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RESUMO

ANALISE DO iNDICE DE ANTICORPOS IGG DO VIiRUS ANTI-EPSTEIN-BARR
LIQUOR/SORO E SUA ASSOCIACAO COM DOENCAS DESMIELINIZANTES

AUTOR: Joao Batista Costa Neto
ORIENTADOR: Dr. Cloévis Paniz
COORIENTADOR: Dr. José Antbnio Mainardi de Carvalho

As doencgas desmielinizantes sdo um grupo de enfermidades com gatilhos diversos e nédo
especificos, de origem infecciosa e/ou autoimune, que partem do principio inflamatério da
perda da mielina dos neurdnios, gerando uma série de sinais e sintomas, que exige um
diagnéstico multifatorial. Os exames que apoiam o diagndstico diferencial, assim como
sinalizam os provaveis caminhos investigativos, envolvem o liquido cefalorraquiano (LCR)
na rotina e nas avaliagdes de deteccao da sintese intratecal. O fator desencadeante para
doencgas desmielinizantes sempre foi um enigma, mas em meados de 2023, Bjornevik e
colaboradores demonstraram a correlagéo desta doenga com o virus Epstein-Barr (EBV).
Assim, este estudo teve como objetivo determinar as concentragdes de anticorpos IgG
especificos para EBV VCA, no LCR e soro, e verificar o indice de anticorpos especificos
(IAE) associando com os demais exames como bandas oligoclonais (BOC), o
normograma de Reiber, e aos achados clinico laboratoriais dos pacientes com doencas
desmielinizantes atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria — RS (HUSM) e no
Instituto Neuroldégico de Goiania (ING), entre 1 de margo de 2022 e 31 de margo de 2024.
Foram selecionados 61 pacientes, com idades que variaram de 28 dias a 84 anos, e
separados em 2 grupos, sendo 34 pacientes com doencgas desmielinizantes (DESM), e
outro com 27 pacientes sem doengas desmielinizantes relacionadas (NDESM). Foram
realizados a BOC, a pesquisa de anti-AQP4 IgG e de anti-MOG IgG, as dosagens de 1gG
e de albumina no soro e LCR, os normogramas de Reiber, as dosagens da atividade de
marcagao de anticorpos para EBV VCA IgG, e posteriormente foi calculado o IAE. Os
pacientes DESM na maioria foram mulheres na proporgéo de 1,6:1, e estes apresentaram
maior incidéncia da atividade de anticorpos para EBV VCA IgG frente aos pacientes
NDESM, tanto no soro quanto no LCR. Pacientes entre 1 e 18 anos foram 100% n&o
reagentes para a atividade de marcacgao de anticorpos EBV VCA IgG. A presenca de BOC
foi detectada em 33,3% dos pacientes DESM com EM. Os pacientes NDESM recém
nascidos apresentaram altos titulos de anticorpos EBV VCA IgG no LCR. A presenca de
sintese intratecal avaliada pelo reibergrama foi concordante em 88,9% dos pacientes com
a presenga de BOC. O IAE EBV VCA IgG foi inferior a 2,5 em 96,9% nos pacientes DESM,
mesmo na presenca de BOC e com o reibergrama apresentando presencga de sintese
intratecal. Estas associagdes evidenciaram que pacientes DESM, mesmo na presencga de
sintese intratecal detectadas pela BOC e reibergrama sendo reagentes para EBV VCA
IgG, tanto no soro e no LCR, na sua grande maioria apresentaram IAE dentro dos valores
de normalidade.

Palavras-chave: Esclerose Multipla. Liquido cefalorraquiano. Bandas oligoclonais.
Epstein-Barr virus. Reibergrama.



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE IGG ANTIBODY INDEX OF THE EPSTEIN-BARR ANTIBODY
VIRUS CSF/SERM AND ITS ASSOCIATION WITH DEMYELINATING DISEASES

AUTHOR: Joao Batista Costa Neto
ADVISOR: Dr. Clovis Paniz
CO-ADVISOR: Dr. Jose Antdnio Mainardi de Carvalho

Demyelinating diseases are a group of illnesses with diverse and non-specific triggers, of
infectious and/or autoimmune origin, which are based on the inflammatory principle of loss
of myelin from neurons, generating a series of signs and symptoms, which require a
multifactorial diagnosis. The tests that support the differential diagnosis, as well as
signaling the likely investigative paths, involve cerebrospinal fluid (CSF) in routine and
assessments to detect intrathecal synthesis. The trigger for demyelinating diseases has
always been an enigma, but in mid-2023, Bjornevik and colleagues demonstrated the
correlation of this disease with the Epstein-Barr virus (EBV). Thus, this study aimed to
determine the concentrations of IgG antibodies specific to EBV VCA, in CSF and serum,
and verify the specific antibody index (SAl) in association with other tests such as
oligoclonal bands (OCB), the Reiber normogram, and clinical laboratory findings of
patients with demyelinating diseases treated at the Hospital Universitario de Santa Maria
— RS (HUSM) and at the Instituto Neurolégico de Goiania (ING), between March 1, 2022
and March 31, 2024. Sixty-one patients were selected, with ages ranging from 28 days to
84 years, and separated into 2 groups, 34 patients with demyelinating diseases (DESM),
and another 27 patients without related demyelinating diseases (NDESM). OCB, anti-
AQP4 IgG and anti-MOG IgG research, IgG and albumin measurements in serum and
CSF, Reiber normograms, measurements of antibody marking activity for EBV VCA IgG
were performed, and subsequently, the IAE was calculated. The majority of DESM patients
were women in a ratio of 1.6:1, and they had a higher incidence of the presence of EBV
VCA IgG antibody activity compared to NDESM patients, both in serum and CSF. Patients
between 1 and 18 years old were 100% non-reactive for EBV VCA IgG antibody marking
activity. The presence of OCB was detected in 33.3% of DESM patients with MS. Newborn
NDESM patients showed high titers of EBV VCA IgG antibodies in CSF. The presence of
intrathecal synthesis assessed by reibergram was concordant in 88.9% of patients with
the presence of OCB. IAE EBV VCA IgG was lower than 2.5 in 96.9% of DESM patients,
even in the presence of OCB and with reibergram showing the presence of intrathecal
synthesis. These associations showed that DESM patients, even in the presence of
intrathecal synthesis detected by OCB and reibergram being reagents for EBV VCA IgG,
both in serum and CSF, in the vast majority of cases presented SAI within normal values.

Keywords: Multiple sclerosis. Cerebrospinal fluid. Oligoclonal bands. Epstein-Barr
virus. Reibergram.
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1 INTRODUGAO

Os processos desmielinizantes sdo um grupo de doengas com gatilhos diversos
e nao especificos, de origem infeciosa e/ou autoimune, que partem do principio
inflamatorio da perda da mielina, na bainha da mielina dos neurénios, gerando uma
série de sinais e sintomas (KUNKL, et al., 2020).

Dentre as doengas desmielinizantes, destaca-se a esclerose multipla (EM), a
qual afeta cerca de 2,8 milhdes de pessoas no mundo (WALTON, et al., 2020), e no
Brasil apresenta uma prevaléncia média de 8,69 casos por 100 mil habitantes
(PEREIRAL, et al., 2015) com uma estimativa de que cerca de 40.000 pacientes vivam
com a doenga (BRASIL, 2015).

O diagnéstico da EM ainda é muito complexo e multifatorial, uma vez que ndo
existem marcadores ou testes diagnosticos especificos. Ao longo da evolugédo da
medicina, varios modelos foram tentados, esquematizados e propostos, a fim de
orientar e facilitar o diagnodstico dessa doencga. Atualmente, sdo os critérios de
McDonald, descritos incialmente em 2001 e atualizados posteriormente, que sao os
mais frequentemente utilizados para o diagnéstico (BRASIL, 2015).

Em 2023, Bjornevik e colaboradores, demonstraram uma associagao entre a
reativagcdo do virus Epstein-Barr (EBV) e o desenvolvimento da EM. Este estudo
ampliou discussdes sobre a possibilidade de um agente causal para a EM e outras
abordagens diagndsticas.

Assim o EBV entrou no radar de investigagao principalmente quando ha a
presenca de reativacdo de anticorpos em uma fase posterior a infecgcdo primaria da
mononucleose infecciosa (Ml), e isso pode ocorrer até 20 a 30 anos depois da primeira
infecgdo (LEVIN, 2005). Com essa reativagcao do EBV, ha um risco 32 vezes maior no
curso do aparecimento das doengas desmielinizantes (BJORNEVIK, 2023), e nessa
linha surge um novo caminho investigativo que se faz necessario para correlagées de
parametros diagnosticos incluindo os exames laboratoriais no sangue e no liquido
cefalorraquiano (LCR).

O LCR ja foi referendado nos critérios diagnosticos de EM, segundo McDonald
(2017). Entretanto, agora se faz necessario ampliar e entender o perfil de
comportamento imunolégico dos marcadores sorolégicos e da sintese intratecal
através do uso do indice de anticorpos especificos (IAE) para EBV. O entendimento
desse novo caminho tem potencial para compreendermos se a correlagao com o EBV
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existe e se ele pode ser um marcador de apoio diagndstico em doengas

desmielinizantes.

1.1 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica vem tentando associar gatilhos
infecciosos para o aparecimento das doencas inflamatérias cronicas e
neurodegenerativas (causada pelas células imunolégicas que atacam as células
proprias do SNC), com o aparecimento de desmielinizagdo, como aquela que ocorre
na EM.

Em 2023 com a publicagao de Bjornevik e colaboradores, o EBV foi relacionado
com o desenvolvimento da EM e assim observamos que ha uma oportunidade inédita
no Brasil, para buscar essa associagao com o apoio de marcadores adicionais aos
exames tradicionais da pesquisa de BOC e avaliagédo do reibergrama.

Tradicionalmente o LCR ja € uma importante ferramenta paraclinica para apoio
diagnostico na diferenciagdo com outras doengas que também geram a
desmielinizagdo, os mesmos sinais, 0s mesmos sintomas e os mesmos resultados em
exames de imagem em ressonancia magnética (RM) de cranio e coluna. Com isso a
determinacédo do IAE (liquor/soro) do virus EBV em pacientes com doencgas
desmielinizantes, usando a técnica anticorpos Virus Capsid Antigen (VCA) por ELISA,

pode se tornar um marcador adicional na compreensao do apoio diagnostico.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Determinar as concentragdes de anticorpos IgG especificos para EBV (no LCR
e soro) calculando o indice de anticorpos especificos (IAE) em pacientes com doengas

desmielinizantes.

1.2.2 Objetivos especificos

Investigar a presenca do IAE IgG, na relagdo liquor/soro, para o virus do EBV
a partir da técnica de anticorpos Virus Capsid Antigen (VCA) por enzimoimunoensaio
(ELISA);

Estabelecer um perfil liquorico laboratorial para as bandas oligoclonais (BOC);
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Verificar quantitativamente a presenga da sintese intratecal IgG total aplicando

os normogramas de Reiber;

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 EPSTEIN-BARR (EBV)

O EBV é um virus DNA classificado na familia Herpesviridae, subfamilia
Gammaherpesvirinae, género Lymphocrytovirus (virus do herpes gama 1) e da
espécie Herpes virus humano tipo 4, que infecta seres humanos. Até o presente,
foram descritas duas variedades de EBV: o tipo 1 e o tipo 2, que se distinguem pelos
genes que codificam algumas das proteinas nucleares (GEQUELIN et al, 2011;
SANGUEZA-ACOSTA et al, 2018).

