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RESUMO  

 

Esclerose múltipla é uma doença inflamatória crônica, desmielinizante e neurodegenerativa 

do sistema nervoso central (SNC) que apresenta intensa variabilidade clínica e prognóstico 

imprevisível. 

Este é um estudo prospectivo com o objetivo de investigar o perfil da resposta inflamatória 

e a neurodegeneração em uma amostra de pacientes brasileiros com esclerose múltipla, 

comparando marcadores no líquido cefalorraquiano (LCR) e na imagem por ressonância 

magnética (IRM) quantitativa. 

Um grupo de 54 pacientes com esclerose múltipla remitente-recorrente (EMRR) foi 

recrutado para este estudo, de acordo com os critérios diagnósticos de Poser. Os exames de 

IRM foram processados e as amostras de LCR coletadas durante o processo diagnóstico e 

após tratamento com imunomodulador (beta-interferona ou acetato de glatirâmer). 

IgG e albumina no LCR e soro foram analisadas pelo método da nefelometria e a pesquisa 

de bandas IgG oligoclonais (BO) pela focalização isoelétrica. Citocinas, anticorpos para o 

vírus Epstein-Barr (EBV) e proteínas Tau foram quantificados através de kits comerciais 

pelo método ELISA. Os exames de IRM foram realizados com a utilização de um programa 

semi-automático. 

Os resultados demonstraram que pacientes com EMRR, mesmo na fase de remissão, 

apresentam aumento na secreção de citocinas pró-inflamatórias no soro e LCR associados à 

síntese intratecal de IgG e ao aumento do número de leucócitos no LCR. Na IRM foram 

detectadas lesões desmielinizantes em 94.4% e a presença de bandas oligoclonais foi 

demonstrada em 83% dos pacientes. Durante a evolução da doença foi possível observar 

uma correlação positiva do índice IgG com o volume total de lesões na IRM e com o 

número de leucócitos no LCR. Os níveis de T-tau estavam elevados quando comparados 

com os indivíduos controle e atrofia cerebral foi observada desde o diagnóstico. A taxa 

anual de surtos e o nível de proteína T-tau no LCR foram reduzidos após o tratamento com 

imunomodulador, mas aumento da EDSS foi demonstrado em grande parte dos pacientes. 
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Com base em todas as análises, nós podemos concluir que a avaliação da IRM quantitativa 

e dos biomarcadores de inflamação pode ser muito útil na monitorização dos pacientes com 

EM, mesmo nos períodos clinicamente estáveis.  

 

 



ABSTRACT 

 

Quantitative MRI and CSF inflammatory mediators in a sample of brazilian multiple 

sclerosis population: a prospective study. 

 

Multiple sclerosis (MS) is referred to as a chronic inflammatory, demyelinating, and 

neurodegenerative disorder of the central nervous system (CNS), with a highly variable 

clinical course and prognosis.  

This is a prospective study to investigate the profile of inflammatory response and 

neurodegeneration in brazilian MS population by comparing cerebrospinal fluid (CSF) 

markers and quantitative magnetic resonance imaging (MRI).  

A total of 54 patients with relapsing-remitting MS (RRMS) were included in this study 

according to Poser criteria. MRIs were performed and CSF samples were collected both 

during the diagnostic process and after immunomodulator treatment (beta interferon and 

glatiramer acetate). 

IgG and albumin in the CSF and serum were measured by nephelometry and oligoclonal 

IgG bands were identified by isoelectrofocusing. Cytokines, Epstein-Barr virus (EBV) 

antibodies and Tau proteins were quantified using commercial kits by ELISA. Brain MRI 

examinations were performed using a semi-automated local lesion threshold technique. 

The results demonstrated that patients with RRMS in stable phase of the disease reveal 

increase in the secretion of pro-inflamatory cytokines in both serum and CSF associated 

with the intrathecal synthesis of IgG and the number of leucocytes in the CSF. 

Demyelinating brain lesions were detected by MRI in 94.4% and the presence of 

oligoclonal bands were observed in 83% of patients. During the evolution of the disease, it 

was possible to establish a positive correlation of IgG index with total lesion volume and 

total leukocytes count. Increased CSF T-tau levels were found in MS as compared to 

controls and brain atrophy was observed since the diagnosis of disease.  
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The both annual relapse rate and the level T-tau protein were significantly reduced after the 

treatment with IFNβ, although many of the patients had presented an increased at EDSS. 

Taken together, we provide evidence that the study of MRI and the inflammatory 

parameters is an useful tool for monitorizing MS patients even in the stable form of the 

disease. 
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1.1- Descrição 

A Esclerose Múltipla (EM), também conhecida como esclerose em placas, 

disseminada ou insular é uma doença inflamatória crônica do sistema nervoso central 

(SNC) resultante de uma resposta auto-imune contra antígenos da mielina. Este processo 

inflamatório envolve células T, células B, macrófagos, anticorpos, proteínas do 

complemento e citocinas (1).  A EM afeta todas as porções do SNC, medula espinal, tronco 

cerebral, cerebelo, nervos ópticos e hemisférios cerebrais. As lesões ou placas da EM 

resultam da inflamação crônica da substância branca do SNC e são caracterizadas por perda 

da mielina e oligodendrócitos. Embora seja uma doença predominante da substância 

branca, as lesões podem ocorrer em todo o parênquima do SNC, incluindo substância 

cinzenta. Estas lesões causam múltiplos sinais e sintomas de disfunção neural. No início da 

doença, os mecanismos de neuroplasticidade podem contribuir para a recuperação completa 

ou parcial dos sintomas. Durante o curso, as áreas repetidamente afetadas desenvolvem 

alterações patológicas permanentes e a grande maioria dos pacientes evolui para um quadro 

de piora progressiva das funções neurológicas com importante grau de incapacidade. 

Apesar do conhecimento de vários aspectos da EM, a etiologia, prognóstico e tratamento 

específico ainda não estão totalmente esclarecidos. 

 

1.2- Histórico 

As características clínicas e patológicas foram descritas há mais de um século. 

A primeira descrição clínica foi o caso de uma freira alemã de 16 anos de idade, Lidwina 

van Schiedam, que adoeceu em 1296. Ela apresentava paralisia das pernas e braço direito, 

paralisia facial, perda bilateral da visão, alterações sensitivas e disfagia. Os primeiros 

relatos clínicos patológicos da EM são atribuídos a Cruveilhier (1829-1842) e Carswell 

(1838) apud Dejong (2). Jean Cruveilhier, professor de anatomia da Faculdade de Medicina 

de Paris, publicou suas primeiras descrições no segundo volume do Anatomie pathologique 

du corps humain. Robert Carswell, estudante de medicina na Escócia e Paris, desenhou, 

pintou e descreveu cortes de tecidos normais e patológicos que foram publicados no 

Pathological anatomy: ilustrations of the elementary forms of disease.  
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Jean-Martin Charcot, professor da clínica de doenças do sistema nervoso na 

Universidade de Paris, foi o primeiro a chamar a atenção do mundo para a doença. 

Descreveu as manifestações clínicas e sua correlação com as alterações patológicas. Muitos 

casos relatados por Charcot foram estudados por ele e pelo seu professor de anatomia da 

Faculdade de Medicina de Paris, Vulpian (1866), que apresentou pela primeira vez na 

literatura médica o termo esclerose em placas no evento da Société Médicale des 

Hôspitaux. Charcot (1868) apud Dejong (2) apresentou vários casos clínicos na Société de 

Biologie e neste mesmo ano descreveu detalhes histológicos das lesões da EM que podem 

ser encontrados nas Les conférences de Charcot apresentadas em Salpêtrière. Segundo 

Bourneville e Guérard (1869) apud Dejong (2), que foram seus alunos, Charcot conheceu 

melhor a doença através da observação do quadro clínico de sua empregada doméstica que 

evoluiu com nistagmo, tremor de intenção e distúrbio da fala. Ele diagnosticou como Tabes 

dorsalis, mas o exame patológico da autópsia mostrou a presença de várias lesões de 

esclerose. No final do século XIX, a EM já estava muito bem descrita e divulgada na 

literatura internacional, mas a etiologia e patogênese não estão bem definidas até hoje. 

Diferentes autores, ao longo deste período, sugeriram diferentes teorias para a patogênese 

da doença. Charcot, em suas discussões da doença, sugeriu a relação com uma doença 

aguda pregressa (como exemplo, febre tifóide, cólera e varíola), exposição ao frio e a 

fatores emocionais. Oppenheim (1887) argumentou sobre a possibilidade de ser a doença 

uma conseqüência de exposição aos metais pesados. Strumpel (1896) e Muller (1904) apud 

Djong (2) apontaram a existência de fatores constitucionais, uma tendência endógena de 

proliferação glial levando à compressão da bainha de mielina. Marburg (1906) sugeriu a 

teoria de uma toxina circulante mielinolítica. Bullock (1913) transmitiu a doença do 

homem para coelhos através de injeção subdural e subcutânea de líquido cefalorraquiano 

(LCR) de pacientes com esclerose múltipla. Ele concluiu, embora não tenha realizado 

exame histológico, que a EM era possivelmente uma doença infecciosa e o vírus poderia 

ser encontrado no LCR. Kuhn e Steiner (1917) descreveram a transmissão da EM para 

coelhos, porcos e macacos através de injeção de sangue e LCR de pacientes com a doença. 

Nos macacos, os achados histológicos foram analisados e interpretados como 

indistinguíveis das lesões de EM no homem. Os mesmos autores documentaram a presença 

de espiroquetas no cérebro, LCR e sangue de pacientes com a doença. Contudo, estudos 
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realizados posteriormente, não confirmaram a presença dos microorganismos sugerindo que 

os achados anteriores provavelmente eram artefatos ou contaminantes. Curtius (1933) 

enfatizou o fator constitucional baseado na verificação de casos familiares da doença. 

Outros autores apud Djong (2) associaram à deficiência de outros metais ou vitaminas 

essenciais. 

A hipótese de origem infecciosa foi muito pesquisada ao longo dos anos e até 

hoje tem sido objeto de investigação, sendo a sífilis a primeira doença estudada. Dattnner 

(1937) publicou testes positivos, através de fixação de complemento, para tuberculose em 

pacientes com esclerose múltipla. Outros estudos atribuíram uma causa vascular de acordo 

com as teorias da trombose venular (Putnam, 1933) e do vasoespasmo (Franklin e Brickner, 

1947) que foram elaboradas com base nas características das placas semelhantes às doenças 

dos pequenos vasos apud Dejong (2).   

A exploração no campo da imunologia na busca da etiologia da EM foi 

despertada com o conhecimento da encefalomielite experimental auto-imune (EAE), no 

final do século XIX, como resultado da vacina anti-rábica.  

 

1.3- Epidemiologia 

A esclerose múltipla afeta aproximadamente 2,5 milhões de pessoas no mundo 

e cerca de 400.000 nos Estados Unidos da América (3). No Brasil, existem muitos estudos 

descritivos das características clínicas e epidemiológicas de diversos estados, mas poucos 

estudos de prevalência (4,5,6,7,8,9,10,11). Em 1990, um trabalho realizado na cidade de 

São Paulo (latitude sul de 23-24º) mostrou uma taxa de prevalência 4,27/ 100.000 

habitantes (homens: 2,89/ 100.000; mulheres: 5,59/ 100.000) com predomínio em adultos 

jovens (12). Em 1997, novo estudo foi realizado nesta mesma cidade e a taxa de 

prevalência registrada foi de 15/ 100.000 habitantes (13). Este aumento de taxa foi 

atribuído ao maior número de casos incluídos no estudo e ao desenvolvimento de melhores 

recursos diagnósticos e terapêuticos.  
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Os primeiros sinais clínicos ocorrem, tipicamente, nos pacientes adultos jovens 

com predomínio do sexo feminino (2:1). Estudos iniciais mostraram que a doença 

predominava em pessoas com descendência escandinava (Bailey, 1922) (Davenport, 1922) 

apud Kurtzke (14). Kurtzke coletou dados epidemiológicos e sugeriu um gradiente 

geográfico de prevalência. No hemisfério norte, o gradiente é norte-sul onde a EM é mais 

prevalente no norte e oeste da Europa, Canadá e estados do norte dos EUA, diminuindo na 

Europa Central e estados centrais dos EUA; um gradiente semelhante foi descrito na  

Grã-Bretanha e Japão. Um gradiente sul-norte foi sugerido para o hemisfério sul incluindo 

Austrália e Nova Zelândia (15,16,17). A distribuição geográfica sugere que tanto fatores 

genéticos como ambientais estão envolvidos na patogênese da doença. Há referências de 

que a disseminação genética seja devido à influência dos vikings que atacaram a maior 

parte dos países europeus e se instalaram na Normandia, Sicília e sul da Itália. Nos locais 

por onde passaram os vikings, as taxas de prevalência da EM são maiores (18).   

Os primeiros relatos sobre a possibilidade do caráter genético da EM foram 

descritos no final do século XIX com a identificação de agregação familiar  

(Eichohorst, 1896) apud Sadovnick (19). A comparação entre gêmeos homozigóticos e 

gêmeos dizigóticos mostrou uma taxa de concordância maior nos homozigóticos. A procura 

individual por genes de susceptibilidade ainda é inconclusiva, apesar dos grandes avanços 

na área da biologia molecular. Mais de 20 estudos analisaram o genoma completo em 

diferentes populações de pacientes EM e em diferentes áreas no globo. Os resultados 

mostraram que a EM pode ser considerada uma doença com uma complexidade genética 

muito grande, uma vez que os estudos de famílias afetadas realizados em relação ao 

genoma total não foram conclusivos (20). Com relação ao estudo dos genes pertencentes ao 

complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou HLA antígeno leucocitário humano 

(HLA) foi observado associação da expressão de determinados haplótipos ao maior risco de 

EM (21,22). Este grupo de genes codifica glicoproteínas (moléculas MHC) que estão 

diretamente relacionadas com a fisiologia do sistema imune, mais precisamente com a 

imunidade adquirida, incluindo a apresentação do antígeno e a seleção negativa de clones 

auto-reativos no microambiente tímico (23,24). A determinação da freqüência de alelos em 

estudos de casos-controle e a investigação de marcadores em casos familiares sugerem que 

as associações mais encontradas foram com os haplótipos do MHC de classe II, 
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HLADRB1*1501, DQA1*0102 e DQB1*0602 (19). No entanto, apenas 60% dos pacientes 

apresentam esta associação, evidenciando também a heterogeneidade para os genes HLA 

(25). Em trabalho realizado por pesquisadores nacionais, foi demonstrada a presença de 

haplótipos DQB1*0602-DQA1*0102 e ausência de DRB1*1501 em uma determinada 

população de pacientes EM brasileiros descendentes de africanos (26). Além dos genes do 

HLA, outros genes têm sido associados tanto com a prevalência quanto com a evolução da 

EM, incluindo os que codificam os membros da família dos receptores do fator 

transformador de crescimento (TGFβ), o antígeno de células T citotóxicas 4 (CTLA-4), o 

fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina 1 (IL1) e os receptores de estrogênio (1). 

Esta forte associação com as moléculas envolvidas na resposta imunológica indica a 

natureza auto-imune da EM. 

Com relação aos fatores ambientais, estudos das migrações e manifestações 

epidêmicas enfatizaram a contribuição do ambiente no desenvolvimento da EM. Estes 

fatores podem ser relacionados a infecções virais ou bacterianas, fatores comportamentais e 

de estilo de vida (27). Dean (1967) registrou que imigrantes na África do Sul tendem a 

desenvolver EM na mesma freqüência que a população local. Por outro lado, as crianças 

nascidas de pais imigrantes da Índia e África do Sul para o Reino Unido acompanham os 

índices do país de destino. Alter et al. (1966) revisado por Kurtzke (28) demonstraram que 

a idade de migração é o fator decisivo para o desenvolvimento da EM devido à interação 

entre as infecções ocorridas na infância e a EM. A migração de um local de alta incidência 

da doença depois dos 15 anos de idade carrega o risco associado com o local de origem, 

enquanto que a migração antes dos 15 anos de idade assume o risco do local de destino. 

Embora nenhum agente infeccioso tenha sido diretamente ligado às lesões, alguns estudos 

mostraram evidências para a hipótese ambiental da EM, registrando epidemias da doença 

(14,29). Entre os agentes infecciosos, os vírus são os mais pesquisados e relacionados com 

a patogênese da EM, incluindo sarampo, rubéola, caxumba, EBV (Epstein Barr vírus), HSV 

(herpes simplex vírus), VZV (varicella zoster) e HHV6. Estudos epidemiológicos (30) e 

laboratoriais (31,32) mostraram associação da EM com infecção pelo EBV. Associação 

positiva foi encontrada em pacientes com mononucleose e elevados títulos de anticorpo 

contra EBNA1 (33,34), enquanto indivíduos nunca infectados pelo EBV apresentam risco 

baixo para EM. No entanto, o mecanismo que explique esta associação não está ainda 
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elucidado (35). Por outro lado, argumentos contra a participação dos agentes infecciosos no 

desenvolvimento da EM incluem a raridade de casos conjugais (36), baixa concordância 

entre gêmeos dizigóticos e a presença de grupos étnicos resistentes em áreas de alta 

prevalência (19). A distribuição geográfica da EM também pode ser explicada pela hipótese 

da vitamina D. Estudos observacionais e experimentos em modelos animais mostraram uma 

relação positiva da vitamina D (exposição solar ou dieta) com a melhora dos sintomas ou 

prevenção da EM (37,38).  

 

1.4- Etiopatogenia 

Durante muito tempo, a EM foi considerada uma desordem mediada por uma 

resposta inflamatória contra antígenos da mielina do SNC. Atualmente, os pesquisadores 

reconhecem, além do componente inflamatório, a existência de um processo 

neurodegenerativo ao longo do curso da doença que é responsável pela progressão da 

incapacidade neurológica dos pacientes e que não responde aos tratamentos com 

imunossupressores (39).  

Atualmente a EM é considerada uma doença auto-imune onde o sistema 

imunológico reconhece como antígeno as proteínas componentes da bainha de mielina.  

 

1.4.1- Resposta imune e autoimunidade 

O termo autoimunidade foi utilizado no início do século XX para descrever que 

os potentes mecanismos imunológicos utilizados na defesa do hospedeiro podem causar 

graves lesões teciduais, se voltados contra ele. Atualmente, a autoimunidade é entendida 

como uma reação fisiológica normal do organismo. O individuo convive com os clones de 

células potencialmente reativas para as estruturas próprias (40). Inclusive há estudos 

mostrando que a autoimunidade é essencial para a homeostase do organismo (41).  

Assim, as células autoreativas são mantidas em homeostase devido a uma 

complexa interação de mecanismos imunológicos que resultam no fenômeno conhecido 

como tolerância imunológica. A tolerância aos auto-antígenos é ativamente conseguida e os 
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linfócitos, tanto B como T, potencialmente auto-reativos são passiveis de se tornarem 

tolerantes.  O processo de indução de tolerância dos linfócitos T ocorre durante o processo 

de maturação do timo conhecido como tolerância central. 

Apesar do processo de indução de tolerância central, os linfócitos T 

potencialmente auto-reativos deixam o timo e são mantidos sob controle do organismo 

devido aos mecanismos de tolerância periférica. Os principais mecanismos de tolerância 

periférica são: a destruição das células auto-reativas, a indução de anergia nestas células ou 

a obtenção de supressão ativa obtida pela ativação de células reguladoras e/ou a produção 

de citocinas com ação antiinflamatória.  

A morte celular programada por apoptose é um mecanismo central na 

embriogênese e morfogênese, sendo essencial no desenvolvimento do sistema imunológico 

e do sistema nervoso, na eliminação de células senescentes e células indesejáveis 

(neoplásicas e outras), na destruição de células infectadas por vírus e ainda na resposta a 

estímulos agressivos. Os estudos ressaltam uma distinção clara entre necrose e apoptose. A 

necrose é uma forma de morte celular degenerativa e incontrolável, provocada 

normalmente por um estímulo ambiental agressivo: hipertermia, radiação e uma variedade 

de agentes físicos e químicos, entre outros. O mecanismo de apoptose também pode ser 

desencadeado por estes agentes, mas é essencialmente um processo fisiológico. A morte 

celular programada por apoptose envolve o reconhecimento de um sinal específico e a 

intervenção de sistemas complexos de regulação. Os linfócitos entram em apoptose em 

resposta a uma série de estímulos. Timócitos imaturos e linfócitos T entram em apoptose 

quando ativados através dos receptores para antígeno TCR (T cell receptor). A indução de 

apoptose pela ativação (activation-induced death) dos timócitos é um importante 

componente da seleção negativa e estabelecimento da tolerância aos antígenos próprios, 

durante a indução da tolerância central. Este processo de morte celular também é acionado 

na manutenção da tolerâcia periférica (42). FAS é uma molécula pertencente à superfamília 

do receptor TNF/nerve growth factor (43,44), também conhecida como APO-1 ou CD95, 

que está implicada na indução de apoptose dos linfócitos. A junção desta molécula com o 

seu ligante específico (FAS-L) acionam o mecanismo de apoptose em linfócitos normais ou 

em transformação (45). A participação da molécula FAS na manutenção da tolerância aos 
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auto-antígenos foi confirmada pela demonstração que camundongos lpr, deficientes em 

FAS, e de gld, deficientes em FASL, apresentam defeito nos mecanismos de apoptose dos 

clones auto-reativos levando ao desenvolvimento de doenças auto-imunes (46).  

O mecanismo de anergia clonal e o seu envolvimento na manutenção da 

tolerância imunológica estão intimamente ligados com a apresentação do antígeno. As 

células apresentadoras de antígeno (macrófagos, células dendríticas e linfócitos B) 

convertem antígenos protéicos em peptídeos e os mesmos são apresentados pelo complexo 

MHC-peptídeo às células T que reconhece esse complexo através de moléculas dos 

receptores para o antígeno TCR. As moléculas de MHC de classe II através de ligação 

bioquímica específica apresentam o peptídeo antigênico aos linfócitos T CD4. Estas células 

também conhecidas como T helper contribuem para amplificar a resposta imune, tanto 

celular como humoral, através da produção de citocinas. As moléculas MHC de classe I 

apresentam o peptídeo antigênico aos linfócitos T CD8 ou citotóxicos. Esse processo de 

reconhecimento é o primeiro sinal para a posterior ativação dos diferentes tipos de 

linfócitos T. No entanto, apenas o reconhecimento do peptídeo ligado às moléculas MHC 

pelo TCR, não é suficiente para iniciar a ativação linfocitária. É necessário que um segundo 

sinal seja acionado, ou seja, tanto as células T como as células APC expressam moléculas 

co-estimulatórias que participarão também da apresentação e ativação dos linfócitos T. As 

moléculas co-estimulatórias B7.1 (CD80) e B7.2 (CD 86) são expressas nas células 

apresentadoras do antígeno e se ligam às moléculas CD28/CTLA4, que são expressas nos 

linfócitos. A ligação das moléculas CD80/CD86 com CD28 levará um sinal positivo de 

ativação para os linfócitos, enquanto a ligação destas mesmas moléculas com a molécula de 

CTLA4 sinalizará negativamente para a ativação linfocitária. Trabalhos recentes mostram 

que as moléculas CTLA4 estão envolvidas na ativação de células reguladoras (47). Na 

ausência de expressão das moléculas co-estimulatórias, os linfócitos não são ativados 

mesmo sensibilizados ao antígeno, fenômeno conhecido como anergia clonal. 

A manutenção da tolerância pela supressão ativa envolve a complexa interação 

entre as células potencialmente auto-reativas e as células com atividade reguladora, que 

podem atuar tanto através do contato célula/célula como através do aumento de citocinas 

com ação antiinflamatória.  
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As citocinas são glicoproteínas produzidas por vários tipos celulares que através 

da ligação com receptores específicos possuem a função de sinalizar e facilitar a 

comunicação entre as células do sistema imune e dos demais sistemas que constituem os 

individuos. As citocinas são frequentemente pleiotrópicas e reduntantes. O pleiotropismo 

refere-se à habilidade de uma citocina agir em diferentes tipos celulares. Essa propriedade 

permite a uma citocina mediar diferentes efeitos biológicos, mas também pode limitar seu 

uso terapêutico, pois o uso de uma citocina para um efeito clínico desejado pode resultar 

em efeitos colaterais indesejáveis. A redundância refere-se à propriedade de múltiplas 

citocinas possuírem os mesmos efeitos funcionais. Ainda as citocinas podem agir 

localmente sobre as células que as secretam (ação autócrina) ou em células próximas  

(ação parácrina). Quando produzidas em grande quantidade, elas podem entrar na 

circulação e atuar distante do local da produção (ação endócrina). A produção local nos 

tecidos e a meia vida curta implicam que determinações simples dos seus níveis nos 

líquidos corporais não trazem muitas informações. A determinação no nível celular e no 

compartimento em que foi produzida pode permitir melhores conclusões. A interpretação 

dos achados com base nos níveis de citocinas não é fácil em função de suas interações em 

rede. A rede de citocinas é extremamente complexa e as evidências demonstram sua 

importância na fisiopatologia da EM.  

Há aproximadamente duas décadas, Mossman e Coffman (48) descreveram a 

heterogeneidade das populações de linfócitos T CD4 com base na produção de algumas 

citocinas. Os linfócitos T CD4 produtores de citocinas, como IL2, IFNγ e linfotoxinas, 

foram classificados como T helper 1. Estas células estão preferencialmente envolvidas na 

resposta imune celular e na síntese de algumas subclasses de imunoglobulinas. Os 

linfócitos T CD4 produtores de IL4, IL5, IL10 e IL13 foram classificados como T helper 2 

e estão envolvidos na inibição da resposta inflamatória, além de auxiliar na síntese de 

anticorpos. Recentemente, foram descritos os subtipos Th3 (49) e T helper 17 (50). A 

população de linfócitos Th3 produtora da citocina TGFβ, que possui importante função 

imunoreguladora, foi descrita no processo de indução de tolerância oral aos antígenos da 

mielina, sendo preferencialmente secretada na mucosa intestinal (51).  A subpopulação 

Th17 parece ter um papel essencial contra certos patógenos extracelulares, além de atuar na 

indução da inflamação e doenças auto-imunes (52). A diferenciação dos subtipos de 
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linfócitos T CD4 é resultado direto da resposta imune inata. As células apresentadoras de 

antígeno iniciam e orquestram a subseqüente resposta linfocitária. Vários estudos 

mostraram que a predominância de IL-12 no microambiente onde o antígeno é apresentado 

favorece a diferenciação dos linfócitos Th1 produtores de IFNγ (53), ou seja, um braço  

pró-inflamatório de resposta imune (54). Por outro lado, níveis elevados de IL-4 favorecem 

a diferenciação dos linfócitos Th2 (55).  

A produção dos anticorpos pelos plasmócitos, derivados dos linfócitos B, está 

diretamente ligada à secreção das citocinas. Os linfócitos B reconhecem o antígeno através 

do seu receptor para o antígeno BCR (B cell receptor) que consiste em uma molécula de 

imunoglobulina de superfície. No caso de antígenos proteicos, o antígeno é endocitado e 

apresentado como complexo MHC de classe II/peptídeo aos linfócitos Th2. Esta 

cooperação entre linfócitos e posterior secreção das citocinas é essencial para a 

diferenciação, expansão das células e síntese de anticorpos. 

Os linfócitos T CD8 através da liberação de enzimas como a perfurina e as 

granzimas são responsáveis pela destruição das células do hospedeiro infectadas por vírus, 

outros parasitas intracelulares ou células neoplásicas. No entanto, a resposta citotóxica 

destas células pode ser danosa ao organismo, quando voltada para os componentes 

próprios. 

Estas complexas interações do sistema imunológico no sentido de amplificar a 

função protetora são reguladas com objetivo de manter a homeostase do sistema imune. 

Na década de 70, Gerson e Kondo (56) descreveram a existência de linfócitos 

com a função de suprimir a resposta imunológica. Até o momento, muito empenho tem sido 

feito no sentido de entender a ontogenia, função e os mecanismos de ação de células com 

função supressora ou imunoreguladora. A ativação destas células é essencial para a 

manutenção da tolerância periférica aos auto-antígenos. A diferença entre estas populações 

celulares está baseada no padrão de citocinas que elas produzem ou na capacidade de 

suprimir a resposta imune pela interação célula/célula. No entanto, os mecanismos 

envolvidos na interação destes diferentes subtipos celulares não estão completamente 

elucidados. Dentro da população de linfócitos T CD4, pelo menos três tipos diferentes de 
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células reguladoras foram descritos: os linfócitos Th3, as células reguladoras tipo I (Tr1) e 

os linfócitos T CD4+CD25+ Foxp3+. 

