidade alterados. Foram
observadas DCs particularmente efectoras, com aumento da expressdo de moléculas
coestimuladoras, CD40 e CD80, no estudo de Karni et al. (2006), em doentes com EM
Secundariamente Progressiva. O ensaio de Huang et al. (1999) atestou a amplificacao da

secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-6, por estas células, em
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pacientes com EM. Também a osteopontina, envolvida na quimiotaxia, activagdo e
diferenciagdo de células imunoldgicas, ¢ abundantemente secretada por DCs, em
modelos de EAE e em pacientes com EM, polarizando os linfocitos T no fendtipo
produtor de IL-17 (Murugaiyan et al., 2008).

Serafini et al. (2006) inferiram do seu estudo, que as células dendriticas deverao
contribuir para a activagdo e expansdo local de linfocitos T patogénicos, apds processos
de recrutamento e maturacdo nas lesdes de EM, onde tém acesso a auto-antigénios
resultantes da destrui¢ao mielinica. Em concordancia, Lande et al. (2008) demonstraram
que ocorre mobilizacdo e acumulagdo de DCs plasmocitarias nas lesdes da substancia
branca e nas leptomeninges dos pacientes com EM, apesar de permanecer
incompreendido o mecanismo que envolve estes processos.

Com recurso a modelos animais, Karman et al. (2004) corroboraram a hipotese de
que as DCs acumuladas no SNC podem migrar para 6rgaos linfaticos secundarios, e ai
proceder a apresentacdo de antigénios cerebrais a linfocitos T. Desta forma, os linfocitos
T activados iriam migrar e acumular-se preferencialmente no SNC. Kivisakk et al.
(2004) proposeram que a migracao das DCs seria veiculada pelo LCR.

O papel dos astrocitos nas respostas imunitarias ¢ controverso € dubio. Apesar de
serem pouco eficazes na apresentacdo antigénica, alguns autores defendem a sua
capacidade de produzir citocinas e quimiocinas que contribuem para o recrutamento de
linfécitos T e aumento da permeabilidade da BHE, para facilitar a migracdo dos
mesmos. Sao-lhe adicionalmente atribuidas propriedades neuroprotectoras e reguladoras
de processos inflamatorios. (Chastain et al., 2010; Farina et al., 2007)

O papel das células NK na EM ou mesmo na EAE ¢ controverso. Inumeros estudos
realizados apresentam resultados contraditérios. Porém, algumas subpopulacdes destes

parecem manifestar um comportamento regulador na activacdo e sobrevivéncia de
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linfécitos T auto-reactivos, microglia e astrocitos, mediado por citotoxicidade directa ou

producao de citocinas (Gandhi, et al., 2010).

H202,
Complemento, NO,
Proteinases, ® Factores neurotropicos
Eicosanoides
®  Perforinas
M Fas
l FasL
M NxG2D
J Ligendo deNKG2D

Figura 4 — Modelo hipotético do potencial neuro-protector e neuro-destrutivo da
imunidade inata contra os componentes mielinicos. Podem estar envolvidos
processos de citotoxicidade directa contra a mielina ou oligodendrécitos, por meio de
sistemas enzimaticos como as perforinas, ou produtores de espécies reactivas de
oxigénio. As interacdes mediadas por contacto directo pelo Fas-FasL podem danificar a
mielina. A fagocitose dos fragmentos de mielina promove a activacdo e libertacdo de
mais componentes citotoxicos, por estas células. A neuro-protec¢do ¢ conseguida pela
secrecdo de factores neurotropicos que promovem a neurogénese. (Adaptado de Gandhi
etal. 2010)
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4.0S ALVOS DAS RESPOSTAS LINFOCITARIAS: POSSIVEIS
ANTIGENIOS

Linfocitos T de pacientes com EM reconhecem alguns antigénios proteicos da
mielina (Figura 6), nomeadamente, MBP (Proteina Basica da Mielina), PLP (Proteina
proteolipidica), MOG (Glicoproteina Oligo-dendrocitaria da Mielina), MOBP (Proteina
Bésica Oligodendrocitaria associada a mielina), MAG (Glicoproteina associada a
Mielina), CNPase (Fosfodiesterase dos Nucleotidos ciclicos) e OSP (Glicoproteina
especifica Oligodendrocitaria). H4 ainda a acrescentar alguns antigénios ndo mielinicos
que podem estar igualmente envolvidos nesta doenca: a proteina a-f Cristalina (Ousman
et al., 2007), a proteina S100 B, a Transaldolase-H (tal-H) e algumas Imunoglobulinas
do LCR que atuam como auto-antigénio perpetuando a accdo de linfocitos T
autoreativos. (Sospedra & Martin, 2005) De referir ainda, os anticorpos encontrados em
doentes com EM, anteriormente mencionados, dirigidos contra neurofilamentos,
nomeadamente a subunidade leve (Silber ef al., 2002) e a subunidade média (Bartos et

al., 2007), e ainda contra a neurofascina (Mathey et al., 2007).
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Figura 5 — Possiveis alvos antigénicos do Sistema Nervoso Central. As respostas
imunes na EM podem estar direccionadas contra proteinas da bainha de mielina,
oligodendrocitos e neurdnios. (Adaptado de Hemmer, et al., 2002)