Sua descoberta ocorreu em 1964, através da microscopia eletrénica de células
cultivadas de linfoma de Burkitt (LB) por Michael Epstein, Ivonne Barr e Bert Achong.
Dessa forma, o LB tornou-se o primeiro tumor humano com uma associacao direta
com a presenga de um virus (COHEN, 2000). Em 1968, o EBV foi identificado como
0 agente etiologico da mononucleose infecciosa (MI). Em 1970, o DNA do EBV foi
detectado em tecidos de pacientes com carcinoma nasofaringeo. Nos anos seguintes,
ainda na década de 1980, foi associado a pacientes com linfoma (HALL et al, 2015).

O EBV apresenta distribuicao universal, sendo mais frequente nos paises em
desenvolvimento, como uma causa infecciosa muito comum, e esta presente em torno
de 90% a 95% da populacédo adulta (AL-OBAIDI et al., 2022; HESS, 2004). O EBV
também é leigamente conhecido como “doenga do beijo”, por manifestar-se com
maior frequéncia como MI em pacientes mais jovens (MOHSENI, 2024). Em recém
nascidos (RN) a presenca de altos titulos de anticorpos é recorrente, devido a
transmissao materno-fetal, e apds 1 a 3 meses os titulos reduzem, voltando e aparecer
apo6s uma infecgao primaria (ABRAHAMYAN, 2020; SHARIPOUR, 2020).

O ciclo de vida do EBYV inicia quando o genoma de DNA, de fita dupla de 186
kb, codifica varios genes estruturais e n&o estruturais usando compartilhamento de
organelas das células do corpo humano . A principal porta de entrada é a orofaringe,
que também ¢é a porta de saida. Ao entrar ele se replica em células epiteliais € nos
linfocitos B, com isso se espalha pelo corpo através destas células B infectadas. Nesta
altura, pode gerar sintomas ou nao (pacientes assintomaticos). Apos esse estagio,
dependendo da imunidade de cada paciente, esses mesmos linfécitos B, entram em
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um status de laténcia e sdo expressos diferencialmente como “imortalizados”
(BROZA, HUTT-FLETCHER, 2002; MACSWEEN, CRAWFORD, 2003). Cabe reforgar
que, assim como em outros herpes virus, neste estagio é estabelecida uma “infecgéo
latente no hospedeiro”, aguardando uma oportunidade de reativagdo (RICKINSON,
2001).

A transmissao do EBV ocorre pela saliva com maior frequéncia, e com janelas
intermitentes, conforme a carga viral. No entanto, ja houve relatos de transmissao
através de produtos do sangue, transplantes e transmissdo sexual. Com essa
dindmica de circulagéo e transmisséo, a preveng¢ao da propagagao do virus, parece
um grande desafio (HESS, 2004).

Laboratorialmente a detecgdo do EBV, seja por sorologias e/ou por exames
moleculares de identificagdo do DNA circulante, merece cuidado, pois a interpretacao
segue um racional da linha do tempo a partir do inicio dos sinais e sintomas e o da
aplicacao da melhor técnica de deteccao. Atualmente, ensaios sorolégicos séo os
preferidos, pois apesar do genoma do EBV codificar uma série de genes, os de maior
importancia para sorodiagnostico sao os que codificam os antigenos do capsideo viral
(VCAs), os antigenos iniciais (EAs) e os antigenos nucleares (EBNAs, 1 e 2), conforme

demonstrado na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura do virus EBV
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Fonte: Adaptado de ROSS et al., 2023.

Dos 4 tipos de antigenos do EBV, apenas 3 sdo amplamente usados
comercialmente por fabricantes de kits laboratoriais para interpretacdo de cada fase
do ciclo de atividade, conforme classe de anticorpo, como mostrado na Tabela 1. Ja
o ciclo de resposta imunologica para o EBV, de acordo com cada classe e tipo de
antigeno versus comportamento na linha do tempo esta demostrado na Figura 2.
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Tabela 1 — Ciclo de resposta imunoldgica, por classe e tipo de antigeno

EAIgG VCAIgM VCAIgG EBNA1IgG Interpretagéo
SORONEGATIVO
+
+
+ +
s " & INFECGAO AGUDA
e/ou
+ . + - RECENTE
+ +
+
+ +
INFECGAO PASSADA
+
. s 2 - ++ +
REATIVACAO
++ + ++ +

(+) Teste reagente. (++) Teste reagente intenso. (-) Teste ndo reagente.
Fonte: Adaptado de HESS, 2004.

Ja o ciclo de resposta imunolégica para o EBV, de acordo com cada classe e
tipo de anticorpo versus comportamento de soroconversdo e/ou reativagdo como
demostrado na Figura 2. No soro, podemos observar que numa fase muito inicial da
infeccdo por EBV, é produzida IgM contra o EA. As concentragdes maximas de
anticorpos tendem a coincidir com o inicio dos sintomas e, aproximadamente duas
semanas apos a infecgao inicial, comega a produgéo de IgG contra EA e de IgM, e
IgG contra VCA. As concentragdes de IgM anti-VCA mais elevadas encontram-se
cerca de trés semanas ap6és o inicio dos sintomas. A IgG anti-EA é frequentemente
detectavel por um periodo consideravel apés a infecgdo. Subsequentemente, as
concentragdes de IgM anti-VCA e, mais tarde, de IgG anti-EA decrescem. A I1gG anti-
VCA atinge um pico cerca de seis semanas ap0s o0 surgimento dos sintomas e o seu
nivel permanece elevado durante toda a vida. Por volta de trés semanas apés o
aparecimento dos sintomas, comegam a ser produzidos anticorpos IgG anti-EBNA1,
que constituem um indicador de infecgdo passada; estes atingem um pico passados
cerca de sete meses e permanecem elevados durante toda a vida apés uma infecgao
normal por EBV. A reativagcdo do virus (tal como a imunossupresséo) leva
habitualmente a um aumento significativo de anticorpos IgG anti-EA, enquanto os
titulos de IgM anti-VCA, raramente aumentam. Apds a imunossupresséo, a IgG anti-
EBNA1 s6 muito ocasionalmente desaparece, o que a torna um bom marcador de
reativagdo (AALTO, 1998; BAUER, 2001; DOBSON et al, 2013; HESS, 2004).
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Figura 2 — Ciclo de resposta imunolégica do virus Epstein-Barr, por classe e tipo de anticorpo versus
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Linha preenchida (presencga de titulos de anticorpos). Linha tracejada (presenca ou nao de titulos de
anticorpos).

Fonte: Adaptado de MUNZ et al., 2015.

Em tempo, cabe ressaltar que para este nosso estudo, o ponto chave a partir
daqui € a indicagao da “imortalizagao” dos linfocitos B no corpo humano, que foram
infectados pelo EBV. Esse fenbmeno pode estar correlacionado, também, como um
mecanismo de gatilho para a ativagao de autoanticorpos em pacientes com doengas
desmielinizantes, que descreveremos mais a frente.

A suspeita de que o desencadeamento da EM seja por uma causa infecciosa,
tem sido sugerida por pesquisas recentes (BJORNEVIK et al., 2023), e o EBV, um
membro da familia do virus do herpes humano, recorrentemente nos ultimos tempos,
€ citado como potencial implicador do risco, da exacerbagao e da progressdo da EM
(AL-TEMAIMI et al., 2022).

Um dos mecanismos sugeridos para o processo de desmielinizagao
desencadeado pelo EBV, esta baseado no mimetismo molecular entre proteinas do
EBV (como o EBNA1 que é detectado em quase todos os pacientes com EM antes do
inicio dos sintomas clinicos), com proteinas presentes no SNC. Ha forte indicacdo de
gue a proteina neste caso seja a Glial CAM. Esta proteina € uma molécula de adesé&o
expressa principalmente nas células gliais do SNC e do figado (HepaCAM),
desempenhando diferentes fun¢des de acordo com a situagdo. Quando suas funcdes
ficam reduzidas e/ou inexistentes, aumenta a possibilidade de doengas neuroldgicas
(BARRALLO-GIMENO, 2014).
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A presencga de linfécitos B no LCR de pacientes com EM, ou seja, clones
formados a partir da ativacdo de plasmécitos que sofrem hipermutacdo somatica em
resposta ao antigeno apresentado geram anticorpos que sado detectados pela
presencga de bandas oligoclonais no LCR. Outro ponto importante, € que sao esses
anticorpos formados, que justamente se ligam em uma regido do EBNA1. E essa
regido mimetiza molecularmente a mesma regido de ligagdo da GlialCAM, que esta
expressa em astrécitos e oligodentrécitos (células da glia). Assim, esse efeito em
cadeia, com multiplos anticorpos de ligagdo a EBNA1, que sao produzidos por clones
de linfécitos B, reagem em reagdo cruzada ao GlialCAM desencadeando a
desmielinizagdo no SNC. Dessa forma, basta uma unica célula clonal B, no sangue e
LCR, para revelar a capacidade de gerar autoanticorpos EBNA1 no rearranjo cruzado
com a GlialCAM (LANZ, 2022; ATTFIELD, et al., 2022).

Das varias oportunidades de aplicagdes de sorologias para o EBV, seja através
de anticorpos anti-VCA, anti-EA, e/ou anti-EBNA1, surge uma linha que indica que
independentemente de qual estiver aumentado, poderemos ter elevagdo das
concentragdes de IgG circulantes para o virus EBV no LCR de pacientes com EM,
quando comparados com amostras de pacientes saudaveis (KYLLESBECH et al.,
2022).

2.2 ESCLEROSE MULTIPLA

A esclerose multipla (EM) afeta cerca de 2,8 milhdes de pessoas no mundo
(WALTON, et al., 2020). O Brasil apresenta uma prevaléncia média de 8,69 casos por
100 mil habitantes, e, assim como no mundo, a prevaléncia varia de acordo com a
regido de residéncia do paciente, sendo menor no Nordeste e maior na regido Sul
(PEREIRAL, et al., 2015). Corroborando com isso, uma revisao sistematica de 2022,
demonstrou maior prevaléncia de pacientes com EM na regido Sul. A cidade de Santa
Maria, apresentou 27,2 casos por 100 mil habitantes, enquanto a cidade de Passo
Fundo, apresentou 26,4 casos por 100 mil habitantes, ambas no Rio Grande do Sul.
Para fins de comparagao, a prevaléncia em Recife, na regido Nordeste, foi de 1,4
casos por 100 mil habitantes, reforgcando a maior incidéncia em caucasianos (DOS
PASSOS, et al., 2022). As regides com maior prevaléncia de EM no mundo estédo na
Ameérica do Norte e na Europa, com latitudes mais altas associadas a uma maior
prevaléncia de EM (WALTON, et al., 2020; SIMPSON, et al., 2019), e apresenta menor
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incidéncia na populagao afrodescendente, oriental e indigena (ANNIBALI, et al., 2015;
OLIVEIRAL, et al., 1998). O inicio dos sintomas geralmente ocorre entre 20 e 30 anos
de idade, e as mulheres tém trés vezes mais probabilidade de desenvolver a EM do
que os homens (REVITAL et al., 2022). A proporgdo meédia esperada a cada 3
pacientes, é de 2 para sexo feminino e 1 para sexo masculino (2:1) (WHO, 2008). Em
um estudo nacional recente a idade média dos pacientes em investigagdo para
doencas desmielinizantes foi de 40 (+ 14,2) anos (DOMINGUES, et al., 2024).

A EM é uma doenca inflamatdria crénica e neurodegenerativa e é causada
pelas células imunoldgicas que atacam os neurbnios como se fossem corpos
estranhos (ALANIZI, et al., 2022). Isto significa que o sistema imunolégico, que
normalmente funciona contra infecgdes, passa a atacar o SNC, como acontece contra
os virus e as bactérias (MOHAMMEDI, 2021). Este processo leva a uma
desmielinizagdo neuronal, a degeneragao de axénios, a perda sinaptica no cérebro e
medula espinhal (ME) ( WALTON, et al., 2020). Adicionalmente, também ha perda de
oligodendrocitos e gliose de astrocitos, produzindo areas ou regides de lesdes de
placas e/ou de esclerose, podendo ser unicas/isoladas ou multiplas (KUNKL et al.,
2020). Cabe destacar que a desmielinizacao € o termo que descreve uma perda da
mielina, da bainha de mielina do neurénio, com uma relativa preservacao, ou nao, do
axonio (LOVE, 2006), e NAO é exclusiva da EM.