Os linfócitos reguladores T CD4 (Th3) foram identificados nos estudos de 

indução de tolerância oral. Os linfócitos Th3 participam nesta forma de tolerância com o 

objetivo de atenuar a resposta das proteínas imunogênicas previamente apresentadas à 

mucosa intestinal. Dessa forma se obtém importante supressão, tanto da resposta humoral 

quanto daquela mediada por células, após a administração do antígeno por via oral e 

subseqüente imunização sistêmica com o mesmo antígeno (57). Camundongos tolerizados, 

oralmente, com a proteína básica de mielina geram linfócitos Th3 nas mucosas intestinais, 

que reduzem a gravidade da encefalomielite experimental autoimune (EAE) através do 

aumento na produção de TGFβ.  

As células Tr1 foram inicialmente descritas como linfócitos T CD4+ que 

quando ativados na presença de IL 10 tornavam-se anérgicos. A análise das células 

anérgicas mostrou que as mesmas produziam níveis elevados de IL-10 e TGFβ, moderadas 

concentrações de IFNγ e IL-5, e praticamente não produziam IL- 2 ou IL-4. Essas 

observações indicam que os linfócitos T CD4 anergizados pela IL-10 contém precursores 

de Tr1 e que a IL-10 é o fator crítico para sua diferenciação, ao contrário das células Th3 

(58,59,60). Além das populações Tr1 e Th3, os linfócitos T CD4+CD25+ atuam como 

importantes moduladores da resposta imune (61).  

Por muitos anos, a IL-2 foi considerada a citocina mais importante para a 

proliferação das células T. No entanto, foi demonstrado que animais deficientes para IL-2 

não apresentavam alterações significativas no desenvolvimento e função dos linfócitos T 

(62). Ao contrário do esperado, camundongos geneticamente deficientes para a produção de 

IL-2 desenvolvem uma síndrome auto-imune linfo-proliferativa fatal, que 

subseqüentemente ficou conhecida como síndrome da deficiência da IL-2 (63,64,65,66,67). 

Além disso, foi possível reduzir os danos causados pela doença diabética experimental 

através da administração de IL-2. A neutralização da atividade desta citocina, através da 

administração de anticorpos in vivo, resultou na indução de gastrite e neurite auto-imune 

nos animais estudados (68). Estas evidências indicam que a IL-2 deve contribuir para a 
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manutenção da tolerância natural e prevenção de doenças auto-imunes. O efeito benéfico da 

IL-2 na evolução das doenças auto-imune está associado ao fato desta citocina estar 

envolvida na diferenciação e função das células CD4 que expressam cadeia α do receptor 

para IL-2 (CD25) (68,69). As células T reguladoras (CD4+CD25+) constituem 5-10% dos 

linfócitos CD4 circulantes e a expressão do fator de transcrição Foxp3 parece estar 

associado ao desenvolvimento e função dessas células, tanto em camundongos como em 

humanos (68,70). Anormalidades na expressão e função dessa população celular levam ao 

aparecimento de doenças auto-imune, sugerindo a importante função reguladora destas 

células (61,68,70). Trabalho relativamente recente demonstrou deficiência na função das 

células regulatórias T CD4+CD25+ no sangue periférico dos pacientes com Esclerose 

múltipla (71).  

A atividade supressora das células T CD4+CD25+ está relacionada à sua 

capacidade de inibir a resposta proliferativa dos linfócitos; normalmente, essa atividade 

requer o contato célula /célula e envolve a expressão da molécula CTLA4 (72,73,74,75,76). 

A produção de citocinas com efeito antiinflamatório pelas células T CD4+CD25+ ainda 

gera controvérsia. Alguns estudos falharam em detectar produção de IL-10 e TGFβ pelas 

células T CD4+CD25+ humanas (77), enquanto outros demonstraram a produção destas 

citocinas em resposta a vários estímulos (78,79,80). Foi demonstrado que moléculas de 

TGFβ ligadas à membrana das células T CD4+CD25+ são responsáveis, pelo menos em 

parte, pela supressão da resposta imune (81). 

 

1.4.2- Resposta imune nos processos de desmielinização. 

Muito do conhecimento adquirido sobre a participação da resposta imunológica 

na EM se deve ao estudo desenvolvido no modelo experimental, a encefalomielite 

experimental auto-imune (EAE). A EAE começou a ser estudada após a descoberta da 

vacina contra a raiva por Pasteur, em 1875. Esse tratamento consistia em inocular o vírus 

cultivado no sistema nervoso central de animais de experimentação. Devido à presença de 

mielina na preparação, alguns indivíduos desenvolveram casos esporádicos de 

encefalomielite pós-vacinal (82). A EAE foi descrita em 1933 por Rivers; Sprunt e Berry 
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observaram os sinais clínicos de encefalomielite após a inoculação de mielina de coelho em 

macacos Rhesus. Por suas semelhanças clínica, morfológica e histopatológica, a EAE 

passou então a ser considerada modelo experimental para o estudo dos mecanismos 

imunopatológicos nas doenças inflamatórias desmielinizantes de natureza auto-imune, 

como a EM. A doença pode ser induzida em animais geneticamente susceptíveis pela 

imunização com mielina e seus componentes, como a proteína básica de mielina (MBP), 

proteolipoproteina (PLP), glicoproteina associada à mielina (MAG), glicoproteina de 

mielina do oligodendrócito (MOG) e peptídeos encefalitogênicos derivados desses 

antígenos. A EAE pode ser transferida para animais normais por linfócitos T CD4 

sensibilizados com os diferentes neuro-antígenos, sendo portando uma doença causada por 

linfócitos T (83,84). 

A EAE ativamente induzida consiste de uma fase indutora e de uma fase 

efetora. A fase indutora envolve a apresentação de epítopos de mielina aos linfócitos T 

CD4+ nos órgãos linfóides e a subseqüente expansão e diferenciação dessas células em 

células efetoras, que secretam de forma predominante as citocinas pró-inflamatórias. A fase 

efetora da doença compreende a migração de linfócitos T CD4 específicos para mielina 

para dentro do SNC, após a quebra da barreira hemato-encefálica (BHE). No parênquima 

ocorre a apresentação dos epítopos da mielina às células T por células apresentadoras de 

antígeno do SNC. Concomitantemente, há expressão de fatores solúveis como as 

quimiocinas e citocinas por células T encefalitogênicas e por células residentes do SNC, 

como astrócitos e micróglia, que combinados recrutam fagócitos mononucleares para o 

parênquima do SNC. As enzimas proteolíticas e radicais de oxigênio e óxido nítrico (NO) 

liberados principalmente por macrófagos e micróglia ativados também atuam na indução 

das reações inflamatórias do SNC (85,86). Recentemente, Farias e colaboradores (87) 

mostraram a participação ativa do NO, no modelo de EAE induzida em camundongos. 

Camundongos geneticamente deficientes para NO sintase induzida apresentaram uma 

doença menos grave, quando comparados aos animais não modificados geneticamente. 

Estudos realizados no modelo da EAE mostraram a importante participação das 

citocinas nos mecanismos de lesão e proteção das estruturas do SNC. A EAE foi 

inicialmente descrita como uma doença mediada por linfócitos Th1 produtores de IL-2, 
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IFNγ, linfotoxina (LT)-α. As evidências mostraram o efeito danoso do IFNγ na evolução da 

doença (85).  Posteriormente, estas observações foram reforçadas com a descrição da IL-12 

induzindo níveis consideráveis de IFNγ, que estavam associados ao aumento da gravidade 

da doença (88). No entanto, a observação de animais geneticamente deficientes para IFNγ 

ou receptor para IFNγ desenvolvendo EAE sugeriu a existência de uma outra subpopulação 

de linfócitos efetores no modelo da EAE (89,90,91). Desta forma, recentes estudos 

mostraram o importante papel da IL-17 no desenvolvimento da EAE (92). A diferenciação 

dos linfócitos Th17 é regulada por uma complexa rede de citocinas. Enquanto o TGFβ 

promove a diferenciação de linfócitos T reguladores que apresentam a capacidade de inibir 

a resposta inflamatória, a presença de IL-6 produzida pela resposta imune inata no 

microambiente onde a resposta imune acontece somada ao efeito de TGFβ, promove a 

diferenciação das células Th17 (93). As citocinas IL-6 e TGFβ induzem as células T naive a 

secretarem IL-21 (94). Por sua vez, a IL-2l funciona de forma autócrina e aumenta o fator 

de transcrição da linhagem Th17 ROR γt aumentando a expressão de IL-17 (95,96). A  

IL-23 atua na expansão e manutenção da população dos linfócitos Th17 contribuindo para o 

aumento da gravidade da EAE (94,97). Além da IL-6 e TGFβ, outras citocinas incluindo a 

IL-1, IL-13, IL-18, IL-22, IL-23 e TNFα participam da diferenciação e expansão da Th17 

(93). Por outro lado, alguns estudos demonstraram que citocinas como a IL-4, IFNγ e IFNα 

inibem a expansão das Th17 mediadas pela IL-23 (98).  A IL-27, membro da família  

IL-12/IL-23 também foi descrita como um potente regulador negativo da diferenciação da 

Th17. Trabalho recente mostra que a IL-27 inibe a diferenciação da Th17 e a ausência de 

expressão da IL-27 aumenta a diferenciação e infiltração das células T produtoras de IL17 

nos tecidos do SNC, contribuindo para a exacerbação da EAE (99).  

Na fase de recuperação da EAE, citocinas antinflamatórias como IL-10 e TGFβ 

foram identificadas, tanto no sistema nervoso central como na periferia. Vários trabalhos 

mostraram a importante ação da IL-10 no controle da EAE, através do seu efeito 

imunoregulador (100).  Animais com EAE entram na fase de recuperação quando a doença 

é induzida em animais deficientes para IL-10 (101).  A expressão de IL-10 está aumentada 

no SNC de animais na fase de recuperação da EAE (102) e a administração exógena de  

IL-10 induz significativa redução da gravidade da doença (103). Recentemente, a função 

reguladora dos linfócitos B que produzem IL-10 foi mostrada no modelo de EAE, 
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sugerindo o importante papel dos linfócitos B também na regulação dessa doença (104). O 

TGFβ pela sua conhecida ação imunossupressora também está envolvido no controle dos 

processos de desmielinização. O aumento da produção de TGFβ no sistema nervoso central 

foi observado na fase de recuperação da EAE (85). Recentemente, foi descrita a atuação do 

TGFβ na ativação de células T reguladoras com conseqüente redução da gravidade da EAE 

(93). 

Da mesma forma que foi descrito para o modelo animal, os linfócitos T CD4 

reativos aos componentes da mielina parecem essenciais para o desencadeamento da 

resposta inflamatória na EM. Embora a EM seja doença órgão-específica com resposta 

imune voltada para os componentes do SNC, estudos mostram uma série de alterações 

imunológicas no LCR e sangue periférico, com a participação dos linfócitos T CD4, 

resultando na alteração no padrão de síntese de citocinas e de seus receptores (105). 

Trabalho realizado por Ota e colaboradores (106), confirmado em nosso laboratório (107), 

mostra que os linfócitos do sangue periférico de pacientes com EM são ativados pelas 

proteínas componentes da mielina. Além disso, a importância dos linfócitos T CD4 no 

inicio da resposta inflamatória é enfatizada pelo impacto favorável no curso da EM do 

tratamento com o anticorpo monoclonal anti-integrina alfa 4 (natalizumabe). Este anticorpo 

age sobre esta molécula expressa na superfície de linfócitos T e tem a função de inibir a 

migração destas células para o SNC. 

A gênese das lesões na EM, portanto, são atribuídas à ação dos linfócitos T 

CD4 autoreativos que migram para o SNC em conseqüência da quebra dos mecanismos de 

tolerância periférica. Algumas hipóteses tentam explicar os mecanismos imunológicos 

responsáveis pela quebra da tolerância imunológica nos pacientes com EM.  O mecanismo 

de mimetismo molecular entre as moléculas da mielina e agentes infecciosos está bem 

descrito na literatura. A exposição das células potencialmente auto-reativas aos patógenos 

exógenos pode levar a uma ativação de células T e B, como conseqüência de homologia 

estrutural entre um determinado neuro-antigeno e proteínas de bactérias ou antígenos virais 

(108).  É reconhecido que componentes da mielina apresentam homologia com proteínas 

dos vírus do sarampo, influenza, herpes, papiloma e outros vírus. Estes patógenos 

conseguiram uma homologia suficiente para ativar células T específicas para mielina e 
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dirigir uma resposta imune patológica (109). Em estudo muito elegante conduzido por 

Wucherfening e colaboradores (110), os autores mostraram a homologia de peptídeos de 

antígenos virais com a proteína básica de mielina.  A quebra dos mecanismos de tolerância 

também pode ser explicada pela ativação policlonal inespecífica gerada por agentes 

infecciosos, que normalmente apresentam complexa estrutura molecular. As células  

auto-reativas que se encontravam anérgicas podem ser ativadas nesse processo, resultando 

nas lesões auto-imunes (111).  Os clones autoreativos em estado de anergia também podem 

ser ativados pela produção de citocinas pró-inflamatórias produzidas em decorrência de 

uma infecção. O IFNγ pode induzir o aumento da expressão das moléculas de MHC e das 

co-estimulatórias na membrana de macrófagos, resultando na expansão dos clones 

autoreativos.   

Após ativação na periferia, as células T podem migrar através da barreira 

hemato-encefálica e liberar citocinas dentro do SNC. Estas citocinas inflamatórias 

promovem o recrutamento de células fagocitárias (macrófagos da periferia e micróglia do 

SNC) que vão promover o ataque da mielina. Inicialmente (fase inflamatória da doença), 

85% dos pacientes apresentam ataques agudos (surtos) com recuperação completa dos 

sinais e sintomas. Estes surtos são atribuídos a ondas de células Th1 e Th17 que infiltram o 

SNC. O balanço entre estas células e as células reguladoras é decisivo na determinação da 

atividade da doença. A fase progressiva da doença é reconhecida como secundária ao 

processo degenerativo desencadeado pela inflamação (112).  

O mecanismo de migração das células para o sistema nervoso central é 

complexo e depende do contato intimo das células autoreativas e moléculas expressas no 

endotélio vascular. Normalmente, as células endoteliais apresentam baixa adesividade aos 

leucócitos; no entanto, quando estimuladas pelas citocinas liberadas pelas células 

inflamatórias, as células endoteliais expressam proteínas necessárias para que os leucócitos 

possam aderir e migrar para o tecido inflamado. Três proteínas de adesão foram 

identificadas no endotélio humano e são particularmente importantes na migração dos 

leucócitos no endotélio do SNC. A molécula de adesão às células do endotélio-1  

(VCAM-1) é membro da super família das imunoglobulinas e está particularmente 

envolvida na ligação dos linfócitos T ao endotélio (113) e, em menor proporção, dos 
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monócitos (114). A molécula intracelular de adesão-1 (ICAM-1, CD54) também pertence a 

super-família das imunoglobulinas e acredita-se que está constitutivamente expressa nas 

células endoteliais e envolvida na adesão dos neutrófilos, linfócitos e outras células que 

expressam a integrina LFA-1. A molécula de adesão endotélio-leucócito (ELAM-1,  

E-selectin) é membro da família das selectinas e está presente no endotélio venular 

inflamado, ligando-se aos neutrófilos, monócitos e linfócitos T CD4. Todas estas moléculas 

participam do processo inflamatório de forma geral e nos mecanismos de desmielinização 

auto-imune em particular (115). As expressões de ICAM-1 (115), VCAM-1 (116) e,  

E-selectin (117,118) foram descritas nos microvasos cerebrais na EM, evidenciando que 

esses endotélios estavam ativados pela reação inflamatória. Por outro lado, estas moléculas 

podem se destacar das células endoteliais ativadas e este fenômeno tem sido associado com 

a tentativa de impedir o acúmulo de leucócitos no endotélio inflamado ou ativado (117). 

Assim, a presença delas nos fluidos é indicativa da importância do endotélio ativado na 

fisiopatologia da EM. Níveis aumentados de ICAM-1 no soro e no LCR de pacientes com 

EM aguda foram descritos previamente (119,120,121). As células endoteliais dos capilares 

do SNC não são fenestradas e os linfócitos T ativados, que expressam VLA-4 (very late 

antigen-4), são capazes de atravessar a barreira por diapedese através da sua ligação com 

moléculas de adesão (integrinas) expressas na superfície do endotélio inflamado.  Em 

lesões agudas da EM, VLA- 4 é encontrado no infiltrado linfocitário perivascular e as 

moléculas de adesão (VCAMs) são encontradas na superfície do endotélio inflamado (122). 

Os linfócitos T ativados, após atravessarem o endotélio vascular, precisam vencer uma 

barreira de matriz extracelular composta por colágeno tipo IV. As metaloproteinases, 

gelatinases A e B, são fundamentais para facilitar a chegada dos linfócitos na substância 

branca do SNC e são detectáveis no LCR de pacientes com EM; a gelatinase B está 

presente nas lesões de EM, nas células endoteliais, macrófagos e astrócitos (123). Estas 

metaloproteinases são bloqueadas por inibidores (TIMPs) que estão presentes no LCR de 

pacientes com EM e podem interromper a desmielinização. A resolução espontânea de 

muitas exacerbações clínicas na EM é comum e os níveis de TIMP-1 estão aumentados 

durante surtos agudos da EM; TIMP-1 é induzida por citocinas incluindo TNFα.  
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Após atravessarem a barreira hemato-encefálica, as células T patogênicas são 

reativadas por fragmentos dos antígenos da mielina. Primeiramente, elas interagem com as 

células apresentadoras de antígeno no espaço perivascular antes de penetrar no parênquima. 

Esta reativação promove liberação adicional de citocinas pró-inflamatórias que estimulam a 

micróglia e a quimiotaxia, resultando em ondas adicionais de células inflamatórias 

recrutadas e liberação de anticorpos e outras proteínas plasmáticas para dentro do SNC 

(124). As células T auto-reativas necessitam da presença do recrutamento secundário dos 

leucócitos para produzir ou induzir a lesão tecidual. Quando as células atingem a substância 

branca do SNC, a resposta imune é direcionada para diferentes antígenos da mielina com 

participação de anticorpos, ativação da cascata do complemento e células B, que produzem 

citocinas que estimulam os macrófagos a fagocitarem as frações da mielina levando a 

desmielinização. (125). 

Semelhante ao que foi descrito para o modelo animal, as citocinas produzidas 

na periferia ou dentro do SNC tem papel fundamental na evolução ou reparo da reação 

inflamatória da EM. Trabalhos sugerem que as citocinas no cérebro possuem um 

compartimento neural (expressadas constitutivamente) e um compartimento glial 

(expressadas em resposta a estímulos periféricos ou resposta imune local) (126). As 

citocinas produzidas na periferia são capazes de atravessar a barreira hemato-encefálica, 

mas para agirem localmente e induzirem a resposta imune necessitam de ligação com 

receptores apropriados. Alguns receptores para citocinas foram descritos em células do 

SNC (127). As células residentes no sistema nervoso são capazes de produzir citocinas; 

neurônios e células da glia produzem IL-1; os astrócitos produzem IL-1, IL-6, TNFα e 

TGFβ 2; a micróglia produz TGFβ, IL-1, IL-6 e TNF-α (128,129,130).  

As citocinas com ação pró-inflamatória aumentam a resposta inflamatória e 

consequentemente, o dano à mielina. Estudos com IL-1, TNFα e IFNγ demonstraram a 

capacidade destas citocinas de induzirem desmielinização. Trabalho clássico mostrou que a 

administração de IFNγ aos pacientes com EM levou a significativa piora dos sintomas 

clínicos (131). Estudos imunohistoquímicos revelaram a presença de TNFα e TNFβ nas 

lesões desmielinizantes agudas e crônico-agudas na EM (132). Durante os períodos de surto 

da EM, os níveis séricos de TNFα estão elevados e alguns autores acreditam que a 
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determinação de TNFα, tanto no sangue periférico como no LCR, pode ser utilizada para 

prever o aparecimento dos surtos (133). Estudo realizado com um grupo de pacientes 

brasileiros, portadores de EM, demonstrou um aumento dos níveis de receptores de TNFα, 

no soro e no LCR, durante o surto e remissão sem diferença significativa entre os dois 

grupos. Estes resultados sugerem a existência de inflamação contínua no SNC, apesar da 

ausência de sinais clínicos de atividade da doença (134). 

Além das citocinas, classicamente conhecidas como pró-inflamatórias, a 

associação entre a síntese de IL-17 e piora da clínica na EM também foi observada.  

Trabalhos prévios mostraram que a expressão de IL-17 é maior nas células mononucleares 

do sangue e LCR (135), enquanto que IL-6 é mais abundante no tecido cerebral destes 

pacientes com EM (136). A expressão e produção de IL-23 são muito maiores nas células 

dendríticas mielóides dos pacientes EM do que em controles saudáveis, sugerindo um 

mecanismo de expansão das células Th17 nestes pacientes (137). Exames realizados em 

tecido cerebral de pacientes com EM mostraram expressão de IL-23p19 nas lesões agudas e 

crônicas, indicando a participação desta citocina na perpetuação da resposta inflamatória 

(138).  

Por outro lado, as citocinas com ação antinflamatória como a IL-4, IL-10 e 

TGFβ estão associadas à redução da resposta inflamatória dos pacientes com EM. As 

citocinas antiinflamatórias podem agir no SNC modulando e diminuindo a resposta imune 

(139). Alguns autores, estudando leucócitos do sangue periférico, demonstraram que 

pacientes com a doença ativa produzem níveis reduzidos de TGFβ quando comparados ao 

grupo controle (140). Já no LCR foi demonstrado aumento significativo dos níveis de 

TGFβ na fase de remissão da EM (132,141). Estas evidências sugerem a importância das 

citocinas com ação supressora no controle dos surtos e remissões na EM.  A produção de 

citocinas antiinflamatórias pode estar diretamente ligada à ativação de linfócitos ou células 

dendriticas imunoreguladoras. Viglieta e colaboradores (71) demonstraram que pacientes 

com EM apresentam função deficiente das células T reguladoras CD4+CD25+. Drogas 

imunomoduladoras como natalizumabe e beta-interferona, que impedem o acesso ao SNC 

das células autoreativas ativadas, são benéficas para o controle da EM.  Esses fármacos 
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podem agir tanto na ativação de células reguladoras como na polarização da produção de 

citocinas antinflamatórias.   

Apesar das evidências sobre a importância das células T CD4+ na EM, o 

envolvimento de outras células como os linfócitos T CD8+, linfócitos B, células NK e 

fatores solúveis como os anticorpos e complemento não pode ser ignorado. Estudos prévios 

mostraram que os linfócitos T CD8+ estão associados ao dano dos neurônios. De fato, 

neurônios e axonios expressam moléculas MHC de classe I, deixando-os vulneráveis às 

células T citotóxicas (142). É possível que os peptideos da mielina sejam apresentados por 

essa via aos linfócitos T CD8+ , que por sua vez promove o dano axonal direto. Essa 

hipótese é corroborada pela observação dos linfócitos T CD8+ nas lesões de pacientes com 

EM (143,144,145) . 

Os linfócitos B e os anticorpos também ocupam lugar de destaque na reação 

inflamatória que leva a desmielinização na EM. Os dados histológicos sugerem que a 

diferenciação, maturação e secreção de anticorpos pelas células B ocorrem nos espaços de 

Virchow-Robin e nas meninges, que podem assumir características de linfonodos 

secundários. Células B específicas contra a mielina foram detectadas no cérebro e no LCR 

de indivíduos afetados. Os anticorpos podem participar na destruição da mielina e dano 

axonal através de diferentes mecanismos como a opsonização (facilitação da fagocitose), 

fixação de complemento ou citoxicidade dependente de anticorpo pela ligação com células 

natural killer (146,147). Auto-anticorpos foram detectados em fragmentos de mielina de 

alguns pacientes (148,149). Síntese intratecal de IgG detectada pela pesquisa de bandas 

oligoclonais IgG pelo método da focalização isoelétrica está presente em mais de 90% dos 

pacientes com diagnóstico clinicamente definido de EM (150). Alguns autores mostraram 

que a ausência de síntese intratecal de IgG está relacionada com um curso mais benigno da 

doença (151). Por outro lado, outros autores sugerem que pacientes com maior síntese 

quantitativa de IgG no LCR apresentam maior progressão da doença medida pela escala da 

EDSS (152). Também existem evidências indiretas da participação de anticorpos IgM na 

EM pela participação conjunta das imunoglobulinas e fragmentos de complemento ativado 

nas placas agudas e a correlação da síntese intratecal de IgM com a síntese de C3 e os 

níveis de proteína básica da mielina no LCR (153,154). Outros trabalhos demostraram que 
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a síntese intratecal de IgM está associada com escores mais elevados na escala EDSS e que 

sua presença nas fases iniciais da doença pode ser um potencial marcador prognóstico 

(155,156,157).  

Achados recentes demonstraram o acúmulo de células B, infectadas pelo vírus 

Epstein-Barr (EBV), em folículos intrameníngeos e nas lesões da substância branca e são os 

prováveis alvos da resposta citotóxica. Estes achados podem estar relacionados a ativação 

contínua de células T e B na EM (158).  O tratamento que remove células 

linfomononucleares através do anticorpo monoclonal contra CD52 (alemtuzumabe), sem 

indicar diretamente as células CD4+ ou CD8+, tem produzido uma profunda redução na 

atividade inflamatória, indicando o envolvimento destas células na inflamação do SNC na 

EM (159). Outro ensaio clínico com rituximab (anticorpo monoclonal específico para 

CD20) mostrou uma rápida redução na atividade da doença medida pela IRM, indicando o 

envolvimento das células B no desenvolvimento das lesões agudas (160).  

 

1.4.3- Neurodegeneração 

Paralelamente ao conhecimento dos mecanismos da inflamação na EM, há a 

preocupação com a pesquisa dos mecanismos envolvidos na progressão da EM 

(112,161,162). A degeneração axonal é o principal fator de incapacidade neurológica 

permanente dos pacientes. Após 10 anos de doença, 40-45% dos pacientes evoluem para a 

forma crônica progressiva independente da ocorrência de surtos.  Este processo 

degenerativo provoca perda de axônios, lesão difusa da substância branca e envolve a 

substância cinzenta profunda e cortical. O papel da resposta inflamatória no componente 

degenerativo ainda não está claro, mas provavelmente os mecanismos são diferentes 

daqueles responsáveis pelo início das lesões agudas (163). O dano axonal, que ocorre nos 

surtos agudos de desmielinização, termina em poucas semanas. Em contraste, a 

degeneração axonal continua nas placas inativas e provavelmente este dano acumulado 

contribui para a progressão e irreversibildade da deficiência neurológica (164,165).  

Ainda não se sabe se o processo desmielinizante é pré-requisito para a lesão 

axonal na EM. Desmielinização resulta em redução no suporte para os axônios, 

redistribuição dos canais iônicos, desestabilização dos potenciais de membrana dos 
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axônios, redução na excitabilidade e bloqueio de condução. Inicialmente, os axônios se 

adaptam e restabelecem a condução, o que explica a remissão clínica, mas eventualmente 

ocorre degeneração distal e retrógrada. Evidências sugerem que a lesão axonal é mediada 

diretamente pelos macrófagos e linfócitos T CD8+ e microglia. Anticorpos específicos e 

complemento também podem mediar o dano axonal (166). As células residentes (micróglia) 

ativadas no processo inflamatório provavelmente são as principais responsáveis pelo dano 

tecidual do SNC através da liberação de NO, radicais de oxigênio, aminas vasoativas, 

complemento, proteases e citocinas (167). O aumento dos níveis de NO foram associados 

aos sintomas neurológicos como resultado da lesão direta dos oligodendrócitos e axônios 

(168,169). NO também está envolvido no efeito excitatório do glutamato que é liberado em 

excesso pela micróglia e macrófagos. Esta liberação acompanhada da diminuição da 

recaptação e metabolismo do glutamato ativa a AMPA, que é extremamente tóxica para os 

oligodendrócitos e neurônios. Outra fonte de liberação de glutamato é o astrócito (170). A 

liberação de glutamato pode ocorrer após a produção de TNFα pela micróglia, o que pode 

levar a morte neuronal por apoptose (171). Alguns trabalhos demonstraram a expressão e 

função do receptor NMDA nos oligodendrócitos (172,173). Em condições patológicas, a 

estimulação dos receptores NMDA pode provocar dano nos oligodendrócitos. Alguns 

estudos sugerem que os axônios desmielinizados cronicamente podem degenerar pela falta 

de suporte da mielina e dos oligodendrócitos (174). 

