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RESUMO  

Esclerose Múltipla (EM) é uma doença autoimune inflamatória do sistema nervoso central 
(SNC) de etiologia desconhecida, caracterizada por inflamação principalmente da 
substância branca e destruição total ou parcial da bainha de mielina. Contrastando com 
regiões de alta incidência da EM que apresentam maior prevalência em Caucasianos (CA), 
a doença no Brasil também acomete Afro-descendentes (AB) considerados pouco 
susceptíveis. Esse estudo aprovado pelo CONEP, teve como objetivo determinar as 
diferenças no perfil inflamatório da EM entre os grupos de pacientes EM-AB e EM-CA de 
cidades da região sudeste do Brazil (Rio de Janeiro e Ribeirão Preto) com influência de 
colonização distinta. 
Na coorte foram incluídos 99 pacientes com EM clinicamente definida, sendo 50 (CA= 25; 
AB= 25) do Rio de Janeiro e 49 de Ribeirão Preto (RP). Os últimos eram CA e 
expressavam haplótipo (HLA-DR2) que confere susceptibilidade a EM nos caucasianos. Os 
níveis séricos de imunoglobulinas reativas IgA e IgG para os antígenos encefalitogênicos 
proteolipídio PLP e seqüência MOG 92-106, e das citocinas IL-4, TNF-alfa, IFN-gama e 
CCL-2 foram determinados por enzima imunoensaio e a atividade das metaloproteinases 
(MMPs) –2 e –9 por gelatinase zimografia.  
Inicialmente foi analisado o perfil de imunoreatividade para antígenos da mielina nos 
pacientes EM do Rio de Janeiro com grande miscigenação étnica. Em seguida foi realizado 
um estudo comparando o perfil de neuroinflamação (produção de citocinas e atividade 
MMPs) entre pacientes EM da cidade do Rio de Janeiro com pacientes da cidade de 
Ribeirão Preto apresentando características étnicas homogêneas. Foi possível observar uma 
diferença significativa (p<0,05) nos níveis de IgG e IgA para a seqüência MOG 92-106 
sendo maior nos pacientes EM-CA: IgG (CA = 643 ± 69; AB = 472 ± 48) e IgA (CA= 889 
± 109; AB= 588 ± 70). Em relação ao antígeno PLP, não foi observada diferença 
significativa nos níveis de IgG (EM-CA=274±21; -AB=252±19) e IgA (EM-CA=366±41; -
AB=405± 80) entre os grupos.  
A concentração de TNF-alfa estava aumentada nos pacientes CA. Pacientes CA do grupo 
RP (400,7±50,1) apresentaram níveis mais elevados do que CA-RJ (327,8± 74,5) e a 
diferença foi ainda mais significativa com valores respectivamente p <0,0001 e p <0,05 em 
comparação ao EM-AB (191,5±59,5). Foi observada acentuada redução (p<0,0001) na 
produção de IL-4 nos pacientes CA de RP (302±16,9) em comparação com os grupos do 
RJ, independente da etnia CA (986,4±125,3) e AB (941±100,3). Os níveis de IFN-gama 
estavam mais elevados (p<0,001) no grupo CA de RP (700,3± 29,9) do que nos pacientes 
da cidade do RJ e independente da etnia: CA (568,6±37,6) e AB (667,2±43,8). Não foi 
observada diferença significativa na produção da quimiocina CCL-2 entre pacientes da 
cidade do RJ CA (412,5±42,7), AB (407,5±44,1) e de RP (489,1±33,1).  
A atividade da MMP-2 nos pacientes de RP (93,8 ± 8,0) era maior (p<0,0001) que nos 
pacientes AB (51,5± 7,2) do Rio de Janeiro e também CA (31,79±19,06) embora essa 
diferença não tenha sido significativa. Em contraste, os pacientes AB (200,3±30,5) e CA 
(257,5±31,2) da cidade RJ apresentaram atividade da MMP-9 semelhante, porém 2-vezes 
maior (p<0,0001) em relação ao grupo da cidade de RP (90,7±9,4).  
O perfil de citocinas dos pacientes do Rio de Janeiro (CA e AB) foi analisado em relação 
ao tempo de evolução clínica da doença: <5; de 5 a 10; >10 anos (a). Não se observou 
diferença significativa nos níveis de TNF-alfa nos pacientes EM-CA (<5a = 277,7±90,6; 5 



 

a 10a = 436,7±256,6; >10a = 335,8±116,3) durante a evolução clínica. Contudo, nos AB foi 
observado um aumento (p<0,05) 4 vezes maior nos pacientes com mais de 10 anos de 
doença (<5a = 121,8 ± 32,2; 5 a 10a = 109,8 ± 27,5; >10a = 487,1 ± 262,8). 
Não foi observada diferença significativa na produção de IFNgama entre os grupos CA e 
AB durante os diferentes tempos: CA (< 5 anos = 577,2 ± 172,4; 5 a 10 anos = 569,7 ± 
274,7; >10 anos = 553,1 ± 157,8) e AB (< 5 anos =: 707,3 ± 229,9; 5 a 10 anos – = 532,0 ± 
195,4; >10 anos = 752 ± 161,1). 
IL-4 estava mais diminuída (p=0,07) no grupo dos AB (612,3 ± 139,3) quando comparada 
com os CA (910,1 ± 223,7) nos pacientes com mais tempo de doença.  
Não foi observada diferença significativa na produção de CCL-2 entre os grupos CA e AB 
durante os diferentes tempos: CA (<5 anos = 437,1 ± 67,85; 5 a 10 anos = 368,4 ± 100,7; 
>10 anos = 391,4 ± 56,70); AB: (<5 anos = 373,0 ± 46,18; 5 a 10 anos = 361,0 ± 55,23; 
>10 anos = 553,1 ± 160,2).  
Em conjunto este estudo mostra que influências étnicas são capazes de influenciar no perfil 
inflamatório entre diferentes grupos populacionais regionais. Os Afro-descendentes (AB) 
apresentaram no início da doença padrão imune regulatório (Th2) devido à alta produção de 
produção de IgA, IL-4 e MMP-9, enquanto pacientes CA com características étnicas mais 
homogênea HLA-DR2+ e pacientes AB com maior tempo de doença (>10a) apresentaram 
padrão Th1 com intensa produção de TNF-alfa e MMP-2 característica de inflamação ativa 
associada a maior morbidade. Os pacientes CA do Rio de Janeiro, com alto grau de 
miscigenação étnica apresentaram um perfil menos inflamatório. O estudo mostra que 
influências genéticas e epigenéticas modulam as características de neuroinflamação, 
determinando a morbidade e heterogeneidade temporal da EM numa dada população. 



 

ABSTRACT 

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory autoimmune disease of the central nervous 
system (CNS) of unknown etiology characterized mainly by white matter inflammation and 
partial or total destruction of myelin sheath. Contrasting with regions presenting high MS 
incidence and prevalence in Caucasians (CA), the disease in Brazil also affects African 
(AB) descendant considered less susceptible. This study aimed to analyze differences in the 
inflammatory pattern of MS between ethnic groups of patients MS-CA, MS-AB from cities 
in the southern region of Brazil with distinct colonization influence. The cohort consisted of 
99 patients with clinically definite MS. Among them 50 (AB= 25; CA= 25) were from Rio 
de Janeiro and 49 from Ribeirão Preto (RP) city. RP patients were CA and expressed HLA-
DR2 haplotype conferring susceptibility to MS in Caucasians. Enzyme immunoassay were 
used to determine serum levels of reactive immunoglobulin IgA and IgG for the 
encephalitogen antigens proteolipid (PLP), sequence MOG 92-106 and also for cytokines 
IL-4, TNF-alpha, IFN-gama and CCL-2. Gelatinase zymography was used for 
measurement of metalloproteinases (MMP-2, MMP-9) activity. Firstly it was analysed IgG 
and IgA production for myelin antigens in MS patients from Rio de Janeiro City with high 
degree of ethnic admixture. Thereafter it was compared the pattern of neuroinflammation 
(cytokine production and MMPs activity) between MS patients from Rio de Janeiro with 
patients from Ribeirão Preto City presenting homogeneous ethnicity. It was observed a 
significant difference (p<0,05) in IgG and IgA levels for MOG 92-106 sequence, which 
was higher in CA-MS than in AB-MS: IgG (CA= 643 ± 69; AB = 472 ± 48) e IgA (889 ± 
109 AB= 588 ± 70). Regarding PLP antigen, it was not observed significant difference 
between groups: IgG (CA = 274 ± 21; AB = 252 ± 19) e IgA (CA = 366 ± 41; AB = 405 ± 
80). 

The levels of TNF-alpha were considerably increased in CA, with RP MS patients (400.7 ± 
50.1) presenting higher levels than CA-RJ (327.8 ± 74.5), it was also noticed a significant 
difference of RP (p< 0.0001) and RJ (p<0.05) CA-MS patients in comparison with AB 
descendants (191.5 ± 59.5). RP patients presented marked reduction (p< 0.0001) of IL-4 
production (302 ± 16.9) in comparison with groups from RJ City, regardless ethnicity CA 
(986.4 ± 125.3) and AB (941 ± 100.3). IFN-gama levels were marked (p<0,0001) increased 
in CA patients from RP (700.3 ± 29.9) compared to patients form RJ city, regardless 
ethnicity CA (568.6 ± 37.6) and AB (667,2 ± 43,8). Similar production of CCL-2 
chemokine was observed among groups of patients from RJ-CA (412.5 ± 42.6), -AB (407.5 
± 44.1) and from RP (489.1 ± 33.1). 

MS patients from RP City presented (93.8 ± 8.0) marked MMP-2 activity (p<0.0001) 
comparing with AB (51.5 ± 7.2) but not CA (31.79 ± 19.06) patients from RJ. In contrast, 
AB (200.3 ± 30.5) and CA (257.5 ± 31.2) patients from RJ showed similar MMP-9 levels 
but more than 2-fold increase (p< 0.0001) of MMP-9 activity when compared with RP 
patients from RP city (90.7 ± 9.4). 