As manifestagdes clinicas dos pacientes sdo variaveis, na forma aguda ou
cronica, como: fadiga, dificuldades de locomogdo, dorméncia ou formigamento,
espasticidade, fraqueza, problemas de visédo, tontura e vertigem, problemas de
bexiga, problemas sexuais, problemas intestinais, dor e coceira, mudangas cognitivas,
mudangas emocionais, depressao, problemas de fala e para engolir, de forma isolada
ou em combinagdo (MOHAMMEDI, 2021; GAJOFATTO et al., 2015; BRASIL, 2015).

Na fisiopatologia microscépica, temos a presenga de células imunoldgicas, de
anticorpos, de moléculas de adesado, de citocinas, de quimiocinas, e dos acidos
nucléicos, que refletem as inflamagdes isoladas ou multiplas que levam a uma
neurodegeneracdo em uma linha do tempo (Figura 3). O LCR também apresenta
caracteristicas importantes que serdo descritas, no decorrer do texto, como a
avaliacao da barreira hemato encefalica (BHE), sintese intratecal e a avaliagao das
bandas oligoclonais (BOC) (DEISENHAMMER, et al., 2019).
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Figura 3 — Neurodegeneragao na esclerose multipla e respostas inflamatérias avaliadas na coleta do

liquido cefalorraquiano

PASIETN

Regites afetadas no SNC pelos processos inflamatérios com desmielinizagdo com participagao de
plasmécitos (linfécitos B). As alteragbes podem ser detectadas através da coleta do LCR na regido
lombar para analise de células e proteinas.

Fonte: Adaptado de DEISENHAMMER et al, 2019.

O perfil celular tecidual em pacientes normais, neurologicamente saudaveis,
em regides parenquimatosas do cérebro e/ou medula espinhal, tanto na substancia
branca como na cinzenta (SCHWARTZ, et al., 2023), apresentam oligodentrécitos
(81%), células imunoldgicas, astrocitos, oligodentrécitos progenitores (OPC), e as
células associadas ao revestimento de vasos. Este perfil € considerado de fase
‘homeostatica”, neurologicamente normal, quando comparado a pacientes com EM.
Estes apresentam regides de desmielinizagdo, com inflamacgdes, e com perfil celular
apresentando: oligodentrécitos (89%), infiltrados de células imunolégicas como:
linfécitos TCD4 e TCD8 ativados, plasmoblastos/plasmécitos (CD38, IGHG1, IGHA,
IGHM, ndo expressando MS4A1), mondcitos (expressando predominantemente
CD14) e células dendriticas maduras (CD83, NFKB1), sugerindo um plano
imunomediado ativo, de apresentagdo de antigenos ao sistema imunoldgico
(ABSINTA, et al., 2021).

Presente tanto nos infiltrados de tecido nervoso observados ao microscépio,
guanto como células circulantes no LCR, as células plasmaticas (linfocitos B ativados)
sdo os principais atores na patogénese da EM (FRAUSSEN, 2009; BOGERS, 2023).
Em oposicao, estas células raramente sao observadas e detectadas em pacientes
neurologicamente saudaveis, mas estdo presentes em pacientes com EM. Estes
clones expandidos de linfocitos B sdo produzidos localmente, sendo os responsaveis
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pela sintese intratecal e pela formacéao das bandas oligoclonais (BOC) observadas em
mais de 90% dos pacientes com EM (FRAUSSEN, 2009). No Brasil a frequéncia da
presenga da BOC & menor quando comparado a paises de origem caucasiana e
similar a paises de origem ndo caucasiana, como observado em outros 3 estudos
nacionais ja publicados com taxas de presencas de BOC de 85%, 54,4%, e 44,4%
(SHOLER, et al., 2001; GAMA, et al., 2009; DOMINGUES, et al., 2024).

Com isso entendemos que 0 mecanismo da cascata imunomediada esta mais
bem esclarecida, entretanto a etiologia e/ou gatilho que levam a desencadear todo
esse processo da doenga ainda nao é claro (PARODI, et al., 2021). Existem alguns
fatores de risco que sao mais associados com inicio da EM, incluindo certos fatores
genéticos, baixas concentragdes de vitamina D, reduzida exposi¢céo solar, a infeccéo
pelo EBV, além do tabagismo (REVITAL, et al., 2022).

As células B “virgens” sao caracterizadas pela expressao de diferenciagcao em
geral com CD20 e CD19, e pela auséncia do CD27 e CD38 em sua superficie quando
sdo liberados no sangue periférico, na medula éssea (MO) e nos 6rgéos linfoides
secundarios. Ja em circulagdo, quando sao apresentados a um antigeno,
desencadeiam a sua ativacdo, expressando CD80 e CD86. Depois da ativagao sao
produzem anticorpos plasmaticos de baixa afinidade, com uma regulacédo de
expressao de CD38. Assim, surgem as células B de memadria que expressam CD19 e
CD27, e que séo capazes de reativar e diferenciar-se muito rapidamente quando
novamente em contato com a antigeno inicial, surgindo a expressao do CD138.
Quando as células B se tornam de vida longa, “alta afinidade”, produzindo anticorpos
de alta afinidade, ela perde a expressao do CD20, ficando CD19 variavel, € mantém
o CD27, CD38 e 0 CD138 (FRAUSSEN, 2009; BOGERS, 2023).

Assim, os linfécitos B que circulam no LCR em individuos neurologicamente
saudaveis, na sua grande maioria, sdo do tipo “virgens” e raramente sdo detectados
linfécitos B do tipo “alta afinidade” (FRAUSSEN, 2009). A virada de “chave” do
aumento desproporcional de linfocitos B de alta afinidade frente a “virgens” no SNC,
durante a progressao da EM, é justificada pela presencga da sintese intratecal e pela
presenca de BOC.

Assim, o diagndstico da EM se torna muito complexo, e multifatorial, uma vez
que nao existe marcador ou teste diagnostico especifico. Ao longo da evolugdo da
medicina, varios modelos foram tentados, esquematizados e propostos, a fim de

orientar e facilitar o diagnoéstico dessa doencga. Atualmente, sdo os critérios de
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McDonald, revisado em 2017, que sdo mais frequentemente utilizados na medicina
(Quadro 1) (THOMPSON, 2018).

Quadro 1 — Critérios de Macdonald para diagnéstico de esclerose multipla

Numero de surtos®

Numero de lesdes com evidéncia
clinica objetiva®™

Critérios adicionais para o
diagndstico de EM

localizagdo anatdmica distinta

2 ou mais surtos 2 ou mais lesdes Nenhum'?
1 lesdo + evidéncia clara de surto
2 ou mais surtos anterior envolvendo uma lesdo em Nenhum(

2 ou mais surtos

1 lesdo

Disseminagdo no espa¢o demonstrada por:

e Novo surto em localizagdo diferente no
SNC
ou

e Ressonancia Magnética'®

Disseminagdo no tempo demonstrada por:
e Novo surto

ou
1surto 2 ou mais lesdes e Ressonancia Magnética'
ou
e Presenca de bandas oligoclonais no
liquor®®
Disseminagdo no espa¢o demonstrada por:
e Novo surto em localizagdo diferente no
SNC
ou
e Ressonancia Magnética'®
E
1 surto 1 lesdo

Disseminag¢do no tempo demonstrada por:
e Novo surto

ou
e Ressonancia Magnética'
ou
e Presenga de bandas oligoclonais no

liquor®?

(a) Definigao de surto constantes pode ser consultada: BRASIL, 2015; (b) O diagndstico baseado em evidéncia clinica objetiva
de duas lesbes é o mais seguro. Evidéncia histérica de um surto prévio, na auséncia de achados neuroldgicos objetivamente
documentados, pode incluir eventos histéricos com sintomas e evolugdo caracteristicos de um evento desmielinizante
inflamatério prévio. Pelo menos um surto, entretanto, deve ter seu suporte em achados objetivos. Na auséncia de evidéncia
objetiva residual, € necessaria cautela; (c) Nos critérios de McDonald originais (revisdo de 2017), ndo sdo necessarios testes
adicionais, entretanto, para efeito deste PCDT adotou-se que qualquer diagnéstico de EM deve ser realizado com acesso a
neuroimagem. (d) Ressonancia Magnética para DIS conforme descrito na se¢do “Diagndstico” deste PCDT (e) Ressonancia
Magnética para DIT conforme descrito na segédo “Diagndstico” deste PCDT (f) A presenga de bandas oligoclonais no liquor ndo
demostra DIT, contudo pode substituir a demonstragao de DIT.

EM = Esclerose Mdltipla; SNC = Sistema Nervoso Central; LCR = Exame do liquido cefalorraquidiano; IgG = Imunoglobulina G,
DIT = Disseminag&o no Tempo, DIS = Disseminag&o no Espaco, PCDT = Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas.

Fonte: Adaptado de SCHUNEMANN, 2019 e THOMPSON et al., 2018.
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Em geral, o diagnéstico é baseado na documentagao de dois ou mais episddios
sintomaticos, que devem durar mais de 24 horas e ocorrer de forma distinta,
separados por periodo de no minimo um més, ou seja, disseminados no tempo e no
espaco. Exames radiolégicos e laboratoriais, em especial a RM e exames no LCR,
podem em conjunto com a clinica, serem essenciais para compor o diagndstico e
excluir outras doencas de apresentagédo semelhante e/ou mimetizantes (BRASIL,
2015; REVITAL, et al., 2022; SCHUNEMANN, 2019).

Como a apresentagao clinica do paciente com EM nem sempre é linear,
(podendo ocorrer surtos ou ataques agudos, intercalados com periodos de remissao
espontanea dos sintomas ou pelo uso de corticosteroides), € importante que se
realize os exames laboratoriais de sangue e LCR antes de qualquer intervengao
medicamentosa. Para tal, a interacdo do laboratério com a equipe médica, na
condugdo em uma linha do tempo, evita falsos resultados laboratoriais causados pelo
uso antecipado e precipitado de corticosteroides (SILVA, 2021; GAJOFATTO et al.,
2015; MACHADO et al., 2012; BRASIL, 2021).

2.3 DISTURBIO DO ESPECTRO DA NEUROMIELITE OPTICA (NMOSDSD)

A inflamacdo do nervo 6ptico desmielinizante, conhecida como disturbio do
espectro da neuromielite 6ptica (NMOSD), tem como principal causa a EM. Além
disso, as doencgas associadas a anticorpos contra a proteina da mielina do
oligodendrocito (anti-MOG), e outras patologias inflamatorias raras também estao
associadas a inflamacao do nervo 6ptico desmielinizante (OPITC NEURITIS STUDY
GROUP, 2008; COBO-CALVO, 2018; RODRIGUEZ-ACEVEDO, 2022).

A NMOSD, anteriormente era considerada um subtipo de EM, porém,
atualmente é uma entidade separada em diagnoéstico e tratamento (SIRIRATNAM,
2023). Em paises ocidentais, a EM ¢é a primeira causa de NMOSD, e até 70% dos
pacientes com EM sofrerdo pelo menos uma NMOSD durante o curso da doenca
(RODRIGUEZ-ACEVEDO, 2022).