Quando os mecanismos moleculares de dano axonal são ativados, o processo 

culmina na degradação das proteínas do citoesqueleto e desintegração neuronal (175). 

Estudos patológicos indicam que cerca de 70% dos axônios são perdidos do trato 

corticoespinhal lateral nos pacientes com paraparesia avançada (176). Considerando a 

importância do dano axonal na progressão da EM, a pesquisa de marcadores que possam 

detectar este dano precocemente tem sido a grande motivação de muitos pesquisadores. A 

proteína Tau é uma proteína encontrada nos axônios dos neurônios e tem como principal 

função manter a estabilidade dos microtúbulos envolvidos no transporte axonal de 

constituintes sinápticos. Após o dano neuronal, esta proteína é liberada para dentro do 

espaço extracelular e pode ser detectada no LCR (177). Vários trabalhos demonstraram o 

aumento dos níveis de proteína Tau no LCR de pacientes com EM comparados com 

controles normais (178,179,180,181,182,183,184,185). Estas evidências indicam a proteína 
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Tau como potencial marcador bioquímico de avaliação da lesão axonal in vivo. Alguns 

autores mostraram que os níveis de Tau no LCR podem estar correlacionados com a síntese 

intratecal de IgG e com a presença de lesões Gd+ na IRM, apoiando a hipótese que a 

inflamação pode ser, pelo menos em parte, responsável pelo dano axonal observado na EM 

(180,182). Contudo, alguns trabalhos demonstraram resultados conflitantes, sugerindo que 

a proteína Tau não é um bom marcador para uso clínico de rotina (186,187,188). Trabalho 

recente sugere que a combinação dos níveis de N-acetil-aspartato (NAA) e neurofilamentos 

no LCR pode trazer informações mais relevantes das diferentes fases da patologia axonal. 

Estes marcadores não mostraram diferenças significativas nos estágios iniciais da EM, mas 

apresentaram alterações (diminuição do NAA e aumento dos neurofilamentos no LCR) na 

progressão da doença (189). 

O SNC possui uma grande reserva funcional e o aparecimento dos déficits 

permanentes parece coincidir com a exaustão dos mecanismos compensatórios, como a 

neuroplasticidade e remielinização. Estudos realizados em modelo animal da EAE 

demonstraram o envolvimento das lesões axonais e os fenômenos de plasticidade sináptica 

no desenvolvimento dos sinais clínicos da doença. Os mecanismos de plasticidade sináptica 

na medula espinhal parecem explicar, pelo menos em parte, a recuperação dos sintomas 

sensitivos e motores dos animais após tetraplegia (190,191). Alguns autores demonstraram 

que o tratamento com acetato de glatirâmer pode afetar as alterações sinápticas induzidas 

durante a exacerbação da EAE. Estes dados indicam que o acetato de glatirâmer exerce 

uma influência na estabilidade dos terminais nervosos da medula espinhal, contribuindo 

para seu efeito neuroprotetor durante o curso da esclerose múltipla (192,193). A utilização 

de métodos funcionais por ressonância magnética (IRMf) permite verificar se estes 

mecanismos de reorganização funcional estão ocorrendo durante o curso da doença (194). 

 Portanto, existe uma grande necessidade de uma melhor compreensão dos 

mecanismos responsáveis por esta transição e identificação de potenciais marcadores 

preditores de evolução com o objetivo de facilitar o desenvolvimento de tratamentos 

neuroprotetores que possam impedir ou retardar a progressão da EM. 
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1.5- Quadro clínico - classificação 

O curso clínico da EM pode ser variável sendo caracterizado por ataques 

agudos (surtos), disfunção neurológica progressiva ou ambos. Os sintomas resultam da 

interrupção dos tratos mielinizados e podem envolver um ou mais sistemas funcionais. Os 

sinais e sintomas mais comuns incluem fraqueza, distúrbio sensorial, neurite óptica, 

diplopias, instabilidade na marcha e ataxia. Com a evolução da doença podem surgir outros 

sinais e sintomas como disfunção esfincteriana, fadiga, sinal de Lhermitte, vertigens, dor, 

espasmos paroxísticos, depressão e declínio cognitivo. A doença se apresenta sob diferentes 

formas clínicas (195) e os pacientes respondem de forma variável ao tratamento (196), mas 

não existe um marcador biológico para distingui-las.  

A classificação das formas clínicas da EM não inclui parâmetros de RM. Um 

consenso realizado por especialistas da Sociedade Americana de Esclerose Múltipla 

(NMSS) estabeleceu uma padronização da terminologia utilizada para a descrição das 

formas clínicas (197). Os resultados definiram os seguintes cursos clínicos: 

Forma remitente-recorrente (EMRR) - doença claramente definida por surtos 

com remissão completa ou parcial dos sintomas e períodos entre os surtos caracterizados 

pela ausência de progressão da doença. Esta é a forma clínica mais freqüente (cerca de 2/3 

dos casos de EM) que, em determinada fase da doença, pode evoluir para a forma 

progressiva secundária (195). 

Forma progressiva primária (EMPP) - doença com evolução progressiva desde 

o início dos sintomas com ocasionais períodos permitidos de estabilidade e melhora. O 

elemento essencial é a perda gradual das funções com flutuações do quadro clínico, mas 

sem o aparecimento de surtos. 

Forma progressiva secundária (EMPS) - doença com a forma remitente-

recorrente no início, seguida pela progressão dos sinais e sintomas com ou sem ocasionais 

surtos, remissões ou pequenos períodos de estabilidade. 

Forma progressiva com surtos (EMPR) - doença com evolução progressiva 

desde o início com claros períodos de exacerbação agudos, com ou sem remissão dos 

sintomas. Os períodos entre os surtos são caracterizados pelo contínuo declínio das funções 

comprometidas.  
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Além destas formas clínicas, o consenso estabeleceu dois subtipos clínicos 

especiais de evolução:  

Forma Benigna - todas as funções estão totalmente preservadas em todos os 

sistemas funcionais neurológicos após 15 anos do início da doença. A definição de curso 

benigno ficou mais uniforme entre os pesquisadores quando Kurtzke introduziu a escala de 

incapacidade (EDSS) (28). Na literatura, para ser considerado curso benigno, os escores de 

incapacidade devem ficar de 0 a 2 (198), de 0 a 4 (199) e com uma variação na duração da 

doença de 5 (200) a 15 anos (201). Contudo, o ponto de corte mais usado é um escore ≤ 

3.0, depois de uma duração de no mínimo 10 anos (202). 

Forma maligna - doença com curso clínico rapidamente progressivo que leva a 

um importante grau de incapacidade em múltiplos sistemas, ou morte em um curto espaço 

de tempo do início da doença. 

Esta classificação permitiu a uniformidade das descrições clínicas entre os 

diferentes pesquisadores, sendo muito utilizada internacionalmente em todos os estudos 

multicêntricos. Ela define a forma clássica da EM, mas são descritas outras síndromes 

desmielinizantes (variantes) menos freqüentes que possuem substrato patológico 

inflamatório semelhante. Estas síndromes diferem da forma clássica com eventual 

apresentação clínica grave, restritas a determinadas topografias (nervo óptico e medula 

espinhal) e com características patológicas diferentes (destruição axonal aguda e necrose 

nas variantes de Balo e Marburg). 

 

1.6- Patologia 

O marcador patológico da EM é a placa na substância branca que se caracteriza 

por uma área de desmielinização e relativa preservação de axônios. A desmielinização na 

EM ocorre de forma disseminada, bilateral e irregular, e sua topografia determina a clínica. 

As placas se distribuem em relação às veias e às paredes ventriculares e na medula junto às 

meninges. A localização preferencial ocorre no epêndima dos ventrículos laterais, no corpo 

caloso, assoalho do quarto ventrículo, braços da ponte, medula cervical e nervos ópticos. 
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Podem, eventualmente, localizar-se na transição córtex/substância branca e raramente nos 

núcleos da base.  

As placas podem ser definidas como ativas ou inativas (203). Histologicamente, 

as lesões ativas apresentam infiltrado linfocitário (células T auto-reativas) perivenular e 

fagocitose da mielina por macrófagos. Os macrófagos e os linfócitos T invadem o 

parênquima, enquanto as células B e plasmócitos se concentram na região perivascular. 

Posteriormente, o infiltrado inflamatório desaparece e os axônios esboçam remielinização e 

gliose. 

Diversos estudos, utilizando biópsias e autópsias do SNC, foram conduzidos no 

sentido de estabelecer padrões nas lesões desmielinizantes. Lucchinetti e colaboradores 

(204) estudando tecido do SNC de pacientes com diagnóstico precoce de EM encontraram 

quatro padrões diferentes de lesões com base na perda da mielina, topografia e extensão das 

placas, padrão de destruição do oligodendrócito e evidências imunopatológicas da ativação 

do complemento. Os padrões I e II mostram semelhanças com a encefalomielite autoimune 

mediada por células T, predominando macrófagos e células T nas placas perivenulares; o 

padrão II é distinguido pela presença de anticorpos (primariamente IgG) e complemento 

ativado nas regiões de destruição ativa da mielina. Os padrões III e IV são sugestivos de 

distrofia primária do oligodendrócito induzida por vírus ou toxina; as lesões do padrão III 

são caracterizadas também por infiltrado celular, ausência de depósitos de anticorpos e 

complemento, preferência pela destruição de MAG, comparado com outras proteínas da 

mielina, perda grave de oligodendrócitos e evidência de apoptose do oligodendrócito; as 

lesões do padrão IV se distinguem pela morte não apoptótica do oligodendrócito nas áreas 

de substância branca aparentemente normal ao redor das placas e perda de todos os tipos de 

proteínas da mielina nas bordas ativas das placas. A remielinização é mínima nos padrões 

III e IV e acredita-se que as lesões são decorrentes de dano primário do oligodendrócito 

(205). Os autores demonstraram que os padrões de desmielinização são heterogênios entre 

os pacientes, porém homogênios nas lesões múltiplas ativas do mesmo paciente (204).  

Outro estudo realizado em pacientes com EM aguda não demonstrou 

heterogeneidade (206). Neste estudo, as lesões agudas apresentaram produtos de ativação 

de complemento e evidências de apoptose dos oligodendrócitos. Por outro lado, as lesões 
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subagudas, nos mesmos pacientes, apresentaram produtos de ativação do complemento sem 

evidência de apoptose dos oligodendrócitos. Estes autores sugeriram que as lesões com 

apoptose dos oligodendrócitos podem ocorrer nos estágios iniciais de formação da lesão e 

que a heterogeneidade pode representar estágios diferentes de formação da lesão na EM. 

Recente trabalho realizado com tecido cerebral de pacientes com EM 

estabelecida, obtidos de um banco de cérebro, mostrou homogeneidade nas características 

imunopatológicas das lesões desmielinizantes ativas (207).  A identificação das lesões para 

realização dos cortes histológicos foi auxiliada por IRM. Os autores mostraram que a 

heterogeneidade, presente nas lesões precoces das lesões desmielinizantes, pode 

desaparecer na evolução e convergir para um mecanismo geral de desmielinização. Este 

estudo concluiu baseado na presença persistente de complemento, anticorpos e receptores 

Fcγ em macrófagos, que o mecanismo dominante de desmielinização na EM estabelecida é 

a fagocitose da mielina mediada por anticorpos e complemento. 

Na fase crônica da EM, as placas são pouco ativas. As placas crônicas 

apresentam uma resposta inflamatória menor com poucos linfócitos, perda da mielina e 

diferentes graus de dano axonal (208,209). Os oligodendrócitos estão ausentes ou em 

pequena quantidade, mas podem estar presentes células precursoras dos oligodendrócitos 

(210). Algumas áreas de remielinização podem ocorrer em placas agudas ou crônicas e são 

denominadas shadow plaques. 

Apesar da EM ser considerada uma doença da substância branca, as lesões 

podem ocorrer em todo o parênquima do SNC, incluindo córtex cerebral e substância 

cinzenta profunda. Estudos imunohistoquímicos demonstraram extensas áreas de 

desmielinização na fase crônica da EM (211). 

 

1.7- Diagnóstico 

O diagnóstico da EM é clínico e caracterizado pela demonstração de disfunção 

disseminada da substância branca no tempo e no espaço (212). Dois ou mais surtos com 

evidência clínica objetiva de duas ou mais lesões definem o diagnóstico clínico da EM, sem 
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a necessidade de testes paraclínicos. Em cerca de 90% dos pacientes com EM, a primeira 

manifestação é aguda e os sinais e sintomas indicam lesões na medula espinal (50%), nervo 

óptico (25%) ou tronco cerebral (15%). Contudo, estas síndromes podem ter causas 

diferentes e nem todos os pacientes evoluem para o diagnóstico de EM. 

Em 1983, este critério clássico foi aprimorado por um comitê da sociedade 

americana de esclerose múltipla, liderado por Poser (213). Estes critérios incluíram as 

seguintes categorias: esclerose múltipla clinicamente definida, esclerose múltipla definida 

laboratorialmente, esclerose múltipla provável (apoio clínico ou laboratorial) e esclerose 

múltipla possível. A presença de banda oligoclonal IgG (BO) ou evidência de síntese 

intratecal de imunoglobulinas IgG é pré-requisito para o diagnóstico de EM definida pelo 

laboratório.  

As informações obtidas pela anamnese, exame neurológico e outros testes 

paraclínicos (ressonância magnética, líquido cefalorraquiano, potenciais evocados e testes 

laboratoriais sanguíneos) são fundamentais para exclusão de outras patologias que melhor 

expliquem os sinais e sintomas da síndrome clínica. A ausência de marcadores biológicos 

ou clínicos patognomônicos da doença impõe um diagnóstico de exclusão.  

A utilização do exame do Líquido Cefalorraquiano (LCR) no diagnóstico da 

EM foi bem definida em consenso publicado por um grupo de pesquisadores da Fundação 

de Charcot (214). O consenso estabeleceu como teste essencial a pesquisa de bandas 

oligoclonais IgG no LCR pelo método da focalização isoelétrica que está presente em mais 

de 95% dos pacientes com a forma clínica remitente-recorrente (EMRR); os testes 

complementares incluem o quociente albumina (avaliação da função da barreira  

hemato-LCR), o índice IgG (avaliação quantitativa da síntese intratecal de IgG) e a 

contagem global de células no LCR. Um estudo brasileiro utilizou estes parâmetros 

laboratoriais para determinar o perfil do LCR em pacientes com o diagnóstico de EM 

clinicamente definida. A média da contagem global de células foi menor do que 35 

células/mm3 em 97% casos, síntese intratecal de IgG por métodos quantitativos em 53% e 

bandas oligoclonais IgG em 85% dos casos (215). Em outro estudo, aspectos clínicos foram 

comparados com os achados do LCR em pacientes brasileiros. Os pacientes com a forma 

progressiva apresentaram índice IgG sugestivo de imunoliberação intratecal em 76% dos 
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casos, na fase de surto em 46% e durante a remissão em 49% (216). Estes dados 

contribuíram para demonstrar as variações e flutuações da resposta imunológica nos 

diferentes estágios clínicos da EM. 

A IRM é um teste paraclínico fundamental para o diagnóstico precoce da EM e 

alguns autores sugerem a visualização de um número mínimo de nove lesões em T2 para 

aumentar a especificidade. Uma avaliação de critérios por IRM, derivados de imagens em 

T2 e captação de gadolínio em T1, identificou como fatores preditivos para a doença, lesões 

justacorticais, infratentoriais, periventriculares e captantes de gadolínio. Estes autores 

concluíram que o número, o tipo e a localização das lesões são essenciais na aplicação dos 

critérios diagnósticos da EM (217).  

Após análise de vários estudos, um novo comitê estabelecido pela sociedade 

americana de esclerose múltipla (NMSS) liderado por Mc Donald (218) elaborou novos 

critérios acrescentando diretrizes diagnósticas por IRM (217,219).  Esta nova revisão 

incluiu as formas monossintomáticas no diagnóstico da EM. Neste consenso internacional, 

as diretrizes recomendadas para o diagnóstico da EM foram as seguintes:  

(1) O diagnóstico de EM requer evidência objetiva de disseminação das lesões 

no tempo e no espaço.  

(2) Os achados da IRM podem contribuir para a determinação da disseminação 

no tempo ou espaço. 

(3) Outros testes (LCR e potenciais evocados) podem apoiar o diagnóstico. 

(4) As categorias foram definidas como EM possível, EM ou não EM.  

Em 2005, os critérios foram novamente revisados (220) com o objetivo de 

simplificar e permitir o diagnóstico precoce da EM, mantendo uma adequada sensibilidade 

e especificidade.  

Estes critérios definiram para caracterização da disseminação no espaço 

(217,219) a presença de pelo menos três das seguintes situações:  
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(1) No mínimo uma lesão Gd+ ou nove lesões em T2 (lesão na medula espinhal 

pode ser incluída). 

(2) No mínimo uma lesão infratentorial (lesão na medula espinhal é considerada 

infratentorial). 

(3) No mínimo uma lesão justacortical. 

(4) No mínimo três lesões periventriculares.  

A determinação da disseminação no tempo pode ocorrer de dois modos:  

(1) Detecção de lesão GD+ no mínimo três meses após o evento inicial (o sítio 

de lesão não pode ser o mesmo do evento inicial). 

(2) Detecção de uma nova lesão em T2, comparada com a imagem anterior, no 

mínimo 30 dias após o evento clínico inicial. 

O diagnóstico da forma progressiva primária (EMPP) é mais difícil. O critério 

original de McDonald (218) para o diagnóstico da EMPP foi baseado nos trabalhos de 

Thompson e colaboradores (221). Após a revisão de 2005 (220), o diagnóstico pode ser 

definido na ausência de LCR positivo, mas com presença de alterações típicas na IRM. As 

recomendações atuais determinam para o diagnóstico da EMPP os seguintes requisitos:  

(1) Um ano de progressão da doença. 

(2) E, no mínimo, duas das seguintes situações: (a) IRM cerebral positiva (nove 

lesões em T2 ou quatro ou mais com potencial evocado visual positivo); (b) IRM medula 

espinhal positiva (duas lesões em T2); (c) LCR positivo (bandas oligoclonais IgG pela 

focalização isoelétrica ou aumento do índice IgG, ou ambos). 

Em resumo, os critérios atuais para o diagnóstico de EM foram definidos para 

aumentar a especificidade do diagnóstico, facilitar o diagnóstico precoce e minimizar o 

número de falsos diagnósticos. Para isto, o consenso internacional de 2005 recomendou a 

utilização de critérios clínicos e paraclínicos (IRM, PEV e LCR). Estas recomendações 
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incluíram rigorosas diretrizes pela IRM, mas não sistematizaram a análise do LCR. A 

análise do LCR é fundamental para o diagnóstico diferencial. Quando os testes paraclínicos 

são normais, isto pode indicar uma forte sugestão de um diagnóstico alternativo. Por outro 

lado, um teste anormal apóia o diagnóstico. Assim, há uma grande necessidade da 

utilização dos testes mais sensíveis e específicos. Em 2005, outro consenso internacional, 

formado por especialistas na análise do LCR e liderado por Freedman, publicou as 

diretrizes para a avaliação do LCR na EM (222). Este comitê definiu a pesquisa de bandas 

oligoclonais IgG pelo método da focalização isoelétrica seguida de imunofixação, como 

padrão ouro para o diagnóstico da EM pelo LCR.  

Apesar das novas diretrizes (220,222), os autores reconhecem que os métodos 

paraclínicos são mais aplicáveis nos locais onde os testes estão facilmente disponíveis. Na 

ausência destas facilidades, o diagnóstico de EM pode ser feito utilizando somente os 

critérios clínicos. 

 

1.8- Imagem por ressonância magnética na EM 

A IRM é o teste paraclínico mais sensível para detectar lesões e demonstra 

anormalidades aproximadamente em 95% dos pacientes EM (223). As placas de 

desmielinização podem estar em estágios diferentes de evolução. Nas lesões ativas com 

componentes inflamatórios pode ocorrer impregnação de contraste (gadolínio +) devido, 

principalmente, à liberação de fatores teciduais dos macrófagos (224). A interpretação de 

focos incidentais de hipersinal em T2 e DP (periventriculares) pode ser causa de falso 

diagnóstico de EM. A presença de anormalidades nas imagens ponderadas em T2 mostra 

alta sensibilidade para lesões da EM, porém a especificidade é baixa (225). As imagens 

características da doença são áreas brilhantes (seqüências de TR longo com hipossinal em 

T1 menos marcado na substância branca profunda periventricular) de configuração 

triangular com base no epêndima, conferindo aspectos de labaredas nas coroas radiadas nos 

cortes sagitais. Em 93% dos casos, pequenos focos de lesão ocorrem na face inferior da 

porção mediana interhemisférica do corpo caloso. A presença de placas em outras 
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localizações é inespecífica (226). Lesões justacorticais detectadas pela IRM foram 

associadas com sintomas depressivos, declínio cognitivo e epilepsia (227,228,229,230,231). 

A IRM é bastante utilizada na avaliação das alterações patológicas que ocorrem 

no início e na progressão da EM. As imagens obtidas pelos métodos convencionais de IRM 

(T1 e T2) são muito úteis para o diagnóstico, mas revelam de forma incompleta o grau de 

inflamação e neurodegeneração desta doença. O hipersinal em T2 (inespecífico) está 

presente nas lesões com edema, desmielinização, gliose e perda axonal. Imagens  

hipo-intensas em T1 sem contraste podem revelar áreas de neurodegeneração denominadas 

buracos negros (black holes). Autores sugerem que a carga total de lesões pode ser um 

indicador do estado da doença e um marcador alternativo de eficácia do tratamento (232).  

Técnicas de IRM avançadas não convencionais são capazes de detectar lesões e 

anormalidades sutis em substância branca aparentemente normal pela espectroscopia 

(233,234,235), atrofia cerebral (236), desconexão de tratos da substância branca medidos 

pela tensão de difusão (237), evidências de plasticidade e alteração na conectividade pela 

IRM funcional (238).  

A Transferência de Magnetização (MTI) e a Difusão (DWI) superam as 

limitações das técnicas convencionais (239). A MTI é baseada nas interações entre prótons 

livres e aqueles com restrição à movimentação (moléculas de água ligadas às 

macromoléculas) (240). O contraste é obtido através de uma aplicação seletiva de 

irradiação dos prótons (off-resonance irradiation) por um pulso de radiofrequência 

centrado na freqüência de água livre. Esta irradiação satura o nível de energia dos prótons 

imóveis produzindo uma perda de intensidade de sinal que pode ser medida como uma taxa 

de transferência de magnetização (MTR), relacionada com a quantidade de prótons em um 

dado tecido. No cérebro, a matriz macromolecular consiste de mielina e de outras 

membranas celulares. As lesões por edema levam ao aumento dos valores da MTR. A 

diminuição da MTR indica uma capacidade reduzida das macromoléculas para trocas com 

moléculas de água livre nas lesões cerebrais, sugestiva de desmielinização e perda axonal 

(234,241). Trabalhos em autópsias e experimentos com animais também mostraram que a 

diminuição da MTR correlaciona-se com achados histopatológicos de destruição da mielina 

e dano axonal (242). O método da difusão (DWI) promove uma forma de contraste que 
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permite a medida da difusão de moléculas de água e, como conseqüência, a interação entre 

a água dos tecidos e as estruturas celulares. Além disso, DWI fornece dados sobre 

orientação, tamanho e geometria das estruturas cerebrais (243). As estruturas celulares 

cerebrais restringem a movimentação da água e, portanto, os processos patológicos que 

modificam a integridade tecidual removendo algumas barreiras restritivas podem resultar 

em um aumento do coeficiente de difusão (244). Estudos preliminares em pacientes com 

EM através da DWI mostraram que o coeficiente de difusão nas lesões macroscópicas é 

maior do que nas lesões com substância branca aparentemente normal (245). 

Outros estudos demonstraram que o valor da IRM pode ser maior quando 

combinado com a espectroscopia (MRS) (246). A espectroscopia de cérebros normais 

mostra picos atribuídos ao N-acetil-aspartato (NAA), creatina e fosfocreatina (Cr) e 

componentes contendo colina (Cho). A concentração relativa destes metabólitos, vistos na 

MRS, depende da patologia local. Alguns autores acreditam que as placas crônicas 

mostram uma redução no pico do NAA que pode indicar um dano neuronal/axonal (247). 

As placas agudas exibem uma elevação do pico da colina associada com inflamação celular 

(248). Uma das mais interessantes observações na MRS é o aparecimento de picos  

0,8 a 1,5 ppm de algumas lesões (249). Estes picos são atribuíveis, principalmente, aos 

lipídeos; a espectroscopia de tecido neural normal exibe fracos picos lipídicos. A presença 

de fortes picos lipídicos em algumas lesões de EM estão sendo interpretados como 

derivados de quebra de produtos da mielina associados com a desmielinização ativa (250). 

Esta interpretação é apoiada por estudos experimentais com EAE (251).  

Estes métodos avançados in vivo avaliam melhor a deterioração do quadro 

clínico (progressão e agravamento da incapacidade), apóiam o conceito de que a perda 

axonal e neuronal é responsável pela disfunção permanente que ocorre nos pacientes com 

EM e têm um grande potencial para detectar efeitos neuroprotetores do tratamento (252). 

 

1.9- Tratamento 

O tratamento da EM envolve aspectos da doença de base (tratamento dos 

surtos, prevenção dos surtos e prevenção da progressão) e efeitos da doença (tratamento dos 

sintomas e medidas de suporte). Não existem ainda intervenções terapêuticas eficazes para 
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a prevenção completa dos surtos na EM, embora reduzam a sua frequência, gravidade e, 

provavelmente, os déficits funcionais acumulados. Os estudos com os glicocorticóides na 

EM mostraram um efeito na recuperação mais rápida das funções comprometidas nos 

surtos agudos da doença. Os corticosteróides são recomendados no tratamento dos surtos, 

mas nenhum benefício funcional no longo prazo foi demonstrado. Algumas estratégias 

terapêuticas (imunossupressores e quimioterápicos) conferem modesto benefício e um dos 

problemas é a toxicidade. Os agentes terapêuticos (ciclofosfamida, azatioprina, 

ciclosporina, cladribina, metotrexate, mitoxantrona e imunoglobulina), freqüentemente 

utilizados na prática clínica, fazem parte da lista de medicamentos recomendados no Brasil 

e pelo comitê da Academia Americana de Neurologia, que publicou as diretrizes do 

tratamento da Esclerose Múltipla em consenso realizado em 2001 (253,254).  

A introdução das drogas modificadoras do curso da doença produziu claramente 

um impacto favorável no tratamento da EM. Vários ensaios clínicos controlados 

demonstraram a eficácia e tolerabilidade destas drogas. Atualmente, as drogas 

modificadoras aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration) são: beta-interferona 

(IFN), acetato de glatirâmer, natalizumabe (anticorpo monoclonal) e a mitoxantrona (agente 

quimioterápico) (255). Há fortes evidências da ação destas drogas na atividade da doença, 

mas o impacto na progressão da doença ainda não está claro (256).  