It was also carried out sequential analysis of cytokine production in CA and AB patients 
from Rio de Janeiro City with different duration of disease <5; 5 to 10; >10 years (y). It 
was not observed any significant change in TNF production in CA patients (<5y = 277.7 ± 
90.6; 5 to 10y = 436.7 ± 256.6; >10y = 335.8 ± 116.3). In contrast AB patients (<5y = 
121.8 ± 32.2; 5 to 10y = 109.8 ± 27.5; >10y= 487.1 ± 262.8) with >10y of disease duration 



 

showed 4-fold (p< 0.05). It was not observed any significant difference of IFNgamma 
production between CA and AB groups. IL-4 levels were reduced (p= 0.07) in AB (612.3). 
It was not observed any significant difference of CCL-2 production between CA and AB 
groups. Altogether this study indicate that ethnicity is capable of influence the pattern of 
neuroinflammation among individuals of regional populations. Afro-descendants (AB) MS 
patients showed at early stages of disease a Th2 regulatory profile characterized by 
increased production of IgA, IL-4 and MMP-9. In contrast, CA patients with homogeneous 
ethnicity (HLA-DR2+) and AB with longer duration of disease (>10y) showed Th1 pattern 
with marked production of TNFalpha and MMP-2, which was associated with morbidity 
and active neuroinflammation. Furthermore, CA MS patients from Rio de Janeiro City 
showing increased ethnic admixture, presented mild inflammation. In conclusion, this study 
indicates that genetic and epigenetic influences are capable of modulating 
neuroinflammation and thereby morbidity and temporal progression of the disease in 
certain population groups.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Características Gerais da Esclerose Múltipla 



 

Há mais de 100 anos Charcot, Carswell e Cruveilhier descreveram as características 

clínicas e patológicas da Esclerose Múltipla (EM), uma doença inflamatória 

desmielinizante que afeta o sistema nervoso central (SNC). Pacientes com EM apresentam 

seqüelas neurológicas graves com déficit substancial de funções sensitivas, motoras, 

autonômicas e neurocognitivas. Essas disfunções temporárias e/ou cumulativas podem 

resultar da combinação de (1) inflamação com edema; (2) ciclos de desmielinização e 

remielinização; (3) perda axonal; (4) efeito agudo de citocinas na condução axonal; (5) 

efeito citotóxico de citocinas, quimiocinas e enzimas proteolíticas; (6) perda de 

oligodendrócitos e (7) morte neuronal. A doença manifesta-se com uma série de surtos 

alternados pelos períodos de remissão parcial ou completa, muitas vezes seguidos de uma 

fase de progressão crônica (Prat & Antel, 2005; Bruck & Stadelmann, 2005; Hafler et al., 

2005). Os surtos tipicamente consistem de um sintoma e/ou combinação de sintomas 

sensoriais, neurite óptica, deficiência na marcha, sintomas do tronco cerebral (diplopia e 

ataxia), sintoma de Uhthoff (piora sintomática com o aumento da temperatura corpórea) e 

disfunção do esfíncter (Wingerchuk et al, 2001). A integração de critérios clínicos, 

laboratoriais do líquor (LCR) e imagem de ressonância nuclear magnética (RNM) definem 

o diagnóstico de EM mesmo na ausência de um marcador biológico específico (Bruck & 

Stadelmann, 2005; Hauser, 2005). 

EM afeta aproximadamente 1 milhão de pessoas em todo o mundo sendo a sua 

maior prevalência nos países de clima frio e temperado (0,1% da população), somente nos 

Estados Unidos o número de indivíduos doentes varia de 250.000 a 350.000 (Dyment et al., 

2004; Bates & Ebers, 2003). Aqui no Brasil, a doença era considerada rara. No entanto, 

dados recentes mostram incidência elevada inclusive nos indivíduos de etnia negra que em 



 

outros países são raramente afetados (Rivera, 2005; Bates & Ebers, 2003; Callegaro et al., 

2001; Papais-Alvarenga et al., 2002). Acredita-se que essa maior incidência em afro-

descendentes encontrada aqui no Brasil ocorra pela grande miscigenação do povo brasileiro 

(Caballero et al., 1999). 

Como outras doenças de natureza autoimune, EM também afeta mais as mulheres 

do que homens (Czlonkowska et al., 2005; van den Broek et al., 2005). Embora a doença 

possa iniciar em qualquer idade, observa-se uma maior incidência em jovens adultos na 

faixa etária de 20 a 40 anos, considerada idade economicamente ativa. EM apresenta 

formas clínicas variadas, sendo as principais: surto-remissiva (SR), progressiva secundária 

(PS) e progressiva primária (PP) (Al-Omaishi, 1999; Sorensen, 2005; Sospedra & Martin, 

2005; Lublin, 2005). A forma SR acomete cerca de 85% dos pacientes, sendo caracterizada 

por sintomas e sinais neurológicos que se mantêm durante alguns dias, seguido de melhora 

do quadro clínico. Um percentual elevado (50%) dos pacientes SR evolui após alguns anos 

para forma progressiva secundária, que se caracteriza com remissões muito brandas, 

geralmente imperceptíveis. Aproximadamente 10% dos pacientes apresentam a forma 

progressiva primária desde o início da doença. 

O quadro clínico observado nos pacientes é conseqüência direta das lesões 

inflamatórias no SNC. A desmielinização, que é caracterizada pela destruição da bainha de 

mielina, produz uma alteração da condução saltatória dos impulsos nervosos, determinando 

inibição de 5 a 10% da propagação elétrica normal e bloqueios permanentes da condução 

elétrica (Scolding, 1998). Além disso, edema e produtos da resposta inflamatória, como 

citocinas e quimiocinas, liberados localmente pelas células ativadas, também são capazes 



 

de alterar a funcionalidade dos axônios, reduzindo a condução dos impulsos nervosos 

(Smith, 2001).  

A descrição da EM por Charcot em 1868; as observações de Louis Pasteur nos 

coelhos com encefalomielite pós-vacinal aguda e de Rivers em 1933, quando primatas 

saudáveis desenvolviam uma doença similar a EM após injeção de homogenato de cérebro, 

serviram de base para proposição da natureza imune da EM. Estudos em roedores 

mostraram (Pettinelli et al., 1981; Prat & Antel, 2005) que a inoculação de componentes da 

mielina com adjuvantes causava encefalomielite (EAE) aguda, crônica ou surto-remissiva. 

Além disso, a observação que EAE poderia ser induzida em animais não imunes pela 

transferência de células T CD4+ específicas para mielina (Pettinelli et al., 1981) e não com 

anticorpos, levou à conclusão que a EM seria uma doença autoimune mediada 

principalmente pelo linfócito CD4+ do tipo Th1. Contudo trabalhos recentes mostram a 

importância dos linfócitos B e sua participação na fisiopatologia da lesão (Uccelli et al., 

2005; Villar et al., 2005; Scolding, 2005; Reindl et al., 1999). 

A alteração na integridade da Barreira-Hematoencefálica (BHE) e migração de 

leucócitos para dentro do SNC são eventos iniciais na patogenia das doenças inflamatórias 

do SNC. Adesão e migração de linfócitos pela parede do endotélio até os locais de 

inflamação são eventos complexos que dependem da produção de citocinas inflamatórias e 

quimiocinas, favorecendo a interação dos leucócitos via moléculas de adesão ICAM-1 

(molécula de adesão intercelular), VCAM-1 (molécula de adesão celular vascular) e E-

selectinas presentes nas células endoteliais e os seus respectivos ligantes LFA-1 e VLA-4 

expressos nos leucócitos (Greenwood et al., 2002; Veldhius et al., 2003; Ransohoff et al., 

2003). Além disso, as metaloproteinases (MMP) gelatinases A e B, também conhecidas 



 

como MMP-2 e MMP-9 cuja produção é influenciada por diferentes tipos celulares 

(macrófagos, linfócitos, fibroblastos) e citocinas favorecem a migração de células 

inflamatórias pela BHE (Abraham et al., 2005).  

 

1.2 Etiopatogenia da EM 

EM parece não ter um agente patogênico específico ou ainda é desconhecido, 

contudo dados epidemiológicos suportam a hipótese de etiologia multifatorial (Sadovnick 

et al., 1996; Kantarci et al., 2002), com a participação de fatores exógenos aliados a uma 

predisposição determinada geneticamente (Ebers et al., 1995; Holmes et al., 2005), e 

fatores epigenéticos também considerados importantes na etiopatogenia da EM (Steinman 

et al, 1994). Associação desses fatores determinaria reatividade imunológica e/ou alteração 

na homeostasia das citocinas, desencadeando os eventos celulares e moleculares 

relacionados com os processos inflamatórios e desmielinizantes do SNC. Estudos genéticos 

de agregação familiar; indicam uma maior prevalência em gêmeos monozigóticos (31%) do 

que dizigóticos (5%), uma relativa suscetibilidade e/ou proteção étnica; e possível 

associação com alelos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), 

principalmente genes do cromossoma 6p21 (Holmes et al., 2005 Dyment et al., 2004). 

 

 

 

 

1.2.1 Influências genéticas na EM 



 

Os genes associados ao sistema HLA estão localizados no braço curto do 

cromossomo 6 humano (locus 6p21.3) ocupando um segmento equivalente a 3.500 kb do 

DNA. As moléculas de HLA estão agrupadas em três classes de acordo com sua estrutura e 

função. O complexo HLA é um sistema altamente polimórfico e poligênico com vários 

genes codominantes e muitos alelos para cada locus. As moléculas HLA da classe II são 

constituídas de duas cadeias polipeptídicas expressas de forma constitutiva e/ou induzida 

em tipos celulares, que passam a exercer função acessória como apresentadora de antígeno 

(APC); enquanto as moléculas da classe I são expressas de forma ubíqua nas células 

nucleadas. Nos humanos, a região do HLA da classe II inclui as sub-regiões DP, DQ, DR, 

cada qual possui genes A e B, que codificam respectivamente as cadeias α e β da classe II. 

