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RESUMO



Estudamos o liquor (LCR) de 24 pacientes com esclerose maltipla (EM) e 11 sujeitos
controles por espectroscopia de prétons de alta resolugio por ressondncia magnética. A
aplicagdo da espectroscopia de protons do LCR pode detectar metabélitos em situagbes
normais e patoldgicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar quais alteragSes metabolicas
estdio associadas & EM e estabelecer se as alteragdes da composiggo do liquor dos pacientes
com EM reflete alteracdes metabolicas que ocorrem nesta doenga desmielinizante. Foram
analisadas amostras de liquor obtidas por pungio lombar em 24 pacientes com EM
{clinicamente definida), 9 homens e 15 mulheres, com idade média de inicio da doenca de
30 anos; pacientes com polineuropatia idiopética, cefaléia, sindromes meningorradiculares
e um paciente que fora submetido & pungdo para mielo-CT, foram utilizados como
controles (11 pacientes). Uma porgdo de cada amostra de liquor foi armazenada para
analise por RM, na qual 0,5 ml de LCR foram adicionados a 0,1 ml de 0,75 mM de TSP
(sodium 3-trimethyl-silylpropionate-2,2,3,3-d). Foi utilizado um espectrdmetro VARIAN
INOVA-500 (11,7 T), que opera a 499,886 MHz. Os espectros foram armazenados a 298 K
e representaram a soma de 64 transientes adquiridos de dados 64 K, com amplitude
espectral de 10 kHz. Todos os espectros foram ajustados previamente a ai_lélise estatistica
multivariada e o padrao de reconhecimento foi ajustado ao pico do TPS para a mesma
altura em todas as amostras ¢ corrigidos os desvios espectrais ¢ a linha de base. A
concentragio de metabodlitos do liquor de pacientes com EM e controles foi estabelecida
pela integragio de picos isolados medidos relativos a TSP, corrigidos para o nimero
relativo de protons. As principais diferengas encontradas entre EM e controles foram
aumentos dos niveis de acetoacetato, glutamina/glutamato e beta-hidroxibutirato nos
pacientes com EM em comparagio aos controles. Alanina, treonina, valina, leucina e
isolqucina constituem cerca de 40% dos proteolipides da mielina e cerca de 20% da
proteina basica da mielina. Acetoacetato e beta-hidroxibutirato resultam da degradagio
destes aminoacidos, que além de estarem relacionados a degradagio desses aminoécidos,

podem ser resultantes da patologia em oligodendrocitos.
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ABSTRACT




Abstract: We studied cerebrospinal fluid (CSF) of 24 patients with multiple sclerosis (MS)
and 11 control subjects by high resolution proton MR spectroscopy. The application of 1 H
magnetic resonance spectroscopy in cerebrospinal fluid (CSF) analysis may detect
metabolites in normal and pathological conditions. The purpose of this work was to
evaluate what biochemical changes were related to multiple sclerosis (MS) and establish
whether the CSF composition in MS patients reflects metabolic changes occurring in this
demyelinating disease. CSF samples obtained by lumbar puncture in 24 MS patients
(clinically definite), 9 male and 16 female, with mean age of disease beginning around 30
years; patients with idiopathic polyneuropathy ; headache, and meningitis, and one patient
submitted to myelo-tomography were used as controls (11 patients). A portion of each CSF
sample was stored until NMR analysis, at which time 0,5 ml CSF were added to 0,1 ml of
0,75 mM sodim 3-trimethyl-silylpropionate-2,2,3.3-d (TSP), chemical shift reference
(0,0 ppm), in D20. A Varian INOVA-500 (11,7 T) spectrometer, operating at 499,886
MHz, was used. Spectra were recorded at 298 X and represented the sum of 64 transients
acquired over 64 K data points with a spectral width of 10 kHz. All spectra were treated
‘prior to the mi_lltivariate statistics and pattern recognition by adjusting the TPS peak to the
‘same height and by correcting the spectra shift and baseline. Metabolite concentrations in
CSF from the patients with MS and controls were determined by integration of isolated
peaks measured relative to TSP, correcting for the relative number of protons. The major
differences between the MS and control patients by visual inspection were the relative
increased levels of acetoacetate; glutamine/glutamate and beta-hydroxybutirate in MS
patients, compared to controls. Alanine, threonine, valine, leucine and isoleucine account
for 40% of the myelin proteolipid protein and for 20% of the myelin basic protein.
Acetoacetate and beta-hydroxybutirate result from the degradation of these aminoacids,
which besides being related to the breakdown of myelin, may result of oligodendrocyte
pathology. During inflammation, lymphocytes, microglia and macrophages release
excessive amounts of glutamate. Astrocytes impairment of glutamate uptake may

contribute to excitotoxic damage of oligodendrocytes in MS.
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A escleros.e miltipla (EM) € uma doenga inflamatéria cronica do sistema
nervoso central (SNC) de etiologia desconhecida, caracterizada pela infiltragdo de células
do sistema imune e destrui¢io localizada da mielina, provavelmente desencadeada por
reagio auto-imune contra proteinas que constituem a bainha de mielina, resultando na perda
de oligodendrécitos e axénios (Bruck ef al, 1997). O substrato patoldgico envolve a
ativagdo de uma populagio especifica de linfocitos T pro-inflamatorios, os Thl, que sdo
auto-reativos, reconhecendo auto-antigenos relacionados com os epitopos da proteina
basica de mielina. Com esta ativagio, eles atravessam a barreira hematoencefalica e
penetram no SNC. As células sdo reativadas por antigenos locais e respondem com a
produ¢io de ampla gama de citocinas pro-inflamatérias, como a interleucina-2 e
interleucina-12. Estas citocinas ativam os macréfagos, que destroem a bainha de mielina

dos axdnios.

Ha evidéncias de susceptibilidade genética ao desenvolvimento da EM. Em
geral, parentes de primeiro grau de probandos apresentam risco de 30-50 vezes maior de
terem a doenga do que a populagio em geral. Ha associagdo da EM com alelos especificos
de HLA. Os genes de HLA qﬁe codificam estes antigenos sdo encontrados no brago curto
do cromossomo 6. Associa-se 0 HLA-DR2 com a EM, e, de modo menos significativo,
com HLA-A3 ¢ B7 na EM em caucasianos. O sistema HLA ¢ parte integrante da resposta
do sistema imune. Alguns alelos, como o0 HLA DR e HLA DQ), conferem risco aumentado
para o desenvolvimento da EM. Provavelmente, existem muitos genes que conferem
susceptibilidade ao desenvolvimento da EM, e a expressiio de modificaghes sutis destes
genes depende de fatores ambientais. Estudos epidemiolégicos de migrantes apontam para
a existéncia de fatores ambientais, particularmente quando estiverem presentes antes dos
15 anos de idade. Especula-se a possibilidade de uma etiologia viral, entretanto, nunca um
agente viral especifico fbi isolado do sistema nervoso central destes pacientes. Alguns virus
como o Herpes tipo 6, influenza, papiloma e Epstein-Barr, apresentam genes que codificam
peptideos que contém seqiiéncias de aminodcidos semethantes as observadas nas proteinas
estruturais maiores da mielina. Assim, anticorpos reativos a estas seqiiéncias de peptideos
podem apresentar reagic cruzada com componentes da bainha de mielina. Contudo,

nenhum virus isoladamente pbéde ser definido como o agente causador da EM, assim,
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nenhum agente causal, isoladamente, existe ¢ a combinago de virus agindo sinergicamente

pode ser necessaria para desencadear a patologia observada (Dalgleish, 1997).

Particularidades da proteina bésica de mielina (PBM) também tém sido
associadas com a EM. Admite-se que em pacientes com EM, a PBM tem uma natureza
menos catibnica, o que € atribuido a um aumento da proporgdo relativa de componente
menos cationico (C-8) (componente citrulinado principal) que € de 18% em individuos
controles ¢ de 45% em pacientes com EM; hi um decréscimo compensatério do
componente mais catidnico (C-1) (Moscarello ef al., 1994). E, desde que a capacidade da
PBM de formar camadas estdveis e compactas depende das cargas positivas, a natureza
menos catidnica em pacientes com EM pode torni-la menos capaz de executar esta fungio,

sugerindo uma perda inerente da estabilidade da mielina (Moscarello ez al., 1986)

A doenga apresenta maior prevaléncia nos paises do hemisfério norte
(80 a 100 casos por 100.000 habitantes). Na cidade de So Paulo, a prevaléncia estimada de
EM, no ano de 1997, foi de 15 casos por 100.000 habitantes (Goldbaum, 1998, Callegaro,
2001). A EM € mais prevalente em 'mu'lheres, dos 20 a0s 40 anos, com evolugio em surtos
em 50 a 70% dos casos. A EM infrequentemente se inicia na infincia e, em geral,
raramente s¢ inicia apds os 50 anos. Estima-se que em 3 a 5% dos casos a doenga se inicie
antes dos 16 anos, com preponderédncia no sexo feminino; o inicio antes da puberdade tem
sido considerado excepcional, e representa 0,2% dos casos de EM (Balassy ef al., 2000). A
apresentagdo clinica da EM ¢ extremamente variavel. A forma aguda progressiva
(tipo Marburg) € rara. Para as outras formas clinicas, costumam-se identificar quatro tipos.
Na maioria dos pacientes, a doenga inicia com um curso remitente-recorrente (RR),
definido pela observagdo de recorréncias em intervalos distintos, com perfodos de
estabilidade entre os mesmos. A incapacidade nos pacientes com a forma RR ocorre porque
a recuperagfo, entre os intervalos de atividade da doenga, costuma ser incompleta.
Pacientes com a forma RR evoluem para a forma progressiva secundaria (SP), com
incapacidade crescente, num periodo variavel. Admite-se que nos pacientes com a forma
SP, o desenvolvimento da incapacidade decorra da perda axonal progressiva € pronunciada,
nas lesdes ou na forma disseminada de doenga multifocal. Ha também, em 5-10% dos

pacientes, uma forma primaria progressiva (PP), na qual os pacientes, desde o inicio,
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apresentam incapacida'de progressiva. O termo forma benigna (BF) € utilizado quando,
apds remissdes e recorréncias, nenhuma progressio adicional da doenga ocorre € o paciente
¢ neurologicamente funcional 15 anos ap6s os sintomas iniciais. Formas pseundo-tumorais
da EM apresentam manifestagdes clinicas de lesdes que exercem efeitos expansivos. Nestes
casos, a historia clinica, a presenga de outros sintomas ou outras lesdes no estudo de RM,

bem como o efeito terapéutico de corticoesterdides podem auxiliar no diagndstico correto.

O quadro clinico depende da distribuigiio das lesBes, sendo mais fregilentes as
sindromes medulares, de tronco cerebral, prejuizos na visdo decorrentes de neurite Optica,
hemiparesias, paraparesias e monoparesias, por acometimento do SNC. Menos
freqiientemente pode apresentar manifestacGes clinicas atipicas, que incluem alterages
comportamentais. A prevaléncia de epilepsia é de 2 a 5% nos pacientes com EM, e é maior
que na populagdo geral. A freqiiéncia de crises parciais estd aumentada nos pacientes que
apresentam EM e convulsdes. As lesdes que geram as crises costumam estar localizadas nas
areas corticais e subcorticais (Thompson, 1993). O prejuizo cognitivo ocorre em 45 a 65%
dos individuos e se correlaciona com a carga total de leses ]ustacortlcals Num estudo de
Bo et al. (2003), 4 de 5 pacientes que 4 histopatologia apresentavam desmielinizagdo
subpial cortical generalizada mostraram sinais e sintomas de prejuizo cognitivo. Assim, isto
pode indicar que lesdes intracorticais podem ser a causa de deméncia em pacientes com

EM.

Variantes da esclerose multipla podem ser consideradas: esclerose multipla
classica (Charcot); neuromielite éptica (NMO, ou doenga de Devic); esclerose concéntrica

(CS, doenga de Balo); esclerose difusa (DS, ou doenga de Schilder).

O diagnéstico da EM se baseia no quadro clinico evolutivo, com suporte de
exames complementares, Em 1965, Schumacher foi o primeiro a definir critéribs para o
diagnostico definitivo de EM. A idéia principal destes critérios é de que deve haver
sintomas e sinais objetivos de doenga multifocal da substincia branca, com disseminacio
no tempo e no espago, para os quais no ha melhor explicacio neuroldgica. Em 1983,
Poser ef al. foram os primeiros a estabelecer critérios diagnésticos que nfo fossem
puramente clinicos, incluindo pardmetros laboratoriais (como anoﬁnalidades liquoricas) e

evidéncia paraclinica de lesdes multifocais na substincia branca (através de tomografia

Introdugdo e Revisdo Ribliogrdfica
18



computadorizada ¢ potenciais evocados). Atualmente, a ressondncia magnética (RM) tem
sido utilizada amplamente e ¢é considerado o principal elemento paraclinico para
demonstrar disseminagao no tempo (pela presenga de lesdes com realce ou novas lesdes em
T2) e disseminagdo espacial (pelas miltiplas lesSes observadas no cérebro e na medula) e

mostra alteragdes em 95% dos pacientes com EM clinicamente definida .