O uso das interferonas na EM têm sido estudado há mais de 20 anos. Os 

mecanismos de ação envolvem a regulação da apresentação do antígeno via moléculas 

coestimulatórias, limitação da migração dos linfócitos T para dentro do SNC pelos efeitos 

nas metaloproteinases e moléculas de adesão, além de reduzir a permeabilidade da barreira 

hemato-encefálica. O acetato de glatirâmer (copolímero) é um oligopeptídeo que mostrou 

efeito imunomodulador no modelo da EAE (257). O mecanismo de ação exato é 

desconhecido, mas a droga foi testada em pacientes com EMRR reduzindo a taxa anual de 

surtos em 30% (258). Um dos mecanismos de ação parece envolver a ativação de células 

Th2 que atravessam a barreira hemato-encefálica e secretam citocinas supressoras da 

atividade inflamatória. A droga é bem tolerada e há algumas evidências de benefício no 

grau de incapacidade dos pacientes (259). Beta-Interferona 1b, beta-interferona 1a e acetato 

de glatirâmer estão disponíveis no mercado brasileiro e foram aprovados pela Secretaria 
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Nacional de Saúde. Trabalhos recentes sugerem que a eficácia das interferonas e do acetato 

de glatirâmer parece ser semelhante.  

Como a monoterapia com imunomodulador não é totalmente eficaz, novas 

alternativas de tratamento são necessárias. Algumas estratégias para combinação de drogas 

estão sendo testadas como a adição de imunossupressor. Há evidências de efeitos sinérgicos 

da associação entre beta-interferona, acetato de glatirâmer e novos agentes em teste clínico 

(260). Outra forma de ampliar o efeito terapêutico é realizar uma indução com 

mitoxantrona antes de iniciar o imunomodulador (261). 

Alguns estudos têm mostrado que o início precoce do tratamento parece ter um 

papel significativo na evolução clínica destes pacientes (259,262,263,264,265). 

Pesquisadores contrários ao tratamento precoce argumentam que determinados pacientes 

irão apresentar formas benignas da doença e não seria racional submete-los a efeitos 

colaterais indesejáveis sem uma real necessidade. 

Apesar do uso dos imunomoduladores, uma grande parte dos pacientes EM 

evolui com perda de funções neurológicas e incapacidade permanente. Alguns agentes 

terapêuticos podem ser utilizados para diminuir os efeitos das sequelas e proporcionar uma 

melhor qualidade de vida para estes pacientes. Além disso, os avanços nos métodos de 

reabilitação cognitiva e fisioterapia podem gerar grandes resultados positivos, 

principalmente, quando realizados em um contexto multidisciplinar (266).   

Várias drogas orais estão em fase de teste clínico como FTY720 (fingolimode) 

(267), ácido fumárico (268), cladribina (269), teriflunomida (270) e as estatinas (271).  

Os anticorpos monoclonais fazem parte de um grupo seletivo de agentes que 

atuam através da ligação com moléculas específicas na superfície de células alvo, como 

células T ou células B. Existem alguns anticorpos monoclonais (natalizumabe, 

alemtuzumabe, rituximabe e daclizumabe), aprovados ou em teste clínicos, que são 

dirigidos contra estes alvos e considerados entre os mais promissores agentes terapêuticos 

(272).  

Introdução 

67



Além da imunoterapia inespecifica, foi testada a terapia especifica utilizando 

componentes da mielina no sentido de reduzir os danos das reações auto-imunes. O 

tratamento de pacientes portadores de esclerose múltipla com proteína básica de mielina 

oralmente, resultou no aparecimento de linfócitos com padrão Th3 que secretam altos 

níveis de TGFβ e IL-10 (273). Como a doença é muito heterogênea e não existem 

marcadores prognósticos, uma grande dificuldade na aplicação dos novos agentes 

terapêuticos é observada. Os novos agentes, em fase de teste clínico, visam modificar o 

curso clínico, estimulando a neuroproteção e reparação. Uma melhor definição dos subtipos 

de EM e a identificação de marcadores de resposta ao tratamento irão facilitar muito a 

individualização do tratamento específico. 

 

1.10- Prognóstico 

Os estudos prévios de história natural e fatores prognósticos usaram a escala 

EDSS para avaliar o grau de incapacidade acumulado ao longo do curso da EM (28). EDSS 

é uma escala de medida da incapacidade ambulatorial, mas não possui boa sensibilidade 

para avaliar declínio cognitivo. Vários fatores estão relacionados ao tempo mais curto que 

determinados pacientes levam para atingir níveis de incapacidade elevados (EDSS ≥ 6): 

sexo masculino; idade de início (>40); sintomas motores, cerebelares ou esfincterianos no 

início da apresentação; doença multifocal no início; surtos freqüentes nos primeiros cinco 

anos; curto intervalo entre o primeiro e o segundo surto; curto espaço de tempo para atingir 

a EDSS 4; e curso progressivo (274). O escore da EDSS no quinto ano de doença apresenta 

uma boa correlação com a evolução no longo prazo, mas parece que todos os fatores 

determinantes de progressão ou incapacidade atuam somente até o nível de EDSS 4. Após 

este nível, o curso é independente dos fatores preditores na linha de base. Contudo, alguns 

casos definidos como benignos podem desenvolver curso progressivo (275).  

O objetivo do tratamento é prevenir ou adiar a incapacidade do paciente pela 

doença. Contudo, as lesões definitivas e incapacitantes podem levar muitos anos para 

ocorrer e, portanto, medidas de atividade são importantes para a correlação do estado atual 

do paciente e o seu prognóstico futuro.  
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A IRM e a análise do LCR são freqüentemente utilizadas para ajudar no 

diagnóstico e prognóstico do curso da EM (276). A IRM auxilia a monitorização do curso 

da EM através da detecção dos sinais de atividade da doença (lesões Gd+ ou aparecimento 

de novas lesões). Estes achados são dez vezes maiores que os achados clínicos medidos 

pela taxa de surtos ou progressão (277). 

No entanto, estudos preliminares que correlacionaram incapacidade clínica e 

carga total de lesões (VTL) foram inconclusivos. O número ou volume de lesões em T2 não 

apresentaram uma correlação significativa com a gravidade da doença (278). O mesmo 

ocorreu com a carga de lesões (número de placas e volume total de lesões) Gd+ que 

mostrou um fraco valor preditivo para taxa de surtos e nenhum valor para a evolução da 

desordem clínica (279). Atualmente, a IRM convencional oferece informações prognósticas 

do curso clínico somente nos estágios iniciais da doença. Nas síndromes clínicas isoladas, 

por exemplo, o número de lesões em T2 é preditivo de desenvolvimento de EM 

clinicamente definida. Este valor preditivo é maior se o número de lesões na IRM for 

combinado com os achados do LCR. Alguns autores demonstraram a correlação do número 

de lesões em T2 e a EDSS com os níveis de proteína Tau no LCR (181,280). 

O estudo do volume de lesões hipointensas em T1 mostrou maior correlação 

positiva com a incapacidade clinica do que a carga de lesões em T2 (281). A disfunção 

cognitiva parece ter uma boa correlação com o volume de lesões cerebrais (282). Uma 

outra escala funcional (MSFC) foi proposta para as avaliações clínicas e cognitivas (283). 

Além de detectar o declínio cognitivo, a MSFC apresentou melhor correlação com o 

volume de lesões (hipointensas em T1 e hiperintensas em T2) e volume cerebral na IRM 

(284,285). As lesões hipointensas em T1, grau de atrofia e redução do NAA, são 

interpretadas como perda axonal que pode levar à incapacidade clínica permanente.  

Por outro lado, a composição estrutural, celular e molecular das lesões na EM 

são bastante complexas. Os achados de desmielinização, inflamação, perda axonal e gliose 

podem ser utilizados para definir o estágio de desenvolvimento das lesões. A maioria das 

lesões na EM são hiperintensas em T2, principalmente com o uso da técnica de FLAIR 

(286). Qualquer tipo de destruição tecidual ou lesão que provoque acúmulo de água produz 

hipersinal em T2, que mostra a baixa especificidade patológica destas alterações. Muitas 
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lesões hiperintensas em T2 são hipointensas em T1 e refletem uma expansão do espaço 

extracelular, destruição celular ou aumento do conteúdo de água pela quebra de barreira 

hemato-encefálica (287). Nos estágios iniciais das lesões ocorre realce com gadolínio após 

a invasão dos macrófagos. Isto permite concluir que não existe uma correlação estrita das 

lesões hipointensas com perda axonal em qualquer estágio de desenvolvimento das lesões 

(288). A atrofia cerebral que ocorre nos pacientes com EM pode ser resultado de perda 

axonal dentro das lesões e secundária a degeneração Walleriana fora das lesões. Evidências 

indiretas sugerem que a atrofia cerebral global se desenvolve fora das lesões e também na 

presença de poucas lesões (289). Estes dados estão de acordo com os achados de 

espectroscopia que mostraram diminuição dos níveis de NAA em substância branca 

aparentemente normal (290). 

Um aspecto fundamental na compreensão dos fatores envolvidos no 

prognóstico clínico dos pacientes com EM é a correlação da patologia com potenciais 

marcadores biológicos do LCR, sangue periférico e IRM, assim como o seu comportamento 

diante dos imunoterápicos empregados no tratamento. 
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2.1- Objetivos gerais 

Esse trabalho teve como proposta correlacionar os parâmetros clínicos e dados 

obtidos pela IRM quantitativa com o perfil da resposta inflamatória no LCR e soro. Foi 

avaliado ainda o efeito do tratamento com imunomodulador na evolução clinica dos 

pacientes. 

 

2.2- Objetivos específicos 

1. Dosagem dos níveis de citocinas pró-inflamatórias e antiinflamatórias no 

LCR e soro. 

2. Análise qualitativa e quantitativa das lesões na ressonância magnética de 

crânio: presença de lesões captantes de gadolínio (Gd+), volume total das 

lesões cerebrais (VTL), volume cerebral - medida de atrofia cerebral (VC). 

3. Estudo da síntese intratecal de anticorpos no LCR: Índice IgG-síntese 

intratecal de IgG; Pesquisa de bandas oligoclonais IgG; Índice IgM-síntese 

intratecal de IgM. 

4. Dosagem das proteínas T-tau e P-tau no LCR. 

5. Pesquisa de anticorpos para Epstein-Barr vírus IgG e IgM no LCR. 
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3.1- Pacientes 

Pacientes com diagnóstico de esclerose múltipla (EM) clinicamente definida 

foram acompanhados no ambulatório de neurologia da UNICAMP entre 1997 e 2007. O 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética desta instituição e o consentimento informado foi 

obtido de todos os pacientes. Os pacientes foram recrutados durante a investigação 

diagnóstica em visitas seqüenciais.  

Durante o período de 2002 a 2004, 58 indivíduos foram recrutados para um 

estudo preliminar. Os indivíduos foram divididos em quatro grupos: 

I. 23 pacientes com esclerose múltipla com a forma clínica remitente-recorrente 

(EMRR) durante remissão clínica (seis homens e dezessete mulheres, média de idade de 30 

anos). 

II. 16 pacientes com outras doenças neurológicas (ODN) (três homens e treze 

mulheres, média de idade de 33 anos): quatro com doença do neurônio motor, dois com 

neuropatia hereditária sensitivo-motora, dois com doença de Parkinson, quatro com 

epilepsia, dois com demência de Alzheimer, dois com doença cerebrovascular.  

III. 23 indivíduos (um homem e vinte e duas mulheres, média de idade de 31 

anos) com manifestação neurológica associada ao Lupus Eritematoso Sistêmico (LES). 

IV. 19 indivíduos (sete homens e doze mulheres, média de idade de 30 anos) 

com cefaléia sem evidência de doença neurológica orgânica, estudados como grupo 

controle saudável (CS).  

Os testes laboratoriais foram realizados durante o contato inicial com objetivo 

diagnóstico. Os pacientes estavam em remissão clínica e sem tratamento. O tempo entre o 

primeiro sintoma da doença e a primeira consulta foi de 4.2 ± 3.8 anos. O escore da EDSS 

foi determinado no momento da punção lombar. Nenhum dos pacientes tinha recebido 

corticosteróides ou outras drogas imunossupressoras durante um período mínimo de seis 

meses antes da coleta das amostras de LCR e sangue. Nestes grupos de pacientes foram 

avaliados os níveis de citocinas, contagem de leucócitos e síntese intratecal de IgG. Esta 
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parte do estudo foi realizada exclusivamente na fase de determinação diagnóstica dos 

pacientes com EM.  

Após a avaliação inicial dos 23 pacientes com esclerose múltipla, outros 31 

pacientes EMRR foram recrutados. Um total de 54 pacientes (37 mulheres e 17 homens) 

(EMRR), de acordo com os critérios de Poser (213), foi incluído no estudo. Os testes 

laboratoriais e a aquisição das imagens por ressonância magnética (IRM) foram realizados 

na fase de remissão dos sintomas clínicos em todos os pacientes em dois momentos 

(pontos):  

Ponto 1: durante a investigação da doença, antes do início de qualquer 

tratamento imunomodulador ou imunossupressor. 

Ponto 2: após tratamento, com imunomodulador por no mínimo 3 anos.   

A escala de incapacidade EDSS (Expanded Disability Status Scale) (28) foi 

obtida durante as consultas ambulatoriais em todo o seguimento dos pacientes. A taxa de 

surtos anual foi obtida através da análise dos prontuários durante o seguimento. O grupo 

controle que realizou exames de imagem foi formado por 20 indivíduos voluntários 

saudáveis (onze mulheres e nove homens), com idades entre 20 e 62 anos (média de 32 

anos). Eles foram recrutados da comunidade local e não tinham história familiar de doenças 

neurológicas ou psiquiátricas. Foram excluídos pacientes com comorbidades significativas, 

como alcoolismo, trauma de crânio, hipertensão arterial, diabetes mellitus, acidente 

vascular, abuso de drogas e doenças malignas.  

 

3.2- Amostras de LCR e Soro 

Todas as amostras foram obtidas após a primeira consulta para rotina de 

contagem de leucócitos no LCR, síntese intratecal de IgG e pesquisa de bandas oligoclonais 

IgG. As amostras (LCR e soro) foram armazenadas em tubos de polipropileno e estocadas a 

-80º C até a realização dos ensaios propostos. O LCR (10 ml) foi retirado e a contagem de 

células foi determinada imediatamente antes da estocagem. 
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3.3- Procedimentos laboratoriais – estudo do LCR 

A contagem global dos leucócitos foi feita na câmara de Fuchs-Rosenthal. A 

nefelometria foi utilizada para determinação quantitativa das imunoglobulinas e albumina 

no LCR e no soro (BN II; Dade Behring, Marburg, Germany), que é uma reação de 

imunoprecipitação específica entre a proteína (antígeno) e o anticorpo; o complexo 

antígeno-anticorpo emite sinais luminosos que são convertidos em valores de proteína 

específica (291). 

Avaliação da Barreira hemato-LCR:  

Quociente Albumina (Qalb)= allbumina lcr / albumina soro  

(valor referência Qalb < 8 x 10-3).  

O LCR é um produto da filtração do sangue e a barreira hemato-LCR permite a 

passagem de proteínas de acordo com seu peso (tamanho) molecular. A albumina não é 

sintetizada no SNC e, portanto, toda a albumina encontrada no LCR é proveniente do soro. 

O Qalb tem sido utilizado como parâmetro de função da barreira hemato-LCR (292). 

Síntese intratecal de anticorpos: Índice IgG e Índice IgM foram calculados 

conforme publicações prévias (291,292,293,294,295):  

Quociente IgG= IgGLCR/ IgGsoro 

Índice IgG = QIgG/ Qalb (valor referência Índice IgG < 0.7) 

 

Quociente IgM= IgMLCR/ IgMsoro 

Índice IgM= QIgM/ Qalb (valor de referência Índice IgM < 0.068) 

Bandas oligoclonais IgG 

A detecção de bandas oligoclonais foi realizada através da focalização 

isoelétrica que é o método mais sensível para comprovação da síntese intratecal de IgG 

(215).  
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Antígeno, anticorpo e citocinas recombinantes 

IL 12, IFNγ, TNFα e IL 10 foram quantificadas usando testes comerciais 

específicos (PharMingen, San Diego, CA) (Biosource International, Nivelles, Belgium). 

Brevemente, as microplacas (Immulon I, Nunc, Roskilde, Denmark) foram cobertas com  

1-2 µg/ ml do anticorpo de captura de cada citocina em 0,1 M NaHCO3 (pH= 8.5) e 

incubadas por 18 h a 4º C. Após este período de incubação, para evitar possíveis reações 

inespecíficas, as microplacas foram incubadas com 2% de BSA em PBS. Após as devidas 

lavagens, as amostras e os padrões de citocinas IFNγ, TNFα, IL10 e IL12 foram 

adicionados e as microplacas foram incubadas a 4º C por 24 h. A seguir, 0.5 – 2.0 µg/ ml de 

anticorpos monoclonais biotinilados específicos para a detecção de IFNγ, TNFα, IL10 e 

IL12 foram adicionados e incubados por 1 h em temperatura ambiente. Após as lavagens 

foram adicionados 100 µl/ poço de avidina-peroxidase na concentração de 1: 400  

(Sigma Chem, USA). As microplacas foram lavadas por seis vezes e 100 µl/ poço de 

substrato foi adicionado. Após 30 minutos de incubação em temperatura ambiente, as 

microplacas foram lidas em Leitor de ELISA (Labsystem) a 492 nm. As curvas padrões 

foram feitas e as concentrações das diferentes amostras calculadas em picogramas/ ml. 

Todas as análises foram realizadas no mesmo momento para minimizar variabilidade intra-

ensaio.  

Anticorpos IgG e IgM para Epstein-Barr vírus (EBV) 

Foram utilizados kits comerciais de ensaio imunoenzimático (ELISA) para a 

determinação semi-quantitativa do anticorpo IgG anti-EBNA, IgG e IgM VCA para o vírus 

Epstein-Barr (EBV) no LCR (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany).   

Quantificação das proteínas T-tau e P-tau 

As análises foram realizadas através dos kits INNOTESTR h TAU Ag e 

INNOTESTR PHOSPHO-TAU (181P) (Innogenetics, Gent, Belgium) (gentilmente cedidos 

pela TEVA Farmacêutica Ltda), conforme descritos previamente 

(296,297,298,299,300,301,302). Estes testes são ensaios imunoenzimáticos (ELISA) em 

que as proteínas (T-Tau e P-tau) são capturadas por anticorpos monoclonais específicos.  
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3.4- Neuroimagem 

As imagens da ressonância magnética de crânio (IRM) foram obtidas através de 

um Sistema de 2.0 Tesla (Elscint, PrestigeR), com aquisições nos planos coronal, sagital e 

axial, além de aquisição em 3D (volumétrica), para reconstrução multiplanar. Os 

parâmetros de imagem para as diferentes aquisições foram: 

1. Imagens sagitais T1 ponderadas “spin echo” (espessura de 6 mm, ângulo de 

excitação – “flip angle” – de 1,800, TR= 430, TE= 12, matriz de 200x350,  

FOV= 25x25 cm). 

2. Imagens no plano axial (espessura de 6 mm, ângulo de excitação – “flip 

angle” – de 1,800, TR= 550 ms; TE= 12 ms; matriz de 300 x 210). 

3. Imagens sagitais T2 ponderadas (espessura de 6 mm, ângulo de excitação – 

“flip angle” – de 1,100, TR= 6,600 ms; TE= 128 ms; matriz de 320 x 252). 

4. Imagens no plano axial “double echo”: densidade protônica ponderada 

(espessura de 6 mm, ângulo de excitação – “flip angle” – de 1,700, TR= 

4,800 ms; TE= 16 ms; matriz de 256 x 256); T2 ponderada (espessura de 6 

mm, ângulo de excitação – “flip angle” – de 1,700, TR= 4,800 ms; TE= 128 

ms; matriz de 256 x 256); inversion time 2,550. 

5. Imagens no plano axial “flair” (espessura de 6 mm, ângulo de excitação – 

“flip angle” – de 1,100, TR= 10,099 ms; TE= 90 ms; matriz de 250 x 250).  

6. Imagens coronais T1 ponderadas (espessura de 6 mm, ângulo de excitação – 

“flip angle” – de 1,800, TR= 550 ms; TE= 12 ms; matriz de 270 x 200). 

7. Imagens no plano axial T1 ponderadas “gradient echo” (espessura de 3 mm, 

ângulo de excitação – “flip angle” – de 70º, TR= 200 ms; TE= 5 ms; matriz 

de 180 x 232; FOV, 22 x 22 cm). 
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8. Imagens no plano axial T1 ponderadas “fast spin-echo” (espessura de 4 mm, 

ângulo de excitação – “flip angle” – de 120º, TR= 6,800 ms; TE= 129 ms; 

matriz de 252 x 328; FOV, 21 x 23 cm). 

9. Aquisição 3D obtida no plano sagital “gradient echo” T1 ponderadas para 

reconstrução multiplanar (espessura de 1 mm, ângulo de excitação – “tip 

angle” – de 35º, TR= 22 ms; TE= 9 ms; matriz de 256 x 220; FOV, 23 x 25 

cm). Foi administrado 0.1 mmol/kg de gadolínio-DTPA. 

O volume de lesão cerebral total (VTL) e o volume cerebral (VC) foram 

quantificados através de um programa de segmentação semi-automático (“Neuroline”) 

(303) desenvolvido no labotatório de neuroimagem da Unicamp. Este é um programa  

semi-automático elaborado como alternativa à segmentação manual. O operador interage 

com o sistema definindo marcadores (pontos ou linhas desenhados pelo operador através do 

sistema semi-automático), parâmetros (pré e pós-processamento) e contornos (segmentação 

manual em casos onde a inserção de marcadores adicionais não apresenta resultados 

satisfatórios na obtenção de contornos). Os marcadores são coloridos e cada cor está 

associada a uma determinada estrutura que se deseja segmentar. O método de segmentação 

utilizado no sistema é a transformação “Watershed” (304) com marcadores por morfologia 

matemática, que é baseado nas variações dos níveis de cinza e na localização dos pixels 

marcados para obtenção dos contornos. A apresentação dos contornos resultantes é muito 

rápida, pois a segmentação é aplicada apenas no corte onde o marcador foi traçado.  

As lesões foram também analisadas em uma plataforma de trabalho através de 

um método de contagem visual. A localização e a quantificação do número de lesões foram 

realizadas pelos métodos semi-automático e visual. As imagens em densidade protônica e 

T2 ponderadas foram quantificadas de acordo com a localização topográfica das lesões: 

frontal, parietal, temporal, occipital, infratentorial, núcleos da base (incluindo cápsula 

interna), periventricular, calosa/ subcalosa e justacortical.  

As medidas de volume do parênquima cerebral foram realizadas através das 

imagens no plano axial T2 “fast spin echo” (espessura de 6 mm) e sagital “gradient echo” 

T1 (espessura de 1 mm). A fração do parênquima cerebral total foi obtida com a mesma 
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técnica utilizada para análise do volume das lesões através de marcadores colocados apenas 

nos hemisférios cerebrais. Valores < 2 desvios padrão da média do grupo controle foram 

considerados anormais. 

As lesões cerebrais e as frações do parênquima cerebral foram identificadas e 

quantificadas por um dos autores (H.H.R.) que não teve acesso aos dados clínicos e 

laboratoriais (Figura 1). 
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Figura 1- Imagens obtidas em um sistema de 2T, com segmentação das lesões e medida do 

volume cerebral, utilizando um programa semi-automático. Em detalhes, 

seqüência de marcadores nas regiões de interesse para segmentação de lesões 

(1a) e volume cerebral (1b) de um paciente com esclerose múltipla. 
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3.5- Estatística 

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas variáveis em estudo, 

foram feitas tabelas de freqüência das variáveis categóricas (sexo, etc.) e estatísticas 

descritivas (mediana, média, desvio padrão, mínimo e máximo) das variáveis contínuas  

(Q IgG, QAlb, etc.). 

Para analisar a associação entre as variáveis categóricas (Volume, Índice IgG) 

foi utilizado o teste exato de Fisher. Para comparação das variáveis de interesse entre os 

grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar dois grupos e o teste de 

Kruskal-Wallis para mais de dois grupos. 

Com o objetivo de verificar a existência de correlação (associação linear) entre 

as variáveis estudadas foi utilizado o coeficiente de Correlação de Spearman. Este 

coeficiente assume valores de – 1 a + 1, quanto mais próximo de zero, menos 

correlacionadas são as variáveis, e quanto mais próximo de 1 ou -1, mais correlacionadas 

são as variáveis. 

O nível de significância adotado para os testes estatísticos foi de 5%, ou seja,  

p < 0.05. 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa SAS 

System for Windows (Statistical Analysis System), 8.02 (SAS Institute Inc., Cary, N.C., 

USA). 
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Cinquenta e quatro pacientes foram avaliados em dois momentos, durante a 

investigação diagnóstica e após tratamento com imunomodulador por três anos.  

O resumo dos resultados está demonstrado na Tabela 1 e os dados completos de 

todas as análises estão documentados nos apêndices. 

Tabela 1- Sumário dos achados clínicos, laboratoriais e de neuroimagem 

Parâmetro Pacientes EM- ponto 1 Pacientes EM- ponto 2 

Número de pacientes 54 54 

Feminino: masculino 37: 17 37: 17 

Idade média de início, anos (DP) 30 (9.6) 30 (9.6) 

Faixa de idade, anos 10- 46 10- 46 

Duração média da doença, anos 10 (5.8) 11 (5.7) 

Faixa de duração da doença, anos 1- 29 3- 31 

Média da taxa de surtos/ ano 1.4 (1.0) 0.4 (0.4) 

Faixa da taxa de surtos 0.3- 6.0 0- 2.0 

Média da EDSS   (DP) 2.6 (1.2) 4.3 (2.0) 

Faixa da EDSS 1- 6 1- 8 

Média do Índice IgG (DP) 0.9 (0.4) 0.8 (0.3) 

Faixa do Índice IgG 0.3- 2.3 0.3- 2.4 

Média de leucócitos 6 (8.4) 4 (4.6) 

Faixa dos leucócitos 1- 46 1- 25 

Média do número de placas 69 (46.4) 63 (43.9) 

Faixa do número de placas 0- 172 0- 173 

Média VTL(cm3) 13.9 (13.5) 15.4 (17.6) 

Faixa VTL (cm3) 0- 59.6 0- 87.0 

Média do VC (cm3) 947.6 (82.9) 952.5 (88.5) 

Faixa do VC (cm3) 756.7- 1084.8 734.7- 1118.7 

EDSS = escore EDSS no início; VTL= volume total lesão; VC= volume cerebral; 

Índice IgG = (LCR IgG/ Soro IgG): (LCR Alb/ Soro Alb); DP, desvio padrão; 

EM, esclerose múltipla 
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4.1- Fase diagnóstica – ponto 1 

4.1.1- Análise das imagens por ressonância magnética  

Anormalidades nas imagens cerebrais por ressonância magnética (IRM) 

compatíveis com lesões desmielinizantes foram observadas em 51 (94.4%) pacientes com 

EM. Lesões na medula espinhal foram encontradas em três pacientes (5.6%) sem lesões no 

crânio. A IRM mostrou lesões com captação do gadolínio (GD+) em seis pacientes. Os 

valores medidos da fração do volume do parênquima cerebral (VC) foram 

significantemente menores que o grupo controle de indivíduos saudáveis  

(média ± DP volume VC, 947.6 ± 82.9 e 1115.2 ± 131.3, respectivamente; p < 0.001). Foi 

observada, no início do curso clínico, diminuição importante do VC (< 2 desvios padrão da 

média dos controles) em cinco pacientes (10%). 

 

4.1.2- Análise das amostras de LCR e soro 

Pleocitose (> 5 leucócitos/mm3) no LCR ocorreu em 22 (40%) pacientes e 

síntese intratecal de IgG (Índice IgG>0.7) foi observada em 38 (72%). Quarenta e cinco 

(83%) pacientes apresentaram bandas oligoclonais IgG. 

 

4.1.3- Análise dos dados clínicos 

No momento da primeira avaliação, todos os pacientes deambulavam sem apoio 

(EDSS ≤ 4.5) exceto um paciente que apresentou surto medular com seqüela motora 

(EDSS= 6).  

 

4.1.4- Análise dos parâmetros laboratoriais em comparação com os dados clínicos 

Os seis pacientes que a IRM mostrou lesões com captação do gadolínio (Gd+) 

apresentaram pleocitose no LCR e valores elevados do Índice IgG. As medidas do volume 

total das lesões (VTL) e contagem global de placas na IRM de crânio mostraram uma 
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correlação estatísticamente significante com a EDSS (p= 0.0002, r= 0.5005 e p= 0.007,  

r= 0.38, respectivamente) (Fig.2A, 2B), assim como a duração da doença (p= 0.0079,  

r= 0.37 e p= 0.038, r= 0.29), respectivamente (Fig. 3A, 3B).  