O MHC é uma proteína da membrana celular, cuja principal função é a interação com 

seqüências de peptídeos (antígeno) formando o complexo MHC-antígeno, capaz de 

interagir seletivamente com células T CD8 e CD4. 

A maioria dos genes localizados no complexo HLA codifica moléculas que 

apresentam grande polimorfismo porém baixa freqüência de recombinação. As moléculas 

HLA classe I e II são importantes porque influenciam a formação do repertório de células T 

e o padrão de reatividade imunológica. Como a maior parte dos genes do complexo HLA 

são altamente polimórficos, as variantes dos seus alelos são candidatos em potencial na 

associação com susceptibilidade e proteção às doenças (Zipp et al., 2000). Contudo a 

susceptibilidade para EM é provavelmente determinada pela interação de vários genes e 

isto tem levado a inúmeros estudos com o objetivo de estabelecer loci específicos 

implicados na susceptibilidade à EM e/ou regulando a resposta imune e codificando 

proteínas estruturais da mielina (Kellar-Wood et al., 1995; Pouly et al., 1999). Os genes 



 

associados com o haplótipo DR15 incluem membros da família do fator de transformação 

do crescimento (TGF)-β, antígeno associado a linfócito T citotóxico (CTLA-4), complexo 

associado ao fator de necrose tumoral (TNF), antagonista do receptor IL-1 e receptor de 

estrogênio. Outros genes que podem conferir risco têm sido reportados (Sellebjerg et al., 

2000, Kantarci et al, 2005; Ligers et al., 1999; Suppiah et al., 2005). Estudos de 

polimorfismos de genes de quimiocinas (CCR2; CCR5), citocinas e receptores IFN-γ, IL-2, 

IL-4 e IL4RA, TNFα e TNFR, IL-10 e IL-10RA, TCR, Fas-l, vitamina D e receptor de 

estrogênio mostram tanto efeito protetor ou indutor de suscetibilidade [Coyle, 2005; 

Vandenbroeck & Goris 2003). Os resultados controversos dos estudos de polimorfismo 

mostram a necessidade de padronização das metodologias além de estudos mais amplos 

considerando a etnia e com amostragem muito maior de pacientes e controles [Alloza et al., 

2002; Vandenbroeck et al., 2003; Ehling et al., 2004; Dyment et al., 2004; Fukazawa et al., 

2005; Wergeland et al, 2005; Matesanz et al, 2001).  

A distribuição da EM não pode ser explicada somente pela genética populacional. O 

fato de mulheres serem mais acometidas do que homens em uma razão de 2:1 (Coyle, 

2005), as evidências da piora clínica durante o ciclo menstrual/ menstruação; a correlação 

entre o aumento de estradiol e baixa de progesterona com o aumento da atividade da 

doença; diminuição dos surtos durante a gravidez e o efeito terapêutico do estriol em 

pacientes SR sugere variações hormonais como fator de risco [Alloza et al., 2002; 

Czlonkowska et al., 2005; Kantarci et al., 2005; Ferrero et al., 2004; Soldan et al., 2003). O 

mecanismo preciso da influência de hormônios sexuais na susceptibilidade da EM não é 

conhecido, mas deve-se em parte ao efeito de estrogênios estimulando a secreção de 

citocinas pró-inflamatórias (Vandenbroeck et al., 2003). 



 

 

1.2.2 Influências Ambientais na Patogenia da EM 

A distribuição geográfica da EM parece também refletir o nível econômico de um 

país. A prevalência da doença parece aumentar com o desenvolvimento sócio-econômico, 

observando-se uma associação estreita com a industrialização, poluição, exposição a 

solventes, mudanças na dieta, hábito de tabagismo. Além disso, o atraso ou redução na 

exposição a infecções na primeira infância em países desenvolvidos levou à formulação da 

“hipótese higiênica” (Vercelli, 2004; Bach, 2002). Essa hipótese tem por base estudos e 

observações de doenças inflamatórias autoimunes : diabetes tipo 1 e EAE. Postula-se que 

um atraso na exposição ou redução nas infecções durante a infância determina propensão 

aumentada ao desenvolvimento de doenças autoimunes mediadas pelas células Th1 e ou 

Th2 como na atopia, asma ou alergia (Vercelli, 2004) (Figura 1). 

 



 

Figura 1. Modelo da Hipótese Higiênica (Vercelli et al, 2004). 

 

A exposição a uma carga antigênica alta, que ocorre nas infecções virais e 

bacterianas, funciona tanto como desencadeador como na manutenção da doença (Sibley et 

al, 1985). O padrão temporal e repentino aumento na incidência da doença, em uma 

comunidade isolada (Kurtzke, 1983) também são indícios de agentes infecciosos 

relacionados com a doença. A etiologia viral de inúmeras doenças desmielinizantes 

(leucoencefatopatia multifocal progressiva, encefalite pós-infecciosa) explica o interesse 

nas viroses como desencadeadoras da EM [Gutierrez et al., 2002; Gilden, 2005; Derfuss et 

al., 2005; Christensen, 2005). A dificuldade em identificar um único microorganismo como 

causador da EM provavelmente indica que o paradigma “um organismo, uma doença” não 

se aplica a doenças complexas multifatoriais. Os principais mecanismos propostos 

indicando como infecções podem induzir EM são: (i) mimetismo molecular devido a 

ativação de células autoreativas pela reação cruzada entre antígenos próprios e agentes 

estranhos (Davies et al., 2005); e (ii) ativação assistente, na qual células autoreativas são 

ativadas por causa de eventos inflamatórios não específicos que ocorrem durante a infecção 

(Holmoy et al., 2005). Uma terceira proposta seria que a infecção induz a doença através da 

combinação desses dois mecanismos. O mimetismo molecular envolve a reatividade de 

células T e B tanto à peptídeos ou determinantes antigênicos oriundos do agente infeccioso 

ou próprio alterado. O reconhecimento de antígenos próprios em um nível intermediário de 

afinidade pelas células T durante a seleção intratímica, leva à seleção positiva e exportação 

dessas células para periferia. A reação cruzada dessas potenciais células T reativas ao 



 

próprio com antígenos estranhos pode levar à ativação durante a infecção, migração para o 

SNC e, eventualmente, uma doença autoimune com danos teciduais (Bar-Or, 2005). 

O mecanismo da ativação assistente pode ser classificado em duas categorias. A 

primeira enfoca a ativação de células T autoreativas por citocinas inflamatórias, 

superantígenos e reconhecimento de padrão molecular pela ativação do receptor do tipo 

Toll (TLR). A segunda, envolve a exposição de antígenos hospedeiros e o efeito adjuvante 

de agentes infecciosos nas APCs. Algumas citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 

produzidas durante a infecção são consideradas as principais ativadoras de células T CD8+ 

vírus-específica e indutoras de processos autoimunes (Franciotta & Lolli, 2005). Embora a 

administração de citocinas possa induzir os surtos, existem poucos exemplos no qual a 

produção local aumentada de citocinas e quimiocinas inflamatórias poderia quebrar a 

tolerância em animais saudáveis (Waldner et al., 2004). 

Outro mecanismo de ativação assistente que depende do reconhecimento de TCR 

específico é a exposição de antígenos do hospedeiro como conseqüência de danos 

teciduais. A apresentação de autoantígenos associada com efeitos adjuvantes de agentes 

infecciosos pode resultar na ativação de novas células T autoreativas e posterior 

propagação/expansão de antígenos (REGA). A expansão da resposta de células T pode 

incluir a apresentação de epítopos que normalmente não seriam processados ou 

apresentados como epítopos imunodominantes. O reconhecimento do epítopo críptico é 

mais importante durante a progressão e perpetuação da resposta autoimune (Davies et 

al., 2005). 

 



 

1.3 Principais Antígenos encefalitogênicos do SNC 

A proteína básica da mielina (MBP) é depois do proteolipídio PLP, a mais 

abundante proteína da mielina, representando aproximadamente 30 a 40% das proteínas 

totais da mielina. Em mamíferos, existem cinco isoformas que variam no peso molecular 

(14 a 21,5 kDa), resultantes da clivagem diferencial de 11 exons no locus Golli-MBP 

(Seamons et al., 2003). A isoforma mais pesada envolvida na manutenção da estrutura da 

mielina, está posicionada na superfície intracelular da bainha de mielina, interagindo via 

pontes de hidrogênio com grupamentos lipídicos. A isoforma 18,5 kDa é a mais abundante 

e tem sido usada na maioria dos estudos imunológicos. Diferente do PLP e MOG, a MBP é 

encontrada em quantidade significativa no sistema nervoso periférico e central. Algumas 

seqüências estão associadas com a patogenia da EM em grupos de pacientes com a mesma 

expressão alélica do MHC classe II (Fernandez et al., 2004; Warren et al., 1995; Carvalho 

et al., 2003; Lutterotti et al., 2002). 

MBP é considerada como antígeno candidato envolvido na fisiopatologia da EM. 

Contudo estudos em animais com EAE, indicam que certos epítopos são mais 

encefalitogênicos que outros. Essas proteínas são muito imunogênicas, podendo-se detectar 

nos fluidos biológicos (soro, líquor) a produção clonal de anticorpos para esses epítopos em 

decorrência da ativação da resposta imune. A produção desses anticorpos pode inclusive 

desencadear ativação local do sistema complemento, alterações inflamatórias e 

desmielinização no SNC (Carvalho et al., 2003; Kieseier et al., 1999; Berger et al., 2003; 

Haase et al., 2001). 