A destrui¢cdo de mielina, com libertacao de epitopos, podera favorecer a distribui¢ao
antigénica e consequente activagdo linfocitaria, fomentando as respostas inflamatorias.
(Hemmer et al., 2002; Serafini et al., 2006; McFarland & Martin, 2007)

O papel do virus Epstein-Barr (EBV) na EM permanece controverso. Cepok et al
(2005), sugeriram que proteinas do EBV poderiam representar possiveis alvos das
respostas imunes na EM. No seu estudo, identificaram IgG oligoclonal no LCR
especifico para proteinas do EBV em doentes com EM e ainda, respostas aumentadas de
linfocitos T CD8" CD28" contra estes antigénios. (Cepok et al., 2005) Por outro lado,

Sargsyan et al., (2010), concluiram que o processo de desmielinizacdo na EM devera
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ocorrer na auséncia de infec¢ao latente ou activa por EBV através de linfocitos
B/plasmécitos, ao nivel do SNC nestes doentes. No entanto, as proteinas detectadas
neste estudo correspondem as latentes encontradas geralmente em linfocitos B
circulantes de individuos saudaveis seropositivos para este virus, € ndo houve evidéncia
de producao intratecal significativa de anticorpos anti-EBV exclusiva da EM,
contrariando a hipotese da intervencdo deste agente infeccioso na sua fisiopatologia.
Além disso, a semelhanca do que se observa noutros estudos, ndo se encontra EBV nas

placas. (Sargsyan et al., 2010)
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5. ALTERACOES NA PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATO-
ENCEFALICA

As perturbacdes na BHE sao detectadas precocemente na EM, associadas a
migracao transendotelial de leucocitos activados e libertagdo de quimiocinas e citocinas
(Minagar & Alexander, 2003). A alteracao da permeabilidade ¢ evidenciada quando da
utilizacdo de gadolinio na Ressondncia Magnética, que ao ser captado pelas zonas
atingidas, sugere, que naqueles locais a barreira ndo estara integra, deixando-se
atravessar pelo produto de contraste. (Minagar & Alexander, 2003)

A exposicao do endotélio a citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, TNF-a e IL-IB)
condiciona vdrias alteragdes, a seguir descritas. (Minagar & Alexander, 2003)

A permeabilidade da barreira sofre algumas modificagdes na sequéncia de
alteragOes estruturais nas juncoes intercelulares, com limitacao na capacidade de impedir
a entrada de solutos e células inflamatorias para o SNC. O IFN-y e o TNF-a contribuem
para a redugdo da sintese de proteinas como a ocludina e VE-caderina, com subsequente
diminui¢do da integridade juncional, isto ¢, aumento da permeabilidade vascular e maior
facilidade na migrag¢do leucocitaria. (Minagar et al., 2003) O factor de crescimento
VEGF, profusamente detectado em lesdes activas e cronicas de EM, pode intervir na
alteracdo funcional e estrutural da BHE (Minagar & Alexander, 2003).

Por outro lado, importa referir as Metaloproteinases da Matriz (MMP), produzidas
por diversas células (c€lulas endoteliais, da microglia, pericitos, macrofagos, astrocitos e
linfécitos T), responsaveis por degradar a matriz extracelular e os elementos das juncdes
intercelulares. Estdo implicadas em diversos processos da patogénese da EM, em
particular, na lesao focal da BHE, facilitando a infiltracdo linfocitica perivascular, na
destruicdo da mielina e desmielinizacdo em placas e ainda, na perda de axonios.

(Khrestchatisky et al., 2003; Minagar & Alexander, 2003)
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De salientar a MMP-9, cujos niveis plasmaticos estdo aumentados (em relagdo aos
controlos), particularmente durante as exacerbacdes da doencga e em conformidade com a
presenca de lesOes activas na RM. (Waubant ef al., 1999; Minagar & Alexander, 2003;
Fainardi et al., 2006) Takata et al., (2011) demonstraram que a MMP-9 pode ser
libertada de pericitos, sob o estimulo do TNF-a.

Outros agentes podem favorecer ou induzir lesdo na barreira, como os radicais de
oxido nitrico, apesar de permanecer controverso o seu papel. (Boje & Lakhman, 2000)

A adesio e a migracdo transendotelial de leucodcitos através da BHE sdo
coordenadas por quimiocinas, citocinas e moléculas de adesdo, que acabam por
condicionar a composicao celular do infiltrado inflamatério, na EM. As quimiocinas
CCR3 e CXCR4 sao amplamente expressas no endotélio cerebral, o que pode apontar
para um papel destas moléculas no controlo da migra¢do leucocitaria (Berger et al.,
1999). Diversas quimiocinas foram detectadas em doentes com EM, nomeadamente,
CCRS5 e CXCR3 nos Linfocitos Thl ou perivasculares; CCL5S/RANTES e CCL3/MIP-
la no LCR e nas lesdes parenquimatosas; e CXCL10/IP-10 no LCR. (Trebst &
Ransohoft, 2001; Sospedra et al., 2005)