Corroborando os dados fornecidos pelo programa semi-automático, a análise 

visual das lesões demonstrou que o número de lesões periventriculares e justacorticais 

também foi correlacionado com os escores da EDSS (p= 0.0037, r= 0.4035 e p= 0.0305, 

r=0.3963, respectivamente) (Fig. 4, 5) e síntese intratecal de IgG (p= 0.0220, r= 0.3233 e 

p= 0.0056, r= 0.3860, respectivamente) (Fig. 6, 7).  

Além disso, uma correlação inversa entre a duração da doença e contagem 

global de leucócitos foi observada (p= 0.019, r= -0.33) (Fig. 8). 

Os valores do Índice IgG foram positivamente correlacionados com o volume 

total das lesões (p= 0.043, r= 0.29) (Fig. 9). Contudo, nenhuma relação foi encontrada entre 

Índice IgG, EDSS (p= 0.61, r= 0.29) e fração do volume cerebral (VC) (0.51, r= 0.095). 

VC foi inversamente correlacionado com duração da doença e número de surtos 

(p= 0.0385, r= -0.293 e p= 0.0256, r= -0.315, respectivamente). Em contraste, nenhuma 

correlação foi observada entre VC, EDSS (p= 0.1949, r= - 0.18642) e volume total das 

lesões (p= 0.6605, r= -0.06366). 

Houve uma correlação positiva entre a contagem global de leucócitos e Índice 

IgG (p= 0.046, r= 0.284) (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

Resultados 

91



Resultados 

92

0 10 20 30 40 50 60 70

1

2

3

4

5

E
D

S
S

VTL (cm3)

  

0 20 40 60 80 100 120 140 160

1

2

3

4

5

E
D

S
S

N PLACAS

  

Resultados 

92

0 10 20 30 40 50 60 70

1

2

3

4

5

E
D

S
S

VTL (cm3)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

1

2

3

4

5

E
D

S
S

N PLACAS

Figura 2- Correlação entre EDSS e volume total de lesões (p=0.0002, r=0.5005) (A) e 

número de placas (p=0.007, r=0.38) (B). 
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Figura 3- Correlação entre duração da doença e volume total das lesões (p=0.0079, r=0.37) 

(A) e número de placas (p=0.038, r=0.29) (B). 
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Figura 4- Correlação entre a EDSS e o número de lesões periventriculares (p=0.0037, 

r=0.4035). 
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Figura 5- Correlação entre a EDSS e o número de lesões justacorticais (p=0.0305, 

r=0.3963). 
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Figura 6- Correlação entre o Índice de IgG e o número de lesões periventriculares 

(p=0.0220, r=0.3233). 
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Figura 7- Correlação entre Índice de IgG e número de lesões justacorticais (p=0.0056, 

r=0.3860). 
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Figura 8- Correlação entre duração da doença e o número de células no LCR (p=0.019,  

r= - 0.33). 
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Figura 9- Correlação entre Índice IgG e volume total de lesões (p=0.043, r=0.29). 
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Figura 10- Correlação entre o número de leucócitos no LCR e Índice IgG (p=0.046, 

r=0.284). 
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4.1.5- Análise das citocinas em pacientes com EM e controles (Fig. 11)  

A quantificação das citocinas foi realizada em amostras de LCR e soro, 

coletadas de vinte e três pacientes com EMRR durante remissão clínica antes do início do 

tratamento com imunomodulador. O resumo dos dados clínicos e os demais parâmetros do 

LCR são mostrados na Tabela 2. 

Tabela 2- Dados clínicos e laboratoriais de pacientes EM remitente-recorrente antes do 

tratamento. 

Pacientes Idade, a Sexo DD N.s. EDSS1 Células I-Alb I-IgG BO IgG 

1 44 M 1 2 1 8 2.6 0.65 + 

2 32 M 3 4 2.5 15 5.23 0.51 - 

3 32 F 3 3 1.5 20 3.64 3.35 + 

4 37 M 3 5 2 2 2.82 1.0 + 

5 30 F 4 4 3 3 2.25 0.82 + 

6 22 F 4 5 2 16 2.4 0.98 + 

7 10 F 8 2 2 14 5.84 0.84 + 

8 25 F 7 4 1.5 13 2.7 1.49 + 

9 43 M 9 6 2 1 7.97 1.12 + 

10 24 F 2 4 2 15 3.25 0.76 + 

11 46 F 9 3 3 13 6.4 1.73 + 

12 43 F 12 6 2.5 3 4 0.88 + 

13 33 F 5 4 1.5 1 5.13 0.67 + 

14 35 F 13 5 2 3 1.97 1.52 + 

15 29 F 11 3 1 16 5.9 0.81 + 

16 43 M 8 2 2 1 1.66 0.59 - 

17 25 F 5 4 2 5 3.44 0.83 + 

18 13 M 3 9 2 24 4 0.74 + 

19 21 M 7 3 1 5 6.17 0.6 + 

20 37 F 1 2 1.5 18 5.1 2.37 + 

21 21 F 7 6 1.5 5 5.35 1.66 + 

22 39 F 6 2 1 4 5.37 1.03 + 

23 40 F 4 3 2.5 5 4 0.8 + 

DD= duração da doença; EDSS1= Expanded Disability Status Scale no momento do estudo; 

Alb-I = índice albumina; IgG-I = índice IgG; BO IgG = banda oligoclonal IgG; N.s.= n. surtos  
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As citocinas (TNFα, IL12p40, IFNγ e IL10) foram quantificadas e comparadas 

aos grupos controle (Tabela 3). As características clínicas e os parâmetros do LCR estão 

demonstrados na Tabela 3. 

Tabela 3- Características dos pacientes, citologia global e síntese intratecal de IgG. 

Pacientes Idade, a Te, a Sexo, M/F Células Índice IgG BO IgG+ 

EM (23) 30± 9 5 ± 3 6/ 17 9.13 ± 7.05 1.12 ± 0.66 21/ 23 

ODN (16) 31± 10 6 ± 3 3/ 13 4.19 ± 5.55 0.53 ± 0.13 1/ 16 

LES (23) 31 ± 10 7 ± 4 0 / 23 2,26 ± 1,76 0,54 ± 0,24 0/ 23 

CS (19) 37 ± 16 NA 6/ 13 1.47 ± 0.77 0.45 ± 0.12 0/ 19 

EM= esclerose múltipla; ODN= outras doenças neurológicas; CS= saudáveis;    

BO= bandas oligoclonais; Te= tempo de evolução; a= anos; LES= lupus  

DP= desvio padrão; NA= não aplicável.    

 

Os vinte e três pacientes EMRR (100%) apresentaram lesões desmielinizantes 

na IRM e a presença de captação de gadolínio (Gd+) foi observada em cinco (21%) dos 23 

pacientes. Estes pacientes mostraram pleocitose no LCR e síntese intratecal de IgG. Bandas 

oligoclonais IgG foram detectadas em vinte e um (91.3%) pacientes. A pleocitose no LCR 

foi significativamente maior quando comparada com os grupos II (ODN; p= 0.004), grupo 

III (LES; p= 0.001) e grupo IV (CS; p= 0.0001). 

 

4.1.5.1- Dosagem de IFNγ (Fig. 11A) 

As médias para os pacientes EMRR foram 500.9 ± 169.5 e 359.0 ± 85.1 pg/ml 

no soro e LCR, respectivamente; no grupo OND foram 418.6 ± 67.0 e 325.2 ± 70.5 pg/ml; 

no grupo LES foram 404.9 ± 247.1 e 254.0 ± 77.6 pg/ml no soro e LCR, respectivamente; 

nos indivíduos saudáveis (CS) foram 102.6 ± 102.7 e 54.1 ± 39.6 pg/ml. Um significante 

aumento (p< 0.001) nos níveis de IFNγ foi observado no LCR e soro de pacientes com EM, 

ODN e LES. 
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4.1.5.2- Dosagem de TNFα (Fig. 11B) 

As médias para os pacientes EMRR foram 137.3 ± 119.7 e 116.0 ± 115 pg/ml 

no soro e LCR, respectivamente; no grupo de ODN foram 7.6 ± 24.1 e 8.6 ± 28.4 pg/ml no 

soro e LCR, respectivamente; no grupo LES foram 434.6 ± 335.1 e 384.4 ± 194,4 pg/ml no 

soro e LCR, respectivamente; no grupo controle CS foram 15.3 ± 19.8 e 4.3 ± 8.2 pg/ml no 

soro e LCR, respectivamente. Um significativo aumento (p< 0.001) nos níveis de TNFα foi 

observado no LCR e soro dos pacientes EMRR e LES. Os níveis de TNFα no LCR 

excederam aqueles detectados no soro em 10/ 23 pacientes do grupo EMRR e em  

12/ 19 pacientes do grupo LES, sugerindo uma síntese intratecal. Também foi observada 

uma correlação positiva entre o número de leucócitos no LCR e os níveis de TNFα no 

grupo EM (r= 0.6874, p= 0.001). 

 

4.1.5.3- Dosagem de IL10 (Fig.11C) 

As médias nos pacientes EM foram 304.6 ± 112.0 e 287.6 ± 113.7 pg/ml no 

soro e LCR, respectivamente; no grupo ODN foram 507.6 ± 187.1 e 424.3 ± 113.7 pg/ml; 

no grupo LES foram 518.2 ± 198.8 e 424.0 ± 184.8 pg/ml no soro e LCR, respectivamente; 

nos indivíduos saudáveis (CS) foram 354.6 ± 111.4 e 296.2 ± 74.8 pg/ml. Nenhuma 

diferença significativa foi encontrada entre os pacientes EM e os indivíduos saudáveis  

(p> 0.005), enquanto os pacientes dos grupos ODN e LES mostraram significante aumento 

dos níveis de IL10 (p= 0.006). 

 

4.1.5.4- Dosagem de IL12p40 (Fig. 11D) 

As médias para pacientes EM foram 49.1 ± 18.3 e 39.4 ± 13.2 pg/ml no soro e 

LCR, respectivamente; no grupo ODN foram 76.2 ± 32.2 e 58.1 ± 35.1 pg/ml; no grupo 

LES foram 62.1 ± 21.7 e 59.5 ± 20.6 pg/ml no soro e LCR, respectivamente; nos indivíduos 

controles saudáveis (CS) estas médias foram 57.4 ± 18.8 e 45.4 ± 15.3 pg/ml. Nenhuma 

diferença significativa (p> 0.05) foi observada entre os grupos. 
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Figura 11- Análise das citocinas em pacientes com EMRR e controles (outras doenças 

neurológicas, lupus eritematoso sistêmico e indivíduos saudáveis). 
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4.2- Fase de tratamento - Ponto 2 (Tabela 1) 

Os pacientes EM foram acompanhados e avaliados após uma média de  

6,3 ± 2.7 anos, variando entre três e dez anos, todos em tratamento com imunomodulador. 

 

4.2.1- Análise das imagens por ressonância magnética  

A IRM cerebral mostrou anormalidades em 51 pacientes (94.4%), 35 (64%) 

com captação do gadolínio (Gd+). Não houve redução na carga lesional medida pelo VTL 

(p= 0.53) e as medidas de volume cerebral (VC) não mostraram diferenças significativas ao 

longo do período analisado. 

 

4.2.2- Análise das amostras de LCR e soro 

Pleocitose (> 5 leucócitos/mm3) no LCR ocorreu em 16 (30%) pacientes e 

síntese intratecal de IgG (Índice IgG>0.7) foi observada em 33 (61%). Quarenta e dois 

(78%) pacientes apresentaram bandas oligoclonais IgG. Os valores do índice IgM foram 

elevados (Índice IgM > 0.068) em 30 (55%) pacientes (média ± DP, 0.13 ± 0.17). Pesquisa 

de anticorpos IgG para Epstein-Barr vírus (EBV) foi positiva em 15 (30%) pacientes.  

 

4.2.3- Análise dos dados clínicos 

A taxa anual de surtos reduziu (p< 0.001), porém os pacientes apresentaram 

aumento na EDSS (p< 0.001), que foi mais elevada nos pacientes do sexo masculino.  

No momento da segunda avaliação (após no mínimo três anos de seguimento), 

18 (33%) pacientes atingiram EDSS ≥ 6.0 e já necessitavam de pelo menos apoio unilateral. 

Somente seis (20%) dos 29 pacientes com duração da doença ≥ 10 anos foram 

classificados como portadores da forma benigna (EDSS < 3). Somente um (8,3%) dos 12 

pacientes com pesquisa de bandas oligoclonais IgG negativa foi classificado como forma 

benigna e apresentou, já no início do curso clínico, redução importante do VC (atrofia 

cerebral).   
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4.2.4- Análise dos parâmetros laboratoriais em comparação com os dados clínicos 

As correlações do Índice IgG com volume total das lesões (p= 0.0377,  

r= 0.28626) e contagem global de leucócitos (p< 0.001, r= 0.479) continuaram 

significativas. Houve também correlação inversa da duração da doença com a contagem 

global dos leucócitos (p= 0.0442, r= -0.275) e volume cerebral (p=0.0235, r= -0.3232). 

O número de surtos também se correlacionou inversamente com o volume 

cerebral (p= 0.0256, r= -0.315). A evolução da EDSS não mostrou correlação com VTL ou 

com o volume cerebral, mas a EDSS se correlacionou com a duração da doença  

(p= 0.05, r= 0.479). 

Houve uma correlação positiva entre o Índice IgG e o Índice IgM (p= 0.0122, 

r= 0.34527) (Fig. 12). Não foi demonstrada correlação estatísticamente significativa entre a 

síntese intratecal de IgM, EDSS, carga total de lesões (VTL) e fração do volume cerebral 

(VC). Contudo, houve uma associação significativa entre a síntese intratecal de IgM e 

captação de gadolínio na IRM (p< 0.001). 

Não houve associação significativa (p>0.05) entre a presença de anticorpos do 

vírus EBV no LCR, carga de lesões na IRM e marcadores inflamatórios do LCR (células e 

síntese intratecal de anticorpos IgG e IgM) (Figura 13).  

Devido à diferença de tempos de evolução entre os pacientes, a análise foi 

refeita corrigindo todos os deltas pelo tempo de evolução. Verificou-se diferença 

significativa entre os tempos apenas para a escala EDSS (aumento do escore) e a taxa anual 

de surtos (redução do escore), tanto usando os dados originais como os com correção pelo 

tempo de seguimento. 
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Figura 12- Correlação entre o Índice IgM e o Índice IgG (p=0.0122, r=0.34527). 
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Figura 13- Não houve associação significativa entre a presença de anticorpos do vírus 

EBV no LCR de pacientes EMRR tratados com imunomodulador, carga 

lesional pela IRM e marcadores de inflamação no LCR (p>0.05). 
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4.3- Quantificação de biomarcadores de neurodegeneração no LCR (Figura 14) 

Amostras de LCR, coletadas de treze pacientes EMRR sem tratamento e vinte e 

oito em uso de imunomodulador, foram avaliadas para P-tau e T-tau e comparadas ao grupo 

controle de pacientes saudáveis (CS). 

 

4.3.1- Dosagem de P-tau  

As médias e desvios padrão para os pacientes EM sem tratamento foram  

35,52 ± 11,52 pg/ml no LCR; no grupo EM tratado com imunomodulador foram  

30,72 ± 9,22 pg/ ml no LCR; no grupo controle CS foram 38,32 ± 19,37 pg/ml no LCR. 

Nenhuma diferença significativa (p> 0.05) foi observada entre os grupos. 

 

4.3.2- Dosagem de T-tau  

As médias e desvios padrão para os pacientes EM sem tratamento foram  

256,62 ± 74,54 pg/ml no LCR; no grupo EM tratado com imunomodulador foram  

218,89 ± 8,95 pg/ ml no LCR; no grupo controle CS foram 174,00 ± 79,17 pg/ml no LCR. 

Foi observado um aumento significativo (p< 0.05) dos níveis de proteína T-tau dos 

pacientes EM sem tratamento quando comparados com o grupo controle (CS) (p< 0.01) e 

com o grupo EM tratado com imunomodulador (p< 0.05) (Figura 13). Não houve diferença 

significativa entre o grupo EM tratado e o grupo controle (CS) (p>0.05). 

 

4.3.3- Análise dos biomarcadores em comparação com os demais parâmetros 

laboratoriais e dados clínicos 

A avaliação dos níveis de T-tau e P-tau no LCR de pacientes EM sem 

tratamento e em uso de imunomodulador não mostrou associação significativa com os 

demais parâmetros clínicos, laboratoriais e neuroimagem (p>0.05). 
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Figura 14- Quantificação das proteínas T-tau e P-tau no LCR de pacientes com EMRR sem 

tratamento, EMRR após tratamento com imunomodulador e controles saudáveis. 
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Os parâmetros clínicos mais utilizados para monitorizar o tratamento na 

esclerose múltipla são: a ocorrência de surtos e o grau de incapacidade clínica através da 

escala EDSS (28). Estes parâmetros representam aspectos fundamentais da doença, mas são 

limitados. Os surtos são relativamente raros e com certo grau de subjetividade; a EDSS tem 

baixa reprodutibilidade e baixa sensibilidade (278,305).  Atualmente a IRM tem sido um 

bom método para controle de tratamento nos ensaios clínicos dos pacientes com EM, pois 

detecta atividade da doença mesmo em situações de relativo silêncio clínico. Contudo, os 

exames convencionais de IRM oferecem informações incompletas sobre o grau de 

inflamação e neurodegeneração que ocorrem durante o processo patológico da EM 

(252,306,307,308). 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo associar os dados obtidos 

nas imagens por ressonância magnética e os parâmetros inflamatórios do soro e LCR dos 

pacientes, além do acompanhamento clínico de pacientes em tratamento com 

imunomoduladores. 

O estudo foi dividido em duas etapas: Inicialmente, foi avaliada a atividade 

inflamatória em pacientes EMRR durante remissão clínica; no segundo momento foi 

observada a evolução clínica associada ao tratamento com imunomoduladores. 

 

5.1- Avaliação da atividade inflamatória antes do tratamento 

A atividade inflamatória foi avaliada através da quantificação das citocinas com 

efeitos pró e antiinflamatório presentes no sangue e no LCR dos pacientes, associada com a 

presença de bandas oligoclonais (BO). Os resultados mostraram um aumento de citocinas 

inflamatórias no soro e LCR associados ao aumento da síntese intratecal de IgG e número 

de leucócitos no LCR destes pacientes, mesmo durante um período clínico aparentemente 

estável. Este estudo também demonstrou que pacientes estáveis do ponto de vista clínico 

podem apresentar um elevado número de leucócitos no LCR, quando comparados com 

pacientes com outras doenças não inflamatórias do SNC e controles saudáveis. A presença 

de leucócitos no LCR pode ser considerada um marcador de atividade. Em estudo anterior 
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foi demonstrado, após dois anos de seguimento, que os pacientes com elevado número de 

leucócitos no LCR apresentaram mais surtos do que os grupos controle (309). Em nossa 

série, paralelamente ao aumento do número de células no LCR, foi também demonstrada a 

presença de bandas oligoclonais em 91 % dos pacientes EMRR. Estes dados estão em 

concordância com estudos prévios em pacientes brasileiros (215,216). Alguns autores 

mostraram que a ausência de bandas oligoclonais está relacionada a um curso mais benigno 

da EM (310,311). Os dados do presente estudo não corroboram estes autores e apóiam 

trabalho recente que mostrou a correlação da presença de BO com outros indicadores de 

inflamação, mas a ausência de BO não apresentou associação com um curso mais benigno 

da doença (312).  Em nosso estudo, 12 pacientes (24%) apresentaram BO negativas e 

destes, somente um (8,3%) foi classificado como forma benigna, porém com redução 

importante do volume cerebral (atrofia cerebral). Outro estudo avaliou a relação da 

presença de BO com a localização das lesões e não encontrou correlação, sugerindo que as 

células B podem estar localizadas nas meninges e no parênquima (313).   Estudo recente 

demonstrou não haver diferença no preenchimento dos critérios de Barkhof entre os 

pacientes com BO negativas e BO positivas, mas houve diferença no padrão de lesões com 

predomínio de lesões justacorticais e menor freqüência de lesões infratentoriais nos 

pacientes com BO negativas quando comparados com os pacientes BO positivos (314). Em 

nosso estudo, não observamos diferenças na carga lesional da IRM entre os pacientes 

negativos e positivos para bandas oligoclonais IgG. 

 

5.1.1- Avaliação das citocinas no LCR e soro 

A proliferação, diferenciação e produção de anticorpos pelas células B são 

coordenadas pelos linfócitos T auxiliares e pelas citocinas por eles produzidas. O acúmulo 

perivascular de células mononucleares no SNC e a presença de células T auto-reativas no 

sangue e LCR são característicos da EM e sugerem a participação das citocinas na 

patogênese da doença (315,316). As células Th1 e Th2 são produtores de citocinas, porém 

outras células dentro e fora do sistema imune também produzem estas citocinas. Estudos 

anteriores demonstraram a presença de resposta imunológica aberrante na EM e que, 

provavelmente, o espectro das citocinas deve influenciar o processo patológico da doença 
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(317,318,319).  As citocinas produzidas nas fases iniciais da resposta imune, como IL12, 

contribuem para o desenvolvimento de resposta Th1. O sistema IL12/ IL12R estabelece 

uma ponte entre a resposta imunológica inata e adaptativa. Alguns autores apontam uma 

falha na regulação deste sistema na EM (320). Contudo, resultados conflitantes têm sido 

observados e um aumento na produção desta citocina vem sendo demonstrado na fase 

progressiva da doença. O aumento da freqüência de monócitos secretando IL12 parece estar 

correlacionado com a presença de lesões cerebrais ativas detectadas na IRM (321). Por 

outro lado, alguns relatos mostraram que os níveis séricos de IL12 podem ser semelhantes 

em pacientes EM e controles (322). No presente estudo foi observado uma redução na 

produção desta citocina no LCR, mas estudando o plasma de pacientes sem tratamento, 

demonstramos aumento de IL12. O tratamento com beta-interferona reduziu os níveis de 

TNFα e IFNγ, mas não houve mudanças nos níveis plasmáticos de IL-12 (323). No entanto, 

os níveis normais das citocinas não excluem a função destes mediadores, uma vez que 

mesmo em baixas concentrações, o efeito pró-inflamatório pode ocorrer pelo aumento da 

expressão dos receptores para citocinas (320).  

A outra citocina avaliada em nosso estudo foi o IFN γ que mostrou um aumento 

significativo no LCR e soro em relação ao grupo controle saudável, embora sem diferença 

significativa com os grupos das outras doenças neurológicas (ODN e LES). Inicialmente, os 

interferons foram testados como agentes terapêuticos para EM pela sua ação antiviral e pela 

hipótese de origem viral da EM. Contudo, foram descritos efeitos patogênicos em pacientes 

que receberam IFNγ in vivo (324). Nossos dados apóiam outros estudos que demonstraram 

o papel importante do IFNγ na resposta pró-inflamatória, incluindo a habilidade de induzir 

a produção de outras citocinas pró-inflamatórias (325,326,327,328,329). No modelo 

animal, a produção de isotipos de IgG, como IgG2a, é induzida pelo IFNγ. Em nossos 

resultados, nenhuma informação sobre as classes de IgG foi fornecida, mas é possível que a 

síntese intratecal de IgG seja influenciada pela síntese intratecal de IFNγ. Com relação aos 

pacientes com LES, trabalhos recentes sugerem que a ativação policlonal e maturação das 

células B que ocorrem nesta doença são dependentes de células T e o aumento da expressão 

de IFNγ nestas células pode contribuir para a imunopatogênese da doença (330,331).  
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Paralelamente à produção de IFNγ, foi detectado um aumento de TNFα no soro 

e LCR dos pacientes do grupo EM. Aproximadamente 40% destes pacientes apresentaram 

níveis de TNFα no LCR iguais ou superiores ao soro, sugerindo a síntese intratecal desta 

citocina. TNFα é descrito como uma das principais citocinas nesta doença desmielinizante 

pelos efeitos mielinotóxicos (332,333,334,335,336). TNFα é também um indutor das 

moléculas de adesão e quimiocinas e seu estímulo pode gerar um efeito maior no 

recrutamento dos leucócitos para o SNC (337). Nesta mesma avaliação, foi possível 

demonstrar uma correlação positiva entre o número de leucócitos no LCR e os níveis de 

TNFα; isto poderia explicar, pelo menos em parte, o aumento do número de leucócitos 

observado no LCR e a perpetuação da inflamação na EM. Em nossa série, os pacientes do 

grupo LES também apresentaram elevados níveis de TNFα no soro e LCR. Neste caso, o 

papel do TNFα é ainda discutível e alguns trabalhos sugerem que esta citocina pode ter 

função protetora (330,338,339,340). Por outro lado, alguns autores sugerem que o aumento 

de citocinas pró-inflamatórias na periferia, como o TNFα, pode contribuir para o aumento 

da secreção intratecal de metabólitos do óxido nítrico (NO) e, consequentemente, o 

aparecimento das manifestações neuropsiquiátricas do LES (341). Outro relato recente 

sugere que a ligação de auto-anticorpos com antígenos no LCR promove um potente 

estímulo de produção de interferon alpha (IFNα), quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias. 

As evidências apontam o IFNα como um dos responsáveis pelas manifestações 

neuropsiquiátricas no LES (342).  

Durante a resposta inflamatória na esclerose múltipla, as citocinas produzidas 

pelos linfócitos Th1 ou Th2 promovem funções inibitórias para regular os seus efeitos. 

IFNγ bloqueia a produção de células Th2, enquanto IL10 inibe a síntese de citocinas Th1 

(343). Relatos de produção de IL10 mostraram que pacientes com níveis elevados desta 

citocina apresentam escores menores de incapacidade e menor carga de lesões em T2 (344). 

Outro trabalho demonstrou aumento de IL10 durante a fase de remissão clínica, tanto no 

LCR como no soro (345). Em nossa série, nós não observamos alterações significativas de 

IL10 nos pacientes com EM na comparação com o grupo de indivíduos saudáveis (CS) e 

estes dados estão de acordo com outros estudos que demonstraram o predomínio da 

resposta pró-inflamatória na EM (346,347,348,349), mesmo na ausência de manifestações 

clínicas. Outros autores sugerem uma correlação entre os níveis de IL10 no LCR e síntese 
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intratecal de IgG (350) que não foi observada em nossos resultados. Por outro lado, os 

pacientes dos grupos ODN e LES apresentaram significante aumento dos níveis de IL10, 

corroborando outros estudos que demonstraram a elevação de IL10 no LCR de pacientes 

com manifestações neuropsiquiátricas no LES (351). Considerando as propriedades de 

IL10, que ativam os linfócitos B e inibem os linfócitos T, o aumento desta citocina no LES 

pode explicar as alterações imunológicas desta doença que é caracterizada pela produção de 

auto-anticorpos e deficiência na resposta T (352,353). 

 

5.1.2- Avaliação da resposta humoral 

O estímulo que inicia e perpetua a disfunção da resposta imunológica ainda não 

foi totalmente esclarecido e a participação das células B na patogênese da doença também 

tem sido muito pesquisada (354). Recentes trabalhos demonstraram acúmulo de células B, 

infectadas com Epstein-Barr vírus (EBV), em folículos presentes nas meninges e lesões da 

substância branca de pacientes com EM (355,356,357,358), que apóiam uma possível 

ligação da ativação anormal das células B com o processo imunopatológico mediado pelas 

células T. Em nosso estudo, não foi possível avaliar a síntese intratecal de anticorpo 

específico ou a carga viral do EBV, mas cerca de 30% dos pacientes com EM apresentaram 

anticorpos IgG para EBV no LCR.  