Um ponto importante é que 60% dos pacientes com NMOSD terao resultados
positivos para anti-aquaporina 4 (anti-AQP4) e o restante, cerca de 40%, serao
positivos para anti-MOG, no disturbio associado a glicoproteina da mielina do
oligodentrécito (MOGAD) (KIM, 2015; COBO-CALVO, 2018; RODRIGUEZ-
ACEVEDO, 2022). A Aquaporina 4 (AQP4) € um componente do complexo da
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proteina distroglican localizado no astrdcito que faz parte da barreira hemato liquérica
(BHL) (PITTOCK, 2006; TAKAHASHI, 2006).

A idade média de inicio da NMOSD € de 40 anos. No entanto, existe uma
grande variedade de casos pediatricos e de inicio tardio, que representam cerca de
20% de todos os pacientes. A NMOSD com anti-AQP4 reagente, tem uma forte
preponderancia feminina para masculina, de até 9:1, o que é muito maior do que na
EM, ou ndo reagentes para NMOSD. O anti-AQP4 esta presente na maioria dos
pacientes, mas este numero € provavelmente subestimado, uma vez que muitos
estudos anteriores incluiram a MOGAD como parte da NMOSD quando os resultados
eram nao reagentes (JARIUS, 2020; SIRIRATNAM, 2023).

A patogénese da NMOSD surge de um gatilho desconhecido, assim como na
EM, e leva a producao de anticorpos anti-AQP4, a partir de populagdes de linfocitos
B (WINGERCHUK, 2006). Um ponto interessante nesse caso € que os linfécitos B,
que atuam ativamente na doenga tem a presenca da expressao do CD19, do CD27 e
do CD38, mas por algum motivo se mantém com um padrdo de clones de baixa
afinidade, com expressdo de CD25, “virgens” (HOSHINO, 2020). A presencga de
clones “virgens” ativos é reforcada na observagdo em analise dos exames do LCR,
por apresentarem resultados de BOC, na grande maioria dos casos, negativos, e com

auséncia de bandas bem como a auséncia da sintese intratecal (JARIUS, 2011).

2.4 DOENCA DO ANTICORPO CONTRA GLIPROTEINA DO OLIGODENTROCITO
(MOGAD)

A doenca do anticorpo da glicoproteina associada ao oligodendrécito da mielina
(MOGAD), apresenta similaridade com a NMOSD (SITITHO, 2023). Assim, como a
NMOSD, a MOGAD, também gera inflamacéo e desmielinizagdo do nervo optico, e
agora é reconhecida como uma entidade nosoldgica com caracteristicas clinicas e
paraclinicas especificas para auxiliar no diagnéstico precoce (WYNFORD-THOMAS,
2019).

A glicoproteina associada ao oligodendrécito da mielina (MOG) é uma proteina
transmembrana encontrada na superficie do SNC e esta ligada a presenca de
oligodendrdcitos maduros, constitui apenas uma pequena porgao da mielina, cerca de
0,05%, e suas possiveis fungdes sdo de estabilidade. O uso de anticorpos anti-MOG

e a deteccao de altos titulos tém sido relatadas em varias doengas desmielinizantes,
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incluindo a neurite Optica, mielite transversa, encefalomielite disseminada aguda
(ADEM) e a encefalite cortical cerebral. Entretanto, o uso do anti-MOG tem sido
importante na complementagdo do diagndstico diferencial do NMOSD e da EM
(CORBALLI, 2023).

Embora nenhuma faixa etaria esteja isenta, a idade média de inicio € na quarta
década de vida, sendo a neurite 6ptica o fenétipo de apresentacdo mais frequente.
Parece ser mais frequente em pacientes com menos de 18 anos e a proporgéo por
género € de 1:1 (SECHI, 2022).0 curso da doenga pode ser monofasico ou
redicivante, com recidivas subsequentes envolvendo mais comumente o nervo o6ptico.
Incapacidade residual desenvolve-se em 50-80% dos pacientes, sendo a mielite
transversa no inicio o preditor mais significativo do resultado a longo prazo
(WYNFORD-THOMAS, 2019).

2.5 LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO

O exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) ou é um fluido composto de 99%
de agua e 1% de proteinas, ions, neurotransmissores e glicose (BULAT, 2011). Ele
preenche os espacos circundantes do SNC, e sustenta, protege e "irriga" todo o
sistema das leptomeninges, principalmente removendo substancias toxicas. Um
homem adulto possui cerca de 150 mL de LCR circulante, sendo que, 17% nos
ventriculos, e o resto perfunde entre as cisternas e o espaco subaracnoideo que é o
espaco real entre as meninges aracndide e a pia-mater, as chamadas leptomeninges.
Classicamente, o fluxo do LCR segue uma velocidade impulsionada pelos batimentos
cardiacos. Cerca de 75% do LCR é produzido pelo epitélio do plexo coréide e 25%
surgem de outras estruturas, como a parede ependimal, o parénquima cerebral e o
liquido intersticial da troca sangue/LCR (ROMAGNOLLI, et al, 2019).

A elegibilidade para indicagao da coleta do LCR segue critérios clinicos bem
estabelecidos, e dentre elas estdo o apoio no estadiamento de doengas oncoldgicas,
no seguimento de alteragdes vasculares (vasculites cerebrais), em sangramentos, em
doengas desmielinizantes, em quadros demenciais, em infec¢des agudas
(meningites), em infec¢gdes subagudas, em infecgdes crbnicas, em processos
inflamatdrios (reacionais e autoimunes) e na infiltragcdo de células neoplasicas
(tumores sdlidos e hematolégicos) que acometem o SNC e o sistema nervoso
periférico (SNP) (LIVRAMENTO et al, 2002).
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Outra abordagem importante que envolve o LCR é a possibilidade da
administracao intratecal de medicamentos e quimioterapicos, tanto para o tratamento
de infec¢des quanto para tumores primarios ou metastaticos do SNC, e, ainda, como
profilaxia do envolvimento neurolégico de tumores sistémicos, por exemplo, em
leucemias (COSTA NETO et al, 2009).

Na EM, além da rotina basica do LCR, com andlise fisica, do quimiocitoldgico
(contagem global, contagem citologica diferencial, dosagem de glicose, dosagem de
proteinas), coloragdo de Gram, pesquisa de fungos, VDRL, devemos incluir,
marcadores de sintese intratecal, como o indice de anticorpos, o reibergrama, o indice
de IgG e a BOC (DEISENHAMMER, et al., 2019; COSTA NETO, 2015).

E importante ressaltar que a técnica para pesquisa da BOC por métodos
tradicionais usando gel de agarose e/ou de poliacrilamida como meio de separagao
nao tem poder de resolucio para interpretacdo na EM, sendo extremamente limitada.
Neste caso, a técnica “padrao ouro” para BOC é por isoeletrofocalizagao (IEF), que
resulta de uma corrida eletroforética, de um estado igual do ponto isoelétrico da
proteina e o pH do dielétrico anfotérico do meio de separagcdo de poliacrilamida.
Assim, esse método de separacao da proteina se torna mais sensivel e diversificado.
Além disso, a imunofixagcdo ou o western blotting (WB) sdo adicionados usando
anticorpos anti-IgG (ou IgA/IgM), marcados com enzima para identificar componentes
e subclasses de anticorpos das bandas, onde o resultado pode ter 5 (cinco) padrées
estabelecidos. E considerado um padréo positivo quando apresenta 2 ou mais bandas
no LCR quando comparadas ao soro, em corrida pareada (Figura 4) (COSTA NETO,
2015; DEISENHAMMER, et al., 2019; JIN, et al, 2023).

2.6 BARREIRA HEMATO ENCEFALICA (BHE)

A BHE é o limite fisico (anatdbmico) e bioquimico entre a corrente sanguinea e
o parénquima no SNC. Ela é composta por células endoteliais vasculares fortemente
ligadas, rodeadas por uma membrana basal e sustentadas por astrocitos, pericitos e
da micréglia (Figura 5). Além disso, a BHE tem uma fungao vital de proteger o SNC
de virus, bactérias e neurotoxinas, ou seja, de toda e qualquer enfermidade,
controlando o movimento de ions, de moléculas e de células entre o sangue e o SNC.

Assim, ela consegue impedir que 98% dos medicamentos de moléculas pequenas e
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100% dos medicamentos de moléculas grandes entrem no SNC através da corrente

sanguinea diretamente, sendo extremamente seletiva e protetiva (NEJM, 2023).

Figura 4 - Perfis de resultados do exame de pesquisa de Bandas Oligoclonais IgG
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L: Liquor e S: Soro. Cinco padrdes tipicos de BOC com isoeletrofocalizagdo e imunofixagdo ensaio.
Tipo 1: negativo/normal: auséncia de BOC no liquor e soro; Tipo 2: positivo/especifico do liquor: BOC
no liquor; Tipo 3: positivo/mais no liquor: BOC adicional no liquor; Tipo 4: identicamente positivo: BOCs
idénticos no liquor e no soro; Tipo 5: monoclonal: padrao monoclonal idéntico.

Fonte: Adaptado de JIN, 2023.

Figura 5 - llustragdo da barreira hemato encefélica (BHE)

Blood-brain barrier
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Os capilares do tecido cerebral estao revestidos pelos astrocitos (astrocyte), pelas células da micréglia
(microglial cell) e quando visualizamos na imagem ampliada temos a ilustracdo da barreira hemato
encefalica (blood-brain barrier) vista no corte anatémico (cross section) que destacam os pés dos
astrocitos (astrocytic end-feet), as células endoteliais dos vasos saguineos (endothelial cell), a
membrana basal (basement membrane), o periocitio (pericyte), a jungédo estreita (tight junction)
inseridos no tecido cerebral (brain parenchyma).

Fonte: Adaptado de New England Journal of Medicine (NEJM) llustred Glossary - 2023.
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Com isso a partir da troca sangue-LCR, a BHE tem um papel de atuar
dinamicamente para manter o ambiente metabdlico do SNC e do LCR. Além disso, a
sua atividade garante, em condi¢gdes normais, as diferengas na composicao citoldgica,
imunoldgica e bioquimica do LCR em relagdo a composi¢ao do sangue. Por sua vez,
a composigao do LCR depende das condigbes sanguineas e do equilibrio sangue-
LCR, e, portanto, espera-se a presenga de componentes presentes no soro, porém
em concentracdes diferentes (SPECTOR et al., 2015).

Em relacdo a concentracdo bioquimica absoluta, destacam-se principalmente
as de proteinas, células e marcadores tumorais no LCR com diversos fatores
envolvidos, dentre eles:

e adependéncia da concentracdo plasmatica.
e aintegridade da BHE.

e avelocidade do fluxo do LCR.

e dos pesos moleculares.

e do raio hidrodindmico das moléculas.

Assim, os estudos do fluxo liquérico se baseiam nesses fatores e essas
informacdes nos levam a concluir que as teorias das relacdes de troca da BHL e da
BHE nao sdo somente virtuais. Com esse raciocinio, ficou estabelecido que, em
condi¢cdes normais, as concentracoes de proteinas, principalmente de células e da
albumina, podem variar conforme a idade, e no caso da albumina ha uma tendéncia
de aumento de concentragédo apos o avango da idade (REIBER, et al., 1994).

O funcionamento da BHL é fortemente influenciado pela velocidade do fluxo do
LCR. Assim um fluxo de LCR reduzido ira causar uma disfuncdo causada por uma
formacgao reduzida ou bloqueio de drenagem, e como a albumina sé é sintetizada no
figado, todas as moléculas detectadas no LCR s&o resultado da troca sangue e LCR.
Como resultado, o quociente de albumina (Qaib) pode ser usado como uma medida do
funcionamento da BHL (REIBER, et al., 2001).

Portanto, se for detectado no LCR um valor aumentado de albumina em relacéo
ao valor de referéncia no soro, isso € um indicador de disfungdo da barreira. O Qanb
tem seu range minimo dos quatro meses aos cinco anos de idade, e depois aumenta
continuamente devido ao avanco da idade. Posteriormente, volta a declinar a partir
dos 60 anos de idade pelo processo de envelhecimento (ZIMMERMANN, et al., 2012).