A quimiocina CXCL12 habitualmente expressa na face basolateral da célula
endotelial, apresenta uma localizacdo diferente nos doentes com EM: € encontrada na
face luminal das vénulas. Este padrao de redistribuicdo estd associado a uma maior
expressao da mesma por astrocitos, e do seu ligando CXCR4, nos leucocitos do
infiltrado inflamatério. Tal facto € sugestivo de um papel destas moléculas na
inapropriada migracdo de células inflamatorias para o SNC, particularmente para as
areas que expressam esta distribuicdo, isto €, as de inflamagdo activa. (McCandless et

al., 2008)
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Esta demostrada a perda de microparticulas endoteliais, isto €, pequenas vesiculas
intactas derivadas da membrana endotelial, onde podem ser identificadas moléculas de
adesdo, nomeadamente, PECAM-1 (CD31), CD51, endoglina (CD105), E-selectina e
VCAM-1 (Minagar & Alexander, 2003). As suas respetivas formas soluveis sao
detectadas no plasma e LCR dos doentes com EM (Dore-Duffy ef al, 1993; Giovannoni
et al. 1997; Rieckmann et al., 1997; Losy et al., 1999; Minagar et al., 2001; Niezgoda &
Losy, 2002; Kuenz et al., 2005), constituindo marcadores indirectos do aumento da sua
expressdao no endotélio cerebral. Sugere-se que estas microparticulas representem
fenomenos de stress endotelial (Minagar & Alexander, 2003); varios estudos
estabelecem correlagdes positivas entre a detec¢do de niveis significativos das moléculas
de adesdo e indicadores de actividade da doenca, como a captagdo de produto de
contraste na RM (Dore-Duffy et al, 1993; Giovannoni et al. 1997; Rieckmann et al.,
1997; Losy et al., 1999; Minagar et al., 2001; Niezgoda & Losy, 2002; Kuenz et al.,
2005). Podem ser classificadas em trés grupos: das Selectinas, das Integrinas e da
Superfamilia de Imunoglobulinas. As selectinas intervém no processo de adesdo e
rolamento dos leucocitos sobre a superficie endotelial. A interagdao entre as moléculas
dos outros dois grupos resulta numa ligagdo mais firme das células inflamatorias ao
endotélio, seguindo-se de diapedese. (Kuenz et al., 2005) A forma ndo solavel de
PECAM-1 aparece com expressao aumentada em mondcitos de doentes com EM (em
relagdo aos controlos saudaveis) e nos linfocitos dos doentes com lesdes activas na RM
(comparando com lesdes que nao captam produto de contraste na RM) (Niezgoda &
Losy, 2002). Estes dados apontam para a sua provavel intervengao na patogénese da
EM, em particular, na fase aguda.

A migracao de linfocitos para o interior do SNC ¢ mediada pela molécula de adesao

VLA-4 (very-late antigen), que por sua vez se liga 8 VCAM-1 nas células endoteliais.
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Este facto ¢ evidenciado pela eficacia terapéutica do Natalizumab, um anticorpo
monoclonal dirigido a integrina a4p1 (componente da VLA-4), uma proteina presente na
superficie dos linfocitos. Este tratamento induz uma redugdo dos leucécitos no LCR,
nomeadamente linfécitos T CD4" ¢ CD8", linfocitos B CD19" e plasmoécitos CD138", o
que demonstra a importancia deste mediador na fisiopatologia da EM. (Polman et al.,
2006)

A integrina a4fB1 pode ligar-se a outras moléculas, nomeadamente a osteopontina,
que ¢ expressa no endotélio inflamado, ao nivel da matriz extracelular dos espacgos
perivasculares, e também nos astrdcitos activados e células da microglia (Steinman,
2009). A osteopontina ¢ encontrada nas lesdes de EM e apresenta-se elevada no plasma
destes doentes nas exacerbagdes. Em modelos de EAE, verificou-se que esta molécula
promove a sobrevivéncia dos linfocitos T activados, estando implicada quer nas fases de
exacerbagdo quer na progressao da doenga, e que estimula a expressdo de mediadores
pro-inflamatorios, como citocinas dos fendtipos Thl e Thl7. (Hur et al., 2007;
Steinman, 2009) A af-Cristalina, expressa nos astrocitos, ao contrario da anterior, tem
propriedades protectoras sobre os neurénios e células gliais, ao inibir a sua apoptose, e
parece ter capacidade para diminuir a producao de citocinas dos fenodtipos Thl e Thl7.
(Steinman, 2009) Ja foram identificadas respostas autoimunes mediadas por linfocitos T
e por auto-anticorpos contra esta proteina. (Hur ez al., 2007)

Recentemente foi proposto um mecanismo que poderd explicar como se processa a
alteracdo da permeabilidade da BHE, como ilustrado e explicado nas figuras seguintes
(Figuras 6 e 7). Assenta em duas ondas inflamatorias: a primeira resulta do influxo de
linfécitos T através dos plexos coroides, que vai estimular o endotélio da BHE; a
segunda, caracteriza-se por uma migracao celular acentuada, com invasao e lesao do