Os achados tipicos de RM encontrados na EM sdo um reflexo da histopatologia
da doenga. A localizagdo periventricular, particularmente no corpo caloso, e o aspecto
ovoide das lesdes com extensdes a substdncia branca adjacente (com aspecto de “dedos de
Dawson”) sdo decorrentes da distribuicio perivenular das placas. O painel internacional
sobre diagndstico de EM publicado por McDonald er al. (2001) estabelece os critérios de
RM para caracterizar disseminagdo no espago sfo baseados nos critérios de Barkhof (1997),
com modificagiio proposta por Tintoré ef al. (1999). Nestes, consideram-s¢ quatro itens,
sendo considerados preenchidos os critérios quando houver positividade em pelo menos
trés itens. Estes critérios sdo: uma lesdo com realce pelo gadolinio ou nove lesdes
hiperintensas em T2 (uma lesdo medular substitui uma lesdo cortical); pelo menos uma
lesio infratentorial;, pelo menos uma lesdo justacortical; pelo menos trés lesdes
periventriculares. LesSes medulares podem ser consideradas como lesfio infratentorial.
Lesdo medular captante ¢ considerada equivalente 3 lesdo encefalica captante e lesdes
medulares podem contribuir com lesdes cerebrais para atingir o niimero de lesdes
necessarias em T2 para preenchimento dos critérios. Estes novos critérios diagnosticos
permitem um diagnéstico mais precoce, sem comprometimento da acuracia, e, num grupo
de pacientes acompanhados por 3 anos, apresentou sensibilidade de 74%, especificidade de
86% e acuracia de 80%, para o diagnostico de EM clinicamente definida. Destes critérios,
lesBes com realce pelo gadolinio e lesBes justacorticais foram as mais relevantes
(com acuricia de 72 e 74%, respectivathente). Neste estﬁdo de Barkhof (19§7), foram
acompanhados pacientes com sindromes desmielinizantes isoladas e avaliou-se, a longo
prazo (39 meses), a evolugdo dos mesmos para EM clinicamente definida. A conversio
para EM clinicamente definida em 50% dos casos foi observada em até 9 meses e 90% em
30 meses. Além disso, lesdes localizadas nas regiGes temporais e occipitais sdo observadas
na EM (e tém valor preditivo positivo para o diagndstico) (Namer ef al., 1993} RM do

encéfalo normal tem alto valor preditivo negativo para EM. Entretanto, ndo se pode excluir
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definitivamente o diagnostico de EM quando a RM for normal. Thorpe ef al. (1996)
descreveram uma série de 20 pacientes com suspeita de EM com RM do encéfalo normal,
porém todos eles apresentavam lesdes na RM de medula, o que sugere que a avaliagio por

RM da medula aumenta a sensibilidade e também o valor preditivo negativo.

A disseminagio no tempo e espago pode ser bem caracterizada pela RM. Nos
casos com mais de um surto ¢ evidéncias clinicas de 2 ou mais lesdes, o painel afirma nio

ser necessario nenhum teste adicional para confirmagiio do diagnéstico.

A RM do encéfalo ¢ alterada em 87 a 95% dos casos e mostra lesGes hipo ou
isointensas em T1, hiperintensas nas aquisi¢des em TR longo (T2, DP, FLAIR), com ou
sem realce apos a administragio venosa do agente de contraste paramagnético. Lesdes com
padrdo de realce anelar, incompleto ou aberto (a porgiio aberta do halo em geral é a que
toca o cortex ou a substincia cinzenta profunda), sio sugestivas de etiologia
desmielinizante, e este padrio pode ser Util para diagnéstico diferencial com lesdes de
natureza neoplasica ou até mesmo inflamatéria (Masdeu, 2000). A distribuigdo das lestes
na EM pode ser bastante varia'wel,_ entretanto, hé um padrio preferencial de localizagdo das
mesmas: a substincia branca periventricular, particulzirmente nos angulos laterais dos
ventriculos laterais, assoalho do quarto ventriculo, pedinculos cerebelares, medula
espinhal, no nivel cervical, nervos opticos. Placas de desmielinizagdo costumam ser
observadas nas regides subcorticais, na transi¢fio entre as substincias branca e cinzenta, A
RM também pode ser observado alargamento das dimensdes do ventriculo, mesmo nos
estagios iniciais da doenga (Brex ef al., 2000). A desmielinizagio pode resultar em redugio
dos diidmetros dos axdnios e fibras remielinizadas costumam ser mais finas que 03 axonios
nao afetados. A gliose reacional, que também pode ser observada nos pacientes com EM,

pode causar contragio tissular e resnltar num auvmento das dimensdes ventriculares.

Do ponto de vista microscopico, o estigio mais precoce no desenvolvimento de
placa de EM € um infiltrado linfocitico perivenular. E, no desenvolvimento das lesdes da
EM, admite-se que ocorra uma alteragdio da BHE, que permite a infiltragio de células
inflamatdrias no SNC. Contudo, ndo se sabe se mondcitos derivados do sangue ou se
células microgliais s3o as mais importantes fontes do actimulo de-fagécitos. Ocorre um

estagio no qual ha infiltragfo tissular, difusa, de linfécitos e macréfagos, com edema,

Introdugdo e Revisdo Bibliogrdfice
20

et



(WL R YNy

desmielinizaco, proliferagio e hiperplasia de astrocitos, aumento do mimero de
macréfagos xantomatosos e axonios desmielinizados. A seguir, o processo inflamatério se
torna menos exuberante, observam-se menos macrofagos e a gliose passa a ser
proemmente As placas crénicas de EM sdio areas focais relativamente hipocelulares, de
gliose, e com perda quase total de oligodendrocitos. Quatro tipos de reagdes
histopatologicas s3o observados na EM (Lassmann, 2001): mediado por macrofagos, com
processo inflamatorio mediado por linfocitos T, mediado por anticorpos, com inflamagéo
mediada por células T e lise mediada por complemento, com anticorpo anti-mielina como
mecanismo basico; oligodendropatia distal, com vasculite de pequenos vasos mediada por
células T; dano primario no oligodendrécito ¢ desmielinizagio secundaria, com inflamagdo
mediada por células T e desmielinizacio induzida por toxinas de macrofagos. Ha
correlagio entre a ressonfincia magnética de encéfalo ¢ a incapacidade, sugerindo uma
correlagdo positiva entre volume de lesdo em T1 e atrofia cerebral com o comprometimento

pela doenga.

Os padrdes de lesdo, como tamanho e formato, em diferentes amostras de
encéfalo, estudados histopatologicamenie (De Gfbot, 20'01), mostraram  certa
homogeneidade num mesmo paciente. Isto sugere que exista algum fator
paciente-especifico no desenvolvimento de lesdo. Lucchinetti et al. (2000) encontraram
também um padrio de desmielinizagdio homogéneo num mesmo paciente e um padrio
heterogéneo de lesdes entre diferentes pacientes, que apresentavam lesdes desmielinizantes

em atividade.

Embora a desmielinizagio com preservagdo de axdnios seja o achado
patologico mais associado & EM, um estudo de Van Walderveen ef al. (1995) mostrou que

87.5% dos pacientes de sua série apresentavam perdas axonais.

A quantificagiio de areas e volumes de leses cerebrais através da RM tem
importAncia nas correlagdes entre incapacidade e neuroimagem, € na conducido de estudos
cuja finalidade é avaliar o efeito de medicacGes sobre a atividade da doeng¢a. Em RM, a
atividade inflamatéria da doenca pode ser caracterizada pela presenca de lesdes que
apresentam realce apds a administragdo venosa do agente de contraste paramagnético

(gadolinio), achado que denota aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica ¢
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caracteriza  inflamacio aguda. Na  encefalomielite  alérgica  experimental
(Hawkins ef al., 1990) concluiram que lesdes captantes de contraste ndo eram observadas
sem evidéncias histolégicas de inflamago, achado que corrobora a associagdo entre
captagdo de contraste, com processo inflamatério e doenga em atividade. Assim, a
importancia do realce pelo contraste na monitorizagdo do tratamento é evidente. Os
linfocitos podem ser ativados por causas ndo identificadas e podem penetrar a barreira
hematoencefalica. As células endoteliais dos capilares do SNC néo sdo fenestradas e sdo
conectadas por “tight junctions”. As células endoteliais capilares expressam moléculas de
adesio (V-CAM) e moléculas de classe I1 do complexo de histocompatibilidade. Linfécitos
ativados podem penetrar a barreira do endotélio, guiados por moléculas de adesdo, como as

integrinas, que se ligam a V-CAM.

O realce pelo contraste paramagnético também pode ser decorrente do aumento
do transporte vesicular, jA que grande nimerc de vesiculas de pinocitose t€m sido
observadas no endotélio de vénulas cerebrais em placas agudas e subagudas (Brown, 1978).
Além disso, a presenga de realce pode ser o evento mais precoce no desenvolvimento de
uma lesio. Entretanto, Lee ef al. (1999), mostraram que muitas lesdes novas podem
aparecer em T2, sem correlacio com lesBes prévias captantes de gadolinio.
Gay et al. (1997) evidenciaram que lesdes agudas ndo estdo necessariamente associadas a
quebra da barreira hematoencefalica. Num estudo de Smith ef al. (1993), 75% das lesGes
com realce mostraram esta alteracio por um periodo menor ou igual a um més.
Aproximadamente 20% continuaram a ter realce por mais de um més, e, em 5% dos casos o
realce persiste por 3-4 meses. Les@es que mostrem realce por mais de 4 meses devem ser
reavaliadas, e sua relagdo com a esclerose miltipla pode ser questionada, ja que esta
caracteristica ¢ mais compativel com outras entidades inflamatorias, infecciosas ou até

mesmo com neoplasias.

De um modo geral, as alteragbes observadas nas seqiéncias ponderadas em T2
(e quantificacio das mesmas) apresentam baixa correlagio com o comprometimento dos
pacientes (Barkhof & Filippi, 1995). As alteragdes detectadas nas sequiéncias ponderadas
em T2 apresentam baixa especificidade ¢ podem denotar edema, desmielinizagdo, gliose e

perda axonal. Particularmente nas regiGes periventriculares {nas quais ha grande densidade
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de fibras comissurais. de vias longas), admite-se que o surgimento de novas lesdes em T2,
possa, em parte, representar gliose progressiva secundaria & degeneragio Walleriana dos
axonios. Analises histopatoldgicas de um grupo de 29 pacientes com EM (com idade média
de 63 anos, com variagio de 34 a 85 anos; com duragio média da doenca de 25 anos, com
variagfio entre 7 e 54 anos) (De Groot, 2001) revelaram que 48% das lesdes hiperintensas
em T2 representavam lesSes ativas, incluindo lesdes localizadas na substincta branca com
aparéncia normal, nio apresentavam perda significativa da mielina, e apresentavam graus
variaveis de edema, pequenos agrupamentos de células microgliais, com expressdo do
complexo de histocompatibilidade classe II, ¢ expressdo dos antigenos CD 45 ¢ CD 68 e

infiltrados linfocitarios perivasculares.

As seqiiéncias ponderadas em T2 apresentam baixa sensibilidade para detectar
lesBes intracorticais, o que pode ser explicado pelo tempo de relaxacdo de lesGes da
substincia cinzenta ser mais prolongado em razdo da alta celularidade do cortex e efeitos de
volume parcial em decorréncia da proximidade com o liquor, além da auséncia de
inflamag3o significativa em lesGes corticais. Assim, a menor sensibilidade das sequéncias
ponderadas em T2 para detectar lesGes corticais pode explicar a fraca correlagio entre a
carga global de lesdes e comprometimento dos pacientes. Técnicas em FLAIR
(fluid-attenuated inversion recovery) tém mostrado um melhor contraste entre areas de
lesBes corticais e justacorticais e aumentam a sensibilidade da RM para lesdes corticais.
Num estudo de Filippi (1996) incluindo 7 pacientes com EM, nas formas RR e SP, com
utilizacio das seqiéncias FILLAIR, mostrou-se 45% de lesbes em regides corticais ou
subcorticais. Lesdes justacorticais estdo relacionadas com ax6nios que se dirigem para o
cortex e costumam sugerir natureza desmielinizante, uma vez que doengas

hipéxico-isquémicas costumam preservar estas regides (que contém as fibras “U”).