32

Associado ao Qab, outro ponto importante é a quantificacdo das
imunoglobulinas e proteinas inflamatorias presentes, pois 0 aumento delas pode ser,
também, devido a produgéo intratecal. Isso € muito importante no auxilio diagnostico
de diversas doengas neuroldgicas, especialmente para investigagbes autoimunes,

como no caso das doengas desmielinizantes (ROSTASY, et al, 2003).

2.7 INDICE DE ANTICORPOS ESPECIFICOS (IAE)

O IAE é o calculo que é util para confirmar uma suspeita de infecgao,
principalmente no caso do SNC, e busca evidenciar a sintese local de anticorpos
especificos ou ndo (SHAMIER, et al., 2021). Durante um processo infeccioso, a
reagao imunoldgica no LCR com a resposta imune humoral gera a sintese intratecal
sendo oligoclonal poliespecifica, e por isso 0 uso da relagdo liquor/soro se torna
importante para detectar de uma maneira mais sensivel o aumento intratecal de seja
para IgG, IgA ou IgM (BARRIOS-LAMOTH, et al., 2019). Entretanto, a simples razao
linear, com calculo LCR/soro, parece nao ser suficiente para uma definicao real, e isso
sera descrito a frente. O modelo de razdo simples para o calculo do IAE esta

esquematizado na Figura 6.

Figura 6 - Mecanismo indice de Anticorpos Especificos (IAE)

Patégeno M Albumina

1gG Especifico LCR — _8G Especifico Soro . 1gG Especifico LCR
IgG Total LCR = IgG Total Soro IgG Total LCR

Se houver uma infecgdo do sistema nervoso central (SNC), anticorpos especificos para patégenos
também seréo formados no liquor (LCR). Consequentemente, a sua propor¢do no LCR aumenta em
contraste com a do soro. A produgéo intratecal de anticorpos especificos para patégenos é definida
pelo IAE. O quociente é calculado a partir da quantidade de anticorpos IgG especificos com a IgG total
do LCR em proporgao a quantidade de anticorpos 1gG especificos com a IgG sérica total.

Fonte: Adaptado de CSF Diagnosis Manual, Euroimmun Medizinesche Labordiagnostika AG, 2023.
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O modelo da Figura 6, ndo inclui a relagdo com o Qab no calculo da
determinacao do conteudo total de anticorpos oligoclonais e na atividade especifica
de anticorpos do LCR, que também deve ser comparada com o soro para
conseguirmos distinguir um anticorpo intratecal a partir da determinagao de anticorpos
de origem soroldgica (sangue). Por esta razdo o quociente de anticorpo especifico

Qspec. Igx devera ser calculado conforme formula abaixo:

[ spec IgXicr]

Igx =
QSpec . [ spec IgXsoro]

Qspec. 1g9x S (Quociente especifico por classe de anticorpo); IgX (Classe anticorpo avaliada, exemplo:

IgG, ou IgM, ou IgA)

O objetivo do quociente acima é devido a possiblidade da disfungdo da BHL
poder ser a causa do aumento da atividade de anticorpos especificos detectados, o
Qspec. Igx. E por isso, 0 Qspec. Igx deve ser utilizado como um marcador para avaliar a
funcdo de barreira para evitar uma interpretacdo errada do uso linear de Qabn. O
quociente a partir de IgX (Qigx) derivado do IgX concentragdo no LCR e o valor dosado
no soro € usado como base para a funcao direta da BHL. Em individuos saudaveis, a
proporgao sérica de IgX especifica no LCR ¢é idéntica a proporgao dos anticorpos IgX
totais. Por esta razdo o Qigx pode ser usado como referéncia e por isso substitui 0 Qaib
linear como parametro de barreira. Com isso o calculo para o método de construir o

IAE deve ser:

[ Qspec IgG ]
[ QIgG total ]

IAE =

Proporcionalmente, o Qspec. igx Na auséncia de condigdes patoldgicas, ou seja,
apresenta uma equivaléncia do quociente para todas as classes anticorpos, e o valor
esperado de IAE é de 1,0 em individuos saudaveis. Ja a atividade especifica do
anticorpo no LCR aumentara na presencga de sintese intratecal seja IgG, IgA e/ou IgM,
e assim teremos o aumento do Qspec. € valores de IgX. Inicialmente a sintese intratecal
de anticorpos podera aumentar apenas ligeiramente para o anticorpo total em
atividade no LCR, mas o QIgX permanecera quase inalterado. E por isso na
sequéncia, a IAE podera aumentar e servira como um marcador para sintese intratecal
de anticorpos de maneira real. Devido a possiveis imprecisbes e variagcdes na

determinacdo dos analitos dosados, os valores do IAE entre 0,7 e 1,4 sao
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normalmente interpretados como achados recorrentes esperados, enquanto um valor
de IAE superior a 1,5 é geralmente avaliado como patolégico (ZIMMERMANN, et al,
2012; REIBER, et al, 1998; REIBER, et al, 2001).

Portanto, conforme ja descrito, o calculo do valor IAE de Qigx pode ser usado
como uma medida da BHL em vez de Qap linear. Com isso, podemos mensurar
quantitativamente quando ha uma forte estimulacao, reativagéo, seja fraca ou forte,
poliespecifica ou n&o, de clones de linfocitos B (plasmdcitos) em uma condigao
patologica no SNC. Quando ha uma extensa sintese intratecal especifica de
anticorpos teremos também o aumento da atividade de anticorpos totais no LCR.
Como resultado, o Qigx aumenta significativamente e perde o seu significado como
um marcador para a barreira sanguinea do LCR, porque uma distingdo entre difusao
e sintese intratecal ndo sera mais possivel. No entanto, se 0 Qigx aumentado for usado
para calculo, o indice de anticorpos sera reduzido, o que pode induzir a erros de
resultados de pacientes ndo doentes. Por esta razdo, o calculo do IAE com uma
estimulacdo forte ou poliespecifica ndo é baseada no Qigx. A faixa normal superior
QLim IgX é usada em vez disso, o que representa o maximo de Qigx ocorrendo em
pessoas saudaveis. Por isso o0 uso do QLim IgX elimina a possibilidade de uma sintese
intratecal induzir o erro no marcador da fungao da BHL. Este efeito pode ser ignorado
na auséncia de uma estimulagao forte ou poliespecifica (ZIMMERMANN, et al, 2012;
REIBER, et al, 1998; REIBER, et al, 2001). Como resultado, dois casos devem ser
distinguidos no calculo do IAE:

[ Qspecig ] [ Qspecigc ]

b) IA=
[ QIgG total ] [ QLim IgX ]

a) IA=

Ja para Wilsemann e colaboradores (2010), a razdo de normalidade esperada,
liquor/soro para IAE, fica entre 0,7 e 1,3, e valores acima de 1,5 podem ser
considerados como clinicamente relevantes, indicando estados patologicos. Os
resultados com ponto de corte inferior a 0,6, teoricamente ndo sdo esperados, mas
sdo particularmente provaveis de ocorrer em reagdes poliespecificas, e geralmente
nao tem significado clinico. Ja valores superiores a 4,0 podem ser considerados
imprecisos quantitativamente, devido aos niveis de titulacao e linearidade. Os valores
superiores a 2,5 podem ser interpretados como definitivamente patolégicos. Barrios-
Lamoth e colaboradores (2019), reforcam a recomendagao de que o calculo da IAE,

apresenta maior sensibilidade quantitativamente, e €& claramente demonstrada
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quando temos um indice maior ou igual a 1,5 o que indica clinicamente a sintese
intratecal. Entretanto, outros autores sugerem que, em vez de 2,5, devemos ampliar
a razéo de IAE para 3,0 no sentido de consolidar a avaliagdo como definitivamente
patoldgicos (SHAMIER, et al., 2021; DUSSAIX et al, 1987; DE GROOT-MIJNES et al,
2006). Assim ajustamos os valores de interpretacdo para o IAE, os quais estédo

apresentados de forma simplificada na Figura 7.

Figura 7 - Valores de interpretagdo para o indice de Anticorpos Especificos (IAE)

IAE INTERPRETACAO

<0,6 Sem significado clinico
0,7a1,4 Normalidade

> 2.5 Definitivamente patolégico

Fonte: Adaptado de WILSEMANN, 2010; ZIMMERMAN, 2012; DE GROOT-MIJN, 2006.

2.8 REIBERGRAMA

Por muito tempo a determinagao de proteinas do LCR e sangue, em particular
as imunoglobulinas e albumina, foi utilizada no apoio diagndstico de doengas, mas
sendo controverso. Varios modelos foram langados na busca de um entendimento de
todas as variaveis da troca sangue-LCR, mas sem muito sucesso, pois nao
contemplavam o todo da fisiologia da BHE e da anatomia do SNC (COSTA NETO,
2015). A maioria desses modelos se baseava em calculos lineares usando a relagcao
(razdo simples) da concentragdo no LCR pela concentragdo no sangue. Outros
tentaram estabelecer abordagens nao lineares com calculos de fungdes sigmoidais e
exponenciais, entretanto, em determinado momento havia areas de resultados nao
correlacionadas entre a clinica dos pacientes e as alteragdes no LCR em resultados
analiticos (REIBER, 2001).

Assim, surgiu a mais aceita aplicagao, do estudo da BHE e BHL, usando os
normogramas de Reiber, atrelados as fun¢des da teoria da difusdo molecular « fluxo

do LCR, contemplando integralmente a fisiologia liquérica: da velocidade, da idade do
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paciente, da area de troca tecidual LCR/sangue ao longo do espaco subaranéideo, do
peso molecular e do raio hidrodindmico das moléculas (REIBER, 1994).

Basicamente, os normogramas de Reiber, conseguem estabelecer, com uma
sensibilidade muito proxima da realidade “in vivo®’, a dinamica das relagbes de
concentragdes de moléculas, sendo que, ha como garantir se elas sdo provenientes
do sangue e chegando ao LCR e/ou se estdo sendo produzidas somente no SNC.
Este marco do conhecimento foi o grande salto para diagnostico diferencial de muitas
doengas autoimunes, infecciosas e oncoldgicas, tornando o LCR vital no apoio
diagndstico (REIBER, 2003).

A aplicacao pratica foi demonstrada a partir daquele momento. Foi possivel
estabelecer avaliagbes importantes para:

e Sintese intratecal de IgG.

e Sintese intratecal de IgM.

e Sintese intratecal de IgA.

e Separacgao derivativa de fragdes originarias do LCR e do sangue a partir da
albumina.

A construgdo pratica dos normogramas levaram anos e apos centenas de
milhares de amostras e pacientes, foram validados, matematicamente,
biologicamente e estatisticamente para a pratica laboratorial diaria de 3 (trés) modelos
de aplicagdes, conforme ilustradas na figura 8, com 5 (cinco) regides de interpretacéo
(REIBER, 2003).

Os modelos de normogramas estao apresentados nas Figuras, 8A, 8B e 8C.
Os intervalos de referéncia das fragbes 1gG, IgA e IgM, somadas as proteinas
derivadas do sangue presentes no LCR (intervalos 1 e 2), sdo representados pelo
espaco entre as linhas de discriminagao hiperbdlica superior (QLim) e hiperbdlica
inferior onde ficaram localizados 99% dos resultados dos 4300 pacientes investigados.
A curva hiperbolica superior (linhas grossas) do intervalo de referéncia representa a
linha de referéncia QLim entre as concentragdes de proteinas derivadas do cérebro e
aquelas do sangue. Valores acima de QLim representam fra¢des intratecais em
porcentagem da concentragao total no LCR definidas como fragdes intratecais de IgG,
de IgA e de IgM (REIBER, 1994).