parénquima.
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Macroéfago

Ventriculo cerebral

Figura 6 — Entrada inicial de linfocitos T no SNC nao inflamado. Linfocitos T
memoria e efectores que expressam CCR6 atravessam os vasos do plexo cordide para o
estroma, e dai deslocam-se pelas células epiteliais do plexo cordide, com interagdo das
moléculas CCL20 e CCR6. Esta ligagdo vai permitir que os linfocitos atravessem as
jungdes oclusivas das células epiteliais do plexo cordide (barreira LCR-sangue) e que
entrem nos ventriculos cerebrais, de onde vao migrar para o espago subaracnoideu. A
reestimulagdo dos linfocitos T por macréfagos no espago sub-aracnoideu induz a
produgdo de factores de crescimento e inflamatorios (citocinas), expande a populagdo de
linfécitos T e estimula a BHE, permitindo a segunda onda de infiltragdo celular do
SNC.
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Figura 7 — Acumulacao de linfécitos T no SNC, apés activacio da BHE. Os
linfocitos T rolam ao longo e aderem a superficie interna activada dos vasos sanguineos
cerebrais, que expressam moléculas de adesdo, junto a pia-mater. a — os linfocitos T
movem-se lentamente ao longo da parede do vaso, geralmente contra a direccdo do
fluxo sanguineo, em busca de uma saida. b — depois de atravessarem para o espago
subaracnoide, estas células deslocam-se ao longo da parede externa do vaso sanguineo,
onde contactam com macréfagos residentes locais, ocorrendo apresentacdo antigénica. ¢
— o reconhecimento antigénico leva a reestimulacdo dos linfocitos T, e produgdo de
abundante quantidade de citocinas. d — os linfécitos T destacam-se da superficie do
vaso sanguineo e entram no parénquima cerebral, onde induzirdo lesdao dos tecidos.
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6. IMUNOFISIOPATOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA
Identificados os provaveis mediadores das alteragdes imunologicas que ocorrem na
EM, pretende-se em seguida compreender, integrar € sumariar 0S mecanismos
fisiopatologicos propostos e actualmente aceites.
Apesar de ainda persistirem duavidas relativamente a questdo da desregulagdo
imunitaria constituir um fenémeno primario ou secundario na patogénese da EM, o seu

envolvimento € indiscutivel.
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6.1 FISIOPATOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA: HIPOTESE
AUTO-IMUNE, INFECCIOSA E DEGENERATIVA
Hemmer, et al., (2002) consideraram trés possiveis mecanismos de indug¢dao da

neuro-inflamagao: a hipotese auto-imune, infecciosa e degenenrativa. (Tabela 2)

Tabela 2 — Etiopatogénese da Esclerose Miiltipla: hipétese auto-imune, infecciosa e
degenerativa.

Hipotese Pros Contras
Auto-imune e Direcionada para as areas e As respostas imunitarias
mielinizadas do SNC; contra antigénios mielinicos
e EAE; ainda ndo foram associadas
e Associacdo a HLA; ao inicio e progressao da
e Resposta a imunossupressores doenga.
¢ a imunomoduladores.
Infecciosa e Associagdo a HLA; e Nenhum agente patogénico
e Resposta ao Interferdo; identificado até ao momento.

e Padrdo de bandas oligoclonais
IgG semelhantes as doencas
infecciosas;

e Modelos de doencas
infecciosas do SNC.

Degenerativa | e Perda neuronal precoce; e Associacao a HLA;
e Pequena inflamagao na fase e Extensdo e cronicidade da
progressiva. inflamacao.

A hipétese auto-imune assenta numa etiologia primaria (Figura 8). E sustentada por
um modelo animal que mimetiza as alteracdes encontradas na EM: a EAE. Este enfatiza
o papel auto-imune de respostas mediadas por linfocitos Thl a antigénios mielinicos.
Porém, at¢ ao momento ainda nao foram identificados os auto-antigénios em causa, pelo

que ja foi proposto um mecanismo de reacgdes cruzadas contra antigénios estranhos (ndo
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“self”) associado a mimetizacao molecular e diversificagdo de epitopos. Neste sentido, a
lesdo inicial causada pelos linfécitos T auto-reactivos induziria reacg¢des inflamatérias
contra epitopos mielinicos adicionais libertados, perpectuando a doenca. Os factores de
risco genéticos relacionados com o HLA e a efic4cia de tratamentos imunossupressores
imunomoduladores também corroboram esta hipotese.

Considerando processos etiologicos secundarios, tendo por base outras situagdes
que cursam com inflamagao, foram propostos dois mecanismos: um infeccioso e outro
degenerativo (Figura 8).

A teoria infecciosa baseia-se na premissa de que uma inadequada resposta
imunitéaria podera contribuir para a progressio da doenga. E fundamentada por estudos
de infecgdes virais em modelos animais (Virus da encefalomielite murina de Theiler e o
Virus da hepatite murina). Uma infecgdo do SNC pode envolver a produgdo de IgG
oligoclonais e respostas clonais de linfocitos B, a semelhanga do que ¢ observado na
EM. Ao contrario da anterior, a resposta imune ¢ secundaria a actividade inflamatoria
dirigida ao agente infeccioso. Apesar da incessante procura de um microrganismo
responsavel, até agora nao ha evidéncias conclusivas nesse sentido.

Finalmente, a proposta de uma etiologia neurodegenerativa, ¢ suportada por dados
inferidos de patologias deste foro, que mostram que a perda da integridade dos tecidos
neuronais esta associada a activagao da microglia, produgdo de citocinas, gliose e
infiltracao leucocitaria. O tecido cerebral danificado permite a libertacdo de antigénios
para a periferia que podem promover o desenvolvimento de respostas imunes antigénio-
especificas. A evidéncia de que ocorre precocemente na EM perda de neurdnios e
oligodendrocitos reforca esta corrente.