O envolvimento da substdncia cinzenta, demonstrado por estudos patologicos e
por RM, podem representar efeitos remotos da injiria a substancia branca (diasquisis) ou
efeitos diretos da doenga sobre o cortex (Bermel et al., 2005). Nestes pacientes, também se
observa acimulo de ferro, bem como alteragdes no metabolismo deste metal, que tem sido
associados com os mecanismos fisiopatologicos da doenga. Os niveis de ferritina estdo

elevados em pacientes com as formas cronicas progressivas. A heme oxigenase 1 estd com
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atividade alterada e isto leva a aumento tissular do ferro na EM. Grupos de ferro nio-heme
que atuam como catalisadores em reagbes de oxidagio podem estar anormalmente
seqiiestrados na substincia cinzenta, e isto pode contribuir para dano secundario causado
pela peroxidagdo de lipideos. Especula-se que a associagio entre as hipointensidades em T2
e atrofia cerebral possa explicar o papel de depdsitos patoldgicos de ferro como um
mediador ou mesmo como um epifendmeno da doenga. Particularmente os talamos, locais
em que as hipointensidades em T2 foram mais significativamente preditoras da progresséo

da atrofia, foram implicados como sitio de envolvimento na EM (Bermel ef ai., 2005).

A perda tecidual irreversivel na esclerose multipla pode ser avaliada através da
caracterizagdo dos “buracos negros”, que sdo dreas focais com hipossinal em T1, que ndo
apresentam realce pelo gadolinio. Este conceito é corroborado pelos achados post mortem
que demonstram que a densidade de ax6nios diminui acentuadamente nos “buracos negros”
(Van Waeseberghe er al., 1999). Estas reas sdo representativas das lesdes cronicas da
esclerose multipla, nas quais proliferagiio astrocitaria e cicatrizes se desenvolvem, ¢ assim,

dano local permanente ocorreu (Van Walderveen et al., 1995).

Ha também boa cdrrelag:io entre a magnitude dos “buracos negros” e o nivel de
incapacidade. Contudo, num estudo de Truyen ef al. (1996), mostrou-se que esta correlagdo
foi encontrada somente em pacientes com a forma SP e niio foi estabelecida em pacientes
com a forma RR, e, dessa forma, estes achados sugerem que as lesdes hipointensas, e a
conseqiiente perda axonal, desenvolvem-se como uma conseqiiéncia na falha na remissio.
Num estudo de Barkhof ez al. (2001), encontrou-se uma menor progressio da carga lesional
em T1 nos pacientes SP em uso de interferon-beta, o que sugefe uma menor perda
progressiva de axdnios, e, portanto, um efeito protetor desta medicagio. Em outro estudo,
de Stone ef al (1995), demonstrou-se um efeito significativo do interferon-beta como
agente protetor do desenvolvimento de novas lesdes com realce pelo gadolinio. Estudos do
mecanismo de agio desta medica¢io indicam que b redugfio na expressio de HLA classe
IT. Admite-se também que possa existir uma depressio da ativagdo de células T periféricas,
modificagbes em moléculas de adesdo e células endoteliais. Desse modo, estes efeitos do
interferon-beta sobre a barreira hematoencefilica, indicam que os mecanismos de agdo

desta droga envolvem eventos muito precoces no desenvolvimento das lesdes.
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0 LIQUIPO CEFALORRAQUIANO NA ESCLEROSE MULTIPLA

O exame do LCR define a natureza inflamatéria e imunologica das lesdes do
SNC, por meio de estudo quantitativo e qualitativo da resposta imunoldgica intratecal. Os
testes para o diagnostico liquoérico da EM foram divididos em essenciais, complementares e

opcionais { Andersson, 1994).

O exame citologico é considerado um teste complementar no diagnéstico de
EM, e 50% dos casos apresentam celularidade normal (menos de 4 células/mm’), 49%

entre 4-35 células por mm’, e 1% acima de 35 células (Andersson, 1994).

As proteinas totais estdo aumentadas no LCR em 40% dos casos de EM,

geralmente abaixo de 70 mg/dl.

A barreira hematoencefalica (BHE) pode ser avaliada pela quantificagio de
proteinas totais do LCR, da concentragdo absoluta de albumina no LCR ou pelo quociente
de albumina. A albumina € a principal proteina do LCR, sintetizada nos hepatocitos e
transferida através da barreira,' niio sendo metabolizada no SNC. Na EM, a BHE ¢ afetada
em 12 a 20% dos pacientes, quando avaliada pelo quociente de albumina. A disfungio da
barreira é mais freqiiente na forma progressiva primaria (McLean, 1993; Maciel, 2002).
Entretanto, em algumas séries (Rovaris ef al., 1996) a ocoméncia de realce pelo agente
paramagnético {(que representa disfungdo/aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefilica), ocorre em até 70% dos pacientes estudados (sendo fregiiente mesmo
nos pacientes RR em fase de remissdo de 60%). Na realidade, estima-se que novas lesdes,
com realce, sejam 5 a 10 vezes mais freqiientes que surtos clinicos. As células endoteliais
“sfo os principais constituintes da BHE e modificagbes morfologicas e bioquimicas destas
células podem levar a um aumento da permeabilidade da barreira. Durante a ocorréncia de
inflamagdes no SNC, a liberagdo de citocinas como fator de necrose tumoral alfa, interferon
gama ¢ interleucina 1 beta podem levar a ativagdo de células endoteliais € aumento da
sintese de moléculas de adesfio, que facilitam o contato celular com células sanguineas
circulantes e permitem a entrada de linfocitos ativados no SNC. Moléculas de adesdo
podem ser liberadas da membrana de células endoteliais com estimulagio por citocinas. Foi

proposte que os niveis de proteinas (e também de moléculas de adesdo) no liquor
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produzidos por lesGes cerebrais depende da distincia das leses aos ventriculos ou cisternas
da base, ja que a difusdo restrita é a via de transporte predominante para o transporte de
proteinas do espago extracelular para o sistema liquérico. Além disso, admite-se que lesdes
medulares (que histopatologicamente apresentam menores graus de inflamag&o perivascular
que lesdes hemisféricas ou no tronco) contribuam pouco para as alteragdes liquéricas

observadas no curso da doenga (Rieckmann ef al., 1997)

A concentragio no LCR de uma proteina derivada do plasma depende da
concentragio no plasma da proteina, da integridade da BHE, velocidade do fluxo liquérico,
peso molecular, raio hidrodindmico da proteina, idade do paciente e volume de liquor

retirado (Andersson, 1994).

A quantificagio da resposta imune humoral do SNC pode ser feita pela
concentragio absoluta de imunoglobulinas no LCR (fragdo gama da eletroforese),
concentracio absoluta de IgG no LCR, e pelo indice de IgG (IgG L.CR/IgG soro - albumina
LCR/albumina soro) (Andersson, 1994). A passagem de IgG e albumina para o espago
intratecal em situagdes de disfungéib da barreira néo ¢ linear, pois a IgG passa com maior
facilidade a barreira. Devem ser utilizados grziﬁbos que expressam relacBes n3o lineares |
entre o quociente de albumina e o quociente de IgG. Os resultados podem ser representados
no grafico logaritmico em 4 4reas distintas: (1) normal; (2) sintese local; (3) sintese local e
passagem passiva por disfungdo da barreira; (4) passagem passiva através do soro
(transudato). Dessa forma, é possivel definir se a concentragdio liquorica depende de
imunoprodugio local ou da transferéncia do soro por disfun¢do da barreira (Grafico de

Felgenhauer & Reiber, 1987) [Figura 1].
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Figura 1- Representagio grafica do indice de IgG (Felgenhauer & Reiber, 1992).

As bandas oligoclonais de IgG na EM sdo bandas encontradas exclusivamente
no LCR, estando presentes em até 95% dos casos quando identificadas por focalizagdo
isoelétrica {Andersson, 1994). Os casos com a presencga de bandas oligoclonais podem ser
divididos em dois grupos: um com bandas exclusivamente no LCR e outro com bandas
idénticas no LCR e soro, porém com bandas adicionais no LCR (Thompson, 1995). A
focalizagso isoelétrica é o método mais sensivel para a detecgdo de bandas oligoclonais
usando amostras em paralelo de LCR e soro com a mesma concentragdo de IgG, coletadas
sitmultaneamente (Stautgaits, 1985; Luxton, 1990). O método consiste em submeter as
amostras & eletroforese na qual o gel apresenta um gradiente de pH, separando os diferentes
subtipos de IgG, com base nos seus pontos isoelétricos. A visualizagdo de bandas pode ser
feita por varios métodos, sendo a colorago pela prata e detecgio imunologica os mais

sensiveis,
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A presenga de bandas oligoclonais indica que a resposta imune estd sendo
direcionada contra um grupo restrito de antigenos mielinicos. As bandas oligoclonais néo
sdo especificas da EM, ocorrendo também em outras doengas inflamatérias do SNC e
doengas sistémicas com repercussao l_iquérica_. Para diferenciagiio entre a imunoprodugio
local e sistémica de IgG é necessario o exame do LCR e soro em paralelo. Este exame pode

apresentar 5 padrdes: policlonal no liquor e soro (normal); monoclonal no LCR e soro

(paraproteinemias), oligoclonal no LCR (EM); oligoclonal no LCR ¢ soro com bandas_

diferentes (EM e sarcoidose); oligocionali com bandas idénticas no LCR e soro

(Guillain-Barré) (Thompson, 1995).

A freqiiéncia das bandas oligoclonais é influenciada pela administragdo de
medica¢io. Apds a administragio de metilprednisolona em altas doses, o desaparecimento
de bandas no liquor pode ocorrer. Casos tratados com metilprednisolona no primeiro surto
podem negativar uma segunda pesquisa confirmatdria, mesmo com técnicas mais sensiveis

(Frequin, 1992).

'O estudo sistematico do LCR €& essencial para o diagnéstico da EM ¢ para

excluir ou confirmar diagndstico de outras doengas com quadro semethante .

Kappos (1988) encontrou uma correlagdo significativa entre valor absoluto de
IgG, indice de IgG, e nimero de bandas oligoclonais com volume de lesbes
periventriculares, mas nio com o volume total de lesdo na RM de encéfalo. A intima

relagdo entre as lesdes periventriculares e o espago liquérico pode explicar esta correlagio.

Barkhof (1992) comparou o nimero de lesdes com atividade inflamatoria
(com realce pelo gadolinio) e os parimetros liquéricos antes € apds 20 ciclos de
metiiprednjsolona e encontrou uma correlagiio entre o namero de leses ativas e os niveis
de proteina basica de mielina no LCR, sugerindo que a inflamagdo ¢ aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefélica estdo associadas com a desmielinizagéo. E
também bastante relevante observar que pela RM podem ser caracterizados casos de
atividade inflamatoria subclinica na EM, ja que lesdes novas ou com realce pelo gadolinio
ocorrem com uma freqiiéncia de 5 a 10 vezes maior do que o surto com repercussdes

clinicas.
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Wang (2002) relatou correlagdo significativa entre o grau de pleocitose € o

nimero de lesBes ativas na RM, ¢ entre o indice de IgG e o volume de lesdo em T2.

Assim, as relagGes entre os diferentes pardmetros liquéricos ¢ a quantificagdo
de lesSes & RM de encéfalo indicam que estas variaveis refletem a atividade biologica da

EM.

No estudo de Capra ef al., (1992) nio houve correlagdo entre os niveis séricos
de TL-2 e a presencga de ou auséncia de lesdes com realce pelo gadolinio, num estudo com
10 pacientes, com a forma surto-remissfo, que foram examinados a cada duas semanas, por

trés meses.

Rieckmann ef al. (1997) descreveram correlagéo entre o nivel de TNF-alfa no
sangue periférico € com surtos clinicos e atividade inflamatéria em 29 pacientes com EM,

forma surto remissio.

Hartung et al. (1995) relataram que receptores soluveis do TNF e algumas
moléculas de adesdo de linfocitos T estdo elevados em pacientes com a forma progiessiva
secundéria € em pacientes com a forma remitente-recorrente com atividade clinica da

doenga, e com a presenga de lesGes com realce pelo gadolinio.

A ERM 'H é um método nfio invasivo muito promissor do estudo da

bioquimica cerebral.

Baseia-se¢ no principio de que a freqii€ncia de ressondncia do nicleo de cada
dtomo submetido a um campo magnético estatico ¢ alterada de maneira perceptivel pela
interagfio dos prétons com os elétrons circundantes, no nivel atdmico (gerando o efeito
chamado deslocamento quimico) e pela ihterag:éio do nicleo do atomo com outros protons
de hidrogénio, no nivel molecular (gerando o efeito chamado acoplamento nucicar)

[Spisai, 1992].