PLP é a proteína (~30 kDa) mais abundante da mielina do SNC (cerca de 50%), 

altamente hidrofóbica e conservada entre as espécies. Outra proteína, a DM-20 (20 kDa) 



 

também codificada pelo gene PLP é gerada pela quebra alternativa, resultando na perda de 

20 aminoácidos. Durante a mielinogênese, a expressão de DM-20 é elevada, porém durante 

o desenvolvimento de oligodendrócitos, PLP/DM-20 localiza-se principalmente na região 

perinuclear do Golgi e na membrana plasmática (Kramer et al, 2001). A sua localização na 

região mais externa da bainha de mielina, indica um potencial mais encefalitogênico do que 

a própria MBP, pois seus sítios de ativação estão mais expostos (Schmidt, 1999). A 

seqüência humana 95-116 do PLP é considerada como um forte indutor de susceptibilidade 

à resposta inflamatória autoimune na EM, e seu reconhecimento está associado com o alelo 

DRB1*1501 (Krogsgaard et al., 2000). A glicoproteína associada à mielina (MAG) 

representa cerca de 1% das proteínas totais, sendo expressa na mielina do sistema nervoso 

central e periférico. MAG existe em duas isoformas, L-MAG presente durante a 

mielinização e a S-MAG expressa predominantemente na mielina madura. Essa 

glicoproteína é bastante susceptível a proteólise, resultando na forma de transição dMAG 

com peso molecular 90 kDa (Schmidt, 1999). MAG, localizada na membrana periaxonal, 

está envolvida especificamente na interação glia-axônio (Kramer et al., 2001). 

A glicoproteína associada ao oligodendrócito (MOG), um componente específico do 

SNC, representa 0,01% a 0,05% das proteínas da mielina. Está localizada nos corpos 

celulares e processos dos oligodendrócitos e na camada externa da bainha de mielina 

(Figura 2). A expressão de dois domínios transmembranares na superfície externa da 

mielina e membrana plasmática dos oligodendrócitos é um possível antígeno-alvo. Entre os 

antígenos não específicos da mielina estão incluídos a proteína S100b e proteína glial 

fibrilar ácida (GFAP) presente em astrócitos, embora o potencial encefalitogênico da 



 

resposta autoimune ainda seja obscuro (Rosbo & Bem-Num, 1998). Além desses, podemos 

citar glicoproteínas específicas ao oligodendrócitos (OSP) e αβ cristalina (αβ-C). 

 

Figura 2. Composição lipoprotéica da bainha de mielina (Hemmer, et al, 2002). 

 

 

1.4  Papel dos Linfócitos B na Fisiopatologia da EM 

Bornstein e colaboradores (1959) mostraram que fatores humorais também 

poderiam ter um papel relevante na desmielinização inflamatória devido a atividade 

desmielinizante de imunoglobulinas (Igs) específicas anti-mielina presente no soro. Estudos 

histológicos do SNC e análise do líquido cefalorraquidiano (LCR) mostraram linfócitos B, 

plasmócitos e anticorpos específicos para mielina nas áreas de desmielinização em 

pacientes com EM (Genain et al., 1999). Desde então foi sugerido que os anticorpos podem 

causar desmielinização pela opsonização da mielina e ativação da fagocitose (van der Laan 

et al., 1996). Um outro mecanismo de desmielinização mediado por anticorpo age via 



 

ativação de componentes do sistema complemento, levando a deposição do complexo de 

ataque a membrana e citólise mediada por complemento (Mead et al., 2002). 

A observação que as imunoglobulinas estão elevadas no LCR de pacientes com EM 

tem sido a mais importante evidência indicando o papel das células B e anticorpos na 

fisiopatologia da EM. A correlação entre o aumento de imunoglobulinas no LCR com 

episódios de piora sugere o envolvimento da resposta imune humoral na EM [Berger & 

Reindl, 2000; Egg et al., 2001; Bar-Or, 2005; Lutterotti et al., 2002; Angelucci et al., 2005; 

Davies et al., 2005; Villar et al., 2005). As Igs presentes no LCR de pacientes com EM 

mostram uma distribuição oligoclonal, ou seja, apenas um número limitado de clones de 

células B contribui para o aumento da produção de Igs (Egg et al., 2001; Walsh et al., 1986; 

Sharief et al., 1991). As células B e anticorpos podem contribuir para patogênese da EM de 

maneiras diversas: (i) servindo como APCs para células T autoreativas (Wang et al., 1997, 

Wucherpfennig, 1997; Villar et al, 2005); (ii) fornecendo sinal de co-estimulação para 

células T autoreativas; (iii) recrutando células T autoreativas para o SNC (Lou et al, 2000); 

(iv) amplificando ativação das células T idiotipo-específicas que estimulam ativação de 

células B a produzirem mais anticorpo com idiotipo característico (Holmoy et al., 2003); 

(v) contribuindo para manutenção da inflamação e desmielinização. Além disso, anticorpos 

IgM contra certos antígenos do SNC aumentam a remielinização em diferentes modelos 

animais da EM (Rodriguez & Lennon,1990). 

Anticorpos anti-MOG são capazes de causar destruição da mielina na EAE 

(Schluesener  et al., 1987; Linington et al., 1988; Storch et al., 1998; Litzenburger et al., 

1998), talvez pela sua localização mais externa na mielina, em contraste aos anticorpos 

anti-MBP e -PLP (Genain et al., 1995). Anticorpos anti-MOG também tem sido 



 

encontrados em lesões de EM (Genain et al., 1999), mostrando que a resposta das células B 

ao MOG está aumentada (Schluesener et al., 1987; Sun et al., 1991). Trabalhos recentes 

inclusive utilizam os níveis séricos de anticorpos anti-MOG em pacientes com primeiros 

sintomas de EM e lesões desmielinizantes na RMN, como indicador de exacerbações 

(Berger et al., 2003). Os anticorpos também podem desempenhar um papel benéfico: (i) 

desviando as citocinas para o padrão Th2; (ii) estimulando o reparo da mielina. Anticorpos 

IgM contra certos antígenos do SNC aumentam a remielinização em diferentes modelos 

animais (Rodriguez et al., 1990). 

 

1.5 Neuroinflamação 

A homeostasia do SNC é de fundamental importância para as propriedades de 

funcionamento das células neuronais. A observação do pesquisador Peter Medawar que o 

cérebro não rejeitava aloenxerto (Noseworthy, et al, 2000) foi seguida por achados 

complementares indicando ausência de células apresentadoras de antígenos (células 

dendríticas); a não expressão de MHC I e MHC II nas células do parênquima cerebral e 

ausência de drenagem linfática definida e estruturas linfóides no SNC. Em conjunto esses 

dados levaram à concepção que o SNC representava um sítio com privilégio imunológico. 

Também, a existência de um sistema de barreiras, a hematoencefálica (Figura 3a) e epitélio 

fluido-cérebro-espinhal (Figura 3b). 

a) 



 

 
b)  

 
Figura 3. (a) Barreira hematoencefálica. (b) Barreira do FCS (Rebenko-Moll et al, 

2006). 

O termo “privilégio imune” foi interpretado para indicar a completa ausência da 

sobrevivência de células imunológicas no SNC. Atualmente, existe um novo conceito para 

o SNC devido à observação de: rejeição eventual de transplantes de tecido; reação de 

hipersensibilidade do tipo tardia no SNC; autoimunidade, como é o caso da EAE. No 

entanto, as reações inflamatórias do CNS são modificadas. É muito mais apropriado 

considerar o SNC com um órgão “especializado imunologicamente”. Existe uma variedade 

de condições patológicas no SNC, como infecções virais, isquemia ou doenças 



 

inflamatórias (como é o caso da EM) aonde leucócitos atravessam a BHE, acumulam-se no 

espaço perivascular e muitas células encontram seu caminho para o parênquima cerebral. 

Dependendo do estímulo inflamatório e da região do SNC afetada, as vias moleculares para 

entrada de leucócitos no SNC são diferentes. Já existe um certo conhecimento sobre os 

sinais moleculares envolvidos na migração de linfócitos T antígeno específico com 

atividade neurocitotóxica. Inoculação endovenosa periférica de linfócitos encefalitogênicos 

em hospedeiros singênicos saudáveis ou imunização subcutânea com antígenos da mielina 

em adjuvante completo de Freund causam a EAE.  

A BHE tem sido considera o ponto mais claro de entrada de células imunes no SNC. 

Esse termo foi inicialmente descrito pela ausência de difusão passiva de moléculas pelos 

capilares do SNC. A BHE é formada por células endoteliais altamente especializadas, as 

quais inibem o tráfego transcelular de moléculas, pela baixa atividade de pinocitose e 

difusão restrita paracelular de moléculas hidrofílicas por causa da rede elaborada de junções 

de oclusão inter-endotelial complexa (Fox et al, 2000). As fenestrações intercelulares 

(Oksenberg et al, 2001) permitem o livre movimento de moléculas pelos vasculatura do 

plexo coróide e dos órgãos circunventriculares e a passagem de linfócitos T não ativados no 

tecido normal indica existência de mecanismos de imuno sobrevivência (Figura 4). 



 

 

Figura 4. Entrada de células T CD4+ específicas para proteína básica da mielina para 

o SNC durante a indução de EAE (Boulanger et al, 2004). 

 

1.6 Importância das Citocinas na EM 

Citocinas são componentes críticos do processo inflamatório estando implicadas na 

morte de oligodendrócitos, degeneração axonal (Wugek et al, 2002; Bjartmar et al, 2003), 

disfunção neuronal (Lucchinetti et al, 2000) e na patogênese da neuroinflamação (Brosnan 

et al. 1995) (Comabella et al, 1998; Balashov et al, 2000; Kami et al, 2002). Estudos no 

modelo experimental (EAE) indicam que citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão 

levam ao recrutamento de leucócitos da periferia para o SNC via barreira hematoencefálica. 

Desse modo seria criado um ambiente inflamatório apropriado, onde células T CD4+ 

poderiam se diferenciar em Th1 e Th2 dependendo do microambiente. Células Th1 

produzem IFN-gama, TNF-alfa, IL-2 e baixos níveis de IL-10, enquanto células Th2 

produzem IL-4, IL-5, IL-13 e altos níveis de IL-10 (Abbas et al., 1996) (Figura 5). 

 



 

 

Figura 5. Hipótese da patogênese da Esclerose Múltipla (Hafler, 2004). 