Expostas as trés hipdteses, importa referir que a que reune mais consenso ¢ a auto-

imune, sendo o modelo EAE o mais usado para estudar a EM.
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Figura 8 — Possiveis mecanismos que conduzem a neuroinflamacao. Os antigénios
neuronais sao libertados e conduzidos aos nddulos linfaticos, onde sdo apresentados a
linfocitos B e T, por APCs (como as Células Dendriticas). Linfocitos B e T com
receptores de alta afinidade para estes antigénios, expandem-se e sdo libertados dos
nédulos linfaticos. Estas células deslocam-se no organismo e vao-se acumular nos
locais onde reencontram o antigénio que lhes induziu o “priming”. Na reactivagao
adoptam fungdes efectoras. No modelo de auto-imunidade, a imunizagdo periférica com
antigénios do tecido cerebral pode induzir uma resposta auto-imune direcionada contra
estes, gerando inflamacao primaria no SNC. A introdu¢do de antigénios estranhos (nio
“self”), por exemplo virais, ou uma lesdo cerebral aguda, como um acidente vascular
cerebral, desencadeia a libertagdo de antigénios para a periferia, despertando uma
resposta imune secundaria.

50



Alteracoes Imunologicas na Esclerose Miltipla e sua contribuicdo
para o conhecimento da Fisiopatologia da doenca

6.2 RESPOSTAS IMUNOLOGICAS NA ESCLEROSE MULTIPLA

Independentemente da etiologia, ha duas condig¢des indispensaveis para ser induzida
uma resposta imune: por um lado, um ambiente pro-inflamatério no SNC com maior
expressao de moléculas de MHC, receptores de co-estimulagdo e citocinas inflamatoérias;
e por outro lado, uma resposta imune mediada por antigénios. (Hemmer, et al., 2002)

O processo que se julga implicado na patogénese da EM (Figura 9), com base nos
dados anteriormente explanados, parece ter inicio na activagao periférica de linfocitos T
e B, que reconhecem antigénios do SNC. Estes antigénios podem ter origem no processo
de mimetizagdo molecular, com reac¢des cruzadas (hipdtese auto-imune) ou em
microrganismos com tropismo para o SNC. Sdo apresentados em tecido linfoide
secundario por células dendriticas, com o auxilio de moléculas de MHC de classe I e II,
dirigindo-se respectivamente a linfocitos T CD8" e CD4', ou por meio de proteinas
soluveis captadas pelos linfocitos B. Estas células que foram activadas pela APC, vao
desenvolver expansdo clonal e adquirir fun¢des efectoras. Facilitada pelo gradiente
quimiotactico gerado, estes leucocitos irdo migrar para o SNC, atravessando a BHE
(adesdo, atracg¢do e invasdo) cuja permeabilidade estd alterada, em busca do seu alvo,
onde vao ser reativados. Os Linfocitos B e T reativados vao sofrer distintos processos de
diferenciagcdo e induzir respostas funcionais concordantes com esta, nomeadamente na
producao de anticorpos e citocinas, na capacidade citotoxica, ou na mobilizagdo de
outras cé€lulas inflamatérias, como os macrofagos. Finda a agressao mediada pelos
sistemas inato e adquirido, os seus participantes seguirdo um de dois rumos possiveis:
inducdo da propria morte celular ou redistribuicdo para outros locais/tecidos.
Paralelamente, decorre o processo de remielinizagao por intervencao de progenitores de
oligodendrocitos e factores de crescimento. Como ja foi referido, a EM ¢ caracterizada

por significativa heterogeneidade, determinada em parte por factores genéticos, pelo que
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¢ expectavel que este prototipo sofra alguns reajustes ao longo da evolucdo da doenga ou

mesmo em doentes com padrdes distintos desta patologia. (Hemmer et al., 2002)

infécitos B SNC

V2
{‘\‘/ /
4,4 Plasmaocitos

¥ Linfocitos
T CD4+

Figura 9 - Modelo hipotético das respostas imunes na fase aguda da EM. As
respostas mediadas pelos linfocitos T e B sdo induzidas no tecido linféide periférico,
por antigénios libertados do SNC ou reac¢des cruzadas com antigénios estranhos. A
apresentacdo antigénica ¢ conduzida pelas células dendriticas, cujo estimulo ¢
particularmente marcado nos linfocitos T. Ocorre expansdo clonal das células activadas
(B e T), que sdao mobilizadas para o SNC. Os linfocitos B, ao encontrarem o respectivo
antigénio, diferenciam-se em plasmocitos, com libertacdo de anticorpos, I1gG, que se
vao ligar ao seu alvo (na forma soliivel ou acoplado & membrana). Os linfocitos T CDS"
também migram para o SNC, dirigindo-se ao ligando peptidico especifico, nas células
da glia ou neuronais, acoplado a moléculas de MHC de classe I; a interacdo de ambas a
as células culmina na lesio das segundas. Os linfocitos T CD4" dirigem-se aos
respectivos antigénios, apresentados por células da microglia, em moléculas de MHC de
classe II. A reactivagdo destas células propicia a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, com fungdes de quimiotaxia, na mobilizacdo de macréfagos, que por sua
vez libertam mediadores imunes toxicos e fagocitam a bainha de mielina. (Adapatado
de Hemmer et al., 2002)