Assim, sdo obtidas informacBes sobre a estrutura quimica da molécula e de sua
interacio com o meio. A obtengdo do sinal € feita de maneira semelhante a obtengdo de

imagens por RM. A resposta ao pulso de radio-freqiiéncia, porém, ao invés de um ponto no

Introdicdo e Revisdo Bibliogrdfica
29



BIBLICTEC A CRITRAL

] ey T
! CEsAR LATTES

. DESENVOLVIMENTO UE {COLECAD
i

espago, ¢ dada em um valor de freqiiéncia num espectro que traz informagdes sobre a

composi¢io quimica da amostra em questao.

O hidrogénio tem, in vivo, o nicleo mais sensivel ou, tecnicamente, o que
produz melhor sinal-ruido. Além disso, o fato de ser o mais abundante na maioria dos
sistemas vivos contribui para que os estudos da bioquimica do SNC tivessem-no como
base. Porém, muitas das dificuldades na individualizagio de sinais quimicos decorrem do
fato de que os metabolitos estudados pela ERM 'H produzem sinal numa faixa espectral
muito curta, levando & sobreposicio dos picos de muitas das substincias de interesse.
Somado a isso, o fato ser realizada em campos magnéticos relativamente baixos na préatica
clinica (por volta de 1,5 a 2 T, ou aproximadamente 90 MHz) leva a ERM 'H in vivo a
menor defini¢gdo do espectro (picos mais largos e irregularidade da linha de base), quando
comparada a ERM "H in vitro (Gadian, 1995a; Faria AV, 2004).

A ERM 'H realizada em altos campos magnéticos (como por volta de

11,7 tesla, ou 500 MHz), é capaz de refinar tanto & posigéo da substincia dentro do espectro

“como precisar a amplitude de seu sinal. Fornece informag&es mais precisas que a ERM 'H
in vivo melhorando a resolugdo de picos clinicamente indistinguiveis da linha de base e

evitando a sobreposigio de sinais (Figura 2).

Os metabolitos clinicamente significativos mais estudados atualmente sdo o
N-acetil aspartato (NAA), a colina, a creatina, o lactato e os lipideos, que s3o aqueles
detectados, in vivo, na faixa de tempos de eco (TE) entre 136 e 270 ms. Porém, podem ser
empregados TEs tdo baixos quanto 20 ms, permitindo a methor resolugdo de alguns outros
compostos como o mioinositol, o glutamato, a glatamina ¢ a glicina (Castillo ef al., 1996).
A importincia das alteragbes dos niveis de cada uma destas substdncias pode ser

compreendida através do conhecimento de seu papel no metabolismo cerebral.
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Figura 2- Padrdo espectral tipico de uma amostra in vitro (11,7T). Estdo identificados os
picos de mioinositol (mi), glicina (gl), colina (col), creatina (cre), glutamina
(gn), glutamato (gt), N-acetil aspartato (NAA), taurina (tau), succinato (suc),

acetato (ace), alanina (ala) e lactato (lac)..

Uma caracteristica particularmente interessante do metabolismo cerebral
normal ¢ a estreita ligagdo entre a atividade neuronal e o consumo de energia. Este fato ¢ a
base das técnicas funcionais de imagem cerebral como a tomografia por emissio de

positrons (PET) e a RM funcional. Assim como essas técnicas, a analise da ERM 'H da
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informacdes sobre o equilibrio entre o consumo da glicose ¢ oxigénio e a atividade celular e
também sobre produtos intermediarios e finais de cadeias como a glicolise, o ciclo de Krebs
¢ a fosforilagdo oxidativa, 0 metabolismo de lipideos e o anabolismo e catabolismo de

aminoacidos (Leach ef al., 1992).

Assim como nos demais tecidos, a especializagio de tipos celulares no cérebro
¢ evidente. Os neurdnios variam consideravelmente na estrutura e fungfio . As células da
glia e seus subgrupos, os astrocitos (células de suporte onde ocorrem inumeras reagdes
metabdlicas para manutengdo do balango energético e movimento de fluidos), os
oligodendrécitos (responsaveis pela produgiio e manutengio da mielina), a glia
subependimaria (que forma o epitélio de cobertura ventricular, o epéndima) e a microglia
(que funciona como macrofagos fixos do SNC), além de inimeras outras variagdes pela
propria localizagio de um mesmo tipo celular, provam a existéncia de células
especializadas com fungdes que exigem a predomindncia de algumas reagdes metabdlicas

(Faria AV, 2004).

Lactato

A taxa de utilizag@io basal de glicose é maior nos astrécitos que nos neurdnios
(Maistretti et al., 2003) o que revela uma significativa contribuicdo dos astrocitos no
metabolismo basal da glicose. Durante a ativagiio neuronal, o glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio, é captado do meio extracelular pelos astrécitos
(especializados em recaptagio de neurotransmissores) e co-transportado com o Na'
estimulando a bomba Na'/K' e, deste modo, a glicolise. O principal produto desse
processo, © lactato, assim como outro componente da glicélise, o piruvato, ¢ usado como

substrato para a produciio de energia no cérebro (Schurr ef af., 1999; Faria, 2004).

O pico do lactato na ERM 'H consiste num dubleto (dois picos distintos devido
ds intera¢fes magnéticas entre protons adjacentes na mesma molécula, ja descritas como
acoplamento nuclear) em 1,32 ppm. E muitas vezes necessrio diferenciar o lactato de

macromoléculas/lipideos que, em TE curto, podem ser expressos juntamente ¢com o lactato.
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E possivel confirm-lo como procedente do lactato alierando-se o TE: em 272 ms
projeta-se acima da linha de base enquanto que em 136 ms, aparece abaixo da linha de
base. Um segundo pico ocorre em 4.1 ppm, podendo estar muito préximo ao pico
suprimido da agua, e subexpresso na ERM 'H in vivo, Normalmente, o pico de lactato no
cerebro normal € baixo ou nfo se distingue da linha de base: equivalente a 0,5 a 1 mM/L,
dependendo do estagio de ativagio do tecido cerebral normal (Merboldt, 1992),
(Faria AV, 2004).

O aumento do pico de lactato geralmente indica uma “faléncia” do mecanismo
normal de respiracio oxidativa e ativagdo do catabolismo de carboidratos (Sanders, 1995).
E um dos metabdlitos mais freqiientes nos tumores e considerado muitas vezes marcador de
agressividade tumoral, um reflexo de seu metabolismo neoplasico de aumento da glicolise
{Small ez al., 1989). Porém, a presenga de lactato € inespecifica (Cendes, 2000), ocorrendo
também em tumores de baixa agressividade (Sutton ef al, 1992; Ott ef al, 1993
Poptani ef al., 1995) e em leses de etiologia ndo neoplasica (Demaerel ef al., 1991). Por
exemplo, na EM, pode haver aumento dos niveis de lactato nas placas agudas, que pode ser
decorrente de anaerobiose ¢ inibiqﬁo da fosfofilag:ﬁo oxidativa pela hipéxia. Ha ainda a
possibilidade de que este metabélito possa ser produzido por metabolismo glicolitico
anaerdbico por leucdceitos ativados, mesmo em condi¢es de nivets normais de oxigénio. Os
macrofagos sdo altamente dependentes de mecanismos anaerdbios de produgio de energia.
O aumento do nimero de macréfagos, que sdo observados nas placas agudas, poderia ser a
principal fonte de lactato detectado pela espectroscopia (Arnold, 1992). O aumento dos
niveis de lactato pode levar a aumento dos niveis de alanina, que pode se tornar visivel no

€Spectro.

Glutamina e glutamato

Este mesmo processo (glicolise) fornece a energia necessaria para a
transformacdo de glutamato (neurotransmissor excitatério), de importante fungio no
metabolismo mitocondrial (Van Der Knaap ef al., 1994}, em glutamina, evitando que o

excesso de glutamato se transforme em aménia (tdxica) ¢ fornecendo a substincia
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(glutamina) que pode ser captada pelo neurdnio pré-sinaptico para a nova produgdo de
glutamato, fechando assim o ciclo (Maistretti, 2003). O acido gama amino butirico
(GABA) ¢ um importante produto da descarboxilagdo do glutamato. O glutamato ¢ 0 mais
abundante neurotransmissor excitatério do cérebro humano, enquanto 6 GABA ¢é o mais
importante neurotransmissor inibitorio. A glutamina ¢ encontrada primariamente em
astrocitos. O aumento dos niveis de aménia estimula a sintese de glutamina, ativando a
glutamina sintetase, inibindo a recaptagio do glutamato pelos astrécitos. Nas situagdes de
aumento dos niveis de amonia, os niveis de glutamato diminuem e de glutamina aumentarn.
Os aumentos dos niveis de glutamato podem ser observados em situagdes de dano tissular,
como nas injlrias com mecanismos hipoxico-isquémicos. Além disso, o glutamato pode ser
componente do ciclo de Krebs via alfa-ceto-glutarato. A glutamina pode também ser

considerada um marcador glial.

As concentragbes de glutamato sdo de 8,1lmM/Kg na substincia branca,
12,5 mM/Kg na cinzenta ¢ 9,5 mM/Kg no cerebelo (Michaelis ef al, 1993). As
concentragBes in vitro variam de 6 a 10,2 mM/Kg (Petroff ef al., 1993), provavelmente em
decorréncia da pequena queda.dos niveis que ocorre imediatamente apés. a 'isque'mia,
durante a coleta do tecido (Perry ef al, 1981). A glutamina ocofre em pequenas
quantidades, chegando no méximo a representar 20% da quantidade de glutamato no
cortex. Estes dois metabolitos estdo sobrepostos, em aparelhos com campos de 1,5 ¢ 2,0 T,
e representados por um pico tmico, iz vivo, entre 2,1 e 2,5 ppm. Alguns autores (Kreis,
1992), distinguiram estes dois metabdlitos, em campos de 4,0 T ou maiores. [n vitro, os
picos de glutamina e glutamato aparecem como multipletos em 2,08; 2,09, 2,14; 2,36;

2,41 ppm e, ainda, a glutamina aparece como um tripleto em 3,7 ppm.

N-acetil aspartato

O NAA ¢ marcador neuronal (Serles e al., 2001), ja que € localizado quase que
exclusivamente em neurdnios. E também encontrado em culturas de células p'rogenitoras de
oligodendroglia, porém esta ausente em células gliais maduras, LCR e sangue. Algumas

células nio-neuronais, como mastocitos, apresentam este metabolito. A quebra do N-acetil
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agpartil ghutamato na mitocéndria dos neurgnios da origem a0 NAA e ao glutamato ¢ a
quebra subseqiiente do NAA da origem ao aspartato, outro aminoacido excitatério. Apesar
de sua sintese neuronal, o catabolismo do NAA ocorre nos astrécitos, ja indicando que esta
substdncia possa desempenhar importante papel no equilibrio inter-compartimental
(Baslow, 2003) [Figura 3]. Suas fungGes biologicas ainda nfio sdo totalmente conhecidas.
Sugere-se, porém, que seja doador de grupos acetil para a sintese lipidica, particularmente
durante o periodo de desenvolvimento da mielinizagio (Danamo ef al., 1968), que tenha
papel na sintese de neuropeptideos (Reichelt & Kvamme, 1973) ou ainda que sirva como

anion orgénico nos neurdnios (Macintosh & Cooper, 1965).

: | Aminoagcilase Il |
1 i Aspartato + Acetato
! /—’ Célula gliat
1
: NAA
| i
i : | '
| Acetyl-CoA ; [NAALADass |
: ' NAAG =y NAA -+ Glutamato
i ]
i______Mitocondria_;
Neurdnic

Figura 3- Modelo esquematico do metabolismo inter-compartimental do NAA. ANAT:
aspartato N-acetiltransferase, NAAG: N-acetil-aspartil-glutamato,
NAALADase: dipeptidase acida a-ligada N-acetilada.

Sua presenga na ERM 'H ¢ atribuida aos grupos N-acetil que ressonam em
2,0 ppm. Ocorre em concentragdes 2 a 3 vezes maiores que as do aspartato e distintas dos
seus niveis séricos, gracas a permeabilidade especifica da barreira hematoencefalica. Nas
lestes agudas de EM, pode ser observada reduciio dos niveis do NAA. Uma recuperagio
parcial dos niveis de NAA pode ser observada apds alguns meses da lesio aguda, o que

reflete recuperago da integridade axonal e também contragio tissular apods resolugdo do
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edema. Uma redugdo dos niveis de NAA, que denota perda/disfungéo axonal, também
costuma ser observada nas placas cronicas da EM (Mattews ef al., 1991). [n vivo, sua
concentragio estd por volta de 11,4 mM/Kg, com pouca variabilidade regional

(Michaelis et al., 1993). No liquor, in vitro, o NAA ndo ¢ detectado devido & hidrélise.