Essas fracbes intratecais podem ser lidas de maneira conveniente e direta nas
linhas tracejadas de 10, 20, 40, 60 e 80%, acima da Qum. Na Figura 8C esta

demostrada uma fracdo intratecal de IgM na faixa de 40% (IgMri), representado pelo
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circulo preenchido preto (e). Isso indica que existe uma producgao intratecal de IgM e

sem quebra da BHL.

Figura 8 - (A) Modelo do normograma para imunoglobulina (Ig) G; (B) Modelo do normograma para

IgA; (C) Modelo do normograma para IgM
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QlgG: Quociente imunoglobulina G. QLim: Quociente limite QlgA: Quociente imunoglobulina A. QlgM: Quociente
imunoglobulina M. Qalb: Quociente de albumina. BHL: Barreira Hemato Liqudrica. Intervalo de Qalb esperado

em pacientes de 5 a 60 anos: 5 x10%a 8 x 103,

Ja para o Qan, 0 intervalo de referéncia entre o0 normal e o de um aumento da
concentragdo é dependente da idade. Observando a Figura 8A, a linha tracejada
vertical representa o ponto de quebra da BHL. Quando o resultado do paciente estiver
a direita da linha tracejada vertical indica a quebra da BHL (REIBER, 1994).

Os diagramas representam cinco intervalos:

* (1) = normal;
* (2) = Quebra da BHL sem sintese intratecal;

)
)
* (3)
)
)

Quebra da BHL com sintese intratecal;

. (4
(

Sem quebra da BHL com sintese intratecal;
* (5) = Falha metodolégica (REIBER, 2003).

A caracterizacdo das fungdes hiperbdlicas levou em consideracéo a imprecisao
analitica com coeficientes de variagao entre 3 a 8% para os quocientes de albumina,
IgG, IgA e IgM. Devido a grandes variagdes entre laboratorios, para a imunoglobulina
intratecal a sintese deve ser considerada elevada se for maior que 10%. Os diagramas

para IgG, IgA e IgM devem ser organizados acima um do outro referindo-se ao
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quociente de albumina comum para facilitar o reconhecimento dos padrbes de
imunoglobulina relacionados a doencga.

Os dados apresentados no diagrama da Figura 8C sdo de um paciente com
paralisia do nervo facial. A fragdo intratecal de IgM mostrou um resultado de 40%,
quando testado para anti-Borrelia (REIBER, 2001).

3 METODOLOGIA
3.1 DESENHO DO ESTUDO

Foram incluidos pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM) e no Instituto Neuroldgico de Goiania (ING-GO) entre 1° de margo de 2022 e
31 de margo de 2024 que realizaram o exame de sangue e do LCR a partir da puncgéo
lombar. Inicialmente foram selecionados 66 pacientes para o estudo, porém, 5 foram
excluidos devido a resultados inconsistentes e/ou incompletos, restando 61, que
foram estratificados em 2 grupos: com doengas desmielinizantes (EM, NMOSD e
MOGAD) (DESM) e sem doengas desmielinizantes relacionadas (NDESM). O grupo
NDESM foi composto por pacientes com sinais e sintomas elegiveis para coleta do
LCR com as seguintes condic¢des clinicas: pneumonia, hidrocefalia, acidente vascular
cerebral (AVC), confusdo mental, enxaqueca, cefaleia, hipertensdo craniana,
leucemia linféide aguda (LLA), dengue hemorragica, rabdomidlise, sarcopenia,
sindrome gripal, recém-nascido (RN) com febre a esclarecer e sepse. O fluxograma
do estudo, por grupo de pacientes e os tipos de exames, estdo no esquema a seguir
(Figura 09).

Figura 9 - Desenho do estudo e estratificagdo dos pacientes

EXAMES:

DOENCAS
DESMIELINIZANTES

‘ 34

DOENCAS NAO
DESMIELINIZANTES

27

Albumina Soro
Albumina Liquor
1gG Total Soro

1gG Total Liquor
Bandas Oligoclonais
EBV VCA IgG Soro
EBV VCA IgG Liquor
Reibergrama IgG
Anti-AQ4

Anti-MOG

Pacientes

EBV VCA IgG
(liquor/soro)

HUSM e ING-GO

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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A idade e sexo dos individuos foram retiradas do sistema de gestao hospitalar
de ambas as instituicdes, assim como os dados clinicos e laboratoriais que foram
obtidos do prontuario eletrénico. Os dados clinicos incluiram sexo, idade e hipotese
diagnostica. Os dados laboratoriais incluiram a avaliagdo do LCR como: dosagem de
albumina (soro/LCR), dosagem de IgG (soro/LCR) e a pesquisa de bandas
oligoclonais, a pesquisa de anti-AQP4 1gG e o anti-MOG IgG. A partir dos resultados,
foram construidos os normogramas de Reiber para IgG e foram realizadas as
dosagens da atividade de marcagédo de anticorpos para EBV, classe 1gG, contra o
capsideo viral (VCA) no soro e LCR, e posteriormente foi calculado o IAE, soro/LCR,
frente ao IgG total/albumina.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFSM (CAAE
59501622.4.0000.5346).

3.2 METODOLOGIA DAS ANALISES
3.2.1 Amostras

As amostras de LCR e soro utilizadas nesse estudo eram de descarte de
analises realizadas na rotina diagnéstica de pacientes atendidos no LING-GO e ULAC
HUSM-RS. Apds as analises de rotina as amostras foram armazenadas -80° C até o

momento das analises complementares.

3.2.2 Determinacao da albumina

A determinacdo da albumina foi realizada no LCR e no soro através do
analisador bioquimico automatizado Cobas Integra 400+, utilizando kits comerciais da

Roche Diagnostics™.

3.2.3 Determinagao de proteina total

A determinacao da dosagem da proteina total (proteinorraquia) foi realizada no
LCR através do analisador bioquimico automatizado Cobas Integra 400+, utilizando
kits comerciais da Roche Diagnostics™.



40

3.2.4 Determinacgao da glicose

A determinagcdo da glicose no sangue (glicemia) e da glicose no LCR
(glicorraquia) foi realizada através do analisador bioquimico automatizado Cobas
Integra 400+, utilizando kits comerciais da Roche Diagnostics™. Ja a relagéo da
glicorraquia pela glicemia foi realizada por calculo de razado simples preservando as

unidades de medida.

3.2.5 Avaliagcao da contagem global

A determinagédo da contagem global de células no LCR foi realizada utilizando
a camara de Fuchs Rosenthal (Cole-Parmer™). A partir da contagem total nos 256
quadrantes para liberagéo dos resultados por mm? foi calculada, por razao de divisdo
simples, usando o fator de 3,2 (preservando as unidades de medida), para corregéao

do volume aplicado.

3.2.6 Avaliagao da citologia diferencial

A preparacédo da lamina de LCR foi a partir da concentragé&o do volume liquorico
em centrifuga usando rotagao de 700 a 900 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 a
15 minutos. Apods isso 0 sedimento do centrifugado foi aplicado em citocentrifuga na
propor¢ao 50/50, com albumina bovina 22% BSA™ (Fresenius) a 700 a 900 rpm
durante 10 a 15 minutos. Na sequéncia a lamina do material fixado foi corada com
May-Grunwald e Giemsa da Merck™ (Alemanha). A citologia diferencial foi realizada
em microscopio optico observando os padrdes celulares presentes até 100 células, e
liberada em porcentagem relativa, por populagdo identificada, usando critérios

morfologicos.

3.2.7 Determinagao da imunoglobulina G

A determinagdo da imunoglobulina G (IgG) foi realizada do LCR e o soro
através do analisador bioquimico automatizado Cobas Integra 400+, utilizando kits

comerciais da Roche Diagnostics™.

3.2.8 Determinacgao das bandas oligoclonais (BOC)

A determinagao das BOC foi realizada a partir da deteccédo qualitativa com a

caracterizagdo imunologica de bandas de IgG presentes no LCR e no soro. Apos a
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preparacao das amostras foi aplicado no instrumento semiautomatizado permitindo a
migragao, imunofixacdo e deteccao direta em géis de agarose para a obtencao de
perfis de 19G usando o kit comercial HYDRAGEL CSF ISOFOCUSING usado no
aparelho HYDRASYS 2 SCAN FOCUSING da Sebia™.

3.2.9 Determinacgao de EBV VCA IgG

A determinagao de anticorpos IgG anti-EBV VCA foi realizada do LCR e o soro
através da técnica de enzimaimunoensaio (ELISA) utilizando kits comerciais da Virion
Serion™ (Institut Virion\Serion GmbH, Wurzburg), e a leitura das absorbancias em

microplacas foram realizadas no aparelho Bio Ez Read 2000, marca Biochrom™.

3.2.10 Determinagao do reibergrama IgG

Para determinacdo dos resultados do normograma de Reiber IgG foram
utilizados os programas SERION easyANALYZE e SERION easyCSF da Virion
Serion™ (Institut Virion\Serion GmbH, Wurzburg).

3.2.11 Determinagao da Anti-AQ4

A determinacdo da dosagem da anti-AQ4 foi realizada no soro através da
técnica Imunofluorescéncia indireta (IFl) utilizando kits comerciais da Euroimmun™
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Liibeck).

3.2.12 Determinagao da Anti-MOG

A determinagdo da dosagem do anti-MOG foi realizada no soro através da
técnica Imunofluorescéncia indireta (IFl) utilizando kits comerciais da Euroimmun™
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika, Liibeck).

3.2.13 Determinacao do IAE EBV VCA IgG

Para determinacdo do IAE foram utilizados os programas SERION
easyANALYZE e SERION easyCSF da Virion Serion™ (Institut Virion\Serion GmbH,
Wurzburg).
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categéricas foram expressas como numero de individuos e
porcentagens e foram comparadas pelo teste do qui-quadrado. As variaveis continuas
foram expressas como mediana e intervalos interquartis, e a comparagao entre os
grupos foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney. Foi utilizado um nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Dos 61 pacientes selecionados, 34 eram DESM, sendo 22 pacientes para EM,
11 pacientes para NMOSD e 2 pacientes para MOGAD, com idades variando entre 18
e 77 anos. Os outros 27 pacientes eram NDESM, e suas idades variaram de 28 dias
até 84 anos. Além disso, o grupo dos pacientes DESM apresentou um predominio do
sexo feminino (67,6%), com uma relagéo de 1,6:1 (sexo feminino/sexo masculino). De
modo similar, no grupo dos pacientes NDESM, houve um predominio do sexo feminino
(55,6%) com uma relagéo de 1,25:1. Na avaliagao de rotina dos pacientes, quando
foram determinadas as concentragcées de glicorraquia, proteinorraquia, contagem
global de células e a relagcédo da glicorraquia/glicemia foram observados parametros
dentro da normalidade, tanto nos pacientes DESM e NDESM. Para os pacientes
NDESM néao foi possivel avaliar a relagao glicorraquia/glicemia. A citologia diferencial
revelou a presenga de plasmécitos em 4 pacientes (11,7%) do grupo DESM. A
distribuicdo detalhada de idade, sexo, proteinorraquia, relacdo da

glicorraquia/glicemia e outros parametros estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Dados gerais dos pacientes DESM e NDESM

DESM NDESM P

n=34 n=27
Idade (anos) 44 (32-55) 20 (6-45) 0,006
Sexo (feminino) 23 (67,6) 15 (55,6) 0,333
Proteinorraquia (mg/dL) 37,5 (25,7-54,0) 32 (24,0-55,0) 0,441
Glicemia 105,5 (90,7-143,5) 117,0 (98,5-165,0)* 0,354
Glicorraquia 70,5 (58,7-92,2) 63,0 (53,0-77,0) 0,108
Relagdo (GL/GS) 0,62 (0,55-0,72) 0,60 (0,51-0,68)* 0,548
Contagem global (mm3) 3,0 (2,0-4,0) 1,0 (1,0-3,0) 0,004
Plasmacitos 4 (11,7) 0

GL: Glicorraquia. GS: Glicemia. DESM: Pacientes do grupo doengas desmielinizantes. NDESM:
Pacientes do grupo de doencas ndo desmielinizantes. As variaveis de sexo e plasmdcitos estao
apresentados como numero de individuos (porcentagem) e os grupos foram comparados pelo teste
Qui-Quadrado de Pearson. As variaveis continuas estdo apresentadas como mediana (intervalo
interquartil) e foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney. * n=12.