A imunidade inata e adaptativa estd envolvida no processo fisiopatologico,

observando-se uma propensao para prevalecerem em fases distintas. Numa etapa mais
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precoce, relacionada com as manifestacdes de surto-remissdo, parece haver uma
acentuada influéncia do sistema imunitario adaptativo, mediada pela actividade dos
linfoécitos T e B, direccionados contra auto-antigénios do SNC. Clinicamente, os
periodos de maior actividade destas células sdo traduzidos pelas exacerbagoes.
Posteriormente, na fase progressiva, a inflamacao cronica ligada a activacdo no sangue
periférico de células dendriticas, perpectua a activacdo da microglia no SNC. Daqui
resulta um processo inflamatorio difuso, com lesdo dos axonios, clinicamente
demonstrado pela acumulagdo de incapacidade neuronal. (Weiner, 2008)

Pender & Greer (2007) destacam na fase de Surto-Remissdo, um processo de
desmielinizagdo com preservagao dos axonios ou transec¢ao destes, associado a um
infiltrado inflamatoério composto por linfocitos B e T, macréfagos e microglia activada.
Nas fases progressivas (primdria ou secundaria), haveria desmielinizagdo do cortex
cerebral com actividade inflamatoria menos activa, com infiltragdo de mononucleares
nas meninges contiguas e lesdes axonais difusas, de localizagdo preferencial nas

camadas subpiais. (Figura 10)
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Figura 10- Substratos imunopatogénicos propostos para as diferentes formas de
evolucao da EM. Na sec¢do coronal do SNC estdo representados os substractos
imunopatogénicos expectdveis para as fases de Surto-Remissdo (1) e Primadria
Progressiva (2); e nos graficos, a clinica, em termos de incapacidade ao longo do tempo
nas diversas fases. Na fase de Surto-Remissdo, as lesdes na substancia branca deverido
ser mediadas por linfocitos T auto-reactivos, que migraram do sangue periférico. Na
Primaria Progressiva (ou na etapa progressiva da fase Secundaria Progressiva) prevalece
o papel de auto-anticorpos, produzidos por linfécitos B nos foliculos linféides ectdpicos
nas meninges, induzindo desmielinizagdo no cortex cerebral ou cerebelar adjacente.
Estas estruturas semelhantes a foliculos linféides ectopicos s6 foram ainda identificadas
nas formas Secundarias Progressivas. (Adaptado de Pender & Greer, 2007)
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7. IMUNOFISIOPATOLOGIA DA ESCLEROSE MULTIPLA:
IMPLICACOES TERAPEUTICAS

O conhecimento dos mecanismos celulares e bioquimicos envolvidos na patogénese
da EM permitem desenvolver tratamentos mais eficazes e seguros. No entanto, esta
entidade patologica € marcada por significativa heterogeneidade. O amplo espectro da
EM na apresentacdo clinica, histopatologica, serologica e na sua evolugdo ao longo do
tempo, repercute-se necessariamente nas respostas aos tratamentos modificadores da
doenca. Desta forma, faria sentido personalizar os esquemas terapéuticos, de acordo com
as caracteristicas do processo patoldgico subjacente.

Ao longo deste trabalho, foram identificadas diversas células e moléculas
possivelmente envolvidas na etiopatogénese. O reconhecimento das mesmas e da forma
como interagem entre si ao longo de todo o processo, oferece a oportunidade de
seleccionar alvos terapéuticos e delinear as respectivas estratégias, para uma abordagem
mais dirigida, que modifique a evolucao da doenga. No tratamento, como ilustra a Figura
11, importa por um lado, considerar os diversos componentes do sistema imunitario, a
forma como actuam e o seu impacto na doenca; por outro lado, ¢ importante prevenir a
degeneracao dos axonios, e ainda, estimular a remielinizacdo e reparacao dos tecidos

danificados.
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I Estratégias terapéuticas I

Reducao dos linfocitos Th1/Th17

Indugdo dos linfocitos Treg

Impedir a migracao linfocitaria/Proteccao da BHE

Redugao dos linfécitos B

Atingir a imunidade inacta

Neuroprotec¢ao

Promover a remieliniza¢ao

Figura 11 — Possiveis alvos terapéuticos no tratamento da Esclerose Multipla.

A investigacdo cientifica tem sido incessante na busca de tratamentos que
demonstrem eficicia e seguranca. Muitos dos potenciais farmacos desenvolvidos e
testados em modelos experimentais, como a EAE, falharam nos testes clinicos, por falta
de seguranga e/ou de eficacia. Este facto levou a que o paradigma da EM como uma
doenga auto-imune mediada por Linfécitos T CD4" fosse ultrapassado, alargando a
pesquisa a outros dominios do sistema imunitario e ainda da neurodegeneragao.

As estratégias terapéuticas actualmente disponiveis estdo fundamentalmente
direccionadas para o processo inflamatdrio, distinguindo-se os imunomoduladores e os

imunossupressores, como agentes modificadores da doenga. (Tabela 3)
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Tabela 3 — Agentes terapéuticos imunomoduladores/imunossupressores que

demonstraram eficicia no tratamento de EM, e respectivo mecanismo de accao.