Assim como na EM, em outras situagGes, eventualmente, 2 diminuigio de NAA
& transitoria, pois seus niveis podem voitar a aumentar, como por exemplo, apds cirurgias
para epilepsia de dificil controle clinico (Serles et al, 2001) ou apés radioterapia, pela
consolidagio de neurdnios que sobreviveram e pelo fato de que suas mitocondrias
regeneram NAA. Porém esta ausente em cicatrizes tanto da radioterapia como de outros

tipos de lesdo gliomatosa (Davidson ef al., 2000), (F aria AV, 2004).

Alanina

A alanina é um metobélito n3o essencial de fungio biologica inceria, Seu pico
ocorre entre 1,3 ¢ 1,4 ppme muitas. vezes ¢ obscurecido pela sobreposigio ao do lactato. As
concentrages in vitro sio discretamente maiores que in vivo (0,3-0,8 mM/Kg)
(Peeling & Sutherland, 1989). Como anteriormente exposto, aumento dos niveis de lactato

pode levar, secundariamente, a aumento dos niveis de alanina.

Glicina

A glicina é um aminoé4cido neurotransmissor excitatério. E detectada pela ERM
Lex ion vii = - . ol ,
H in vive com o uso de baixos TEs, em concentragdes de aproximadamente 1 mM/Kg. Ha
discreta queda dos niveis de glicina nos primeiros segundos apds a ressecgdo tecidual

(Perry et al., 1981).

Seu pico é muito préximo ao de mioinositol, ressonando em 3,56 ppm. Assim, a
discriminagdo entre estes dois picos ¢ problematica e a maioria dos autores considera, nos
estudos clinicos, um pico conjunto. Aumento da glicina é detectado em diferentes

distiirbios cerebrais como na vigéncia de hiperglicemia (Gyngell e7 al., 1991), infarto
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cerebral, meningoencefalite, coréia de Huntington, migrénia, Parkinson e doenca de

Alzheimer, possivelmente refletindo lesdo excitatoria (Sener, 2003).

A oligodendroglia ¢ o tipo celular mais rico em glicina, o que pode contribuir
para seu aumento nos tumores desta origem celular (Urenjak ef al., 1993). Aumento da
glicina foi relatado ainda em extratos de gliomas, variando com a malignidade tumoral

(Gutowski et al., 1999).

Taurina

Outro aminoacido com significado clinico, a taurina apresenta concentragdo por
volta de 1,2 a 1,5 mM/Kg in vitro e produz um pequeno sinal in vivo por ter grupos metila
ligados ao nitrogénio e ao enxofre (Michaelis ez al., 1993). Estd envolvida com a
neurotransmissio, osmorregulag@o e crescimento cerebral. Esta relacionada também com a

homeostase do magnésio e do célcio.

Creatina

A quantidade de ATP no citoplasma depende do equilibrio quimico da reagdo
PCr (fosfocreatina) + ADP + H = ATP + Cr (creatina). E uma reserva para fosfatos de alta
energia e um tampéio de ADP e ATP. Assim, os niveis de creatina somados aos de
fosfocreatina costumam ser relativamente constantes (Henriksen et al., 1992). A creatina e
a fosfocreatina sio compostos envolvidos na regulagéo do metabolismo energético celular.
E, porém, indicativa do balango energético por refletir o funcionamento das mitocOndrias
neuronais ¢ gliais (onde & sintetizada) e o suprimento energético de neurﬁnids e
'oligodendrécitos, responsaveis pelo seu transporie ativo. Nas medidas detectadas pela ERM
H, o pico combinado de creatina e fosfocreatina estd em 3.03 ppm e tem ainda
contribuigdes, em menor escala, do acido alfa amino butirico, lisina e glutationa. Um
segundo pico é visto em 3,94 ppm. Exibe uma heterogeneidade de concentragdes regionais
que vai de 6,1 mM/Kg na substincia branca a 8.2 mM/Kg na substincia cinzenta e
9.1 mM/Kg no cerebelo (Michaelis ef al., 1993). |
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A creatina e fosfocreatina embora sejam considerados composto
estivels, podem sofrer variagdes de concentragbes em algumas situagbes como infartos,
tumores, trauma crinio encefalico e em placas desmielinizantes. A concentragao da creatina
em células gliais & relativamente elevada, e, consegiientemente, aumento da creatina pode
ser observado em situaces de gliose. A creatina é somente observada no nivel intracelular

e a creatina também pode ser utilizada como marcador da densidade celular.

Colina

A mielina é uma estrutura rica em lipideos, com predominio de colesterol,
esfingolipideos e fosfoglicerolipideos (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina). A
fosfatidilcolina, juntamente com a fosfocolina, a glicerofosfocolina e a propria colina
(precursora da acetilcolina) formam o pico de colina na ERM'H em 3,2 ppm. Alteragdes
nos niveis de colina estdo ligadas a alteragdes bioquimicas das membranas. A colina € um
produto da degradagio da mielina. Suas concentragdes relativas, in vivo, sdo de 1,4 mM/Kg
na substincia cinzenta, 1,8 mM/Kg na substincia branca, 2,5 mM/Kg no cerebelo e
2.9 mM/Kg na ponte. Processos que levam a aumento da colina incluem desmielinizagdo
ativa (Davie, 1993), resultando da degradagio de fosfolipideos da mielina a
glicerofosfocolina, ou até mesmo pelo aumento de células gliais (Gill, 1989). A redug&o da
colina pode ser observada na encefalopatia hepatica. Além disso, elevagdo da colina € um
achado observado em muitos tipos de neoplasias, incluindo tumores de alto grau. A baixa
concentragio da colina no liquor (1,5 a 3,5 pM/L por ensaio enzimatico) estd abaixo do
limite de detectivel pela técnica (100 uM/L). A colina também € um regulador da
osmolaridade e alteragio dos seus niveis pode refletir alteraghes para compensar

modificagbes osmoticas.

Lipideos

A maior quantidade de 4cidos graxos associados ao complexo lipidico sdo os
acidos oléicos mono-insaturados, cujo metabolismo decorrerda em acido aracddnico. Os

lipideos tém um tempo de relaxagiio muito baixo e no tecido normal séo dificilmente
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visualizados in vivo, a nfio ser que sejam usados TEs muito baixos, situagdo, porém, em que
pode haver sobreposigio a sinais de proteinas citossolicas (macromoléculas)
(Negendank ef al., 1996).

Produzem p.icos em 0,8, 1,2,'1,5 ¢ 6 ppm, que contém prétons de grupos metil,
metileno, alélico e vinil dos acidos graxos insaturados. Na ERM'H, in vivo, geralmente
surgem quando ha contaminagio da amostra com o tecido subcutineo. Nos casos
patologicos, de maneira geral, refletem processos necréticos e degradacdo de membrana
celular (Zoula et al., 2003). Estdio presentes nas placas agudas da EM, e também em

neoplasias de alta agressividade, como nas metéstases ¢ linfomas (Jayasundar e# al., 1995).

Mioinositol

E um pico composto, que contém mioinositol, monofosfato de inositol,
fosfatidil inositol e difosfato de inositol. O inositol difosfato funciona como segundo e
terceiro mensageiros para véarios hormonios. Difosfato de inositol estd envolvido na
regulagdo dos niveis de célcio no reticulo endoplasmatico ¢ na mitocdndria. O pico de
mioinositol ocorre em 3,56 ppm ¢ sobrepde-se ao pico de glicina dependendo do TE
utilizado na ERM'H in vivo. Suas concentragdes variam de 4,7 mM/kg na substincia

branca a 6,8 mM/Kg no cerebelo, in vivo ¢ 5,8 a 7mM/Kg, in vitro.

Sua concentragio pode estar alterada em tumores malignos pela destruigo
celular e pela ativagio da via sinalizadora pela rapida divisdo celular
(Rutkowski ef al., 2003). Além disso, o mioinositol é um importante marcador de células

gliais.

O inositol é importante porque esta relacionado ao conteudo intracelular de
sodio e 2 ativagdo glial. Os aumentos nos niveis de mioinositol tem sido associados com
aumentos na osmolaridade do cérebro. No cérebro, o mioinositol estd primariamente
localizado em células gliais e ausente nos neurdnios. Elevagdes no mioinositol podem ser

atribuidas a gliose e & astrogliose reativas.

Introdugdo e Revisdo Bibliogrdfica
39



RIBLICTECA CLENTRAL
Crask LATTES

L] T RITLA AT
N EOAMNT
PP

\ -
i {IESENVOLY IMENTO DE CoL7ead

Além disso, assim como a colina, o mioinositol pode ser considerade um
marcador da quebra da mielina, j4 que tem sido visto em concentragBes elevadas em placas
de EM, infec¢io pelo HIV e na leucodistrofia metacromatica, entretanto, estas sdo

evidéncias indiretas desta associag@o.

OQUTROS COMPOSTOS MENOS COMUMENTE DETECTADOS

Alguns destes compostos podem estar presentes em circunsténcias normais,
mas, por terem baixos pesos moleculares e/ou superposi¢3o aos picos de outras substancias,
pode ser dificil distingui-los na RM i vivo. Alguns exemplos destes compostos incluem:
scyllo-inositol, betaina, etanolamina, nucleotideos, glicose, glicogénio, Aacido
gama-amino-butirico, glutationa, beta-hidroxi-butirato, acetona, fenilalanina, galactitol,

ribitol, arabitol.

ERM 'H no liguor

A composigdo quimica de amostras do liquor reflete, indiretamente, os
processos bioquimicos que ocorrem no parénquima cerebral. Assim, a espectroscopia de
amostras de liquor pode informar detalhes adicionais sobre o metabolismo cerebral normal
e patologico. A espectroscopia de prétons do liquor permite detec¢do simultanea e
quantificagio de metabolitos importantes envolvidos no metabolismo  oxidativo
(lactato, piruvato, citrato) e intermediério (glutamina, alanina, valina, leucina e
aminoicidos arométicos). Muitos destes amino4cidos estio envolvidos com
neurotransmissio. Além disso, a espectroscopia também permite a detecgio de moléculas

ndo esperadas e até mesmo desconhecidas (Nicoli ef al., 1993).

A espectroscopia de alta resolugdo vem sendo empregada de modo crescente
para investigar a complexa composi¢io de fluidos corporais, devido a capacidade da
técnica em quantificar uma variedade de metabdlitos de modo simultineo, sem

conhecimento prévio a respeito de metabolitos que possam estar associados com
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determinada patologia. O uso de técnicas de analise multivariada, como a analise de
componentes principais (PCA), é uma ferramenta estatistica para discriminagdo enire 08
espectros de diferentes classes, associados a distirbios de metabdlitos especificos

(Dunne ef al., 2005).

Qureshi & Baig (1988) demonstraram que hé diferengas significativas entre
muitos metabolitos comparando a concentragio de aminoacidos no liquor de pacientes com
EM em relagio aos controles. A maioria destes compostos estd presente em quantidade
muito pequena para ser quantificada pela espectroscopia de protons, com excegdo da

glutamina, que costuma mostrar elevagdo em pacientes com EM.

Muitos pesquisadores (Arnold et al, 1992, Mattews ef al. 1991;
Simone ef al., 1996) tém observado uma redugio do NAA nas placas de EM. Este
composto serve como doador do grupo acetil na sintese de lipideos no cérebro,
participando, desta forma, do processo de mielinizagdo. NAA ndo foi detectado no liquor
de pacientes controle e nem de pacientes com EM. A colina também ndo foi detectada nos
estudos in vitro de espectroscopia do liquor, nem nos pacientes com EM e nem nos

controles.

Niveis elevados de N-metilaminas e formaldeido foram observados no liquor de
pacientes com EM, corroborando a hiptese de que existe uma anormalidade no ciclo
colina-glicina nestes pacientes (Lynch ef al, 1993). Na conversio de colina & glicina,
formam-se intermediarios metilados, com liberagdo de formaldeido. Sugere-se que os
grupamentos metil sejam utilizados na sintese de fosfolipides, um dos principais
componentes da mielina. Um bloqueio desta via pode resultar em acimulo de
intermedidrios N-metil, interferir na sintese de mielina, e reduzir a liberagdo de
formaldeido. A detecgiio de um metabolito N-metil no liquor de pacientes com EM, no

estudo de Lynch confirma esta hipotese.
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O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o papel da ERM'H na caracterizagfo

do padrdo liquérico de pacientes com EM.
Os objetivos especificos foram:.
- Caracterizacio do padrio de ERM’H in vitro do liquor de pacientes com EM;

- Verificar se existe algum padrio entre dois subgrupos desta doenca:
a). Pacientes que apresentam lesdes com realce pelo agente de contraste
paramagnético na RM, e, portanto, atividade inflamatéria em curso;
b). Pacientes que ndo apresentam lesbes com realce pelo agente de contraste

paramagnético;

- Caracterizar a existéncia de substincias (ou da relagfo entre elas) na ERM'H
in vitro e correlacionar com alteragBes em vias metabolicas que possam estar

envolvidas na fisiopatologia da EM.