As dosagens de albumina, assim como as dosagens de imunoglobulina 1gG
total no soro e no LCR foram realizadas em 31 (91,2%) pacientes do grupo DESM, e
nao foram realizadas no grupo de pacientes NDESM. Ja as BOC, por IEF, no soro e

LCR, foram realizadas em 33 (97,1%) no grupo de pacientes DESM, assim como a
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avaliacao do normograma de Reiber (reibergrama) IgG total, no soro e no LCR, em
31 (91,2%), e ndo foram realizadas no grupo de pacientes NDESM. As dosagens da
atividade de marcacao (unidades) de anticorpos EBV VCA IgG, no soro e no LCR,
foram realizadas em todos os pacientes do estudo e foi possivel calcular o IAE EBV
VCA IgG em 31 (91,2%) do grupo de pacientes DESM, enquanto nao foi realizado no
grupo de pacientes NDESM. O exame de anti-AQP4 IgG, foi realizado em 6 pacientes
(60%) com NMOSD e o anti-MOG IgG foi realizado em 100% dos pacientes com
MOGAD, do grupo de pacientes DESM.

O resultado da atividade de marcacgéao (unidades) EBV VCA IgG para o grupo
de pacientes DESM teve mediana de titulo de 44,3 no soro e 31,5 no LCR, enquanto
no grupo de pacientes NDESM foi de 24,8 no soro e 10,3 no LCR (valor de referéncia
EBV VCA IgG quando reagente: = 15,0 unidades). Esses resultados demostraram que
94,1% dos pacientes DESM foram reagentes para EBV VCA IgG no soro e 73,5% no
LCR, e ja para pacientes NDESM, 63,0% foram reagentes no soro e 44,4% no LCR.
Em relagdo as unidades EBV VCA IgG, houve maior atividade de marcagdo em
pacientes DESM comparados aos pacientes NDESM, tanto para soro como no LCR,

conforme demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3: Medianas de unidades e frequencia de pacientes reagentes para EBV VCA IgG

DESM NDESM p
n=34 n=27
Unidades Soro 44,3 (32,8-49,9) 24,8 (3,9-40,9) 0,009
Reagente Soro 32 (94,1) 17 (63,0) 0,003
Unidades LCR 31,5 (12,1-46,1) 10,3 (3,7-36,6) 0,023
Reagente LCR 25 (73,5) 12 (44,4) 0,021

DESM: Pacientes do grupo doengas desmielinizantes. NDESM: Pacientes do grupo de doengas nao
desmielinizantes. Os dados categoricos estao apresentados como nimero de pacientes (porcentagem)
e foram comparados pelo teste Qui-Quadrado de Pearson. As variaveis numéricas estdo apresentadas
como mediana (intervalo interquartil) e foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney.

Quando os pacientes NDESM foram estratificados por faixa etaria: 28 dias
(RN), de 1 a 18 anos, e maiores de 18 anos, as dosagens da atividade de marcagao
de anticorpos (unidades) EBV VCA IgG tiveram uma mediana no soro de 37,7 (36,1-
39,2), de 3,9 (1,7-32,1) e de 41,0 (30,4-50,1), respectivamente. Ja no LCR, esses
mesmos pacientes tiveram uma mediana de 62,4 (52,7-84,1), de 3,7 (1,6-11,0) e de

29,8 (11,9-44,8). Pacientes menores de 18 anos, exceto RNs, foram 100% nao
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reagentes para a atividade de marcagao de anticorpos EBV VCA IgG, com titulos
<15,0 unidades (soro e LCR). Por outro lado, o grupo de pacientes NDESM RN
apresentou a maior média da atividade de marcac&o de anticorpos (unidades) EBV
VCA IgG no LCR, com titulo de 68,4, quando comparados a todos os pacientes do
estudo (DESM e NDESM).

Ja o IAE para EBV VCA IgG foi realizado apenas no grupo de pacientes DESM
e apresentou uma mediana de 1,08 (0,51-2,56), conforme Figura 10. Trés pacientes
foram excluidos porque nao tinham dados de albumina no soro e no LCR, necessarios
para a construcdo do IAE. A estratificacdo dos pacientes DESM de acordo com o
indice de IAE estdo demostrados na Tabela 4. Apenas um paciente (3,2%) DESM

apresentou IAE acima de 2,5.

Figura 10 - indice de anticorpos especificos (IAE) para EBV VCA IgG
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Pacientes com doencas desmielinizantes

EM: Esclerose Multipla. NMOSD: Disturbio do Espectro da Neuromielite Optica. MOGAD: Disttirbio

Associado a Glicoproteina da Mielina do Oligodentrdcito.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 4 - indice de anticorpos especificos (IAE) EBV VCA IgG de pacientes do grupo de doencas

desmielinizantes (DESM)

Interpretagao Intervalo* Pacientes (n=31)**
Sem significado clinico (IAE < 0,6) 0,5 (0,5-0,6) 5(16,1)
Normalidade (IAE 0,7 a 1,4) 1,0 (0,9-1,2) 21 (67,8)
Clinicamente relevante (IAE = 1,5) 1,6 (1,5-1,8) 4(12,9)
Definitivamente patoldgico (IAE = 2,5) 2,6 1(3,2)

*Mediana (intervalo interquartil) **Numero de individuos (porcentagem).
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Os padrées do reibergrama, no grupo de pacientes DESM, conforme o
comportamento por perfil, revelaram um predominio da regido 1 (46,7%), seguido pela
regiao 4 (36,7%), regiao 3 (10,0%) e regido 2 com (6,7%), conforme Figura 11. Ja os
comportamentos no reibergrama de cada uma das doengas no grupo de pacientes
DESM estudadas também estdo apresentados na Figura 11. Em adigdo, o
comportamento do reibergrama exclusivo para pacientes com EM esta demonstrado

na figura 12.

Figura 11- Distribuicao por regido no reibergrama IgG dos pacientes DESM
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Regidao 1: Sem sintese intratecal e sem quebra de barreira. Regidao 2: Sem sintese intratecal e com
quebra de barreira. Regido 3: Com sintese intratecal e com quebra de barreira. Regidao 4: Com sintese
intratecal sem quebra de barreira. Regiao 5: Erro analitico.

DESM: Pacientes do grupo doengas desmielinizantes. NDESM: Pacientes do grupo de doengas nao
desmielinizantes. A: Pacientes EM | o: Pacientes NMOSD | m: Pacientes MOGAD QIlgG: Quociente
imunoglobulina G. Qalb: Quociente de albumina.

Fonte: Normograma de Reiber IgG construido pelo autor.

A presenca de BOC no grupo DESM foi detectada em 10 pacientes (30,3%),
sendo 7 pacientes na EM (33,3%), 2 pacientes na NMOSD (20,0%) e 1 paciente na
MOGAD (50,0%). Ja o tipo predominante de perfil da corrida de IEF, no geral foi do
tipo 2, com 50%, dos pacientes DESM. Na EM foi observado o seguinte perfil: tipo 2
(57,1%), tipo 3 (28,6%), tipo 4 (14,3%). Na NMOSD um paciente foi classificado como
tipo 3 (50,0%) e o outro como tipo 4 (50,0%). O paciente MOGAD foi classificado como
tipo 2. A distribuicdo por regido no reibergrama dos pacientes DESM com bandas
oligoclonais presentes, esta apresentada na Figura 13.
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Figura 12 - Distribuicdo por regido no reibergrama IgG dos pacientes DESM com EM
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Regido 1: Sem sintese intratecal e sem quebra de barreira. Regidao 2: Sem sintese intratecal e com
quebra de barreira. Regido 3: Com sintese intratecal e com quebra de barreira. Regido 4: Com sintese
intratecal sem quebra de barreira. Regiao 5: Erro analitico.

DESM: Pacientes do grupo doengas desmielinizantes. NDESM: Pacientes do grupo de doengas nao
desmielinizantes. Legenda: A: Pacientes EM. QlgG: Quociente imunoglobulina G. Qalb: Quociente
de albumina.

Fonte: Normograma de Reiber IgG construido pelo autor.

Figura 13 - Distribuicdo por regido no reibergrama dos pacientes DESM com bandas oligoclonais
presentes
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Regidao 1: Sem sintese intratecal e sem quebra de barreira. Regidao 2: Sem sintese intratecal e com
quebra de barreira. Regido 3: Com sintese intratecal e com quebra de barreira. Regido 4: Com sintese
intratecal sem quebra de barreira. Regido 5: Erro analitico.

DESM: Pacientes do grupo doengas desmielinizantes. NDESM: Pacientes do grupo de doengas nao
desmielinizantes. A: Pacientes EM | o: Pacientes NMOSD | m: Pacientes MOGAD. QIgG: Quociente
imunoglobulina G. Qalb: Quociente de albumina.

Fonte: Normograma de Reiber IgG construido pelo autor.
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Foram observados nos pacientes DESM com a presenga de BOC, quando
associado ao perfil do reibergrama na regiao 4, uma concomiténcia de 88,9%, E No
comparativo dos pacientes DESM com a presenca de BOC, associado ao perfil do
reibergrama na regido 4 observamos a mediana de 1,1 para IAE do EBV VCA IgG,

conforme demostrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Perfil do reibergrama dos pacientes DESM (n=29) que realizaram a determinagao das
BOC e o IAE VCA IgG

Reibergrama BOC IAE BOC IAE
Presente* EBV VCA IgG** Ausente* EBV VCA IgG**
Regido 1 1(11,1%) 0,90 13 (65,0%) 1,1 (1,0-1,3)
Regiéo 2 0,0% NA 1(5,0%) 0,60
Regiéo 3 0,0% NA 3 (15,0%) 0,70 (0,5-0,9)
Regiéo 4 8 (88,9%) 1,1 (0,7-1,5) 3 (15,0%) 1,0 (0,6-1,6)

* Numero de individuos (porcentagem). ** Mediana (intervalo interquartil). DESM: Pacientes do grupo
doengas desmielinizantes. BOC: bandas oligoclonais.

Todos os pacientes DESM (n=34), na suspeita de NMOSD e MOGAD,
realizaram a determinagdo sérica IgG anti-AQP4 e anti-MOG, e apresentaram

resultados ndo reagentes.

5 DISCUSSAO

Foi observado uma idade mediana maior (44 anos) para pacientes DESM em
comparagao aos pacientes do grupo NDESM (28 anos). O predominio foi do sexo
feminino, em ambos os grupos, com proporgdo um pouco maior (1,6:1) no grupo
DESM em comparagdo com NDESM (1,25:1). Na literatura essa propor¢gao média de
pacientes com doencgas desmielinizantes € de 2:1 (feminino/masculino) (WHO, 2008),
0 que presenta uma amostragem similar. Ja para o inicio dos sinais e sintomas espera-
se que surjam a partir dos 20 a 30 anos de idade, conforme Revital e colaboradores
destacaram em 2022. Assim, podemos perceber que a proporcionalidade por sexo e
do perfil dos pacientes DESM por faixa etaria, tem uma similaridade com a literatura
ja publicada.