(DeAngelis & Lublin, 2008)

Agente terapéutico Accio

Interferao-f3

e Contrariar os efeitos do IFN-y (previne as alteracdes

na BHE)
| expressdo de moléculas de MHC classe II

Inivel de expressao de MMPs

Acetato de Glatiramero

Inducao de citocinas supressoras e diminuicao da

actividade inflamatoria, via Th2

Rituximab Anti-CD20 — deplecgdo de linfocitos B

Natalizumab Anti-integrina a-4 (molécula de adesdo a superficie
dos leucécitos) — interfere com a entrada de linfocitos
T no SNC

Fingolimod Sequestro de linfocitos nos orgdos linfaticos
secundarios (impede a sua entrada no SNC)
| linfocitos Th17

Alemtuzumab Anti-CD52 — depleccdo de linfocitos T, células NK

Daclizumab Anti-CD25 — diminuig¢do da estimulagao da ac¢ao dos

linfocitos T pela IL-2

Acido Fumarinico

Inibigdo de moléculas de adesdo e citocinas pro-
inflamatorias

Efeitos neuroprotectores

Cladribina

Deplecao de subpopulacdes de linfocitos

Estatinas

Reducao do IFN-y
Supressao da secrecao de citocinas Thl
Inibi¢dao da adesdao dos linfocitos T, prevenindo que

alcancem as areas de inflamagao
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Em Portugal, os farmacos prescritos a doentes com EM incluem, no grupo dos
imunomoduladores, o Interferdo f 1a e 1b, o Acetato de Glatiramero, o Fingolimod ¢ o
Natalizumab; a Mitoxantrona ¢ o Uinico imunossupressor recomendado. No entanto, em
alguns doentes sdo prescritos outros imunossupressores of-label, como a Azatioprina, a

Ciclofosfamida, o Metotrexato e o Micofenolato de mofetil. (Tabela 4)

Tabela 4 — Agentes terapéuticos da EM, de uso corrente em Portugal.

Outros
Imunomoduladores Imunussupressores imunossupressores
(of-label)
* Interferdao f (lae » Mitoxantrona * Azatioprina
1b) (aprovado FDA) * Ciclofosfamida
* Acetato de * Metotrexato
glatiramero  Micofenolato de
» Natalizumab mofetil
* Fingolimod
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CONCLUSAO

A imunologia da EM ¢ extremamente complexa e a sua compreensdo tem sido
dificultada pela contradicdo nos resultados de muitissimos e diferentes estudos
desenvolvidos. Os estudos em animais, apesar de apostarem em modelos que mimetizam
as alteracoes da condi¢ao patologica em analise, sdo incapazes de reproduzir a
complexidade do sistema imunitdrio humano, ou as condicionantes inerentes ao
paciente, e que condicionam a evolugao da doenga. No entanto, constituem a forma mais
dinamica de estimular e induzir determinados padrdes de actividade, para aferir acerca
do seu potencial papel na EM, impossiveis de realizar em humanos.

A apresentagdo desta patologia ¢ varidvel, observando-se ainda assim, na maioria
dos doentes, um padrao inicial de exacerbacao-remissdo que mais tarde evolui de forma
secundariamente progressiva, sem recuperacao entre os surtos. Porém em cerca de 10%
dos casos, a evolucdo ¢ desde logo, primariamente progressiva, com deterioracao
gradual e crescente.

O papel da Inflamacdo e da Neurodegenerescéncia na EM ¢ dubio, ndo estando
estabelecidas relagdes temporais ou causais para ambos. Este trabalho focou-se
essencialmente no componente inflamatério, como fendmeno primario ou secundario. A
inflamacdo intervém irrefutavelmente na fisiopatologia da EM, como se pode inferir da
presenca dos mediadores imunes nas lesdes e dos resultados bastante favoraveis obtidos
pela manipulagdo de imunomediadores (com imunomoduladores). O mecanismo
precipitante e alteracdes precoces subjacentes permanecem ainda desconhecidos e
controversos, estando propostas etiologias primarias, com intervencdo da auto-
imunidade, bem como secundarias, que envolvem agentes infecciosos ou

neurodegenerescéncia.
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A EM manifesta-se por desregulacdo imunitaria, com desequilibrio na homeostase
entre as respostas anti ¢ pro-inflamatdrias, ao longo da evolugdao da doenca, quer nas
fases agudas/exacerbagdes, quer na fase cronica/progressiva, com modificagdo do
substracto inflamatorio. Esta envolvida na formagao das lesdes, e ainda na perpetuacao
da actividade inflamatoria e detioragdo. Inicialmente, o protagonismo foi atribuido aos
linfocitos T CD4". No entanto, a ineficacia das terapéuticas dirigidas contra estes
agentes levou a que fossem alargados os horizontes de investigacdo, culminando na
descoberta de outras células e moléculas envolvidas na etiopatogénese da EM: linfécitos
T CD4" auxiliares produtores de IL-17, linfocitos T CDS8", linfocitos B, e linfocitos T
reguladores (CD4" e CDS8"). Os linfocitos T CD4" parecem estar mais relacionados com
o despoletar da resposta inflamatoria patologica, ao passo que os linfocitos T CD8" e B
actuam particularmente na perpectuacao da doenca.

Porém, o encadeamento do processo fisiopatologico nao ¢ igualmente sequencial em
todos os doentes. Assiste-se a uma marcada heterogeneidade na composicao do
infiltrado inflamatorio nas placas desmielinizadas, que conduziu a classificacdo em
quatro padrdes histopatologicos (Classificagdo de Lucchinetti et al, 2000).