Objetivos
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3.1- Aspectos éticos

Todos os individuos participantes desse estudo foram devidamente esclarecidos
quanto as finalidades da pesquisa, através de formulario de consentimento informado. O
formulario, assim como o presente estudo, foram aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa de Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP),

Este estudo nfio envolveu riscos biologicos para os participantes.

3.2- Identificagiio do grupo de estudo

Foram selecionados pacientes admitidos no Hospital das Clinicas da
UNICAMP com diagnéstico de EM clinicamente definida de acordo com os critérios de

POSER.

Dados clinicos como sexo, idade do primeiro surto, duragdo da doem;a, indice
de IgG, presenga de bandas oligoclonais, forma clinica ¢ presenga de lesdes captantes de
contraste paramagnético (gadolinio) foram consideradas. Quinze pacientes eram do sexo
feminino (62,5%) e 9 do sexo masculino (37,5%). A idade média de inicio da doenga foi de
30,3 anos (variando de 16 a 40 anos). A duragio média da doenga foi de 6,2 anos (variando
de 1 a 15 anos). O indice médio de IgG foi de 0,94 (variando de 0,4 a 1,49). A forma
clinica predominante foi a remitente-recorrente (20 pacientes, 83,3%), sendo a progressiva
secundria observada em 3 pacientes (12,5%) e a progressiva primaria em 1 paciente
(4,2%). LesBes captantes de gadolinio (pelo menos uma) foram observadas em 14 pacientes
(58,3%). Destes, 10 apresentavam .apenas uma lesdo captante, 1 apresentava 2 lesdes
captantes ¢ 3 apresentavam 3 lesGes captantes. Dos pacientes estudados, 10 (41,7%) nac
apresentam lesdes com realce pelo agente paramagnético. Todos os pacientes (100%)
apresentaram bandas oligoclonais de IgG, que foram identificadas por focalizagio

isoelétrica.

Casulstica € Métodos
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3.3- Estudo in vitro

Foram analisadas por ERM'H de alto campo de 35 amostras de liquor
(Figura 4a), sendo 24 provenientes de pacientes com EM (14 pacientes apresentavam lesdes
com realce e 10 pacientes ndo apresentavam lesdes com realce). Onze pacientes com
polineuropatia, cefaléia e sindromes meningorradiculares (além de um paciente que fora
submetido a pungdio lombar para mielo-CT) foram utilizados como controle. Estes
individuos tiveram seus prontuarios revisados e exames de RM nos quais ndo havia lesdes
que pudessem ser compativeis com substrato desmielinizante. Os individuos controles
tinham faixas etarias semelhantes (média de idade) dos pacientes com EM. As amostras de
LCR com acidente de pungdo foram excluidas do estudo. As caracteristicas destes pacientes

(EM e controles) sdo demonstradas na Tabela 1 (Anexo 1).

Figura 4a- Coleta de material para obtengdo do espectro in vitro: 0,5 ml de liquor foi
adicionado a 0,1 ml de 0,75 mM de TSP
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O espectro foi adquirido em espectrometro Varian INOVA-SOd Bo=11,7T),
operando a 499,886 MHz para 1H, usando sonda tripla de ressonancia (H, C, N) de 5 mm
(Figura 4b). O sinal residual da agua foi suprimido usando pulso seletivo de excitagao
(pulso de 90 graus), seguido por gradiente de campo pulsado no eixo z (wet 1 d). As
amostras de liquor (0,5 ml) foram adionadas a 0,1 ml de 0,75 mM de TSP (referéncia
externa utilizada para determinar o fator de escala beta). Esta referéncia externa contém
uma concentragéio quimica conhecida e é colocada no aparelho de RM junto com o liquor.

Assim, é obtida uma medida precisa da concentragdo dos metabolitos.

Figura 4b- Foi utilizado espectrometro VARIAN INOVA-500 (11,7 T)

O espectro de RM original foi refinado por analise “Wavelet”
(Johstone at al., 1997) seguido por corre¢do da linha de base. O resultado foi armazenado
em matriz de duas entradas (X), em que cada linha corresponde as amplitudes de sinal do

espectro e cada coluna aos deslocamentos quimicos em hertz.
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A analise | dos dados foi realizada através de andlise discriminatoria
(Partial Least Square Discriminant Analysis- PLS-DA) (Indhal ef al., 1999), em que a
matriz resposta (Y} de # linhas {correspondentes aos espectros da matriz X) e & colunas foi
construida da seguinte maneira: na linha / de Y (i=1,...,n), 1 foi colocado na késima coluna
e 0 em todas as demais se o iésimo espectro de X pertence 4 classe K. Conseqlientemente,
B ¢ obtido ajustando-se Y=XB. Essa anslise indica que freqiiéncias em B sdo importantes

para discriminar as classes em Y.

Toda @& andlise computacional foi realizada no programa “R”

(www.r-project.org) e pacote Wavetresh para “R” para realizagio de andlise Wavelet.

A analise de agrupamentos hierarquicos é outro método importante de analise
exploratéria ndo supervisionado. O objetivo desta analise ¢ encontrar agrupamentos &
estruturas no conjunto de dados, agrupando amostras que tenham atributos semelhantes, dai

o nome do método.

Visualizar as amostras utilizando varidvel por varidvel, ou duas a duas, ndo ¢
uma maneira eficiente de extrair informagdes de dados multidimensionais. Neste contexto,
HCA ¢é um método interessante, porque representa graficamente os dados
multidimensionais (/D) em um espago bidimensional (2D). Os resultados aparecem na
forma de uma Aarvore hierarquica, também conhecida como dendograma onde a

similaridade entre os compostos é dada pelo comprimento dos ramos da arvore.

H4 duas maneiras de agrupar os dados: aglomerativa e divisiva. HCA ¢ uma
técnica aglomerativa, pois assume a priori cada amostra individual como sendo um
agrupamento. E natural admitir que amostras proximas entre st no espago JD sejam
semelhantes em relagdo &s varidveis consideradas. Sendo assim, elas sdo sistematicamente
agrupadas por ordem de proximidade (similaridade), resultando, no final, em um unico

agrupamento.

Para gerar um dendograma, as distincias entre todas as amostras sio calculadas.
A distincia entre as amostras @ e b, d.s, no espago de dimensdo J pode ser calculada por

meio da distincia Euclideana, onde x; € um elemento da matriz X, correspondente ao valor
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numérico da j-ésima varidvel do i-€simo composto. A seguir, as duas amostras que estio
mais proximas sio agrupadas, restando {/-1) grupos. O processo se repete até que todas as

amostras formem um (nico agrupamento.

Hé varias maneiras descritas na literatura para se fazer o agrupamento das
amostras. Por exemplo, utilizando a menor distincia entre duas amostras de diferentes
grupos (agrupando os dois vizinhos mais proximos) ou a menor distdncia entre 0s
centroides de dois grupos diferentes. Estas distincias sdo entao transformadas numa matriz

de similaridade S, cujos elementos sdo os indices de similaridade.

A analise de agrupamentos também pode ser feita para as variaveis, bastando
neste caso analisar a matriz transposta dos dados, X" Esta andlise pode ser muito ttil pois
permite visualizar, por meio de um dendograma no espago 2D, os agrupamentos dos
descritores, identificando aqueles que contém informagdo semelhante, i. e., aqueles que sdo

altamente correlacionados (Figueiredo IM, 2006).

3.4- Estudo in vivo

O exame de RM 1H in vivo foi realizado nos pacientes estudados in vifro, com

intervalo, em média, de até duas semanas ap6s a coleta do LCR.

As imagens de RM foram obtidas em aparelho ELSCINT Prestige, em campo
magnético de 2 T, com aquisi¢des nos planos axial, sagital e coronal. Os pardmetros para as

diferentes aquisiges de imagem foram:

o Imagens sagitais pesadas em T1 spin echo (espessura de 6 mm, dngulo de
inclinagdo de 1802, TR (tempo de relaxagio, em ms)/TE {tempo de eco, em
ms) = 550/10, matriz de 200x350, FOV de 25x25cm), utilizadas para

orientar o plano de aquisi¢do das demais imagens.

 Imagens axiais pesadas em T1 spin echo (TR/TE = 540 /12), T2 duplo echo,
spin echo (TR/TE = 4800 /128-16), FLAIR (TR/TI (tempo de inversdo, em
ms)/TE = 10099 /2550 /90), 4ngulo de inclinag&o zero nos ouvidos internos,

com demais especificagdes iguais as do item 1.
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» A administragdo do contraste paramagnético (gadolinio — gadopentetato de
dimeglumina) foi avaliada em cada exame e realizada de acordo com os
critérios ja determinados no nosso servigo. A dose habitual utilizada é de
0.1 ml/kg.

As aquisi¢bes pés-gadolinio foram obtidas 15 minutos apos a administragio
venosa do mesmo. O exame de RM foi realizado com intervalo de até duas semanas da

coleta do liquor.

Em se considerando a presenga ou auséncia de lesdes com realce pelo agente de

contraste paramagnético, os pacientes foram divididos em dois grupos.
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No estudo i vivo, 14 pacientes do grupo EM (58,3%) apresentaram realce pelo
agente de contraste paramagnético (gadolinio) e 10 pacientes ndo apresentaram lesdes com
realce (41,7%). Dos pacientes que apresentarem realce, 10 apresentam a forma
remitente-recorrente; 3 a forma progressiva secundaria e 1 a forma progressiva primaria. A
média de lesdes por paciente foi de 1,5 (10 pacientes tinham uma leso; 1 paciente teve
duas leses e 3 pacientes tinham trés lesdes). O tempo médio de duragio da doenga nos
pacientes que apresentavam realce pelo gadolinio foi de 4 anos (com variagdo de
1 a 10 anos) e nos pacientes sem captagdo o tempo médio de duragdo da doenca foi de
8,8 anos (variando de 3 a 15 anos). Todos os pacientes que ndo apresentavam lesSes

captantes apresentavam a forma remitente-recorrente da EM.

No nosso grupo de individuos com EM, 15 eram do sexo feminino (62,5%) e

9 (37,5%) do sexo masculino.

A idade média de inicio da doenga nos pacientes foi de 30,3 anos, variando de

16 a 40 anos.

O indice médio de IgG foi de 0,94 (variando de 0,4 a '1,49). O indice médio de
IgG nos pacientes com atividade inflamatéria foi de 1,11 {variando de 0,4 a 1,49). O indice
médio de IgG nos pacientes sem lesBes captantes na RM foi de 0,7 (com variagdo de

0,5a1,1).

No estudo de ERM'H in vitro encontramos aumentos nos niveis de acetoacetato
(singleto em 2,23 ppm), beta-hidroxi-beta-metil-butirato (dubleto em 1,18 ppm) e
glutamato/glutamina nos pacientes com EM (multipletos em 2,08; 2,09; 2,14; 2,36,
2,41 ppm e do tripleto em 3,70 ppm, referente a glutamina) [Figuras 6, 7 ¢ 8].
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Figura 5- RM seqiiéncia axial, ponderada em FLAIR . Paciente do grupo EM, mostrando
lesdes multifocais na substancia branca, supra e infratentoriais, compativeis com

substrato desmielinizante.
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50 Beta-hidroxi-butirato

101 072 0.42 013 ppm

Figura 6- Ampliagdo da regido de espectro de 0,15 a 1,25 ppm. Sobreposi¢do dos 35
espectros. Pacientes com EM em vermelho e controles em verde. Ha aumento
dos niveis, nos pacientes com EM, do dubleto localizado em 1,18 ppm

(beta-hidroxi-butirato).
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acetoacetato

245 233 218 204 ppm

Figura 7- Ampliagdo da regido de espectro de 2,0 a 2,5 ppm.
espectros. Pacientes com EM em vermelho e controles em verde. H4 aumento
dos niveis, nos pacientes com EM, do singleto localizado em 2,23 ppm

(acetoacetato) e também de multipletos localizados em 2,08; 2,09; 2,11; 2,36;

2,41 referentes a glutamina e glutamato.