Considerando a importância da participação das células B no processo 

patológico da EM, outro objetivo do nosso estudo foi avaliar a resposta humoral antes do 

tratamento e durante o curso clínico da EM. O primeiro aspecto analisado foi a comparação 

dos achados do LCR e as anormalidades encontradas na IRM de crânio em pacientes 

EMRR durante remissão clínica. Os pacientes com valores elevados de índice IgG 

apresentaram maior carga lesional na IRM de crânio. Estes resultados corroboram outros 

estudos que confirmam o papel dos anticorpos no desenvolvimento das lesões na EM 

(359,360). A correlação de anormalidades na RM com a síntese intratecal de IgG foi 

previamente demonstrada em uma série de pacientes com a forma progressiva crônica da 

EM (361) e em pacientes nos estágios iniciais da forma ativa da EM com surtos (309).  
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5.2- Avaliação da atividade inflamatória após tratamento com imunomodulador 

Neste estudo, os pacientes EM foram acompanhados longitudinalmente e 

reavaliados após no mínimo três anos de tratamento com imunomodulador. Na avaliação da 

resposta humoral foi pesquisada a síntese intratecal de anticorpos IgG e IgM. Alguns 

autores mostraram que pacientes com síntese intratecal IgG ou IgM (362,363,364), 

detectadas no início da doença, tiveram um pior curso clínico, sugerindo estes parâmetros 

como marcadores prognósticos e orientadores de tratamento com  imunomodulador. 

Embora uma significante correlação da síntese intratecal de IgG e EDSS não tenha sido 

encontrada, nossos resultados confirmam a sensibilidade do LCR na demonstração do 

processo inflamatório no SNC, mesmo com a doença em remissão clínica. Houve uma 

associação significativa entre a síntese intratecal de IgM e lesões com captação de 

gadolínio na IRM, demonstrando atividade de doença neste grupo de  pacientes mesmo em 

fase de remissão clínica e com tratamento imunomodulador. Este achado corrobora estudos 

que mostraram que a taxa de surtos é menos sensível que a atividade medida pela IRM de 

crânio em pacientes com EM (232,365).  

Após o tratamento com imunomodulador a taxa de surtos reduziu, porém estes 

pacientes apresentaram aumento nos escores da EDSS que foram positivamente 

correlacionados com as medidas de carga lesional. Alguns autores demonstraram uma fraca 

ou moderada correlação entre o volume de lesões em T2/T1 (black holes) e a EDSS 

(366,367,368,369,370). Outros autores mostraram uma correlação da carga lesional com a 

EDSS somente nos pacientes com pesquisa de bandas oligoclonais IgG positivas no LCR 

(371). A contagem global de lesões e o volume total de lesões quantificados nos estágios 

iniciais da doença têm sido correlacionados com o grau de incapacidade no futuro 

(370,372,373). Os resultados conflitantes relatados entre IRM e grau de incapacidade são 

atribuídos à baixa sensibilidade da escala EDSS e um possível impacto da plasticidade na 

determinação da incapacidade clínica (374,375). Alguns autores sugerem que a avaliação 

multiparamétrica (volume de lesões em T1/T2 e medidas de N-acetil-aspartato) e as 

técnicas avançadas por IRM podem explicar melhor as variações da EDSS e parecem ter 

um grande potencial na monitorização da evolução da EM (376,377,378,379,380). 
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5.2.1- Avaliação do dano axonal 

Os estudos de atrofia cerebral com outros marcadores neuronais pela IRM 

apóiam a hipótese de que a observação de atrofia cerebral é o reflexo do dano axonal 

acumulado e que a progressão da doença é dependente deste efeito (381,382,383). A 

redução do volume cerebral (atrofia) observada em nosso estudo, não mostrou associação 

com o grau de incapacidade. Isto pode ser explicado pelo fato da EDSS medir 

principalmente o componente motor da incapacidade clínica e o possível impacto da 

neuroplasticidade (375). Alguns autores mostraram que pacientes com a forma progressiva 

secundária apresentam significantemente mais atrofia quando comparados com pacientes 

com a forma remitente-recorrente, sugerindo o papel relevante da atrofia na determinação 

do curso e progressão da EM (307). Outros autores também demonstraram que a atrofia 

cerebral encontrada nas fases iniciais da EM pode determinar a progressão da incapacidade, 

sugerindo que a incapacidade clínica é determinada pelas alterações neurodegenerativas 

visualizadas na IRM (384,385). Alguns estudos avaliaram, separadamente, os volumes da 

substância branca (SB) e substância cinzenta (SC), e demonstraram que a perda da SC está 

relacionada com outros aspectos da patologia cerebral e tem maior relevância clínica do 

que a atrofia da substância branca (307,370,386,387,388). Relatos recentes enfatizam que a 

atrofia da SC está fortemente correlacionada com o declínio clínico e cognitivo (383) e 

confirmam a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de avaliação clínica e 

medidas de IRM mais sensíveis para um melhor entendimento da progressão da 

incapacidade na doença (389,390,391). É importante ressaltar que a atrofia cerebral, em 

nossa série, foi observada desde o diagnóstico e mostrou correlação com o número de 

exacerbações e o tempo de doença. Observações anteriores mostraram que a carga lesional 

nos cinco primeiros anos de doença parece estar mais estreitamente relacionada com o grau 

de atrofia cerebral (307,392). Outros relatos sugerem que o dano axonal e o volume de 

lesões em T2 parecem estar dissociados, pelo menos parcialmente, nos estágios iniciais da 

EM (393). Alguns autores mostraram uma relação entre atrofia cortical, carga lesional na 

substância branca e incapacidade, e sugerem que a atrofia cortical pode ocorrer mesmo nos 

pacientes com reduzido grau de incapacidade; a interrupção dos tratos da substância branca 

pelas placas parece contribuir, pelo menos parcialmente, para o desenvolvimento da atrofia 

cortical (394). Recentemente, foi demonstrado que a combinação das medidas de atrofia e 
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da carga lesional pela IRM podem prever a progressão clínica através do desenvolvimento 

de uma escala baseada na IRM (395).  

 

5.2.2- Avaliação dos marcadores de neurodegeneração 

A progressão clínica é patologicamente explicada pela neurodegeneração, mas 

os mecanismos envolvidos ainda não são bem conhecidos. A proteína Tau é considerada 

um marcador de dano axonal e a sua forma anormal hiperfosforilada está envolvida na 

etiopatogenia de algumas desordens neurodenerativas. Alguns autores demonstraram a 

associação do acúmulo desta forma insolúvel da proteína Tau (P-Tau) com a progressão 

secundária da EM (396,397,398). Em nossa série foi verificado aumento dos níveis de 

proteína T-tau no LCR de pacientes EM, comparados com controles normais. Estes dados 

corroboram outros trabalhos que também mostraram elevação dos níveis de proteína T-tau 

e P-tau (178,179,180,181,182,183,184,185). Alguns autores mostraram um maior aumento 

de T-tau nas fases iniciais da EM (CIS) e na doença ativa quando comparados com estágios 

clínicos estáveis, mas não registraram elevação de P-tau (179,182,184,280). Em nosso 

estudo, não foi demonstrada elevação de P-tau em relação ao grupo controle saudável.  

A observação de atrofia cerebral sem correlação com os parâmetros 

inflamatórios no LCR requer estudos adicionais para elucidar melhor o papel da resposta 

inflamatória na neurodegeneração. Nossos dados enfatizam a relação da síntese intratecal 

de anticorpos com a carga lesional cerebral em pacientes EM com a forma clínica 

remitente-recorrente. Alguns autores mostraram a associação dos níveis de T-tau com a 

carga de lesões em T2 e com a EDSS em pacientes com esta mesma forma clínica 

(181,280). A correlação de T-tau com o índice IgG, também foi observada, sugerindo a 

participação da inflamação, pelo menos em parte, no dano axonal na EM (180). No 

presente estudo, observamos aumento significativo das proteínas T-tau antes do tratamento, 

e importante diminuição após o tratamento com imunomodulador. Níveis aumentados 

destes marcadores foram associados com o grau de atrofia cerebral focal (regiões temporal, 

frontal, parietal e hipocampo) em pacientes idosos com doença de Alzheimer ou declínio 

cognitivo associado à idade (399), mas praticamente não existem estudos relacionando 
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estes marcadores com medidas de atrofia em pacientes com EM. Em nossa série, não foi 

observada associação das proteínas T-tau e P-tau com o volume cerebral na RM. Além 

disso, as características clínicas (EDSS, taxa de surtos), outras medidas quantitativas por 

IRM (volume total de lesões e número de placas) e parâmetros de inflamação no LCR 

(número de leucócitos, Índice IgG e Índice IgM) não influenciaram os níveis de  

T-tau e P-tau. Estes achados corroboram outros estudos que demonstraram resultados 

conflitantes, principalmente nos estágios iniciais da doença, sugerindo que estas proteínas 

não são úteis como marcadores de atividade e dano axonal para uso clínico de rotina 

(186,187,188,400). 

Novas medidas quantitativas de IRM, parâmetros inflamatórios e marcadores de 

neurodegeneração no LCR poderão ser potenciais instrumentos para um melhor 

entendimento dos aspectos imunopatológicos da EM (189). 

 

5.2.3- Avaliação clínica 

O entendimento atual da patogênese da EM sugere que o dano axonal ocorre 

nos estágios iniciais da doença (381,401) e que o tratamento precoce pode prevenir ou 

retardar o desenvolvimento da incapacidade funcional (402,403,404). A forma clínica 

remitente-recorrente evolui para a forma progressiva secundária depois de um período 

muito variável. Acredita-se que a evolução ocorra como resultado da sobreposição do dano 

axonal progressivo, mas existe um subgrupo de pacientes que apresenta pouca ou nenhuma 

progressão ao longo do curso da doença (forma benigna). Alguns autores relatam que isto 

não é uma verdade absoluta e que alguns casos podem desenvolver doença progressiva 

(275). Em nossa série, somente 20% dos pacientes foram classificados como portadores da 

forma benigna e estão em concordância com outros estudos em pacientes brasileiros (4). O 

início da doença em faixas etárias mais jovens, sexo feminino, sintomas sensitivos e neurite 

óptica no início e poucos surtos nos primeiros dois anos estão associados com um curso 

favorável (405). Apesar destes estudos, ainda é muito difícil prever se o curso será benigno 

no início. A manutenção ou recuperação da condução neural dentro das lesões no SNC 

parece ser a essência da forma benigna (406). Estudos mais recentes sugerem que a 
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progressão da doença pode ser um processo degenerativo dependente da idade, 

independente de surtos prévios e que o curso inicial da doença não influencia 

substancialmente a idade de instalação da incapacidade (407,408).  

 

5.3- Considerações finais  

Os estudos de história natural da EM estabeleceram bem, de uma forma geral, a 

evolução e o prognóstico da doença. Apesar desta aparente homogeneidade do curso 

clínico, existe uma grande variabilidade individual que torna imprevisível a determinação 

do perfil individual (409). 

Os resultados do presente estudo sugerem que o perfil clínico-laboratorial desta 

amostra de pacientes brasileiros não apresenta diferenças significativas comparados com 

estudos de outras populações com EMRR. 

Com base nas análises laboratoriais e de neuroimagem, na avaliação evolutiva 

dos pacientes e na redução do volume cerebral observados em nossa série, desde os 

estágios iniciais da doença, nós podemos inferir que a população estudada não apresenta 

um perfil benigno e necessita de medidas efetivas de intervenção para controle do processo 

patológico. 
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6.1- Conclusões gerais 

6.1.1- A avaliação dos parâmetros inflamatórios no LCR foi mais sensível que 

os dados clínicos (taxa anual de surtos e a EDSS) na demonstração de 

atividade da doença.  

 

6.1.2- Apesar do tratamento com imunomodulador, os pacientes apresentaram 

piora progressiva do quadro clínico. Isto implica que o desenvolvimento 

de novas estratégias de tratamento é fundamental para o controle da EM.  

 

6.2- Conclusões específicas 

 

6.2.1- A análise das citocinas demonstrou um perfil inflamatório nos pacientes 

EMRR mesmo em fase de remissão clínica. 

 

6.2.2- A carga lesional nas imagens por ressonância magnética quantitativa 

apresentou correlação com a resposta de anticorpos IgG no LCR. 

 

6.2.3- A síntese intratecal de IgM, presente nos pacientes EMRR em fase de 

remissão clínica, mostrou ser um marcador de atividade da doença.   

 

6.2.4- Em nossa série foi detectada atrofia cerebral pela IRM nos estágios 

iniciais da doença, assim como aumento de proteínas T-tau no LCR. 

Estas medidas refletem o dano axonal precoce e apóiam os estudos que 

sugerem intervenção terapêutica na síndrome clínica isolada (CIS) de 

alto risco. 
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6.2.5- O tratamento com imunomodulador reduziu os níveis das proteínas T-tau 

no LCR, sugerindo a participação da inflamação no dano axonal. 

 

6.2.6- Não foi possível estabelecer associação entre a presença de anticorpos do 

vírus EBV no LCR e a atividade da doença. 
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Abstract 

Looking at the need for alternative strategies for multiple sclerosis patients, who do not 

respond satisfactorily to current treatments, both quantitative MRI and CSF inflammatory 

parameters were used in order to provide information about the clinical evolution of MS 

and their potential role for evaluating the response of the patients to immunomodulatory 

treatment. Therefore, a longitudinal study of 54 RRMS patients was made after an average 

of 6.3 ± 2.7 years. MRIs were performed and CSF samples were collected both during the 

diagnostic process and after immunomodulator treatment (beta interferon and glatiramer 

acetate).  

Demyelinating lesions were detected by MRI in 94.4% and the presence of oligoclonal 

bands were observed in 83% of patients. During the evolution of the disease, it was 

possible to establish a positive correlation of IgG index with lesion total volume and total 

leukocytes count. Brain atrophy was observed since the diagnosis of disease. There was 

also an inverse correlation of duration of the disease with both total leukocytes count and 

brain volume. The number of relapses was also inversely correlated to the brain volume and 

this one decreased after treatment.  

Our results indicate that the high intrathecal IgG synthesis observed in the RRMS patients 

may predict a greater brain lesion burden and that the treatment with immunomodulator 

induces a significant reduction of annual relapse rate. 
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Introduction 

Despite Multiple Sclerosis’ pathological and clinical features as well as the 

inflammatory aspects had been widely studied, little is known about the disease’s 

prognostic. Therefore, the search for biological markers of disease activity and the 

knowledge of prognostic factors, which can predict the clinical course of a more specific 

and effective therapy is still necessary.  

The prevalence of Multiple Sclerosis (MS) has a considerable variability all 

over the world. According to Kurtzke, South America is considered to have low prevalence 

(minor than 5 cases: 100000 habitants) (1).  

The pathological hallmarks of MS lesions in brain and spinal cord are 

inflammation, demyelination, axon loss and gliosis (2,3). Recent studies revealed 

heterogeneity in the mechanisms leading to the formation of lesions (4,5,6) and this one is 

not only observed in its clinical presentation, but also in the profile of the 

immunopathological event evidenced by different patterns of demyelinating lesions at the 

neuroimaging studies (7).   Simultaneously, axonal destruction and neuronal loss occur 

early during multiple sclerosis as a consequence of the extensive inflammatory response  

(9-13). 

Although MS treatment has progressed significantly, there are patients who still 

do not respond satisfactorily to current therapies, in part as a consequence of disease 

heterogeneity due to probably several genes interaction in polygenetic disorder (14). Thus, 

there are several remaining challenges for this approach to be effective. 

As MS is a chronic disease with a relatively early age at onset and is part of a 

differential diagnosis spectrum with tropical infectious diseases in our environment, the 

importance some tools for diagnosis and follow-up of these patients is crucial. Regarding to 

this concept, the lesion load measurements by MRI associated with intrathecal IgG 

synthesis could be good quantitative indicators of disease’s activity, and the brain volume 

could be potentially the promising biomarker of chronic tissue loss, justifying our study.  
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Patients and Methods 

Patients 

Patients with clinically definite MS attended at our university hospital, between 

1997 and 2005 were studied. The study was approved by the Ethics Committee of our 

Institution, and informed consent was obtained for all patients. Patients were chosen during 

diagnostic determination in sequential visits. A total of 54 patients (37 women and 17 men), 

with ages ranging from 10 to 46 years (mean age of 30 years), all with the  

relapsing-remitting (RR) form of the disease, according to the Poser´s criteria (14), were 

included in the study. MRI and laboratory investigations were performed when patients 

experienced remission of symptoms and before any chronic immunomodulating or 

immunossupressive treatment. The Expanded Disability Status Scale (EDSS) score was 

assessed at lumbar puncture (15). The delay between the first attack and the lumbar 

puncture was 4.0 years. Neurological exams were performed in all patients by the same 

investigator who was blinded to laboratory and clinical results.  

Twenty healthy volunteers (9 men and 11 women), with ages ranging from 20 

to 62 years (mean age of 32 years) were studied as a control group for MRI. The normal 

control group was used only to compare the brain atrophy component. They were recruited 

from the local community and had no family history of neurological or psychiatric illness.  

Patients with significant comorbidities, such as alcoholism, head injury, arterial 

hypertension, diabetes mellitus, stroke, drug abuse, and malignancy were excluded.  

 

Serum and CSF samples  

All specimens were obtained after the first consultation for routine 

determination of CSF leukocyte count and IgG synthesis. None of the patients had received 

corticosteroids or other immunosuppressive drugs during a period of at least 6 months prior 

to donating CSF and blood for the study.  
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Laboratory procedures  

IgG and albumin in the CSF and serum were measured by nephelometry  

(BNII; Dade Behring, Marburg, Germany), and IgG Indexes were calculated according to 

the literature (16). Oligoclonal IgG bands (OCB) were identified by isoelectrofocusing 

(17).  

 

Imaging  

MRI examinations were performed using a 2.0-tesla system (Elscint, Prestige, 

Haifa, Israel). All exams covered the whole brain and sections were made in the coronal, 

sagittal and axial planes. MRI acquisition parameters for images used for analysis include: 

(1) T 1 sagittal images, 6 mm thick, flip angle = 1,800, repetition time (TR) 550 ms, echo 

time (TE) 12 ms, matrix 270 x 200; (2) T 1 axial images, 6 mm thick, flip angle = 1,800, 

TR 550 ms, TE 12 ms, matrix 300 x 210; (3) T 2 sagittal images, 6 mm thick, flip  

angle = 1,100, TR 6,600 ms, TE 128 ms, matrix 320 x 252; (4) axial double echo images, 

proton density weighted, 6 mm thick, flip angle = 1,700, TR 4,800 ms, TE 16 ms, matrix 

256 x 256; T 2 , 6 mm thick, flip angle = 1,700, TR 4,800 ms, TE 128 ms, matrix  

256 x 256; inversion time 2,550 ms; (5) axial flair images, 6 mm thick, flip angle = 1,100, 

TR 10,099 ms, TE 90 ms, matrix 250 x 250; (6) coronal T1, 6 mm thick, flip angle = 1,800, 

TR 550 ms, TE 12 ms, matrix 270 x 200. (7) axial T1 gradient echo, 3mm thick (flip angle, 

70º; TR, 200; TE, 5; matrix, 180x232; FOV, 22x22 cm); (8) axial T2 fast spin-echo, 4mm 

thick (flip angle, 120º; TR, 6800; TE, 129; matrix, 252x328; FOV, 21x23 cm) (9) 

volumetric (3-dimensional) T1 gradient echo, acquired in the sagittal plane for multiplanar 

reconstruction, 1 mm thick (tip angle, 35º, TR, 22; TE, 9; matrix, 256x220; FOV,  

23x25 cm). Administration of 0.1 mmol/kg of gadolinium- DTPA was used. 

Brain MRI data were quantified using a semi-automated local lesion threshold 

technique. A semi-automated segmentation was performed using the software NeuroLine 

(interactive system for neuroimaging segmentation and analysis), developed in our 

neuroimaging laboratory (18). The examiner interacts with the program through markers 

(points or lines traced on the image). 
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The segmentation method used was watershed transformation (19, 20), which is 

based on the gray level and at distance to the markers (for each point in the image). The 

examiner defines markers (for the semi-automated segmentation), parameters (for pre- and 

postprocessing) and contours (for manual segmentation in cases where the insertion of 

additional markers does not present satisfactory results). For each marker inserted or edited, 

the resulting contours are displayed over the original image. The presentation of the 

resulting contours is very quick, because the segmentation is applied just in the slice where 

the marker was traced. For identification of each structure to be segmented, the examiner 

can use labels associated with different marker colors. 

The watershed approach, first introduced by Beucher and Lantuéjoul (21) and 

Beucher and Meyer (19), is one of the most powerful tools of mathematical morphology for 

image segmentation. Intuitively, the watershed algorithm can be compared with a flooding 

simulation. In this context, an input gray-scale image (generally the morphological gradient 

of the original data) is considered as a topographic surface where holes are punched in the 

marker regions. These regions can be found automatically or pointed out by the user. After 

associating each marker with a color, colored waters flow through the holes and enter the 

topography to inundate it at a uniform rate. Dams are built to prevent the merging of 

different colored waters. Finally, these dams form the watershed lines between the 

segmented regions also called ‘catch- ment basins’. The classical watershed transformation 

occurs when the markers are the regional minima of the image. Thus, the semiautomatic 

approach offers repeatability, it is not very time consuming for the user and it is user 

guided, therefore accurate. In such interactive processes, reconstruction and visualization 

help the user to validate the segmentation results or correct them. The traditional approach 

for providing visual feedback to the user is to separate the interactive system into two 

independent processing components: segmentation and then visualization (20, 22– 25). 

Using a visual count method, the lesions were also analyzed through the work 

station in order to localize and measure the number of lesions by both semi-automated and 

visual methods. The proton density and T 2-weighted images were scored according to the 

following items: number of frontal, parietal, temporal, occipital, infratentorial and basal 

ganglia (including internal capsule) lesions, number of periventricular lesions, number of 
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callosal/ subcallosal lesions and number of juxtacortical (contiguous with the cortex) 

lesions. 

Lesions were identified and measured by one of the authors (H.H.R.) who was 

blinded to laboratory and clinical results (fig. 1). 

Measurements of cerebral hemisphere volumes were performed using 

volumetric (3-dimensional) T1 gradient echo. The total brain parenchymal fraction (BPF) 

volume was quantified using a semiautomated cerebral hemisphere threshold technique, 

through markers, using the same technique for brain lesion volume analysis described 

previously. Values < 2 standard deviations from the mean of the control group were 

considered abnormal. 

Both laboratorial tests and the acquisition images through by MRI were 

performed at the remission phase of the clinical symptoms in all the patients of this group 

in two different times: (1) during the disease investigation, before the beginning of any 

immunomodulator or immunosupressive treatment; (2) after the treatment with 

immunomodulators (beta interferon and glatiramer acetate) for at least three years. 

 

Statistical  methods  

Statistical significance of the results was determined using a non-parametric 

variance analysis, Kruskal-Wallis test and Spearman Rank test.  

Mann Whitney test was used to compare continuous variables in relation to 

patient genders, and Spearman correlation coefficient to assess the relationship between 

variables; a p value of <0.05 was accepted as statistically significant. The analysis was done 

correcting all the differences the evolution course, using the original data as the one with 

the correction by the time of the following up. Statistical analyses were performed using the 

SAS System for Windows (Statistical Analysis System), 8.02. SAS Institute Inc,  

1999-2001, Cary, NC, USA. 
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Results   

Fifty four patients with RRMS were evaluated (Table 1). Measurement of brain 

parenchymal fraction (BPF) volume of MS patients was significantly lower than in healthy 

controls (mean ± SD BPF volume, 928.18 ± 93.88 and 1115.2 ± 131.32, respectively;  

p< 0.001). Abnormalities compatible with demyelinating lesions were observed in MRI of 

51 (94.4%) MS patients (Fig. 1). Spinal cord lesions were present in three patients (5.6%) 

with negative brain MRI. These patients showed CSF pleocytosis and high IgG index 

values. Both brain total lesion volume (TLV) and total plaque count showed a statistically 

significant correlation with EDSS (p= 0.0002, r= 0.5005 and p= 0.007, r= 0.38, 

respectively) (Fig. 2A, 2B) as well as the duration of disease (p= 0.0079, r= 0.37 and  

p= 0.038, r= 0.29, respectively) (Fig. 3A, 3B). Corroborating with data given by  

semi- automated program, the visual analysis demonstrated that the number of 

periventricular and juxtacortical lesions were correlated with EDSS (p= 0.0037, r= 0.4035; 

p= 0.0305, r= 0.3063, respectively), intrathecal IgG synthesis (p= 0.0220, r= 0.3233;  

p= 0.0056, r= 0.3860, respectively) and total plaque count (p= 0.0363, r= 0.2969;  

p= 0.0094, r= 0.3638, respectively). In addition, an inverse correlation between the duration 

of disease and CSF leukocyte count was observed (p= 0.019, r= -0.33) (Fig. 4A). IgG index 

was positively correlated with higher brain total lesion volume (p= 0.043, r= 0.29)  

(Fig. 4B). However, no significant relationship was found among IgG index, EDSS score 

(p= 0.61, r= 0.073) and BPF volume (p= 0.51, r= 0.095). BPF volume was inversely 

correlated to disease duration and the number of relapses (p= 0.0385, r= - 0.293 and  

p= 0.0256, r= - 0.315, respectively). In contrast, no correlation was found among BPF 

volume, EDSS score (p= 0.1949, r= - 0.18642) and total lesion volume (p= 0.6605,  

r= - 0.06366). 

Pleocytosis (> 5 leucocytes/mm3) were present in twenty-two (40%) patients 

and high IgG index values (> 0.7) were observed in 38 (72%). Forty-five (83,3%) patients 

were OCB positive. There was a positive correlation between CSF leukocyte count and IgG 

index (p= 0.046, r= 0.284) (Fig. 5).  
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MS patients of this study were both followed up and evaluated after an average 

of 6.3 ± 2.7 years, ranging from 3 to 10 years, all of them have been treated with 

immunomodulators.  

The correlation of IgG index with lesion total volume (p=0.038, r=0.29) and the 

total leukocytes count had remained significant (p<0.001, r=0.479) (fig. 6A, 6B). 

Pleocytosis were present in sixteen (30%) patients and high IgG index values were 

observed in 33 (61%). There had been also, an inverse correlation of the duration of disease 

with both the total leukocytes count (p=0.0442, r=-0.275) and brain volume (p=0.02,  

r=-0.32) (fig.7A, 7B). 

The number of relapses was also inversely correlated to the brain volume 

(p=0.026, r=-0.32) (fig.8). The annual relapse rate decreased (p<0.001), although many 

patients had presented an increase at EDSS (p<0.001), which was more elevated in males. 

There has been no decrease at the lesion load measured by TLV (p=0.53). 

EDSS evolution did not show correlation with TLV or with brain volume, but EDSS has 

correlated with the duration of disease (p=0.05, r=0.48) (fig.9). 

Brain volume measures did not show significant differences through the 

analyzed period. 

Due to the difference in the duration of disease among the patients, the analysis 

was redone, correcting all the differences, using the original data as the one with the 

correction by the time of the follow up. It was verified a significant difference in the score 

count increase for EDSS scale and score decrease for the annual relapse rate.  

 

Discussion 

We have performed an in vivo longitudinal analysis of RRMS patients, 

demonstrating the relevance of both intrathecal IgG synthesis and lesion load in the 

inflammatory process and brain atrophy in the remission phase of symptoms, before and 

after the treatment with immunomodulators.  
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In previous studies, we and others have demonstrated that RRMS patients with 

higher intrathecal IgG synthesis presented a greater brain lesion burden (26, 27,28,29,30).  

Although a significant correlation of IgG index and EDSS were not found, our results 

confirm the CSF sensibility in demonstrating the inflammatory process in CNS, with a 

positive correlation between intrathecal IgG index and pleocytosis, even when the patients 

were under treatment. Recent study provide evidence for the occurrence a important 

synaptic retraction of alpha motoneurons during the exacerbation phase of Experimental 

autoimmune encephalomyelitis, a experimental model of MS, induced in Lewis rats. This 

retraction is rapidly recovered during the remission phase of the disease, while the 

inflammatory process continues. These findings emphasize the different timing between 

both  recover of  synapse regeneration and inflammatory reactions in the demyelinating 

process (31). 

In the present study, the inverse correlation of brain volume with number of 

relapses and with disease span suggest the impact of axonal damage in the course of 

disease, which is also corroborate to increase of EDSS. Since the annual relapse rate 

decreased after treatment, one can infer that the clinical worsening during the disease span 

was not related exclusively to the inflammatory process, but probably also to the 

neurodegenerative changes.  