 

IFN-gama é produzido por células T e células NK. Suas funções incluem ativação 

de células mononucleares, diferenciação de células para o fenótipo Th1, indução da 

expressão de MHC-I e MHC-II, mudança de classe (isotipo) em células B e apoptose de 

células T e outros tipos celulares (Issazadeah et al, 1995, Issazadeah et al., 1998; Begolka 

& Miller, 1998). Estudos usando camundongos nocaute para IFN-gama mostraram que 

eram susceptíveis a EAE e apresentavam intenso infiltrado inflamatório no SNC (Feber et 

al, 1996). O aparente paradoxo pode ser explicado por uma função regulatória do IFN-

gama como uma citocina anti-célula T proliferativa (Konieczny et al, 1998; Hassan et al, 

1999; Badovinac, 2000). 

TNF-alfa é uma proteína solúvel de 17 kDa composta por três subunidades 

idênticas, produzida principalmente por células mononucleares fagocíticas ativadas, células 

NK, células B, células T ativadas e no SNC por astrócitos e microglias. A produção de 

TNF-alfa está associada com resposta do tipo Th1, que induz ativação de uma variedade de 

tipos celulares e expressão de moléculas de adesão, quimiocinas e citocinas. TNF-alfa tem 

um efeito direto na indução de apoptose de oligodendrócitos e desmielinização (Selmaj, 

2000; Probert et al, 1995). 



 

IL-4 é produzida pelas células Th2 CD4+ e participa na diferenciação e crescimento 

de células B. IL-4 inibe in vitro a ativação de células Th1, diminuindo a produção de IL-1 e 

TNF-alfa. IL-4 amplifica a resposta Th2 através da ativação do seu receptor em células T, 

resultando na ativação de fatores intracelulares, STAT6, que induzem a transcrição de 

genes relacionados com resposta Th2. 

 

1.7 Importância das Gelatinases e Quimiocinas na EM 

Quimiocinas são potentes citocinas com atividade quimiotática produzidas 

localmente nos mais diversos tecidos, promovendo pela interação com seu receptor na 

superfície celular o direcionamento na migração e a chegada de leucócitos e outras células, 

inclusive progenitores neurais (Foxman et al., 1997; Belmadani et al, 2006) para o sítio 

inflamatório (McQuibban et al, 2002). Os sinais quimiotáticos que ativam as integrinas dos 

leucócitos resultando na ligação de alta afinidade ao endotélio e subseqüente migração ao 

tecido inflamado, são transmitidas por receptores associados à proteína G, os quais são 

expressos na superfície de leucócitos (Murphy  et al, 1994). 

As quimiocinas são classificadas de acordo com a posição dos dois primeiros 

resíduos conservados de cisteína na sua porção N-terminal e o número de aminoácidos 

entre elas. Atualmente, 4 (quatro) famílias de quimiocinas são descritas C, CC, CXC e 

CX3C com mais de 54 moléculas dessa classe conhecidas em humanos (Pease et al, 2006). 

Algumas quimiocinas estão envolvidas no recrutamento de células inflamatórias para o 

SNC. A CCL2 (ou MCP-1) recruta células do sistema imunológico para locais de trauma, 

infecções bacterianas, exposição a toxinas e isquemia. As proteínas quimiotáticas de 

monócitos/macrófagos (MCPs) da família CC em humanos compreendem atualmente 

quatro proteínas: MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCL8), MCP-3 (CCL7) e MCP-4 (CCL13) com 

efeito quimiotático para sub-tipos de leucócitos monócitos, basófilos, eosinófilos, células 

dendríticas e citotóxica natural (NK) (Bacon et al, 2002; Izikson et al, 2002). Essas 

moléculas também estão envolvidas nas doenças inflamatórias crônicas e autoimunes, 



 

inclusive a EM, onde a expressão das MCPs e a chegada de leucócitos acompanham a 

evolução da doença (Luster 1998; Simpson et al, 1998; Tanuma et al, 2006). Essa 

quimiocina é essencial no desenvolvimento da EAE crônica (Karpus et al, 1995; Karpus et 

al, 1997). 

A molécula MCP-1 (CCL2) é uma das principais proteínas quimioatrativas de 

monócitos, porém os mecanismos de ação nessas células não estão totalmente esclarecidos 

(Arefieva et al, 2005). Sabe-se que atuando via ligação com o receptor CCR2 pode 

estimular a produção de citocinas em macrófagos e promover migração via aderência 

mediada por integrinas, polarização e proliferação celular (Reape et al, 1999). Os 

receptores das quimiocinas apresentam uma certa promiscuidade, pois um mesmo receptor 

reconhece e ativa-se pela ligação com variados tipos de quimiocinas e diferentes 

quimiocinas ligam-se a diferentes receptores. Esses receptores, assim como os da família 

MCP apresentam-se com sete domínios transmembranares associados à proteína G (Thelen 

et al, 2001). 

As quimiocinas são mediadores pró-inflamatórios envolvidos no direcionamento 

seletivo dos leucócitos para o interior do parênquima cerebral. A sua ausência em animais 

transgênicos (ausentes de CCL2 ou CCR2) causou a redução de monócitos nos focos de 

lesão intracerebral e também da severidade da EAE. Também nos pacientes com 

neuroinflamação, níveis menores de MCP-1 indicam melhor prognóstico (Iarlori et al, 

2002). CCL2 é altamente expressa no espaço perivascular e no parênquima cerebral durante 

a inflamação no SNC, contudo ela também está presente no LCR em níveis elevados em 

variados processos inflamatórios (infarto, meningite e esclerose múltipla) (Stamatovic et al, 

2006; Dimitrijevic et al, 2006). 



 

O receptor de CCL2 (CCR2) está presente em componentes da BHE (astrócitos e 

células endoteliais) e células do próprio SNC sugerindo que esta molécula participe não 

apenas no recrutamento de células, mas também modulando o processo inflamatório e a 

alteração na permeabilidade da BHE (Figura 6) (Andjelkovic et al, 1999; Tanuma et al, 

2006). O efeito da CCL2 na seletividade da BHE pode ser direto, atuando assim nas células 

endoteliais do cérebro, reduzindo a expressão de proteínas de junção oclusiva (occludina, 

ZO-1, ZO-2 e claudina-5) (Stamatovic et al, 2003; Stamatovic et al, 2005), ou 

indiretamente induzindo a expressão de outras moléculas inflamatórias pelas próprias 

células endoteliais, astrócitos e leucócitos.  

As características da inflamação no SNC são distintas daquelas observadas em 

outros órgãos devido à presença da BHE que proporciona um isolamento parcial do SNC de 

elementos celulares e moleculares circulantes do sistema imune (Glabinski et al, 2002). 

Além da participação das citocinas e quimiocinas, temos ainda a presença de enzimas 

proteolíticas capazes de degradar a membrana basal e a matriz extracelular (ECM) 

(Veldhuis et al., 2003) no processo de transmigração das células ativadas para o sistema 

nervoso central.  



 

 

Figura 6. Esquema demonstrando a atividade quimiotática da CCL 2 direcionando os 

monócitos/macrófagos para dentro do SNC. (Izkison et al, 2002) 

 

Os membros da família das metaloproteinases (MMPs) estão distribuídos em 

subgrupos dependendo da sua estrutura e especificidade do substrato. As gelatinases MMP-

2 e MMP-9, são capazes de degradar os componentes da ECM como colágeno tipo IV, 

fibronectina e laminina (Bjorklund et al, 2005). As MMPs constituem uma família de 

endopeptidase zinco-dependentes, secretadas por vários tipos celulares (macrófagos, 

fibroblastos) capazes de degradar componentes do tecido conjuntivo e da membrana basal. 

Essas enzimas participam normalmente dos processos fisiológicos, como desenvolvimento 

fetal, angiogênese, remodelamento do tecido e no processo de migração de células 

inflamatórias (Lemaître & D’Armiento, 2006). Contudo, durante processos patológicos, 

como nas doenças inflamatórias de natureza autoimune, metástase de células cancerosas, 



 

artrite, aneurisma, doenças inflamatórias, a produção aberrante de MMP causa degradação 

da matriz extracelular e amplificação da lesão tecidual (Rosenberg et al, 2004). Na EM, as 

MMPs mais envolvidas no processo de migração pela BHE são as gelatinases A e B, 

também conhecidas como MMP-2 e MMP-9, respectivamente. Essas enzimas podem estar 

envolvidas no processo da desmielinização pela degradação de proteínas da mielina 

(Chandler et al, 1995; Gijbels et al, 1993; Proost et al, 1993), da matriz extracelular e da 

membrana basal da BHE (Rosenberg et al, 1992). As MMPs facilitam a infiltração das 

células imunes no parênquima cerebral (Leppert et al, 1995); a ação de citocinas pró-

inflamatórias associadas a membrana, como a clivagem do TNF-alfa da superfície celular 

(Hartung et al, 1992; Black et al, 1997) amplificando sua atividade mielinotóxica (Proost et 

al, 1993).  

A expressão e atividade das MMPs são reguladas tanto em nível de transcrição 

pelas citocinas (Biddison et al, 1997; Cross et al, 1990; Cross et al, 1999; Xie et al, 1994; 

Zhou et al, 1993) e fatores de crescimento e a nível pós-transcrição, pela secreção de 

enzimas latentes (pré-pró-MMP) e ativação de zimogênios (pró-MMP) por integrinas e 

proteases presentes no meio extracelular e associada à membrana celular (MT-MMP). 

Existe um balanço delicado entre a produção endógena de inibidores teciduais – TIMPs e a 

produção de MMP no microambiente, determinando a remodelagem fisiológica ou 

destruição patológica do tecido (Rosenberg et al, 2004). Inibidores não específicos como 

alfa1-antitripsina e alfa2-macroglobulina também interferem com a atividade das MMPs. 

 

 

 



 

1.8 Influência da etnia na EM 

Africanos Americanos (AA) desenvolvem EM com menos freqüência que os 

Caucasianos Americanos (CA) (Bailey, 1922; Alter, 1962; Oh & Calhoun 1969; Kurtzke et 

al, 1979). Estudos recentes mostraram que AA têm um risco relativo de 0,64 para 

desenvolver EM comparado com CA (Wallin et al, 2004). Isso se dá pelo fato dos AAs 

representarem a população variável com ancestrais Africanos e Caucasianos, sugerindo que 

a etnia africana pode ser responsável pela proteção parcial contra a EM. Além disso, EM 

parece ser rara em africanos pretos, com poucos casos documentados (Foster & Harries, 

1970; Ames & Louw, 1977; Ames & Bowen, 1979; Kioy, 2001; Modi et al, 2001). Essa 

observação pode ser devida ou a resistência genética ou a prevalência de baixos fatores de 

risco ambiental. 