Sobreposi¢do dos 35
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‘ Glutamina

Figura 8- Ampliacao da regido de espectro de 3,5 a 4,0 ppm. Sobreposigdo dos 35
espectros. Pacientes com EM em vermelho e controles em verde. Ha aumento

dos niveis, nos pacientes com EM, do tripleto localizado em 3,70 (glutamina).
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A confiabilidade dos resultados obtidos é indicada pelo fato de se ter feito
separagdo entre os grupos EM/N&o-EM através dos picos acima mencionados, sem
sobreposigdo dos mesmos na analise de componentes principais. Observamos, entretanto,
que ha uma maior dispersdo dos pacientes com EM no grafico, caracterizando, portanto, um

grupo mais heterogéneo (Figura 9).
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Figura 9- Anélise por PLS. Pacientes com EM (24) representados em vermelho e os
controles (11) em verde. Observar que ha separagdo entre os grupos, sem

sobreposi¢do de individuos com EM e do grupo controle.
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Com relag?io ao nosso grupo de estudo, houve predominio do sexo feminino,
com a forma remitente-recorrente, refletindo caracteristicas epidemiolégicas semelhantes as
séries nacionais e internacionais. O predominio da EM em adultos jovens também foi
observado em nosso estudo. A idade média de inicio da doenga nos nossos pacientes foi de
30,3 anos. Papais-Alvarenga et al. (1997) também obtiveram resultados semelhantes entre

seus pacientes, entretanto, observaram idade de inicio mais cedo nas mulheres.

O sexo feminino nestas séries foi acometido na proporgio de 3:1. A

predominéncia feminina no nosso grupo de estudo foi de 1,7:1.

A forma clinica mais freqiiente no nosso estudo foi a remitente-recorrente,
observada em 83,3% dos pacientes, um dado que foi semelhante aos ja observados em
outros relatos na literatura. As formas progressiva primaria e secundaria ocorreram,

respectivamente, em 4,2 e 12,5% dos pacientes da nossa série.

Quanto ao estudo de RM, in vivo, observamos lesGes captantes em 58,3% dos
pacientes. Sabe-se que, como anteriormente exposto, um dos eventos mais precoces na
formagdo das lesdes da EM é um disttirbio da permeabilidade vascular intracraniana. Esta
quebra de wma barreira normalmente impermeavel do sistema  vascular
(barreira hematoencefalica) pode ser detectada nas aquisigdes de RM pelo extravasamento
de um agente de contraste intra-venoso {como o gadolinio) no espago perivascular que
envolve o parénquima cerebral. E, na realidade, os eventos intravasculares que precedem
este extravasamento ndo sdo completamente entendidos. Entretanto, algumas evidéncias
sugerem que a migragio de células T ativadas e macréfagos do compartimento
intravascular no SNC ¢é acompanhada (ou precedida) pelo aumento na secrecio de
metaloproteinases, que estariam associadas com a regulagdo deste fendmeno. A presenga de
lesBes com realce tem particular importancia na avaliagio dos pacientes com EM, ja que
indica persisténcia/existéncia de atividade inflamatéria. A redugio de lesbes captantes em
controles seriados ¢ periddicos pode ser associada, em algum grau, com redugio de
atividade inflamatoria, 0 que poderia estar relacionado com o comprometimento a longo
prazo dos pacientes. O realce é mais sensivel do que o exame clinico e as seqii€ncias
ponderadas em T2 para avaliar a atividade da doenga. Em séries longitudinais, uma

assoctagdo significativa foi observada na ocorréncia de lesBes com realce e surtos da
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doenca. Assim, periodos de aumento da atividade inflamatoria, detectada & RM, podem
aumentar o risco de surgimento de novas lesdes, no SNC, que se localizem em éareas que se
tornem clinicamente aparentes. E, admite-se que pacientes que estejam recebendo
medicagdes imunomoduladoras que ndo mostram uma redugdo nas lesGes ativas em

analises seriadas e freqiientes, podem n#o estar respondendo & terapia.

No nosso grupo, pacientes com maior tempo de duragio da doenga
apresentaram menor tendéncia a apresentar lesSes captantes. Isto também ¢ fato conhecido,
e, admite-se que, com a progressdo da doenca (sobretudo nas fases cronicas, nas quais ha
predominioc de “black holes”), h& uma menor tendéncia 2 formagdio de lesdes
agudas/subagudas. Pacientes com a forma progressiva primaria também apresentam menor
tendéncia a apresentar lesdes com realce (entretanto, no nosso estudo, © Unico paciente que

apresentava a forma progressiva priméria, apresentava lesio com captacio).

Estudos da literatura com dose tripla de gadolinio (Filippi et al, 1996)
mostraram aumento na deteccio de lesdes captantes nas formas remitente-recorrente e na
forma progressiva secundaria de 50-70%. Entretanto, além dos custos, bem maiores, ha
tambéfn a possibilidade de alguns falso-positivos com esta metodologia: pequenos vasos,
bem como artefatos de fluxo na fossa posterior, que podem simular realce. Nos nossos
pacientes, utilizamos apenas a dose habitual de contraste. A aquisi¢do de seqii€ncias
tardias, 30 ¢ 60 minutos apds a administrago venosa do agente de contraste paramagnético,
também pode aumentar a detecgdo de lesdes com realce (Filippt, 1996), entretanto,
obtencdo de seqiiéncias tdo tardias, que determinariam aumento significativo na duragdo do
exame, acabaria interferindo com a rotina normal dos exames de RM realizados em nosso

servico, e, assim, ndo foi realizada nos nossos pacientes.

Devido 4 complexidade das vias bioquimicas que se desenvolvem no sistema
nervoso central, grande parte das interpretagdes para alteracdes nos niveis das substancias
intra ou extracelulares nfio sfio absolutas. Dependem da confirmacdo e descobertas de novas
vias de regulagdo genética, enzimatica e de mecanismos adaptativos que podem surgir.
Portanto, muito do que discutiremos aqui sobre os resultados que observamos na
espectroscopia in vitro sio hipdteses e proposigdes, atualmcnté coerentes dentro do

conhecimento do metabolismo cerebral.
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Sabe-se qﬁe na vigéncia de processos inflamatorios linfocitos, microglia e
macrofagos liberam excessivas quantidades de glutamato. A auséncia de receptores
beta-2-adrenérgicos nos astrocitos de pacientes com EM pode prejudicar a recaptagio do
glutamato, o que esta associado ao aumento ‘dos niveis deste neurotransmissor. Isto
contribui para dano excitotoxico em oligodendrocitos através da hiperestimulacio de
receptores de  AMPA (4cido alfa amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropitnico).A
alteragdo neste receptor pode favorecer a liberagdo, pelos astrocitos, de citocinas
pré-inflamatorias, como TNF-alfa, que estd envolvido na destruicio da mielina e de
oligodendrocitos, o que leva i expressio de sintase de oOxido nitrico. Estudos
histopatologicos de tecidos de EM mostram que hia um mecanismo de injiria
hipéxico-isquémica associada. E, estudos atuais de RM, com técnicas de perfusdo,
corroboram esta hipotese. A elevagio dos niveis de oxido nitrico nas lesGes acarreta
prejuizo na fungdo mitocondrial. Supbe-se, assim, um papel da faléncia energética na
producdo de dano axonal, que, conforme ja expomos, ¢ evento bastante precoce na doenga,
€, cuja progresséo no curso da mesma esta bastante associado a0 comprometimento clinico

dos pacientes (Frohman, 2005).

No nosso estudo, encontramos, in vitro, aumento dos niveis de glutamato
quanto e de glutamina. Estas duas substincias t&m seus metabolismos interligados, j4 que
no neurdnio pré-sinaptico a glutamina ¢ convertida em glutamato e amodnia pela
glutaminase (reagdo de hidrélise). E, pelo que foi exposto, o aumento dos niveis destas
substancias pode ser relacionado aos mecanismos de excitoxicidade ligados 4 doenga. O
glutamato esta sabidamente elevado em situages de dano tissular, como nos mecanismos
hipoxico-isquémicos. A glutamina, por sua localizagdo predominantemente glial, pode ser
con51derada um marcador glial, e, os aumentos de seus niveis, podem, assim, em parte, ser

atribuidos a astrogliose que ocorre na doenga.

No desenvolvimento de lesdes da EM, hi proliferagio e hipertrofia dos
astrocitos. Nas lesbes cronicas, as cicatrizes s3o um obstaculo ao reparo tissular. Uma
disfuncdo primaria nos astrocitos na EM pode estar envolvida na génese da lesio e
progressio dos déficits. A perda de receptores beta-2-adrenérgicos em astrocitos na EM

(De Keyser, 1999), conforme a explicago anterior, pode, dessa forma, explicar muitos dos
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processos patolégicos envolvidos na doenga e também a progressdo da neurodegeneragio

(Frohman, 2005).

O aumento dos niveis do acetoacetato e do beta-hidroxi-beta-metil-butirato
(derivado do metabolismo de degradagio da alanina, treomina, valina, leucina e
interleucina) também foram cbservados no nosso estudo e nfio haviam sido relatados em

nenhum dos trabalhos anteriores de espectroscopia de prétons do liquor.

Estes aminoacidos compdem 40% das proteinas proteolipidicas da mielina e
20% da proteina basica de mielina (Lees, 1984), e, portanto, podem resultar da degradagio

e metabolismo da mielina.

Bhakoo et al (2000) também encontraram alanina, valina, leucina e isoleucina
em culturas de oligodendrocitos. Assim, a caracterizago destes aminoacidos, bem como de
compostos que resultam de sua degradagio, em pacientes com EM (Mader, 2001) pode

denotar patologia no oligodendrocito.

Dessa forma, as elevagdes que encontramos nos niveis do beta-hidroxibutirato e
do acetoacetato (tanto nos pacientes com lesGes ativas, quanto naqueles sem evidéncias de
lesdes em atividade), podem ser decorrentes da quebra da mielina em polipeptideos ou
proteinas menores. Além disso, beta-hidroxibutirato e acetoacetato sdo corpos cetdnicos e
podem estar com aumento dos seus niveis em decorréncia das alteragSes
hipéxico-isquémicas que ocorrem em associagdo ao processo desmielinizante. Em se
considerando mecanismos bioquimicos, sabemos que a acetil-coenzima A pode ser
produzida pela oxidagfio de acidos graxos na mitocndria. Por um processo conhecido
como cetogénese, que também ocorre primariamente na mitocdndria, a acetil-coenzima A é
convertida em acetoacetato e beta-hidroxi-butirato. Estes dois compostos podem, em
algumas situagBes, serem substratos energéticos. A formagfo do acetoacetato pode ocorrer
em trés reagOes: duas moléculas de acetil-coenzima A s3o condensadas em
aceto-acetil-coenzima A por uma tiolase; a condensagdo de aceto-acetil-coenzima A com
uma terceira acetil-coenzima A forma beta—hidroxi-beta—metil-glutaril;coenzima A
(HMG-CoA); a degradagio da HMG-CoA a acetoacetato e acetil-coenzima A em um éster.

HMG-co A é também um precursor da biossintese de colesterol e, assim, pode estar
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relacionado & degradagdo e turnover das membranas. O acetoacetato pode ser reduzido a

beta-hidroxi-butirato pela beta-hidroxibutirato-desidrogenase. Além disso, o acetoacetato,
sendo um ceto-acido, pode, através da descarboxilagio ndo-enzimatica, ser convertido em

cetona e didxido de carbeno.

Nosso trabalho demonstrou resultados diferentes dos dbis anteriores, descritos
na literatura (Lynch, 1993; Simone, 1996), que tratam da espectroscopia do LCR na EM.
Nenhum dos trabalhos anteriores havia demonstrado aumento dos niveis de
glutamina/glutamato nos pacientes com esclerose multipla. Também n3o haviam

demonstrado aumento dos niveis de beta-hidroxibutirato.

A ERM'H do LCR ¢ importante ferramenta para monitorizar moléculas do
metabolismo cerebral, j4 que alteragdes observadas no estudo do liguor podem refletir

alteragdes que ocorrem no proprio tecido cerebral na génese e no curso da doenga.

As alteragdes metabolicas observadas no nosso estudo foram importantes para
caracterizagio do grupo EM, e, pelas explica¢c@es acima supostas foram coerentes com a

fisiopatogénese da doenga.

Assim como a ERM'H do tecido cerebral permite uma avaliagio do tecido
cerebral in vivo, a espectroscopia do LCR monitora algumas moléculas do metabolismo

intermediario e oxidativo do cérebro (Nicoli, 1993).