On the other hand, there was not also a strong relationship between motor 

impairment scores and MRI imaging changes, leading the authors to conclude that the 

EDSS scale has low sensitivity (32) and is not a good clinical parameter (tool) to measure 

brain injury. Possibly, a combination of features as white matter loss connections, 

associated with a possible impact of the plasticity (33) in determination of clinical 

disability, are crucial to generate MS motor symptoms.  

Brain volume is a potentially promising biomarker of chronic tissue loss, which 

is axonal, neuronal and myelin (34). Although the reduction in brain parenchymal fraction 

(BPF) was greater in those patients with longer disease span, this atrophy did not get worse 

in the follow-up.  This observation could indicate that the immunomodulators could have 

partial effect on delay of the degenerative process during the disease course or that this 
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process is slow, considering that demyelination and remyelination occur in different period 

during axonal injury, being necessary a long follow-up study to verify these differences. 

Taken together, our data emphasize the importance of IgG intrathecal synthesis 

as a predictive value in brain lesion burden of RRMS patients, being a good marker of 

disease activity and a feasible tool for follow-up study of those patients who do not respond 

satisfactorily to current therapies. In addition, the efficacy of immunomodulators in this 

study in RRMS, reinforces the concept of early intervention, due to relapse reduction rate 

after treatment. Therefore, disease-modifying treatments for MS clearly have a beneficial 

effect in the inflammation. 
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Table 1. Summary of clinical and laboratory data 
 

Parameter MS 
before treatment  

MS 
after treatment 

Pacients 54 54 
Females/ males 37: 17 37: 17 
Age at onset , years  
Mean +-SD 

 
30 (9.6) 

 
30 (9.6) 

Range 10- 46 10- 46 
Duration of disease, years 
Mean +-SD 

 
10 (5.8) 

 
11 (5.7) 

Range 1- 29 3- 31 
Relapse rate / year 
Mean +-SD 

 
1.4 (1.0) 

 
0.4 (0.4) 

Range 0.3- 6.0 0- 2.0 
EDSS score 
Mean +-SD 

 
2.6 (1.2) 

 
4.3 (2.0) 

Range 1- 6 1- 8 
IgG index 
Mean +-SD 

 
0.9 (0.4) 

 
0.8 (0.3) 

Range 0.3- 2.3 0.3- 2.4 
Leukocytes 
Mean +-SD 

 
6 (8.4) 

 
4 (4.6) 

Range 1- 46 1- 25 
Plaques 
Mean +-SD 

 
69 (46.4) 

 
63 (43.9) 

Range 0- 172 0- 173 
Brain TLV,(cm3) 
Mean +-SD 

 
13.9 (13.5) 

 
15.4 (17.6) 

Range 
BPF volume, (cm3) 
Mean +-SD 
Range 

0-87.0  
 

952.5 (88.5) 
756.7- 1118.7  

0-59.6 
 

947.6 (82.9) 
734.7- 1084.8 

IgG index = (CSF IgG/ serum IgG)/(CSF Albumin/ serum Albumin).  
BPF – brain parenchymal fraction , TLV- total lesion volume 
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Figure 1- MRIs were obtained in a 2-tesla system in the transaxial plane, using  

semi-automatic threshold technique. In detais, sequence of tracing the regions of interest to 

segment the lesions (1a) and the total brain parenchymal fraction (BPF) volume (1b) of a 

patient with RRMS. 
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ABSTRAT 

BACKGROUND: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory, demyelinating, and 

neurodegenerative disorder of the central nervous system with a highly variable clinical 

course.  

OBJECTIVE: To investigate the relationship between tau proteins and brain atrophy, 

inflammatory CSF parameters and treatment in a sample of Brazilian MS patients. 

METHODS: 41 patients with relapsing-remitting MS were included in this study according 

to revised Mc Donald criteria. MRIs were performed and CSF samples were collected both 

before and after immunomodulator treatment. IgG index was measured by nephelometry 

and oligoclonal bands were identified by isoelectrofocusing. Tau proteins were quantified 

using commercial kits by ELISA. Brain MRI examinations were performed using a semi-

automated local lesion threshold technique. RESULTS: Increased CSF T-tau levels were 

found in MS patients in relation to controls and brain atrophy was observed since the 

diagnosis of disease. The level of T-tau protein was significantly reduced in treated MS 

patients. There was no correlation of CSF T-tau proteins with brain atrophy and 

inflammatory CSF parameters. CONCLUSION: These data suggest that axonal damage is 

influenced at least in part by inflammatory activity. 
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Introduction 

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory demyelinating disease of the CNS, 

characterized by persistent intrathecal synthesis of immunoglobulins, axonal degeneration 

and recruitment of activated T cells and macrophages into the CNS [1, 2].   

It has been shown that the presence of axonal damage is an important factor in 

the progression of the disease [3-6]. The axonal destruction and neuronal loss occur early 

during multiple sclerosis as a consequence of the inflammatory response [4, 7-9] and 

therefore early changes might occur in markers in the cerebrospinal fluid (CSF). Tau 

proteins are considered to be important for maintaining the stability of axonal microtubules 

involved in the mediation of fast axonal transport of synaptic constituents. Following 

neuronal damage, tau is released into extra cellular space and may be increased in the  

CSF [10]. 

Increased cerebrospinal fluid (CSF) tau concentrations in patients with MS 

were previously described and it has been suggested that this could be a marker of axonal 

damage [11-17]. However, the studies addressing this issue in MS present conflicting 

results [18-22]. 

Pathological and clinical features as well as the inflammatory aspects had been 

widely studied, but little is known about the disease’s prognostic. Therefore, the search for 

biological markers of disease activity and the knowledge of prognostic factors, which can 

predict the clinical course of a more specific and effective therapy, is still necessary. 

This study was designed to test the hypothesis that inflammation may be at least 

in part responsible for the axonal damage observed in MS patients [14, 23]. The CSF level 

of tau proteins from patients with relapsing-remitting MS (RRMS), before and after the 

treatment was determined. The potential relationship of T-tau and P-tau181 with cerebral 

atrophy was also investigated as well as the brain inflammation measures by MRI with 

inflammatory CSF parameters, such as the number of CSF leukocytes, intrathecal IgG and 

IgG oligoclonal bands.  
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Patients and Methods 

Patients 

MS patients and controls were recruited in sequential visits at our university 

hospital, from 2005 to 2008. This study was approved by the Ethics Committee of our 

institution, and informed consent was obtained for all patients. A total of 51 individuals  

(37 women and 14 men) were included in the study. At that time, the individuals were 

divided into three groups: I. 13 MS patients without treatment (3 men, 10 women, the mean 

age 34), all with the relapsing-remitting (RRMS) form of the disease, according to revised 

Mc Donald criteria [24]; II. 28 RRMS patients (8 men, 20 women, the mean age 30) using 

interferon β or glatiramer acetate for at least three years; III. 10 individuals  

(3 men, 7 women, the mean age 27) with headache and no evidence of original neurological 

disease, studied as a healthy control group.  

Twenty healthy volunteers (9 men and 11 women), with ages ranging from 20 

to 62 years (mean age of 32 years) were studied as a control group for MRI. The normal 

control group was used only to compare the brain atrophy component. They were recruited 

from the local community and had no family history of neurological or psychiatric illness.  

The acquisition images through MRI were performed in two different times: (1) 

during the disease investigation, before the beginning of any immunomodulator or 

immunosuppressive treatment; (2) after the treatment with immunomodulators (beta 

interferon and glatiramer acetate) for at least three years. 

   

Serum and CSF samples  

CSF and serum samples were obtained by lumbar puncture and peripheral vein 

puncture, respectively. CSF samples were immediately analyzed for CSF cell population 

within 30 minutes after lumbar puncture and cell-free supernatants were stored in 

polypropylene tubes at –80ºC.   
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Laboratory procedures  

IgG and albumin in the CSF and serum were measured by nephelometry (BNII; 

Dade Behring, Marburg, Germany). IgG indexes were calculated according to the literature 

[25] and oligoclonal IgG bands (OCB) were identified by isoelectrofocusing [26]. 

CSF samples were analyzed for P-tau181 and T-tau using a commercial 

enzyme-linked assay (ELISA INNOTEST P-tau-181 and INNOTEST htau-Ag-kits) 

(Innogenetics, Gent, Belgium) [27].  

 

Imaging  

MRI examinations were performed using a 2.0-tesla system (Elscint, Prestige, 

Haifa, Israel). All exams have covered the whole brain and sections were made in the 

coronal, sagittal and axial planes. MRI acquisition parameters for images used for analysis 

include: (1) T 1 sagittal images, 6 mm thick, flip angle = 1,800, repetition time (TR) 550 

ms, echo time (TE) 12 ms, matrix 270 x 200; (2) T 1 axial images, 6 mm thick, flip  

angle = 1,800, TR 550 ms, TE 12 ms, matrix 300 x 210; (3) T 2 sagittal images, 6 mm 

thick, flip angle = 1,100, TR 6,600 ms, TE 128 ms, matrix 320 x 252; (4) axial double echo 

images, proton density weighted, 6 mm thick, flip angle = 1,700, TR 4,800 ms, TE 16 ms, 

matrix 256 x 256; T 2 , 6 mm thick, flip angle = 1,700, TR 4,800 ms, TE 128 ms, matrix 

256 x 256; inversion time 2,550 ms; (5) axial flair images, 6 mm thick, flip angle = 1,100, 

TR 10,099 ms, TE 90 ms, matrix 250 x 250; (6) coronal T1, 6 mm thick, flip angle = 1,800, 

TR 550 ms, TE 12 ms, matrix 270 x 200. (7) axial T1 gradient echo, 3mm thick (flip angle, 

70º; TR, 200; TE, 5; matrix, 180x232; FOV, 22x22 cm); (8) axial T2 fast spin-echo, 4mm 

thick (flip angle, 120º; TR, 6800; TE, 129; matrix, 252x328; FOV, 21x23 cm) (9) 

volumetric (3-dimensional) T1 gradient echo, acquired in the sagittal plane for multiplanar 

reconstruction, 1 mm thick (tip angle, 35°, TR, 22; TE, 9; matrix, 256x220; FOV,  

23x25 cm). Administration of 0.1 mmol/kg of gadolinium- DTPA was used. 
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Brain MRI data were quantified using a semi-automated local lesion threshold 

technique. A semi-automated segmentation was performed using the software NeuroLine 

(interactive system for neuroimaging segmentation and analysis), developed in our 

neuroimaging laboratory [28, 29].  

Measurements of cerebral hemisphere volumes were performed using 

volumetric (3-dimensional) T1 gradient echo. The total brain parenchymal fraction (BPF) 

volume was quantified using a semi automated cerebral hemisphere threshold technique, 

through markers, using the same technique for brain lesion volume analysis described 

previously. Values < 2 standard deviations from the mean of the control group were 

considered abnormal. 

Lesions were identified and measured by one of the authors (H.H.R.) who was 

blinded to laboratory and clinical results (fig. 1). 

 

Statistical methods  

Statistical significance of the results was determined using a non-parametric 

variance analysis, Kruskal-Wallis test and Spearman Rank test. A p value of < 0.05 was 

accepted as statistically significant. Statistical analyses were performed using the SAS 

System for Windows (Statistical Analysis System) 8.02., SAS Institute Inc, 1999-2001, 

Cary, NC, USA. 

 

Results   

The results are summarized in Table 1, Table 2 and plotted in Fig. 2. 

The mean CSF concentrations of T-tau protein were significantly higher in the 

MS patient group when compared with normal controls (p < 0.01) and  treated MS  

(p < 0.05) (256.62 ± 74.54, 174.00 ± 79.17 and 218.89 ± 8.95 pg/ml, respectively). No 

correlations were found between CSF tau protein concentrations and age, age at onset, and 

duration of the disease. 
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The CSF P-tau concentrations in the MS patient group did not differ from those 

of normal controls and treated MS (35.52 ± 11.52, 38.32 ± 19.37, 30.72 ± 9.22 pg/ml, 

respectively). No correlations were found between CSF P-tau and age. 

There was no significant correlation in MS patients of CSF tau proteins  

(T-tau and P-tau) with brain atrophy and brain inflammation measures by MRI and 

inflammatory CSF parameters. 

Measurement of brain parenchymal fraction (BPF) volume of MS patients was 

significantly lower than in healthy controls (mean ± SD BPF volume, 928.18 ± 93.88 and 

1115.2 ± 131.32, respectively; p< 0.001), but did not show significant differences through 

the analyzed period. 

 

Discussion 

There has been an increased search for markers related to MS activity and 

axonal damage. Some authors have concluded that CSF tau levels should be a marker of 

axonal impairment in patients with early relapsing-remitting MS [11, 16, 23, 30]. The 

clinical value of this biomarker in the early stages and active MS was previously described 

[12, 13, 15, 17]. Otherwise, brain volume is a potentially promising biomarker of chronic 

tissue loss, which is axonal, neuronal and myelin [31]. 

Our study has been designed to compare CSF tau levels of relapsing-remitting 

MS, before and after immunomodulator treatment, with brain measures by MRI and 

inflammatory CSF parameters. Firstly, in untreated MS patients, elevated levels of total tau 

were found in the CSF, indicating axonal impairment. Amongst the treated MS patients, it 

was observed a decreased whole cerebral volume, whereas we noticed no significant 

associations between T-tau levels and brain atrophy. Although the reduction in brain 

parenchymal fraction (BPF) was greater in those patients with longer disease span, this 

atrophy did not get worse in the follow-up.  

In previous studies, we and others have demonstrated that RRMS patients with 

higher intrathecal IgG synthesis presented a greater brain lesion burden [32-36]. In the 

current study, there has not been significant correlation in MS patients of CSF tau proteins 
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(T-tau and P-tau) with brain inflammation measures by MRI and inflammatory CSF 

parameters. In accordance with others studies, these findings do not confirm CSF tau as a 

sensitive marker of MS activity [19-22]. However, our results reveal that treatment with 

immunomodulator decrease CSF tau proteins and support the hypothesis that axonal 

damage is influenced at least in part by inflammatory activity.   

In conclusion, the brain measures by MRI and CSF tau levels provide 

complementary information about the picture of MS patients.  
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Table 1. Summary of MRI data 

Parameter MS 

before treatment  

MS 

after treatment 

Plaques 

Mean +-SD 

 

69 (46.4) 

 

63 (43.9) 

Range 0- 172 0- 173 

Brain TLV,(cm3) 

Mean +-SD 

 

13.9 (13.5) 

 

15.4 (17.6) 

Range 

BPF volume, (cm3) 

Mean +-SD 

Range 

0-87.0  

 

952.5 (88.5) 

756.7- 1118.7  

0-59.6 

 

947.6 (82.9) 

734.7- 1084.8 

 BPF – brain parenchymal fraction volume, TLV- total lesion volume, MRI – magnetic 
resonance imaging 
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Table 2. Summary of clinical and laboratory data. 

Parameter MS 
untreated  

MS 
treated 

Pacients 13 28 
Females/ males 10: 03 20: 08 
Age at onset , years  
Mean +-SD 

 
34 (7.9) 

 
30 (9.8) 

Range 16- 44 10- 46 
Duration of disease, years 
Mean +-SD 

 
10 (5.8) 

 
11 (5.7) 

Range 1- 29 3- 31 
EDSS score 
Mean +-SD 

 
2.6 (1.2) 

 
4.3 (2.0) 

Range 1- 6 1- 8 
IgG index 
Mean +-SD 

 
0.88 (0.48) 

 
0.86 (0.32) 

Range 0.38- 2.21 0.44- 1.49 
CSF Leukocytes 
Mean +-SD 

 
5 (4.2) 

 
5 (4.3) 

Range 1- 13 1- 17 
 IgG index =  
(CSF IgG/ serum IgG)/(CSF Albumin/ serum Albumin) 
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Figure 1. MRIs were obtained in a 2-tesla system in the transaxial plane, using  

semi-automatic threshold technique. In detais, sequence of tracing the regions of interest to 

segment the lesions (1a) and the total brain parenchymal fraction (BPF) volume (1b) of a 

patient with RRMS. 
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Figure 2. Cerebrospinal fluid levels of t-tau and p-tau proteins in RRMS patients, RRMS 

patients treated and normal controls. 
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ANEXO 6- Termo de consentimento esclarecido para realização da punção lombar 

 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (PUNÇÃO LOMBAR) 

(Conforme resolução 196/96) 

 

 

Projeto: Estudo dos Mediadores de Inflamação no Líquido Cefalorraqueano de pacientes 

portadores de Esclerose Múltipla. 

 

 

Responsável: Leonilda M. B. Santos 

 

 

Justificativa e Objetivos: A Esclerose Múltipla (EM) é uma doença que acomete o homem, 

normalmente adultos jovens. A incidência de tal doença em nosso meio vem aumentando, 

causando preocupação nos especialistas. Aceita-se atualmente que as lesões causadas pela 

Esclerose Múltipla seja resultado de uma reação que o organismo faz para se defender 

contra ele mesmo. Normalmente o tratamento mais utilizado pode causar uma série de 

efeitos colaterais. Diante disto, a imunoterapia com IFNB está sendo empregada na 

tentativa de diminuir os danos das reações auto-imunes. Neste trabalho, propomos 

acompanhar os pacientes da UNICAMP que são tratados e não tratados com IFNB 

estudando a destruição das células que causam a doença e algumas moléculas que são 

responsáveis pelo movimento das células no líquor dos pacientes. 

Os pacientes serão estudados antes e durante o tratamento com o IFNB, sendo este estudo 

realizado em um período de 3 anos onde pretendemos realizar pelo menos duas punções 

lombares para análise do líquor. 
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Procedimentos: O paciente deverá, em data pré determinada, se encaminhar ao centro de 

neurologia da UNICAMP / HC para a retirada de 10 cc do líquor (obtida pela  punção 

lombar) e 10cc do sangue para os estudos. Não é necessário estar em jejum e nem 

interromper medicações utilizadas. 

 

Risco e Desconforto: A coleta do líquor será realizada nas costas (região lombar). A dor 

que acompanha a punção lombar é semelhante aquela da coleta de sangue. O desconforto 

será mínimo, pois será realizada com anestesia local por profissional treinado e 

devidamente habilitado para a realização de punção lombar. Após submeter-se a punção 

lombar, o paciente deverá permanecer em repouso absoluto em casa , por 48 horas, e 

aumentar a ingestão de líquidos. Este repouso é importante para evitar cefaléia  

(dor de cabeça)  após a punção, impossibilitando a realização das atividades habituais. Se 

houver dor de cabeça, mesmo com o repouso de 48 horas, o paciente deverá permanecer em 

repouso por mais alguns dias. Este tipo de dor de cabeça não traz qualquer prejuízo ao 

paciente, mas necessita de repouso para desaparecer. O médico orientará o repouso e 

qualquer dúvida que possa ocorrer. 

A coleta do líquor por utilizar agulha apresenta os riscos inerentes ao procedimento.  

São descritas, raramente, intercorrências da punção, como dormências transitórias, dor local 

e infecção.Entretanto, a incidência destas complicações é baixa. O material é descartável e 

as agulhas atuais (modelo 22Gx 3.5 = 70x7) são mais finas e de excelente qualidade. Caso 

ocorra qualquer desconforto após o procedimento, o paciente deverá contactar a equipe de 

atendimento do HC - UNICAMP e a equipe de pesquisa, que orientarão as medidas  a 

serem tomadas para aliviar os sintomas, sem nenhum custo . 

 

Benefícios: Acompanhamento ao paciente para verificar se ele está sendo beneficiado com 

a Imunoterapia (tratamento com Interferon Beta). 

 

Esclarecimento: Todas as dúvidas e perguntas do paciente quanto a assuntos relacionados 

com a pesquisa e o tratamento serão esclarecidas pelos pesquisadores.  
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Recusa ou Descontinuação da participação: Durante o decorrer do estudo informaremos ao 

paciente o andamento da pesquisa, podendo este deixar de participar da pesquisa a qualquer 

momento, sem prejuízo no atendimento que recebe pelo HC – UNICAMP, caso decida não 

colaborar com a equipe. A participação do paciente é voluntária. 

 

Sigilo: As informações recebidas durante e depois do tratamento e a privacidade do 

paciente serão mantidas em sigilo. Se os resultados forem utilizados para fins de publicação 

científica, nenhum nome será utilizado. Caso tenha alguma dúvida deverá procurar a Dra 

Leonilda no telefone (0xx19 ) 7887911 ramal 221. 

 

Gastos adicionais: Se houverem gastos adicionais (seringas, agulhas descartáveis, ... ) estes 

serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa. 

 

Eu confirmo que Carlos Otávio Brandão explicou-me o objetivo do estudo, os 

procedimentos aos quais serei submetido, os riscos, desconforto e possíveis vantagens 

advindas desse projeto de pesquisa. Eu li, e/ou me foi explicado, assim como compreendi 

esse formulário de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo. 

 

Paciente:_________________________________________ 

Idade: 

RG: 

Endereço: 

Assinatura : ______________________________________ 

 

Responsável pelo paciente: __________________________ 

Idade: 

RG: 
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Endereço: 

Grau de parentesco ( xerox documento de identidade ): 

Assinatura: 

 

Responsabilidade do pesquisador. Eu expliquei a _________________________________ 

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possíveis riscos e vantagens que 

poderão advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a 

fornecer uma cópia desse formulário de consentimento ao participante ou responsável. 

 

Carlos Otávio Brandão 

RG 9217298 SSP/SP 

CRM: 5253534 – 3 

Data: ___________ 

 

Membros da Equipe: 

Carlos Otávio Brandão                                             Tel: (0xx19) 7887911 (ramal 221)  

Dannie Eiko Maeda Hallal                                       Tel: (0xx19) 7887977 (ramal 221) 

Sandra Regina Mirandola                                         Tel: (0xx19) 7887911 (ramal 221) 

Benito Pereira Damasceno                                       Tel: (0xx19) 7887754 

Leonilda Maria Barbosa Santos                               Tel: (0xx19) 7887911 (ramal 221) 

Comitê de Ética em Pesquisa                                   Tel: (0xx19) 7888936 

 

Qualquer intercorrência médica, ligar para qualquer um dos membros da equipe. 

 



ANEXO 7- Termo de consentimento esclarecido para realização da  

ressonância magnética 

 

 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (RESSONÂNCIA MAGNÉTICA) 

(Conforme resolução 196/96) 

 

 

Projeto: Estudo dos Mediadores de Inflamação no Líquido Cefalorraqueano e Ressonância 

Magnética Quantitativa em pacientes portadores de Esclerose Múltipla. 

 

 

Responsável: Leonilda M. B. Santos 
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TERMO PARA PACIENTES COM ESCLEROSE MÚLTIPLA 

 

Justificativa e Objetivos: A Esclerose Múltipla ( EM ) é uma doença que acomete o 

homem, normalmente adultos jovens. A incidência de tal doença em nosso meio vem 

aumentando, causando preocupação nos especialistas. Aceita-se atualmente que as lesões 

causadas pela Esclerose Múltipla seja resultado de uma reação que o organismo faz para se 

defender contra ele mesmo. Normalmente o tratamento mais utilizado pode causar uma 

série de efeitos colaterais. Diante disto, a imunoterapia com IFNB está sendo empregada na 

tentativa de diminuir os danos das reações auto-imunes. Neste trabalho, propomos 

acompanhar os pacientes da UNICAMP que são tratados e não tratados com IFNB. O 

objetivo geral é estudar as células que causam a doença, identificar e quantificar as 

alterações estruturais do sistema nervoso pela ressonância magnética.  

A ressonância magnética é uma técnica capaz de produzir imagens de alta qualidade e sem 

a exposição aos raio X. 

 

Procedimento:  

Eu entendo que se concordar em participar deste estudo, os pesquisadores participantes 

farão perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha família. Eu serei 

submetido a um exame físico neurológico para estabelecer meu estado clínico.  

O procedimento de ressonância magnética é semelhante a uma tomografia. Eu fui 

informado que  serei colocado em uma maca e movido lentamente para dentro de um 

aparelho de ressonância magnética. Um alto falante dentro do campo magnético possibilita 

a minha constante comunicação com as pessoas responsáveis pelo exame. Durante todo o 

tempo, o pessoal médico e paramédico pode me ver e ouvir, e 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 ruídos tipo marteladas por alguns minutos enquanto o aparelho faz as 

imagens do meu cérebro. O restante do exame será relativamente silencioso.  
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Risco e Desconforto: O único desconforto relacionado a este exame é o ruído intermitente 

durante os primeiros 15 minutos. Depois disso o ruído será muito menor. O pessoal técnico 

providenciará tapa-ouvidos para me deixar mais confortável. Não existem efeitos nocivos 

associados com a ressonância magnética dentro das condições utilizadas atualmente. 

 

Benefícios: Eu entendo que não obterei nenhuma vantagem direta com aminha participação 

nesse estudo e que o meu diagnóstico e tratamento provavelmente não serão modificados. 

Contudo os resultados deste estudo podem, no longo prazo, oferecer vantagens para os 

indivíduos com esclerose múltipla, possibilitando um melhor diagnóstico e um tratamento 

mais adequado. Os resultados do meu exame de ressonância magnética ficarão a disposição 

dos médicos responsáveis pelo meu tratamento, e poderão ser úteis no futuro.  

 

REQUERIMENTOS 

È muito importante informar aos médicos (as) e técnicos (as) caso eu tenha um marca-passo 

cardíaco, um clipe de cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer outro objeto metálico 

em meu corpo, que tenha sido implantado durante uma cirurgia ou alojado em meu corpo 

durante um acidente, pois estes podem parar de funcionar ou causar acidentes devido ao 

forte campo magnético que funciona como um imã muito forte. Eu também devo remover 

todos os objetos metálicos que estiverem comigo (relógio, canetas, brincos, colares, anéis 

etc), pois estes também podem se movimentar ou aquecer dentro do campo magnético. 

 

ESCLARECIMENTO 

Todas as dúvidas e perguntas do paciente quanto a assuntos relacionados com a pesquisa 

serão esclarecidas pelos pesquisadores.  
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SIGILO E INFORMAÇÕES ADICIONAIS 

As informações recebidas durante os testes e a privacidade do paciente serão mantidas em 

sigilo. Caso tenha alguma dúvida deverá procurar o Dr. Carlos Otávio Brandão no telefone 

(21) 25574731 ou Dr. Fernando Cendes (19) 788-8217. Em caso de recurso, dúvidas ou 

reclamações contactar a secretaria da Comissão de Ética da Faculdade de Ciência Médicas- 

Unicamp, tel. (19) 7887232. 

 

RECUSA OU DESCONTINUAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO 

Eu entendo que a minha participação é voluntária e que posso me recusar a participar ou 

retirar meu consentimento e interromper a minha participação no estudo a qualquer 

momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no 

futuro no HC-Unicamp. 

Solicito o consentimento informado do paciente abaixo identificado para realização do 

exame de ressonância magnética de crânio, com fins de pesquisa, sem qualquer ônus para o 

paciente. 

Sua identidade será conhecida somente pelos investigadores que trabalham no estudo. 

Publicações de resultados provenientes deste estudo não serão identificadas pelo nome. O 

paciente será bem vindo a conhecer as publicações resultantes desta pesquisa. 

Nós solicitamos ao (a) senhor (a) que antes de assinar este consentimento peça 

esclarecimentos sobre quaisquer dúvidas a respeito do estudo. 

Eu confirmo que Carlos Otávio Brandão explicou-me o objetivo do estudo e os 

procedimentos . Eu li, e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulário de 

consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo. 

Paciente:_________________________________________ 

Idade: 
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RG: 

Endereço: 

Assinatura : ______________________________________ 

 

Responsável pelo paciente: __________________________ 

Idade: 

RG: 

Endereço: 

Grau de parentesco (xerox documento de identidade ): 

Assinatura: 

 

Responsabilidade do pesquisador. Eu expliquei a _________________________________ 

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possíveis riscos e vantagens que 

poderão advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a 

fornecer uma cópia desse formulário de consentimento ao participante ou responsável. 

 

 

Carlos Otávio Brandão 

RG 9217298 SSP/SP 

CRM: 5253534 – 3 
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Data: ___________ 

 

Membros da Equipe: 

 

Carlos Otávio Brandão                                             Tel: (0xx21) 25574731  

 

Qualquer intercorrência médica, ligar para qualquer um dos membros da equipe. 