Desse modo, o entendimento dos mecanismos de danos mediados por citocinas, 

quimiocinas e metaloproteinases é necessário para melhor entendimento dos mecanismos 

envolvidos na fisiopatologia da lesão na EM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Determinar possíveis diferenças no processo inflamatório da Esclerose Múltipla entre 

populações distintas de Afro-descendentes (AB) e descendentes caucasianos (CA) da 

região sudeste Brasileira. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Determinar os níveis séricos de imunoglobulinas reativas dos isotipos IgA e IgG 

específicas para os epítopos encefalitogênicos da mielina: o proteolipídio PLP e a 

seqüência MOG 92-106; 

- Fazer uma análise comparativa da atividade das metaloproteinases –2 e –9 no soro 

de um grupo de pacientes EM da cidade do Rio de Janeiro e de pacientes EM da 

cidade de Ribeirão Preto com características étnicas homogêneas; 

- Fazer uma análise comparativa dos níveis séricos das citocinas IFN-gama, IL-4 e 

TNF-alfa e da quimiocina CCL-2 no soro de um grupo de pacientes EM da cidade 

do Rio de Janeiro e de pacientes EM da cidade de Ribeirão Preto com características 

étnicas homogêneas; 

- Analisar uma possível mudança no perfil inflamatório da doença, no grupo de 

pacientes AB e CA da cidade do Rio de Janeiro com diferentes tempos de evolução 

clínica da EM. 

  



 

3 MATERIAL & MÉTODOS 

A classificação por etnia considerou como afro-brasileiros pacientes com ancestrais 

pretos até a terceira geração e caucasianos pacientes que desconheciam na ancestralidade 

parentes afro-descendentes. O termo afro-brasileiro foi usado a partir do conceito 

antropológico proposto por Ribeiro (Ribeiro, 1995). Os pacientes foram classificados 

quanto à incapacidade neurológica pela escala de Kurtzke (Kurtzke, 1983). Todos os 

pacientes foram submetidos a exames complementares de tomografia computadorizada e 

ressonância nuclear magnética do cérebro e medula espinhal e no momento da coleta, não 

apresentavam sinais clínicos e/ou laboratoriais de processo infeccioso viral e/ou bacteriano. 

O projeto foi aprovado pela comissão de ética da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ) e do Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) com registro no 

1265. Todos os pacientes assinaram termo de consentimento para participar da pesquisa de 

acordo com as normas da comissão de ética da Universidade Federal do Rio de Janeiro – 

UFRJ. 

 

3.1 Grupo de Estudo 

A coorte era constituída por 99 pacientes com EM clinicamente definida pelos 

critérios de Poser (1983) e McDonald (2001). O grupo de 50 pacientes da cidade do Rio de 

Janeiro era acompanhado por neurologistas do Setor de Doenças Desmielinizantes 

Primárias do Sistema Nervoso Central do Serviço de Neurologia do Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ. Entre estes, 25 eram afro-descendentes (AB) e 

25 Caucasóides (CA). Outro grupo de 49 pacientes EM, acompanhado por neurologistas do 

Hospital das Clínicas da USP (Ribeirão Preto) era uma população homogênea composta por 

indivíduos CA, todos mapeados com HLA DR2.  



 

No grupo de pacientes EM do Rio de Janeiro (RJ), tanto os CA como os AB eram 

na maioria do sexo feminino (respectivamente, 60 e 56%) e no grupo da cidade de Ribeirão 

Preto (RP) a maioria (65,3%) era do sexo feminino. Quanto à evolução clínica, todos 

apresentavam a forma surto-remissiva (SR). 

 

3.2 Amostras 

O sangue periférico obtido por punção venosa foi coletado em tubo estéril sem 

anticoagulante contendo gel-soro (Becton & Dickson - BD, Brasil). Após retração do 

coágulo, o soro foi centrifugado a 200xg por 10 min em centrifuga clínica de bancada 

(Sorvall) e somente amostras límpidas livres de hemólise foram estocadas a –20oC em 

alíquotas de 100 μL até o momento do uso. 

 

3.3 Dosagem de imunoglobulinas reativas para componentes da mielina 

Como antígenos foram utilizados: proteína básica da mielina (MBP) de origem 

bovina (Sigma Chem. Co; USA) que apresentava de acordo com o fabricante, grau de 

pureza > 95% após purificação no HPLC; proteolipídio PLP, extraído a partir de cérebro de 

rato Lewis de acordo com método de partição Folch-Pi (Waksman, 1954; Laes, 1983) 

utilizando mistura de solvente orgânico (clorofórmio-metanol), purificação em 

cromatografia de coluna Sephadex LH-60 e liofilizado para estoque; e a seqüência da 

glicoproteína MOG 92-106 (DEGGYTCFFRDHSYQ), considerada encefalitogênica e 

indutora de EAE na linhagem SJL/J (Rosbo, 1998). Esta seqüência, sintetizada no 

Laboratório de Bioquímica de Proteínas e Peptídeos do Departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular da FIOCRUZ- RJ, apresentava grau de pureza > 95% confirmado em 



 

cromatografia HPLC de fase reversa. Alíquotas de 200 μL de cada antígeno na 

concentração 1mg/mL foram estocadas à –20oC. 

Foi utilizado o método de ELISA para identificação das imunoglobulinas reativas. 

Os experimentos foram realizados em microplaca de 96 poços (Corning, USA), recobertas 

com 50 μL dos diferentes antígenos na concentração de 10 mg/mL em tampão pH 8,0. As 

placas foram incubadas durante 18 h a 4oC. Posteriormente, o material não adsorvido foi 

desprezado e adicionado PBS pH 7,4 contendo 1g% de gelatina por 1h a 37o C para o 

bloqueio das interações inespecíficas. As placas foram lavadas 3x com PBS pH 7,4 e em 

seguida, adicionado 50 μL das amostras diluídas 1:100 em PBS-gelatina contendo 1% de 

Tween 20 (Merck do Brasil). As placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura 

ambiente em câmara úmida e por mais 1 hora a 4oC. Após incubação, as placas foram 

lavadas 5x com PBS contendo 0,05% Tween 20 (Sigma Chem. Co., USA) e incubadas por 

18 horas a 4oC com 50 μL por poço do conjugado anti-IgA HRP ou anti-IgG HRP 

(Southern Biotech. Ass., USA) titulados numa diluição ótima. Numa última etapa, as placas 

foram lavadas novamente 5x com PBS-Tween 20 e a reação enzimática ocorreu após 

adição de 100 μL/ poço de um dos cromógenos: tetra metil di-hidrocloreto de benzidina 

(TMB, Sigma Chem. Co., USA) contendo 0,1% H2O2 (Merck, Brasil) em tampão citrato 

pH 4,0 ou orto-fenileno diamino (OPD, Sigma Chem. Co, USA) contendo 0,1% H2O2 

(Merck, Brasil) em tampão citrato pH 5,6. A reação foi finalizada com adição de 100 μL de 

H2SO4 4N. A densidade óptica (D.O.) foi medida a 450 nm para as reações com o uso de 

TMB e 492 nm para OPD. O valor da absorbância controle foi obtido pela medida da D.O. 

correspondente ao anticorpo conjugado sem amostra e estes valores foram subtraídos do 

valor total obtido. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. 

 



 

3.4 Dosagem de Citocinas e Quimiocinas 

A determinação no soro de citocinas (TNF-alfa, IFN-gama, IL-4) e quimiocina 

CCL-2 seguiu o protocolo de ELISA quantitativo descrito pelo fabricante (PeproTech INC, 

Rocky Hill, NJ). Os resultados expressos em pg/mL foram calculados a partir de uma curva 

padrão obtida por calibradores das citocinas recombinantes.  

Os experimentos foram realizados em microplaca de 96 poços (Corning, USA), 

recobertas com 100 μL dos anticorpos de captura na concentração 0,5μg/mL por poço, 

solubilizado em PBS 1x pH 7,4, seguido de incubação por 18 horas. Em seguida, a placa 

foi lavada 4x com tampão de lavagem contendo PBS 1x e 0,05% de Tween 20 e, 

posteriormente, vertida em papel absorvente. Para evitar ligação inespecífica, foi 

adicionado uma solução de PBS 1x pH 7,4 com 1% de gelatina e incubado durante 60 min 

à temperatura ambiente, seguido de 4 lavagens com o tampão de lavagem. Neste momento, 

realizou-se a incubação com as amostras dos pacientes e o padrão, ambos previamente 

diluídos em tampão diluente contendo PBS 1x pH 7,4, 0,05% de Tween 20 e 0,1% de 

gelatina. As amostras utilizadas na diluição ótima (1:100) previamente determinada, foram 

aplicadas em um volume de 100 μL/poço. Todos os experimentos foram feitos em triplicata 

e os resultados representam a média dos valores obtidos. 

O tempo de incubação desta etapa foi de 2 (duas) horas à temperatura ambiente. Ao 

final deste período, as placas foram lavadas com tampão de lavagem por 4x. Em seguida 

seguiu-se a incubação com anticorpo de detecção, 100 μL/poço, na concentração 

recomendada pelo fabricante de 0,5μg/mL durante 2 horas à temperatura ambiente. Ao 

término desse período de incubação, procedeu-se a lavagem como nas etapas anteriores.  