Muitos investigadores mostraram alteragdes na ERM'H in vivo, como aumento
dos niveis de colina, lipides e lactato em placas agudas e redugdo dos niveis de NAA em
placas cronicas, achado que denota dano axonal nestas (Mattews, 1991; Davie, 1994). A
observagdo da redugdo que também ocorre do NAA em placas agudas, assim com-o a
recuperagdo, pelo menos parcial do NAA, que ocotre apds alguns meses, mostra que a
redugdo deste metabdlito pode estar associada & disfungio axonal/edema, o que justificaria
a recuperacdo dos seus niveis apds a resolugio do processo inflamatério. Nas placas
agudas, também pode ser observada uma redugfio dos niveis de creatina, provavelmente
refletindo disfungdo metabdlica. A substancia branca aparentemente “normal”, assim como

o cortex dos pacientes com EM, em estudos de espectroscopia in vivo, demonstram reducéo
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das relagdes NAA/creatina, o que poderia estar relacionado com disfungiio metabblica,
astrogliose, e perda tissular. Além disso, diferentes estudos demonstram correlagio
importante entre as redugdes do NAA, observadas no seguimento dos pacientes, com o grau

de comprometimento clinico.

Observando estas diferengas, dividimos os pacientes com EM em dois grupos,
para o estudo in vitro, aqueles que apresentavam lesdes com realce (portanto, com placas
agudas e/ou subagudas) e aqueles que apresentavam lesdes sem realce (placas crOnicas).
Nos nossos resultados, in vifro, ndo encontramos diferengas stgnificativas entre estes dois
grupos. Parte disto pode ser decorrente do fato de que, mesmo nos pacientes com lesdes
captantes, o baixo nimero de lesdes com realce pelo gadolinio, denotou auséncia de
atividade inflamatoéria intensa ou em grau significativo, que permitisse consideragdes mais

precisas sobre estes dois grupos.

Provavelmente, nossos resuitados refletem alteragbes fisiopatologicas
associadas 4 EM. Vale ressaltar, ainda, que a auséncia do NAA no liquor, devido a
hidrélise deste composto (Goldstein, 1976), ass_im como a baixé concentragdo da colina no
LCR (1,5 a 3,5 uyM/L por ifnunoensaio) (Aquilonius, 1972) esta abaixo do limite
(100 uM/L) para detecglio pela técnica de ERM'H, podem ter contribuido para ndo se

detectarem diferenga entre os grupos.

Em um estudo de Simone et @l (1996) foi encontrado na ERM'H do liquor
elevagdo dos niveis de lactato nos pacientes que apresentam placas agudas

(lesdes captantes). Entretanto, nossos dados nfio corroboraram este achado.

Nossos resultados de ERM'H do liquor n#ic podem ser interpretados
isoladamente, porém, foreceram importantes informagdes metabdlicas, coerentes com a

fisiopatologia da EM.

Outro dado relevante do nosso estudo foi a possibilidade de separag@o completa
dos grupos doentes/controles, como foi demonstrada pelos métodos de- quimiometria
(PLS, PCA), o que torna a espectroscopia de prdtons de alta resolugiio do liquor uma

ferramenta adicional potencialmente importante no diagndstico da esclerose multipla.
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Vale ressaltar que, nos dados de espectroscopia in vifro, como ja afirmamos
anteriormente, ndo encontramos diferencas significativas entre os gripos que apresentaram
lesdes com captagfio e sem captagfio. Provavelmente, porque foram observadas poucas
lesGes captantes, nfio se -caracterizando, assim, quebra significativa de barreira

hematoencefalica e atividade inflamatéria em curso em grau intenso.

Dentre as limita¢Ses do nosso estudo, podemos considerar que foram estudados
poucos individuos doentes e, além disso, houve detec¢do de poucas lesdes com realce,

prejudicando eventuais distingSes entre os dois subgrupos de pacientes.

O equipamento de RM de alto campo utilizado em nosso experimento apresenta
custo operacional elevado, e, além disso, as varias etapas necessarias para obtengdo e

processamento dos dados, diminuem a aplicabilidade clinica do método.
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A ERM'H in vitro é um método eficiente para caracterizagio bioguimica de

alteragBes encontradas em pacientes com EM, distinguindo-os dos individuos controles.

Foram encontrados aumentos dos niveis de beta-hidroxi-butirato, acetoacetato,

glutamina e glutamato nos pacientes com EM.

Néo se encontrou diferenca nos padrdes de LCR dos dois grupos estudados de
pacientes com EM (com e sem atividade inflamatoria), o que pode ser decorrente do baixo

de lesSes captantes observadas no nosso estudo.

Os resultados deste trabatho contribuem para a interpretagio dos mecanismos
bioguimicos da EM, e refletem particularidades diferentes das j& descritas em trabalhos
anteriores na literatura. E importante também ressaltar que, pelos dados obtidos, a
espectroscopia de prétons de alta resolug@o do liquor pode ser considerada ferramenta

adicional importante no estudo da EM.
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ANEXO 1

Tabela 1: Pacientes e Controles — Dados clinicos ¢ laboratoriais

HC SEX0O LINICIO D.D. L IgG FC RMGD+ B.OLIGOCLO
EMC1 F 39 6 1,03 RR  sim(l) sim
EMC2 F 23 1 0,56 RR  sim (1) sim
EMS1 F 33 7 0,58 RR n#o sim
EMC3 F 22 2 1,2 RR  sim{(1) sim
EMS2 F 27 15 0,53 RR nio sim
EMS3 F 37 6 0,6 RR nio sim
EMC4 F 31 1 1,9 RR sim (1) sim
EMC5 M 28 7 0,9 RR sim (3} sim
EMS4 F 32 3 1,1 RR  nfio sim
EMCé6 M 40 10 1,49 PS sim (2) sim
EMC7 F 26 3 1,46 PP sim (1) sim
EMC38 F 16 7 0,89 RR  sim(l) sim
EMC9 M 35 7 0,4 PS  sim(l) sim
EMC10 F 32 3 1,32 RR stm (3) sim
EMCI1 M 25 5 0,98 RR sim (1) sim
EMCI2 M 35 2 1,05 PS  sim (D) sim
EMCI3 M 36 2 1,3 RR  sim(3) sim
EMCl4 F 22 1 11 RR  sim(1) sim
EMS5 M 26 9 0,67 RR nio sim
EMS6 F 26 6 0,82 RR  nfio sim
EMS7 M 35 3 0,74 RR  nio sim
EMSS F 39 15 0,5 RR nio stm
EMS9 F 32 3 0,5 RR nio sim
EMS10 M 34 15 0,97 RR nao sim
CT1 M 32 RMNL LCRNL

CT2 M 22 SD MENINGORRADICULAR RMNL

CT13 ¥ 70 POLINEUR SENS MOT LCRNL

CT4 M 25 POLINEUR SENSMOT LCRNL

CTs M 40 POLINEUR SENS MOT LCRNL

CTo F 34 " CEF3MESES. CT E RMNIL.-

CT7 F 40 CEF5 MESES. CT E RMNL

CTS8 M 56 CEF 4 MESES, RMNL

CT9 F 37 POLINEUR SENS MOT LCRNL

CTi0 M 35 POLINEUR SENS MOT LCRNL

CTl11 M 32 SD MEDULAR A ESCLARECER, RM E LCRNL

LINICIO: idade de inicio; D.D.: duragio da doenga; LIgG: indice de IgG; RM GD+: lesio
com realce pelo gadolinio e pelo gadolinio; B.OLIGOCLO: bandas oligoclonais; RM:
ressondncia magnética; RR: forma remitente-recorente; PS: forma progressiva secundaria;
PP; forma progressiva priméria; LCR NL; liquor normal; CEF: cefaléia; FC: forma clinica.
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ANEXO 2

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto. Neuroimagem e caracteristicas liquoricas (& espectroscopia “in vitro™ do

liguor) na esclerose multipla (EM)

Investigador principal: Dr. Fabiano Reis

Eu entendo que fui convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa
envolvendo pacientes com Esclerose Mutipla (EM). O objetivo geral desse estudo ¢é avaliar
caracteristicas de neuroimagem a ressonéincia magnética (RM) e caracteristicas do liquor
(LCR) a espectroscopia “in vifro” em aparelho de RM de alto campo. Esses estudos poder3o
caracterizar padrdes de liquor que podem diferenciar sﬁbtipos de EM e fornecerem
preditores da evolugdo clinica da doeng:a. da qual sou portador(a). O sigilo serd mantido em
todos os estudos colaborativos atraves de um codigo para identificagio dos individuos

participantes.

Procedimento:

Eu entendo que se concordar em participar deste estudo, os pesquisadores fardo
perguntas a respeito de meus antecedentes médicos. Serei submetido a uma coleta de liquor,
se por questdes de necessidade do ponto de vista clinico for necessario, e, uma amostra de 2
ml do material colhido sera utilizada para espectroscopia do liquor. Além disso, serei
submetido a um exame de RM. Hospitalizaggo, para fins exclusivos desta pesquisa, ndo sera

necessaria.

O procedimento de RM ¢é semelhante a uma tomografia. Eu fui informado que eu
seret colocado em uma maca e serei movido lentamente para dentro do aparelho de RM. Um
alto falante dentro do campo magnético possibilita a minha constante comunicagdo com as

pessoas responsaveis pelo exame. Durante todo o procedimento o pessoal médico e
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paramédico pode me ver e ouvir, € eu posso ser removido(a) se for preciso. O procedimento
pode durar entre 45 a 90 minutos. Durante a primeira parte do exame eu irei ouvir midos,
tipo marteladas, por alguns minutos enquanto o aparelho faz as imagens do meu cérebro. O

restante do exame sera relativamente silencioso.

Vantagens:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com minha participagdo
neste estudo ¢ que o meu diagndstico e 0 meu tratamento provavelmente nio serdo
modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens
para os pacientes com EM. Os resultados de meu exame de RM. e dos dados obtidos com o
estudo da espectroscopia do LCR ficardo & disposi¢do dos médicos responsaveis pelo meu

tratamento, e poderdo ser uteis no futuro.

Risco e desconforto:

O desconforto relacionado ao exame de RM ¢ devido ao ruido intermitente
durante os primeiros quinze minutos. Depois disso o ruido serd muito menor. O pessoal

técnico providenciara tapa-ouvidos para me deixar mais confortavel.

Uma das principais vantagens da RM ¢é que esta nfo utiliza raios X ou outro tipo
de radiagdo ionizante, ao contrario de outros tipos de estudo radiologico. As imagens sio
obtidas devido a2 um campo magnético, um transmissor e receptor de ondas de radio e um
computador que € utilizado para obter as informagfes bioquimicas e imagens de anatomia
interna. Ndo existem efeitos nocivos associados com a RM dentro das condigdes utilizadas

atualmente,

A pungdo do LCR sera feita por indicagdo clinica (e nZo para fins exclusivos
para este protocolo de pesquisa). Entretanto, se for feita a coleta de LCR, sei que uma
pequena parte da amostra obtida sera destinada para avaliacdo por espectroscopia de alto

campo.
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Requerimentos:

E muito importante informar aos técnicos e meédicos casc eu tenha um
marcapasso cardiaco, um clipe de cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer outro objeto
metélico em meu corpo, que tenha sido implantado em meu 06m0 durante uma cirurgia ou
alojado em meu corpo durante um acidente, pois estes po'dem parar de funcionar ou causar
acidentes devido ao forte campo magnético utilizado. Eu também devo remover todos os
objetos metalicos que estiverem comigo (relogios, canetas, brincos, colares, anéis,etc.), pois

estes também podem aquecer ou movimentar dentro do campo magnético.

Sigilo:

Eu entendo que todas as informagBes médicas decorrentes desse projeto de
pesquisa fardio parte de meu prontuério médico e serdo submetidas aos regulamentos do HC-
Unicamp referentes ao sigilo de informagfio médica. Se os resultados ou informagdes

fornecidas forem utilizados para fins de publicagio cientifica, nenhum nome sera utilizado.

Fornecimento de informacio adicional:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adictonais relativas ao estudo a
qualquer momento. O Dr. Fabiano Reis, tel (019) 97459017 e 37888217, estara disponivel
para responder minhas questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, duvidas ou
reclamacdes, contatar a secretaria da Comissdo de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas

da Unicamp, tel (019) 37888936.

Recusa ou descontinuac¢io da participagio

Eu entendo que a minha participagio € voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagio no estudo a
qualquer momento sem comprometer o8 cuidados médicos que recebo - atualmente ou

receberei no futuro no HC-UNICAMP.
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ANEXO 3

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: Neuroimagem e caracteristicas liqudricas (a espectroscopia “in vitro” do

liquor) na esclerose miltipla (EM)

Investigador principal: Dr Fabiano Reis

Eu confirmo que o(a) Dr{(a) me explicou o

objetivo do estudo, os procedimentos aos quais seret submetido € os riscos, desconfortos e

possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li ¢ compreendi esse formulario

de consentimento ¢ estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responséavel Data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha - Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

Eu expliquei- a . o objetivo do

estudo, os procedimentos requeridos € os possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia

desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado
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