 

 

 



 

ANEXO 8- Aprovação do Comitê de Ética 
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APÊNDICE 1- Dados clínicos e parâmetros do LCR 

EDSS= escore EDSS; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada; NA= não avaliado.

R2= taxa anual de surtos no ponto 2; EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR;

DD= duração da doença; Ns= número de surtos; Ts= tempo de seguimento; R1= taxa anual de surtos no ponto 1;

28,1224positivo0,2515643746M27

NANAnegativo1,5634,539324M26

37,4215negativo0,4172,525916F25

28,1217negativo0,3186431435F24

24,9218negativo0,5183,52,591333F23

37,4225negativo00,553,5351140M22

34,3212negativo0,1476,53,57924F21

NANApositivo0,5187,5481719F20

37,4215positivo0,515224530F19

34,3219negativo0,5554,539819F18

NANApositivo0,2156,5251143M17

NANAnegativo0,1182,515917F16

NANAnegativo0,5252,51,56925F15

NANAnegativo0,5188491418F14

NANApositivo0196,5441928M13

28,3221positivo0,51885111329F12

17,1214positivo0194,5341335M11

19,3216negativo00,682,51152314F10

NANApositivo0,31472,5101334M9

NANAnegativo0,6142,525531F8

NANAnegativo 1246,527527M7

16,3214negativo0163,5343111F6

17,8225positivo0,426115925F5

18,7187negativo02462,54532M4

NANApositivo2236,536337M3

NANApositivo023112321F2

NANApositivo0,30,666341634M1

P- TauT- tauEBVR2R1TsEDSS2EDSS1Ns.DDIdadeSexoP

EDSS= escore EDSS; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada; NA= não avaliado.

R2= taxa anual de surtos no ponto 2; EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR;

DD= duração da doença; Ns= número de surtos; Ts= tempo de seguimento; R1= taxa anual de surtos no ponto 1;

28,1224positivo0,2515643746M27

NANAnegativo1,5634,539324M26

37,4215negativo0,4172,525916F25

28,1217negativo0,3186431435F24

24,9218negativo0,5183,52,591333F23

37,4225negativo00,553,5351140M22

34,3212negativo0,1476,53,57924F21

NANApositivo0,5187,5481719F20

37,4215positivo0,515224530F19

34,3219negativo0,5554,539819F18

NANApositivo0,2156,5251143M17

NANAnegativo0,1182,515917F16

NANAnegativo0,5252,51,56925F15

NANAnegativo0,5188491418F14

NANApositivo0196,5441928M13

28,3221positivo0,51885111329F12

17,1214positivo0194,5341335M11

19,3216negativo00,682,51152314F10

NANApositivo0,31472,5101334M9

NANAnegativo0,6142,525531F8

NANAnegativo 1246,527527M7

16,3214negativo0163,5343111F6

17,8225positivo0,426115925F5

18,7187negativo02462,54532M4

NANApositivo2236,536337M3

NANApositivo023112321F2

NANApositivo0,30,666341634M1

P- TauT- tauEBVR2R1TsEDSS2EDSS1Ns.DDIdadeSexoP
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APÊNDICE 2- Dados clínicos e parâmetros do LCR 

EDSS= escore EDSS; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada; NA= não avaliado.

R2= taxa anual de surtos no ponto 2; EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR;

DD= duração da doença; Ns= número de surtos; Ts= tempo de seguimento; R1= taxa anual de surtos no ponto 

1;

32,622100,71432,54640F54

NRNR10,513215839F53

NRNR012843111627F52

21,821600,4264271843F51

44,222700,22721,53842F50

NRNR10,71963121528F49

32,121710,51108581129F48

NRNR101421,571323F47

NRNR11,5333,526337F46

39,52171N0,37213921M45

15,62150N0,573,52,56836M44

46,723801,2535529513M43

NRNR00,5194,5491317F42

29,823600176352638F41

37,421400,128336929M40

NRNR0N0,598452228M39

NRNR00246621043M38

NRNR10,3182,526939F37

24,92161N132141329F36

3722500,2173,524733F35

NRNR00,2193,52111516F34

NRNR00,8284,53,591633F33

4522400182,5141441F32

34,322500252,51,561443F31

NRNR10,60,553,5341344F30

NRNR00,141864,551235F29

39,921600,42281,5181031F28

P- TauT- tauEBVR2R1TsEDSS2EDSS1Ns.DDIdadeSexoP

EDSS= escore EDSS; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada; NA= não avaliado.

R2= taxa anual de surtos no ponto 2; EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR;

DD= duração da doença; Ns= número de surtos; Ts= tempo de seguimento; R1= taxa anual de surtos no ponto 

1;

32,622100,71432,54640F54

NRNR10,513215839F53

NRNR012843111627F52

21,821600,4264271843F51

44,222700,22721,53842F50

NRNR10,71963121528F49

32,121710,51108581129F48

NRNR101421,571323F47

NRNR11,5333,526337F46

39,52171N0,37213921M45

15,62150N0,573,52,56836M44

46,723801,2535529513M43

NRNR00,5194,5491317F42

29,823600176352638F41

37,421400,128336929M40

NRNR0N0,598452228M39

NRNR00246621043M38

NRNR10,3182,526939F37

24,92161N132141329F36

3722500,2173,524733F35

NRNR00,2193,52111516F34

NRNR00,8284,53,591633F33

4522400182,5141441F32

34,322500252,51,561443F31

NRNR10,60,553,5341344F30

NRNR00,141864,551235F29

39,921600,42281,5181031F28

P- TauT- tauEBVR2R1TsEDSS2EDSS1Ns.DDIdadeSexoP
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APÊNDICE 3- Parâmetros do LCR e captação de gadolínio na IRM 

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

I.IgG= índice IgG; I.IgM= índice IgM; QIgM= quociente IgM; Cel= número de leucócitos no LCR; R IgM= diagrama Reiber IgM;

OB1= bandas oligoclonais no ponto 1; OB2= bandas oligoclonais no ponto 2; QIgG= quociente IgG; Qalb= quociente albumina;

000,05470,25800,0251,024,574,686,001,076,216,621127

010,66764,539881630,74100,986,86,651,000,576,663,811126

010,01980,058483420,02101,132,963,3618,001,114,705,221125

100,03690,139372870,04160,513,781,962,000,523,902,010024

100,15120,675681480,151,124,475,0213,002,212,876,361123

110,64473,6939337,90,1481,495,738,597,000,5613,377,451122

000,03710,124221610,0240,823,352,766,000,662,841,901121

110,5023,7950752,70,240,697,565,181,000,603,562,121120

110,21520,934071820,1781,324,345,763,000,845,664,751119

110,2350,629921270,08171,022,682,747,000,593,672,191118

100,02910,551721450,0810,7218,9413,621,001,127,977,121117

000,06990,227271320,0320,463,251,53,000,633,942,480016

010,21890,661161210,0821,173,023,5413,001,492,704,031115

100,08940,2781671,90,0221,133,113,526,000,903,092,771114

000,07370,571431400,0820,737,755,651,000,735,003,641113

000,03590,25212380,0610,837,035,841,000,787,545,891112

000,09750,4494444,50,0230,584,612,73,000,503,921,980011

010,17340,379751580,0631,362,193,0412,001,402,002,501110

000,03860,253161580,0410,466,563,051,000,546,223,42009

000,0450,1097791,10,0130,862,442,123,000,822,542,09118

110,91072,87771390,441,243,163,942,001,012,822,86117

000,06050,382511830,0711,096,326,91,000,787,215,28116

110,24820,727271100,0820,882,932,599,000,792,702,14115

000,09710,5488591,10,0550,485,652,7115,000,515,232,67004

100,12880,78947760,0660,966,135,928,000,875,564,85113

000,03560,114941740,0260,963,231,788,000,652,601,70012

000,17260,661161210,0820,973,833,752,001,863,817,10111

Gd +R IgM +I.IgM2QIgM2IgMs2IgML2Cel2I.IgG2QAlb2QIgG2Cel1I. IgG1Q Alb1Q IgG1OB2OB1P

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

I.IgG= índice IgG; I.IgM= índice IgM; QIgM= quociente IgM; Cel= número de leucócitos no LCR; R IgM= diagrama Reiber IgM;

OB1= bandas oligoclonais no ponto 1; OB2= bandas oligoclonais no ponto 2; QIgG= quociente IgG; Qalb= quociente albumina;

000,05470,25800,0251,024,574,686,001,076,216,621127

010,66764,539881630,74100,986,86,651,000,576,663,811126

010,01980,058483420,02101,132,963,3618,001,114,705,221125

100,03690,139372870,04160,513,781,962,000,523,902,010024

100,15120,675681480,151,124,475,0213,002,212,876,361123

110,64473,6939337,90,1481,495,738,597,000,5613,377,451122

000,03710,124221610,0240,823,352,766,000,662,841,901121

110,5023,7950752,70,240,697,565,181,000,603,562,121120

110,21520,934071820,1781,324,345,763,000,845,664,751119

110,2350,629921270,08171,022,682,747,000,593,672,191118

100,02910,551721450,0810,7218,9413,621,001,127,977,121117

000,06990,227271320,0320,463,251,53,000,633,942,480016

010,21890,661161210,0821,173,023,5413,001,492,704,031115

100,08940,2781671,90,0221,133,113,526,000,903,092,771114

000,07370,571431400,0820,737,755,651,000,735,003,641113

000,03590,25212380,0610,837,035,841,000,787,545,891112

000,09750,4494444,50,0230,584,612,73,000,503,921,980011

010,17340,379751580,0631,362,193,0412,001,402,002,501110

000,03860,253161580,0410,466,563,051,000,546,223,42009

000,0450,1097791,10,0130,862,442,123,000,822,542,09118

110,91072,87771390,441,243,163,942,001,012,822,86117

000,06050,382511830,0711,096,326,91,000,787,215,28116

110,24820,727271100,0820,882,932,599,000,792,702,14115

000,09710,5488591,10,0550,485,652,7115,000,515,232,67004

100,12880,78947760,0660,966,135,928,000,875,564,85113

000,03560,114941740,0260,963,231,788,000,652,601,70012

000,17260,661161210,0820,973,833,752,001,863,817,10111

Gd +R IgM +I.IgM2QIgM2IgMs2IgML2Cel2I.IgG2QAlb2QIgG2Cel1I. IgG1Q Alb1Q IgG1OB2OB1P
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APÊNDICE 4- Parâmetros do LCR e captação de gadolínio na IRM 

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

I.IgG= índice IgG; I.IgM= índice IgM; QIgM= quociente IgM; Cel= número de leucócitos no LCR; R IgM= diagrama Reiber IgM;

OB1= bandas oligoclonais no ponto 1; OB2= bandas oligoclonais no ponto 2; QIgG= quociente IgG; Qalb= quociente albumina;

100,03470,137931450,0240,563,982,255,000,804,003,500154

100,03090,150381330,0271,264,876,144,001,035,375,541153

000,04730,166671800,0320,743,522,612,000,762,712,060052

000,14160,5934767,40,0430,614,192,5631,000,993,883,861151

000,04160,218981370,0320,445,262,281,000,556,293,460050

000,0890,519481540,0830,535,843,143,000,552,931,610049

100,06080,153852600,0461,482,533,7646,001,416,809,561148

000,06630,341882340,0872,465,1612,75,001,666,3810,601147

000,10350,539422410,1371,645,218,5818,002,375,1012,101146

000,04550,2496980,10,0230,655,493,575,000,606,173,721145

100,08350,348841720,0630,434,181,811,000,523,952,071144

100,07050,342861750,0680,664,863,2224,000,744,003,000143

000,02140,069442880,0210,533,251,728,000,504,822,440042

000,09810,3699181,10,0320,513,771,931,000,864,283,681141

000,03080,130721530,0230,664,242,824,000,373,791,401140

NANANANANANA251,4141015,001,427,5010,701139

000,05340,2232189,60,0210,384,181,611,000,591,660,980038

010,08160,2587377,30,0210,813,172,582,001,253,434,291137

000,06450,449441780,08100,916,976,3216,000,815,904,801136

000,08690,629921270,0810,587,254,231,000,676,124,101135

0NANANANANA40,466,93,221,000,3710,804,000034

000,03710,314961270,0410,438,53,691,000,419,283,830033

000,14380,5594471,50,0450,963,893,743,000,883,403,001132

000,08630,555561440,08141,086,446,9813,001,696,7911,501131

000,11720,648151080,0731,235,536,854,001,146,467,411130

NA00,10430,330581210,0430,593,171,881,000,383,231,231129

010,17730,583331200,0730,813,292,686,001,204,375,251128

Gd +R IgM +I.IgM2QIgM2IgMs2IgML2Cel2I.IgG2QAlb2QIgG2Cel1I. IgG1Q ALB1Q IgG1OB2OB1P

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

I.IgG= índice IgG; I.IgM= índice IgM; QIgM= quociente IgM; Cel= número de leucócitos no LCR; R IgM= diagrama Reiber IgM;

OB1= bandas oligoclonais no ponto 1; OB2= bandas oligoclonais no ponto 2; QIgG= quociente IgG; Qalb= quociente albumina;

100,03470,137931450,0240,563,982,255,000,804,003,500154

100,03090,150381330,0271,264,876,144,001,035,375,541153

000,04730,166671800,0320,743,522,612,000,762,712,060052

000,14160,5934767,40,0430,614,192,5631,000,993,883,861151

000,04160,218981370,0320,445,262,281,000,556,293,460050

000,0890,519481540,0830,535,843,143,000,552,931,610049

100,06080,153852600,0461,482,533,7646,001,416,809,561148

000,06630,341882340,0872,465,1612,75,001,666,3810,601147

000,10350,539422410,1371,645,218,5818,002,375,1012,101146

000,04550,2496980,10,0230,655,493,575,000,606,173,721145

100,08350,348841720,0630,434,181,811,000,523,952,071144

100,07050,342861750,0680,664,863,2224,000,744,003,000143

000,02140,069442880,0210,533,251,728,000,504,822,440042

000,09810,3699181,10,0320,513,771,931,000,864,283,681141

000,03080,130721530,0230,664,242,824,000,373,791,401140

NANANANANANA251,4141015,001,427,5010,701139

000,05340,2232189,60,0210,384,181,611,000,591,660,980038

010,08160,2587377,30,0210,813,172,582,001,253,434,291137

000,06450,449441780,08100,916,976,3216,000,815,904,801136

000,08690,629921270,0810,587,254,231,000,676,124,101135

0NANANANANA40,466,93,221,000,3710,804,000034

000,03710,314961270,0410,438,53,691,000,419,283,830033

000,14380,5594471,50,0450,963,893,743,000,883,403,001132

000,08630,555561440,08141,086,446,9813,001,696,7911,501131

000,11720,648151080,0731,235,536,854,001,146,467,411130

NA00,10430,330581210,0430,593,171,881,000,383,231,231129

010,17730,583331200,0730,813,292,686,001,204,375,251128

Gd +R IgM +I.IgM2QIgM2IgMs2IgML2Cel2I.IgG2QAlb2QIgG2Cel1I. IgG1Q ALB1Q IgG1OB2OB1P

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Apêndices 

246



APÊNDICE 5 – IRM quantitativa e parâmetro do LCR em pacientes EM 

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada.

VTL= volume total de lesões; Np= número de placas; VC= volume cerebral (medida de atrofia)

28,1224101064442106501210810918,4115,7127

NANA00107788898575813512628,7844,4926

37,421500893958902742841669,3611,6925

28,121701990516934794778113,316,9024

24,9218019530349328981056628,8110,3023

37,42250110585021022322362453,5522

34,32120094981895076043426,66,3321

NANA1185872683433611911918,5716,6320

37,42151194701693606011713813,5811,8519

34,3219019647649714609512252,1530,3318

NANA11101668290240056676,5113,6417

NANA0010163461016394432714,978,2016

NANA0090744686247669948,612,4015

NANA018878569313328112025,9419,6114

NANA101065132107468411513530,227,7213

28,32211076386081516636715,912,1012

17,1214101012290101934633828,928,7511

19,321600902886899460383117,3414,9410

NANA10111873010634528171,061,869

NANA00NANA59NA8,61NA8

NANA01926322932364636711,47,577

16,32140092239894120822733,586

17,82251193631294328441335,975,185

18,718700106181410428300000,004

NANA111080930108475214914326,118,403

NANA108240768246524160,771,812

NANA1086172085937449559,58,211

P- TauT- tauEBVGd +VC2VC1Np2Np1VTL2VTL1P

q p p

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada.

VTL= volume total de lesões; Np= número de placas; VC= volume cerebral (medida de atrofia)

28,1224101064442106501210810918,4115,7127

NANA00107788898575813512628,7844,4926

37,421500893958902742841669,3611,6925

28,121701990516934794778113,316,9024

24,9218019530349328981056628,8110,3023

37,42250110585021022322362453,5522

34,32120094981895076043426,66,3321

NANA1185872683433611911918,5716,6320

37,42151194701693606011713813,5811,8519

34,3219019647649714609512252,1530,3318

NANA11101668290240056676,5113,6417

NANA0010163461016394432714,978,2016

NANA0090744686247669948,612,4015

NANA018878569313328112025,9419,6114

NANA101065132107468411513530,227,7213

28,32211076386081516636715,912,1012

17,1214101012290101934633828,928,7511

19,321600902886899460383117,3414,9410

NANA10111873010634528171,061,869

NANA00NANA59NA8,61NA8

NANA01926322932364636711,47,577

16,32140092239894120822733,586

17,82251193631294328441335,975,185

18,718700106181410428300000,004

NANA111080930108475214914326,118,403

NANA108240768246524160,771,812

NANA1086172085937449559,58,211

P- TauT- tauEBVGd +VC2VC1Np2Np1VTL2VTL1P

q p p
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APÊNDICE 6- IRM quantitativo e parâmetros do LCR em pacientes EM 

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada.

VTL= volume total de lesões; Np= número de placas; VC= volume cerebral (medida de atrofia)

32,622101103768810487587311814,2823,5654

NANA11101187010742228210219,828,2353

NANA008106908127061018618,6542,9552

21,821600NANA33NA3,06NA51

44,2227008384768402940000,0050

NANA1092795492354413171,621,6549

32,121711931008931866787769,0437,7148

NANA10NANA19NA1,77NA47

NANA109867489894788120,870,3546

39,521710972798107888421232,125,0045

15,6215019903841012254230,160,2144

46,7238011001322957978119644,3712,0843

NANA00891900883170849134,6334,2742

29,8236009863889521161108413,718,5241

37,42140010984441074390676211,6510,7940

NANA0NA101667010209301721308744,0839

NANA00105835299374417317257,5259,6038

NANA10917556921888687314,1410,7837

24,92161090412297225222332,612,2036

3722500NANA58NA9NA35

NANA009085389002040000,0034

NANA0089280682024838536,27,8033

4522400NANANANANANA32

34,322500802980756726618525,099,9831

NANA1096499893934273691915,0130

NANA0NA73476685214445301,54,7829

39,921600926034929712805722,8923,3828

P- TauT- tauEBVGd +VC2VC1Np2Np1VTL2VTL1P

Gd+= captação de gadolíneo na RM; 1= positivo; 0= negativo; NA= não avaliado.

EBV= presença de anticorpos Epstein-Barr Vírus no LCR; T-tau= tau total; P-tau= tau fosforilada.

VTL= volume total de lesões; Np= número de placas; VC= volume cerebral (medida de atrofia)

32,622101103768810487587311814,2823,5654

NANA11101187010742228210219,828,2353

NANA008106908127061018618,6542,9552

21,821600NANA33NA3,06NA51

44,2227008384768402940000,0050

NANA1092795492354413171,621,6549

32,121711931008931866787769,0437,7148

NANA10NANA19NA1,77NA47

NANA109867489894788120,870,3546

39,521710972798107888421232,125,0045

15,6215019903841012254230,160,2144

46,7238011001322957978119644,3712,0843

NANA00891900883170849134,6334,2742

29,8236009863889521161108413,718,5241

37,42140010984441074390676211,6510,7940

NANA0NA101667010209301721308744,0839

NANA00105835299374417317257,5259,6038

NANA10917556921888687314,1410,7837

24,92161090412297225222332,612,2036

3722500NANA58NA9NA35

NANA009085389002040000,0034

NANA0089280682024838536,27,8033

4522400NANANANANANA32

34,322500802980756726618525,099,9831

NANA1096499893934273691915,0130

NANA0NA73476685214445301,54,7829

39,921600926034929712805722,8923,3828

P- TauT- tauEBVGd +VC2VC1Np2Np1VTL2VTL1P
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APÊNDICE 7- Quantificação de volume cerebral (medida de atrofia) em pacientes saudáveis 

CS= controle de pacientes saudáveis

10385103519

9965123518

12059543817

11146343616

10277564615

12212042214

14023552513

11223463512

10602544511

13048982610

1078860219

1236138258

1068311307

1270235226

916037205

1131654624

1227390343

1043849412

1104645211

Volume cerebral (mm3)idade, anosCS

CS= controle de pacientes saudáveis

10385103519

9965123518

12059543817

11146343616

10277564615

12212042214

14023552513

11223463512

10602544511

13048982610

1078860219

1236138258

1068311307

1270235226

916037205

1131654624

1227390343

1043849412

1104645211

Volume cerebral (mm3)idade, anosCS
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APÊNDICE 8- Análise das citocinas em pacientes com EM em remissão clínica 

P= pacientes; unidade= pg/ml; 0= indetectável

41,243,7280,523930235637044223

69,689,822946312616633230822

34,338,2218,8215,639,413526435921

5142,6224,6346,40194,9407,7162120

40,759589522,581,4209,1583,3704,319

47,141,8222,5155,75,966,4241502,718

3,654,8185,3218,8214,6194,2307,734117

23,347,7329,4394,355,4234,535641016

41,848,2272,5487,5272,5487,5537,776615

43,534335,3368,8289,780352,7407,714

42,139,3201,2242,7094,9339364,313

37,192,1284,2289,5348,6124367,7454,912

30,128,5346,4360,833,7025635111

50,485,1165,1198273,6319,8319,3304,310

33,546,5214,5204,423,4166,6369,36419

6460,4194,3228,944,541,2374909,38

26,328,5197268,28,3118369,36417

50,777,6260,8303,434,50327,7424,36

6154,8371,4299,638,219,5451617,75

32,931169,8214,5100,135,9356454,34

34,857,3235,3251,8267,2187,62515043

40,128,5424,1568,817777,3337,74712

40,134,3465,6256,5127,736,33712991

IL12  LCRIL12 SOROIL10LCRIL10 SOROTNFα LCRTNFα SOROIFNγ LCRIFNγ SOROP

P= pacientes; unidade= pg/ml; 0= indetectável

41,243,7280,523930235637044223

69,689,822946312616633230822

34,338,2218,8215,639,413526435921

5142,6224,6346,40194,9407,7162120

40,759589522,581,4209,1583,3704,319

47,141,8222,5155,75,966,4241502,718

3,654,8185,3218,8214,6194,2307,734117

23,347,7329,4394,355,4234,535641016

41,848,2272,5487,5272,5487,5537,776615

43,534335,3368,8289,780352,7407,714

42,139,3201,2242,7094,9339364,313

37,192,1284,2289,5348,6124367,7454,912

30,128,5346,4360,833,7025635111

50,485,1165,1198273,6319,8319,3304,310

33,546,5214,5204,423,4166,6369,36419

6460,4194,3228,944,541,2374909,38

26,328,5197268,28,3118369,36417

50,777,6260,8303,434,50327,7424,36

6154,8371,4299,638,219,5451617,75

32,931169,8214,5100,135,9356454,34

34,857,3235,3251,8267,2187,62515043

40,128,5424,1568,817777,3337,74712

40,134,3465,6256,5127,736,33712991

IL12  LCRIL12 SOROIL10LCRIL10 SOROTNFα LCRTNFα SOROIFNγ LCRIFNγ SOROP
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APÊNDICE 9- Análise das citocinas em pacientes com outras doenças neurológicas (ODN) 

P= pacientes; unidade= pg/ml; 0= indetectável

59,873,2430,0504,000311,0479,016

52,963,540562300336442,615

3460,4385,8924,100239,338114

56,571,2656693,200247,6317,613

5962,9339361,900449,351112

40,147,6433,1342,2076,2297,6354,311

65,1120,4423,6298,60021025810

47,178,2495,9635,800307,6347,69

61,559,3546,4586,900304,33618

37,989424,1410,394,102814017

179167,1514,3515,800279,3439,36

47,361,8433,7410,300407,64865

52,961,5269,5455,500437,6477,64

41,868,5252,8659,200364,3380,23

32,685,1194,217700237,6330,42

63,247,9419,3521,400364,3504,31

IL12  LCRIL12 SOROIL10LCRIL10 SOROTNFα LCRTNFα SOROIFNγ LCRIFNγ SOROP

P= pacientes; unidade= pg/ml; 0= indetectável

59,873,2430,0504,000311,0479,016

52,963,540562300336442,615

3460,4385,8924,100239,338114

56,571,2656693,200247,6317,613

5962,9339361,900449,351112

40,147,6433,1342,2076,2297,6354,311

65,1120,4423,6298,60021025810

47,178,2495,9635,800307,6347,69

61,559,3546,4586,900304,33618

37,989424,1410,394,102814017

179167,1514,3515,800279,3439,36

47,361,8433,7410,300407,64865

52,961,5269,5455,500437,6477,64

41,868,5252,8659,200364,3380,23

32,685,1194,217700237,6330,42

63,247,9419,3521,400364,3504,31

IL12  LCRIL12 SOROIL10LCRIL10 SOROTNFα LCRTNFα SOROIFNγ LCRIFNγ SOROP
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APÊNDICE 10- Análise das citocinas em pacientes em LES (Lúpus Eritematoso Sistêmico) 

P= pacientes; unidade= pg/ml; 0= indetectável

80,774,6441,1412,421123030334823

59,836759,2952,844957016635422

41,285,1173,6204,448166817850921

37,444,2161,9329,427320618931120

6668,7385,8250,239320616929619

57,365,7353,9402,366034728433118

68,2121353,9348,6845122936660117

6255,4313,5570,4640102031365116

48,589587,4674,629828425321415
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APÊNDICE 11-Análise das citocinas em pacientes saudáveis (CS) 

P= pacientes; unidade= pg/ml; 0= indetectável

40,746338,5527,30050,574,519

3963,5319,3333,112,447,253,783,218

37,542,9389,5483,10051,481,417

27,343,2219,32260049,178,216

47,956,52552727,427,638,862,515

41,861,9315,6359,20045,462,114

61,283,9315,1379,40040,972,813

41,851,5292,7644,300161,584,112

32,337,3240,1287,90054,682,911

51,857,4155,5168,83,817,380,372,210

21,831,5323429,40052,8160,59

73,781,8298308,10049,863,28

72,167,3216,1298,621,715,846,969,17

41,855,7240,1274,1021,721,846,56

23,535,7394,832317,3028,767,35

58,796465,6275,2061,338,878,54

41,879,3211,3400,20032,3295,33

22,330,7292,2339,5021,724,848,92

62,668,2345,9408,10026,668,41

IL12  LCRIL12 SOROIL10LCRIL10 SOROTNFα LCRTNFα SOROIFNγ LCRIFNγ SOROP
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41,855,7240,1274,1021,721,846,56
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58,796465,6275,2061,338,878,54

41,879,3211,3400,20032,3295,33
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62,668,2345,9408,10026,668,41
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APÊNDICE 12- Quantificação de proteínas T-tau 
 
 
 
 

CS = pacientes 

EMnt = pacientes com esclerose múltipla antes do início do  tratamento 

EMt = pacientes com esclerose múltipla em tratamento 
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APÊNDICE 13- Quantificação de proteínas P-tau em pacientes EM e controles 

CS = pacientes 

saudáveis

EMnt = pacientes com esclerose múltipla antes do início do  tratamento 

EMt = pacientes com esclerose múltipla em tratamento 

32,628

21,827

44,226

32,125

39,524

15,623

46,722

29,821

37,420

24,919

3718

4517

34,316

39,915

28,114

40,41337,413

24,61228,112

52,81124,911

81,4351030,51037,410

52,535931,2934,39

14,438818,7837,48

77,336728,1734,37

34,346634628,36

33,722531,3517,15

8525459,3419,34

53,135347,8316,33

137,545231,9217,82

36,726131,2118,71

CI, anosCSCEMntCEMt
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