 

A incubação com o conjugado avidina peroxidase na concentração recomendada de 

0,5μg/mL foi de 30 minutos na temperatura ambiente. Numa última etapa, as placas foram 

lavadas novamente 4x com PBS-Tween 20 e a reação enzimática ocorreu após adição de 

100 μL de um dos cromógenos orto-fenileno diamino (OPD, Sigma Chem. Co, USA) 

contendo 0,1% H2O2 (Merck, Brasil) em tampão citrato pH 5,6. A reação foi finalizada com 

adição de 100 μL de H2SO4 4N. A densidade óptica (D.O.) foi medida a 492 nm. O valor da 

absorbância controle foi obtido pela medida da D.O correspondente ao anticorpo conjugado 

sem amostra e estes valores foram subtraídos do valor total obtido. Todos os ensaios foram 

feitos em triplicata. 

 

3.5 Atividade das Gelatinases (MMP-2 e MMP-9) 

A atividade das metaloproteinases –2 e –9 nas amostras de soro foi determinada 

pela técnica de zimografia. Inicialmente foi realizada eletroforese SDS-PAGE em um gel 

contendo 7,5% de poliacrilamida e 0,1% de gelatina e renaturação com tampão de 

incubação contendo 2,5% de Triton-X em agitação durante 30min. O gel foi incubado 

durante 18h a 37oC em tampão 50mM Tris-HCl pH 7,5, 10mM CaCl2 e 1mM de KCl. Em 

seguida, o gel foi corado com Coomassie azul brilhante G-250 (Merck Brasil) e posterior 

descoloração até serem evidenciadas as bandas claras. A atividade das metaloproteinases 

foi avaliada a partir de uma alíquota de soro diluído em uma solução de tampão de amostra 

2x.  Os géis foram preservados e fixados em papel celofane umedecido. Em seguida, o gel 

foi fotografado (Câmera digital CANON PowerShot A540) e as bandas de lise como 

atividade enzimática relativa, foram analisadas utilizando programa SCION® (USA).  

 



 

3.6 Análise estatística 

A normalidade dos resultados foi testada utilizando o teste de Shapiro will. Como 

os resultados não foram normais, os dados foram analisados pelo teste-T não 

paramétrico, utilizando o programa GraphPad Prism 3.0 (USA). Somente valores de p 

<0,05 foram considerados com significância estatística. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 RESULTADOS 

4.1 Influência da etnia na produção de IgG e IgA para antígenos da mielina  

Trabalho anterior (Carvalho et al, 2003) do grupo mostrou que em relação ao grupo 

controle de indivíduos sadios, pacientes EM do Rio de Janeiro apresentavam aumento na 

produção de imunoglobulinas reativas IgA anti-PLP mas não do isotipo IgG. Enquanto para 

a seqüência do MOG 92-106 foi visto um aumento significativo (p<0,0001) para ambos 

isotipos de IgA e IgG. Esses resultados mostraram a importância dessas moléculas na 

inflamação e possivelmente na regulação da resposta inflamatória na EM.  

Como a população e pacientes EM do Rio de Janeiro é bastante miscigenada e 

heterogênea com afro-descendentes (AB) e caucasóides (CA) era importante verificar 

possíveis diferenças na reatividade imunológica entre pacientes EM para os mesmos 

antígenos, porém considerando-se a etnia.  

Foi possível observar uma diferença significativa (p<0,05) na produção de IgG 

(Figura 7a) e IgA (Figura 7b) para a seqüência MOG 92-106 sendo maior nos CA-EM (IgG 

= 643 ± 69; IgA = 889 ± 109) do que nos AB-EM (IgG = 472 ± 48; IgA = 588 ± 70). Em 

relação à molécula nativa de PLP, não se observou diferença significativa na produção de 

IgG (Figura 8a) e de IgA (Figura 8b) nos pacientes AB-EM ( IgG = 252 ± 19; IgA = 405 ± 

80) quando comparados com CA-EM (IgG = 274 ± 21; IgA = 366 ± 41).  
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Figura 7. Imunoglobulinas reativas para seqüência MOG 92-106 considerando a etnia  

(a) IgG e (b) IgA Foram incluídos 16 pacientes CA-EM e 10 pacientes AB-EM 

do Rio de Janeiro. Análise estatística realizada pelo teste t não paramétrico 

(GraphPad Prism). Aumento p<0,05 de imunoglobulina A e G nos pacientes 

EM-CA comparados com EM-AB.  
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Figura 8. Imunoglobulinas reativas para PLP segundo a etnia 

Determinação do nível sérico de IgG (a) e IgA (b) para molécula nativa de PLP. 

Foram incluídos 16 pacientes CA-EM e 10 pacientes AB-EM do Rio de Janeiro. 

Análise estatística realizada pelo teste t não paramétrico (GraphPad Prism). Não 

foi observada diferença significativa nas análises de imunoglobulina A e G nos 

pacientes. 

 



 

4.2 Níveis séricos de citocinas e quimiocina CCL-2  

Para analisar e comparar a possível influência da etnia na produção de citocinas IL-

4 (regulatória), TNF-alfa e IFN-gama (inflamatórias), foram incluídos pacientes com EM-

CA e EM-AB do RJ, e também um grupo homogêneo de pacientes EM da cidade de 

Ribeirão Preto, todos CA e mapeados como HLA-DR2 

Foi observado (Figura 9), um aumento significativo nos níveis de TNF-alfa nos 

pacientes EM-CA do RJ (327,8 ± 74,5) e o grupo de pacientes RP (400,7 ± 50,1) em 

comparação com pacientes EM-AB (191,5 ± 59,5) com valores de p< 0,05 e p<0,0001, 

respectivamente. Contudo, não houve uma diferença significativa entre os EM-CA e o 

grupo EM-RP. 

A análise dos níveis de IL-4 mostrou uma redução acentuada (p < 0,0001) na 

concentração dessa citocina nos pacientes EM-RP (302 ± 16,9) em comparação aos EM-

CA (986,4 ± 125,3) e ao EM-AB (941 ± 100,3). Contudo, não foi observada diferença 

significativa nos níveis de IL-4 entre os grupos EM-AB e EM-CA (Figura 10).  
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Figura 9. Níveis séricos de TNF-alfa segundo a etnia. 

Foram incluídos 25 pacientes CA-EM e 25 pacientes AB-EM do Rio de Janeiro 

e 49 pacientes de EM-CA Ribeirão Preto (RP). Análise estatística realizada pelo 

teste t não paramétrico (GraphPad Prism). Aumento observado nos grupo EM-

CA (RJ) e RP em relação ao EM-AB (RJ). p < 0,05 e p < 0,0001 
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Figura 10. Níveis séricos de IL-4 segundo a etnia  

Foram incluídos 25 pacientes CA-EM e 25 pacientes AB-EM do Rio de Janeiro e 49 

pacientes EM-CA de Ribeirão Preto (RP). Análise estatística realizada pelo teste t não 

paramétrico (GraphPad Prism). Aumento observado nos grupos EM-CA e EM-AB do RJ 

em relação aos pacientes EM-CA de RP. p < 0,0001 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Os níveis de IFN-gama foram elevados (p<0,001) somente quando comparados os 

pacientes EM-CA (568,6 ± 37,6) do RJ com o grupo CA-EM (700,3 ± 29,9) de RP. No 

entanto, não houve diferença significativa entre os grupos étnicos EM-CA e EM-AB (667,2 

± 43,8) e o EM-AB e o EM-RP, embora exista uma pequena diminuição na concentração 

dessa citocina no grupo CA (Figura 11). 

Em relação aos níveis séricos da quimiocina CCL-2, não foi possível observar 

aumento significativo entre os grupos EM-CA (412,5 ± 42,7), EM-AB (407,5 ± 44,1) do RJ 

e EM-CA de RP (489,1 ± 33,1) (Figura 12). 
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Figura 11. Níveis séricos de IFN-gama segundo a etnia. 

Foram incluídos 25 pacientes EM-CA e 25 pacientes EM-AB do Rio de Janeiro 

e 49 pacientes EM-CA de Ribeirão Preto (RP). Análise estatística realizada pelo 

teste t não paramétrico (GraphPad Prism). Diminuição observada no grupo EM-

CA em relação ao grupo EM-CA de RP. p < 0,001 
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Figura 12. Níveis séricos de CCL-2 segundo a etnia  

Foram incluídos 25 pacientes EM-CA e 25 pacientes EM-AB do Rio de Janeiro 

e 49 pacientes EM-CA de Ribeirão Preto (RP). Análise estatística realizada pelo 

teste t não paramétrico (GraphPad Prism). Não foi observada diferença 

estatisticamente significante. 

 

 

 

 

 

 

4.3 Atividade das gelatinases 



 

 

A figura 13 é um zimograma representativo após a reação de lise pelas gelatinases 

A e B (respectivamente, MMP-2 e –9) presentes no soro. A banda mais predominante no 

gel  representa a atividade da MMP-9 (92 kDa). Baseado também no peso molecular, a 

banda que aparece na extremidade superior do gel representa a atividade da forma dímera 

da MMP-9. Além disso, a banda que corre com o peso molecular mais baixo que a MMP-9 

representa a atividade da MMP-2. 

 

 

Figura 13. Zimograma  

Gel SDS-PAGE 7,5 % contendo gelatina corado com Comassie Blue G-250 e 

descorado com solução metanol/ ácido acético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

As análises de MMPs –2 e –9 estão apresentadas nas figuras 14a e 14b, 

respectivamente. Em relação a MMP-2, os pacientes EM-CA do grupo RP (93,8 ± 8,0) 



 

 

mostraram uma atividade marcadamente maior (p < 0,0001) que os pacientes do Rio de 

Janeiro: EM-AB (51,5 ± 7,2) e EM-CA (31,79 ± 19,06), embora não foi significativa a 

diferença na diminuição da atividade em relação os pacientes de RP. Em contraste, os 

pacientes EM-AB (200,3 ± 30,5) e EM-CA (257,5 ± 31,2) do Rio de Janeiro, apresentaram 

atividade de MMP-9 maior (p < 0,0001) que os pacientes CA-EM de RP (90,7 ± 9,4). Não 

foi encontrada diferença entre os pacientes EM-CA e os EM-AB do Rio de Janeiro. 
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Figura 14. Atividade sérica das Metaloproteinases  (a) –2 e (b) –9 

Foram incluídos 25 pacientes CA-EM e 25 pacientes AB-EM do Rio de Janeiro 

e 49 pacientes EM-CA de Ribeirão Preto (RP). Análise estatística realizada pelo 

teste t não paramétrico (GraphPad Prism). (a) Aumento da atividade no grupo 

RP comparado ao EM-AB. p < 0,0001. (b) Aumento da atividade nos grupos 

EM-CA e –AB comparados ao EM-RP. p < 0,0001. 