Ainda assim, sugere-se que a activacdo de todo este processo ocorra a nivel
periférico, nos ganglios linfaticos, onde os antigénios neuronais (mielinicos e/ou ndo
mielinicos) serdo apresentados por APCs a linfocitos T e B. Apos a sua expansao, estas
células sdo mobilizadas para o SNC, através de uma BHE demasiado permissiva. A
disrup¢ao da BHE ¢ mediada pela ac¢do de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a e
o IFN-y, que modificam os mecanismos de coesdo/integridade da barreira, através de
alteragcdes estruturais — interferéncia com a produgdo/expressdo de proteinas estruturais
e degradacdo dos elementos de coesdo pelas MMPs. Adicionalmente, desenvolve-se um

gradiente quimiotdxico, por meio de quimiocinas, citocinas e expressao selectiva de
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moléculas de adesdo, que incitam a migracao transendotelial de leucocitos para o SNC e
que, desta forma, vao seleccionar a composic¢ao do infiltrado inflamatorio.

O processo patoldgico torna-se entdo confinado a regides localizadas do SNC, onde
operam a imunidade inata, celular € humoral.

A imunidade inata ¢ um componente importante, com particular relevo para as
células dendriticas, macréfagos e células da microglia. E responsavel pela apresentagio
antigénica e geracdo de microambiente pro-inflamatorio que permite a activacdo e
diferenciagdo de linfocitos T e B. Os macrofagos estdo incumbidos de fagocitar os
restos mielinicos e celulares resultantes da ac¢ao da imunidade celular ¢ humoral. A
destruicdo da mielina favorece a libertagdo e redistribuicdo de epitopos, com
consequente expansao e perpetuacao da actividade inflamatoria.

Os fenétipos pro-inflamatérios dos linfocitos T CD4" e CD8" vao desencadear a
cascata de mecanismos imunes, que abrangem desde a quimiotaxia, a mobilizagdo de
macrofagos ou mesmo accdo citotoxica directa. Os linfocitos Thl7 em particular,
relacionam-se com formas mais severas de EM.

Assiste-se ainda, a uma desregulacdo dos mecanismos supressores da inflamagao,
nomeadamente pela redugdo e disfuncao de linfocitos Treg, pelo aumento de moléculas
que promovem a sobrevivéncia de linfocitos T efectores, e pela restricdo de moléculas
com propriedades neuro-protectoras (que inibem a apoptose neuronal e glial).

Da imunidade humoral hé a destacar a interac¢do entre os linfocitos B e T, por meio
da qual ocorre a apresentagdo antigénica, com posterior activagao de linfocitos T. O
papel dos anticorpos ndo ¢ consensual, apesar da presenca de bandas oligoclonais. Na
forma secundariamente progressiva, encontram-se por vezes estruturas linfoides
ectopicas, potencialmente promotoras de um processo inflamatério cronico, associadas

a maior severidade e rapidez de progressao da doenca.
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A importancia do conhecimento da fisiopatologia da EM reside no seu potencial
para sugerir novos biomarcadores, que permitam identificar o padrao inflamatorio, para
assim, individualizar as terapéuticas. Desta forma poder-se-4 intervir no processo
patologico, para impedir a sua formagdo e progressdo, prevenindo a deterioragdo

neurologica.
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ANEXO 1 - Resumo das caracteristicas dos artigos seleccionados.

Autores Ano Tipo de estudo

Acosta-Rodriguez 2007 Investigacdo experimental
(In vitro)

Aloisi & Pujol-Borrell 2006 Revisao

Aloisi et al. 1998 Investigacdo experimental
(in vitro)

Archelos et al. 2000 Revisao

Bar-Or 2008 Revisdo

Bar-Or et al. 2010 Caso-controlo

Bartos et al. 2007 Caso-controlo

Becher et al. 2001 Investigacdo experimental
(EAE)

Berger et al. 1999 Investigacdo experimental
(In vitro)

Boje & Lakhman 2000 Investigacdo experimental

Breij et al. 2008 Caso-controlo

Cepok et al. 2005 Caso-controlo
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Chastain, et al. 2010 Revisao

Correale et al. 1995 Caso-controlo

Cross et al. 2006 Ensaio Clinico de fase II
DeAngelis & Lublin 2008 Revisao

Fabriek et al. 2005 Caso-controlo

Fainardi et al. 2006 Caso-controlo

Farina, et al. 2007 Revisdo

Franciotta et al. 2008 Revisao

Frischer et al. 2009 Caso-controlo

Gandhi, et al. 2010 Revisao

Giovannoni et al. 1997 Coorte

Gray, et al. 2008 Caso-controlo

Harp et al. 2010 Caso-controlo

Hauser et al. 2008 Ensaio Clinico de fase II
Hemmer et al. 2002 Revisao

Huang et al. 1999 Caso-controlo

Hur et al. 2007 Caso-controlo

75




Alteracoes Imunologicas na Esclerose Miltipla e sua contribuicdo

para o conhecimento da Fisiopatologia da doenca

Ireland & Monson 2011 Revisao

Jacobsen, et al. 2002 Caso-controlo

Karman, et al. 2004 Investigacdo experimental
(In vivo)

Karni et al. 2006 Caso-controlo

Kasper & Shoemaker 2010 Revisao

Khrestchatisky et al. 2003 Revisao

Kivisakk, et al. 2004 Investigacdo experimental
(material de autopsia)

Kuenz et al. 2005 Caso-controlo

Lande, et al. 2008 Coorte

Lassmann 1999 Revisao

Losy et al. 1999 Caso-controlo

Lucchinetti et al. 2000 Caso-controlo

Magliozzi 2007 Investigacdo experimental
(material de autopsia)

Mathey et al. 2007 Caso-controlo

McCandless et al. 2008 Caso-controlo
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