As analises basicas de rotina como glicorraquia, proteinorraquia, contagem
global e diferencial ndo mostraram relevancia no apoio diagndstico direto, entretanto

vale ressaltar que, mesmo assim é de extrema importancia para o diagndstico
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diferencial com infeccbes que mimetizam os sinais e sintomas. A maioria dos
pacientes DESM com presenca de BOC nao tinham a presencga de plasmécitos no
citolégico diferencial e quando presentes ndo estiveram diretamente relacionados com
a detecgao das BOC e no reibergrama.

Em 2023, Bjornevik e colaboradores, demonstraram uma associagao 32 vezes
maior em pacientes que tiveram a reativacdo do EBV com desenvolvimento da EM,
frente a pacientes que ndo tiveram a reativacdo observados desde antes do
aparecimento da desmielinizagdo. Com isso surgiu a necessidade de abordagens
diagndsticas com uma visdo mais ampla. Atualmente, quando pensamos em apoio
diagndstico os ensaios soroldgicos sao os preferidos pela classe médica, pois séo de
mais facil acesso a populacdo e de menor custo. Para os laboratorios, a
disponibilidade comercial dos kits para EBV, para sorodiagnéstico, se apresentam em
3 classes: 0os que buscam os antigenos do capsideo viral (VCAs), os antigenos iniciais
(EAs) e os antigenos nucleares (EBNAs, 1 e 2). Nesse estudo utilizamos o EBV VCA
IgG por ELISA, tanto no soro quanto no LCR.

Ja quanto ao EBV, vale lembrar que tem uma incidéncia de distribuicao
universal e € considerada uma infecgdo comum, estando presente em torno de 90%
a 95% da populagdo adulta (AL-OBAIDI et al., 2022; HESS, 2004). Quando
comparamos ao nosso estudo, esses numeros pareados mostraram também uma
similaridade nos testes EBV VCA IgG no soro, pois 94,1% dos pacientes DESM, e
63,0% dos pacientes NDESM, foram reagentes. A menor incidéncia de EBV reagente,
tanto no soro como no LCR, em pacientes NDESM pode ser justificada em parte pela
mediana de 28 anos, ja que em nosso estudo pudemos perceber que os pacientes
entre 1 e 18 anos foram 100% n&o reagentes para a atividade de marcagdo de
anticorpos EBV VCA IgG, com titulos <15,0 unidades, tanto no soro como no LCR.
Por outro lado, os pacientes NDESM RN apresentaram a maior mediana de EBV VCA
IgG no LCR, com titulo de 68,4, quando comparados a todos os pacientes do estudo
e essa presenca de altos titulos de anticorpos é devido a transmissdo materno-fetal
(ABRAHAMYAN, 2020; SHARIPOUR, 2020).

Podemos observar que as concentragdes maximas de anticorpos tendem a
coincidir com o inicio dos sintomas. Aproximadamente duas semanas apoés a infecgao
inicial, o EBV VCA IgG é detectado, e atinge um pico cerca de seis semanas apos o
surgimento dos sintomas. O nivel de EBV VCA IgG permanece elevado durante toda
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a vida e também pode haver a reativagdo do virus, na imunossupressao (AALTO,
1998; BAUER, 2001; DOBSON et al, 2013; HESS, 2004).

A forte relagdo que a EM tenha associagdo com uma causa infecciosa tem sido
sugerida por pesquisas recentes (BJORNEVIK et al., 2023), principalmente
envolvendo EBV, que recorrentemente é citado como potencial implicador do risco,
da exacerbacgao e da progressao da EM (AL-TEMAIMI et al., 2022). Nessa linha, tem
sido sinalizado que anticorpos formados em uma reativagdo por EBV, tem um
envolvimento da regido do EBNA1. Esta regido, que liga aos anticorpos, mimetiza
molecularmente a mesma regidao de ligagdo da GlialCAM, que esta expressa em
astrécitos e oligodentrécitos (células da glia). Esse efeito em cadeia, seria o fator
desencadeante da desmielinizagdo no SNC (LANZ, 2022; ATTFIELD, et al., 2022).

Em nosso estudo buscamos entender e relacionar, se as concentragdes de
EBV VCA IgG também teriam uma atividade associada a reativagao para os pacientes
DESM. Vale lembrar que a pesquisa de anticorpos para EBV no soro e LCR é utilizada
em investigacdes de infecgcbes como meningites e encefalites. Nestes casos, a
quantificacdo simples de unidades EBV VCA IgG, na presenca de sinais e sintomas
tende a ser util.

Entretanto, na EM, o processo de desmielinizagdo ocorre no SNC, e esse
disturbio, exige uma avaliacdo do LCR de maneira diferente. O SNC € um sistema que
tem comportamentos e regulagdes diferenciadas do resto do corpo, principalmente
pela presenga da BHE, que é o limite anatdmico, bioquimico, e imunologico entre a
corrente sanguinea e o parénquima cerebral. A BHE, portanto, age como um
regulador restritor da entrada e saida de substancias, metabdlitos e anticorpos entre
o0 sangue e LCR. Essa dinamica esta atrelada as fung¢des da teoria da difuséo
molecular « fluxo do LCR, contemplando a velocidade, a idade do paciente e a area
de troca sangue/LCR, ao longo do espacgo subarandideo, a partir do peso molecular e
do raio hidrodindmico das moléculas (REIBER, 1994).

Assim, justamente por haver a BHE, as concentragdes dos anticorpos nao
podem ser interpretadas de forma linear através de quantificacdo simples de unidades
para EBV VCA IgG. Quando investigamos a presencga de anticorpos EBV VCA IgG de
forma linear, ou seja, de forma isolada, no soro e no LCR, tivemos resultados
reagentes nos pacientes DESM em 94,1% e 73,5%, respectivamente. Embora
apresentando incidéncia menor de pacientes reagentes, o grupo NDESM também

teve um comportamento similar. Dessa forma, a determinagcéo do EBV VCA IgG no
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soro e LCR néo é suficiente para diferenciar pacientes DESM de NDESM. Além disso,
nao ha como saber se o anticorpo detectado esta sendo produzido no sangue e/ou no
SNC. Portanto, para compreender essa relacdo € necessario a aplicagdo do
reibergrama e do IAE.

Quando avaliamos o IAE nos pacientes do nosso estudo foi observado uma
mediana de EBV VCA IgG inferior ao ponto de corte para producéo intratecal deste
anticorpo nos pacientes DESM. Esse valor é bem inferior para considerarmos uma
atividade de anticorpos no padréo definitivamente patolégico (> 2,5). Portanto, uma
sorologia reagente usando uma interpretacéao linear para o SNC, pode nao representar
uma atividade real quando aplicado o IAE. A busca dessa atividade no estudo visou
estabelecer uma relagcdo do EBV como gatilho da reativacdo (BJORNEVIK et al.,
2023) nos pacientes DESM. Os resultados deste estudo a partir do VCA, néo
demostraram a relagao justificada da sintese intratecal, e a relagédo da atividade direta
como fator gerador da desmielinizagdo. Por outro lado, isso pode sinalizar a real
possibilidade de que realmente o antigeno do EBNA1 possa ser o ponto chave do
rearranjo cruzado com a GlialCAM para desmielinizagdao (LANZ, 2022; ATTFIELD, et
al., 2022).

A desmielinizagcdo esta associada a presenca de clones expandidos de
linfocitos B que sdo produzidos localmente no SNC, sendo os responsaveis pela
sintese intratecal e pela formagao de BOC que sédo observadas em mais de 90% dos
pacientes com EM em estudos europeus e americanos (FRAUSSEN, 2009).
Entretanto, no nosso estudo a presenga de BOC na EM, foi de 33,3%, bem inferior
aos dados da literatura internacional. Contudo, nossos dados sao similares a literatura
nacional, publicada em 2024 que demostrou 44,4% de presenga de BOC em um grupo
de pacientes estudados (DOMINGUES, et al., 2024). Esta diferenca entre os dados
da literatura nacional e internacional pode estar relacionada a miscigenagao da
populacio brasileira.

Quando associamos a presenga de BOC, com o resultado do reibergrama na
regido 4, ou seja, com sintese intratecal e sem a quebra da BHE, tivemos uma
concordancia de 88,9% nos resultados dos pacientes com DESM. Ja a mediana de
IAE EBV VCA IgG dos pacientes DESM com presenga de BOC e reibergrama na
Regido 4 foi de 1,1. Dessa forma, comprovamos que 0s pacientes que apresentam
sintese intratecal, que possivelmente estdo gerando a desmielinizagbes, ndo esta

relacionadas ao IAE EBV VCA IgG, pois 0 nosso resultado foi inferior a 2,5. Esses
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mesmos pacientes DESM, na testagem da sorologia linear EBV VCA IgG
apresentaram titulos reagentes em 100% dos pacientes no soro € em 70% dos
pacientes no LCR.

Ja os resultados para os pacientes DESM que realizaram a determinagao
sérica de anti-AQP4 1IgG com NMOSD e anti-MOG IgG, apresentaram resultados n&o
reagentes em todos os testes e pacientes, indicando que a técnica de escolha pode
ser um ponto de atengao para a busca assertiva desses marcadores.

As limitagdes do nosso estudo incluem a falta de acompanhamento para
construir uma comparagao na evolucao clinica dos pacientes em uma linha do tempo.
Além disso, as limitagdes adicionais envolvem a impossibilidade de comparacgao de
marcadores, como reibergrama, BOC, e IAE dos pacientes DESM com os pacientes
NDESM. Apesar disso, nosso estudo mostrou que os pacientes DESM tem uma
proporcionalidade por sexo e predominio, e a incidéncia da presenca de BOC
semelhante a literatura nacional, assim como a maior incidéncia da atividade de
anticorpos EBV VCA IgG nos pacientes DESM comparados aos pacientes NDESM. A
correlacdo da presengca de BOC com o reibergrama na regido 4 teve uma
concordancia em 88,9% dos pacientes DESM, entretanto mesmo com a presencga da
sintese intratecal, os nossos resultados nao sinalizaram a relagdo com o antigeno
EBV VCA IgG.

6 CONCLUSOES

v' Os pacientes DESM apresentaram um perfil clinico semelhante aos
observados em literatura ja consolidada, ou seja, a maioria foram mulheres na
proporcdo de 1,6:1. Nos parametros basicos como na relacdo da
glicorraquia/glicemia, na dosagem de proteinorraquia e na celularidade
mantiveram os resultados de mediana dentro dos valores de referéncia para
amostras coletadas por puncao lombar.

v' Os pacientes DESM apresentaram maior incidéncia da presenca da atividade
de anticorpos para EBV VCA IgG frente aos pacientes NDESM, tanto no soro
quanto no LCR. Entretanto, mesmo com a presenca da atividade de anticorpos
EBV VCA IgG reagente, o antigeno VCA parece nao ser o anticorpo sinalizador
da reagao cruzada de mimetizagao relacionada ao EBV, ja que os resultados
de IAE nao refletiram essa associacgao.
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Pacientes entre 1 e 18 anos foram 100% n&o reagentes para a atividade de
marcagao de anticorpos EBV VCA IgG.

A presenga de BOC em 33,3% dos pacientes DESM com EM é similar a
literatura brasileira, mas discordante na literatura mundial.

Os dois pacientes NDESM RN apresentaram altos titulos de anticorpos EBV
VCA IgG no LCR.

A presenga de sintese intratecal avaliada pelo reibergrama na regido 4 foi
concordante em 88,9% dos pacientes com a presenca de BOC por IEF;

O IAE EBV VCA IgG foi inferior a 2,5 em 96,9% nos pacientes DESM, mesmo
na presenca de BOC e com o reibergrama apresentando resultado na regiao

4 (presenga de sintese intratecal).
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