 

 

4.4 Possível influência da etnia na neuroinflamação e tempo de doença 

Considerando a hipótese da EM ocidental (western-type) de mudança no padrão 

Th2 para Th1 com a progressão e gravidade da doença, os pacientes do Rio de Janeiro 

foram agrupados em relação às suas características étnicas (AB e CA) e tempo de doença 

visando estabelecer uma possível influência na evolução da doença de acordo com a etnia. 

Analisando os níveis de TNF-a (Figura 15) foi possível observar que os pacientes 

EM-CA mantêm uma concentração relativamente constante ao longo do tempo (< 5 anos: 

277,7 ± 90,6; 5 a 10 anos: 436,7 ± 256,6; > 10 anos: 335,8 ± 116,3). Em contraste (Figura 

15), os níveis séricos de TNF-a nos pacientes EM-AB aumentaram consideravelmente (p < 

0,05) nos pacientes com mais de 10 anos de doença (<5anos: 121,8 ± 32,2; 5 a 10 anos: 

109,8 ± 27,5; > 10 anos: 487,1 ± 262,8). 

A concentração sérica de IFN-gama encontrada nos pacientes EM estudados não 

variou muito nos grupos separados etnicamente e temporalmente (< 5 anos – CA: 577,2 ± 

172,4; - AB: 707,3 ± 229,9; 5 a 10 anos - CA: 569,7 ± 274,7; - AB: 532,0 ± 195,4; >10 

anos – CA: 553,1 ± 157,8; - AB: 752,2 ± 161,1), embora tenha sido encontrada uma 

diferença entre o grupo de CA e AB (p = 0,1) nos pacientes com mais de 10 anos de 

doença. 

Ao contrário das outras duas citocinas citadas anteriormente (TNF-alfa e IFN-

gama), a IL-4 estava mais diminuída no grupo dos EM-AB (612,3 ± 139,3) quando 

comparada com os EM-CA (910,1 ± 223,7) nos pacientes com mais tempo de doença (p = 

0,07). E não houve diferença significativa entre as etnias nos os outros grupos temporais, 

não ocorrendo significância na comparação dos níveis de IL-4 na escala temporal da 



 

 

doença (<5 anos – CA: 980,5 ± 176,4; -AB: 961,5 ± 138,3; 5 a 10 anos – CA: 1109 ± 

342,7; - AB: 139 ± 209,4). 

Um dado interessante foi a pouca variação nos níveis da quimiocina CCL-2, entre 

os grupos em relação à etnia e tempo de doença (<5 anos – CA: 437,1 ± 67,85; - AB 373,0 

± 46,18; 5 a 10 anos – CA: 368,4 ± 100,7; - AB: 361,0 ± 55,23; >10 anos - CA: 391,4 ± 

56,70; - AB: 553,1 ± 160,2). No entanto, os pacientes EM AB com maior tempo de doença 

apresentaram níveis maiores da molécula no soro embora esse resultado não seja 

estatisticamente significativo. Isto sugere que esteja ocorrendo um recrutamento de células 

acentudado para o SNC nos pacientes EM-AB com mais de 10 anos de doença tornando a 

doença mais grave nesses pacientes. 
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Figura 15. Concentrações séricas de TNF-alfa em relação a etnia e o tempo da 

doença 
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Figura 16. Concentrações séricas de IFN-gama em relação a etnia e o tempo da 

doença 
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Figura 17. Concentrações séricas de IL-4 em relação a etnia e o tempo da doença 
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Figura 18. Concentrações séricas de CCL-2 em relação a etnia e o tempo da 

doença 
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5 DISCUSSÃO 

Esclerose Múltipla é uma doença neurológica crônica complexa de etiologia 

multifatorial mais comum em adulto jovem (Noseworthy et al, 2000). Neste contexto, 

novos estímulos ambientais desencadeadores promovem interação com fatores genéticos 

influenciando na patogenia da doença (Ebers, 1995; Holmes, 2005). De fato, o surgimento 

de doenças associadas a determinados grupos étnicos em populações onde eram 

inexistentes ou muito raros, indica que combinações genéticas da miscigenação racial e 

fatores epigenéticos podem modificar padrões de susceptibilidade previamente 

estabelecidos (Sotgiu et al., 2004). 

A população Brasileira, principalmente a da cidade do Rio de Janeiro é bastante 

heterogênea pela sua história de ocupação durante a colonização. Talvez isto explique o 

número elevado de Afro-descendentes com EM, o que não acontece em outras populações 

(Wallin et al, 2004; Papais-Alvarenga et al., 2004; Alves-Leon et al., 2006; Quirico-Santos 

et al., 2007). Devido à intensa miscigenação da população do Rio de Janeiro, foi escolhido 

como controle pareado, uma população geneticamente mais homogênea. Os pacientes EM 

de Ribeirão Preto (São Paulo) são todos CA e apresentam o haplótipo HLA-DR2, associado 

com susceptibilidade a EM nos países de clima temperado. Este grupo geneticamente mais 

homogêneo reflete a marcante influência caucasiana européia oriunda da colonização 

italiana. Não há relato de pacientes AB com EM nessa região. Não se sabe se esse fato se 

dá pelo número reduzido de negros na região ou se os AB dessa região possuem um padrão 

de resistência genética à EM. 

A etiopatogenia da EM ainda é desconhecida embora um distúrbio ou processo 

infeccioso sistêmico contribua para o desencadeamento da inflamação recorrente de 



 

 

natureza autoimune com lesões desmielinizantes no SNC (Weiner et al., 2002; Noseworthy 

et al.,2000; Wingerchuk, 2001, Correale et al,2002). A inflamação em diferentes regiões do 

cérebro e a heterogeneidade das manifestações clínicas nos pacientes EM parece ser 

influenciada pela especificidade do reconhecimento antigênico dos linfócitos T ativados 

que migram para o SNC e também por mecanismos efetores dependentes de 

imunoglobulinas reativas (Weiner et al. 2002; Correale et al., 2002, Al-Omaishi et al., 

1999).  

Um aspecto importante da participação dos linfócitos B na desmielinização refere-

se à sua capacidade de funcionar como célula acessória na apresentação de antígenos 

solúveis durante a resposta imune inicial. Estudos realizados no modelo da EAE (Lindert et 

al., 1999; Haase et al., 2001) indicam que imunoglobulinas reativas para proteínas da 

superfície da bainha de mielina (ex. MOG, PLP) exercem papel importante na citotoxidade 

de oligodendrócitos e contribuem para o desenvolvimento e manutenção da 

desmielinização em roedores e primatas. A deposição do complexo antígeno-anticorpo na 

superfície da mielina desencadeia ativação da cascata do sistema complemento, podendo 

via interação com receptores para fração Fc (FcRI) presentes nos macrófagos ativados e 

microglia levar à destruição de oligodendrócitos e fagocitose da mielina (Abdul-Majid, 

2002). De fato, experimentos in vivo de depleção de células B com anti-IgM e também no 

modelo de camundongo nocaute foram capazes de proteger animais suscetíveis da 

desmielinização experimental induzida por MOG (Correale et al., 2002). 

Nesse trabalho foi evidenciado que nos pacientes do Rio de Janeiro, os níveis 

séricos de imunoglobulinas reativas IgG específicas para MOG 92-106 estavam mais 

aumentados (p<0,05) no grupo CA do que no grupo AB. Foi encontrado também um 



 

 

aumento, embora não significativo, nos níveis de IgA para PLP nos pacientes AB em 

relação aos CA. 

A expressão de MOG nos estágios tardios da mielinização durante o 

desenvolvimento e a sua localização mais externa na bainha da mielina, torna essa molécula 

um indutor de potente resposta imune mediada por anticorpo e componentes do sistema 

complemento (Rosbo et al., 1998). Vale ressaltar que anticorpos contra a seqüência MOG 

92-106 causam desmielinização in vitro em culturas mielinizadas e também in vivo em 

modelos experimentais da EAE (Linington et al., 1988; Kroepfl et al., 1996). A presença de 

imunoglobulinas IgG reativas anti-MOG nas lesões e placas desmielinizantes de pacientes 

EM (Genain et al., 1999) indica que anticorpos anti-MOG são capazes de causar destruição 

da mielina (Genain et al., 1995; Schluesener et al., 1987; Storch et al. 1998; Litzenburger et 

al., 1998). De fato, a resposta das células B ao MOG está aumentada nos pacientes EM 

(Schluesener et al., 1987; Sun et al., 1991). Dados mais recentes, indicam que a presença de 

níveis elevados de IgG anti-MOG relacionam-se com lesões ativas evidenciadas na 

ressonância magnética, servindo inclusive com valor prognóstico de exacerbações (Berger 

et al., 2003). 

A produção elevada de imunoglobulina reativa do isotipo IgA sugere que a porção 

lipídica do proteolipídeo PLP funcionando como hapteno, favoreça o reconhecimento 

imunológico pelos linfócitos B e influencie na produção de citocinas reguladoras (IL-4, IL-

10, TGF-β) (Carvalho et al.,2003). Os anticorpos também podem desempenhar um papel 

benéfico, desviando a produção de citocinas de um padrão Th1 para Th2 e/ou estimulando 

a mielinogênese. Alguns grupos sugerem a participação direta desses anticorpos na 

manutenção da resposta inflamatória no SNC, afetando o controle da rede idiotípica e/ou 



 

 

promovendo via FcR a ativação de leucócitos e secreção de quimiocinas (Correale et al. 

2002; Hogarth, 2002). 

O Sistema Nervoso Central é um microambiente imunologicamente especializado 

que influencia a resposta imune local, embora a migração de células T e também células B 

para o SNC também ocorra em condições fisiológicas, em condições de neuroinflamação 

essas células participam na manutenção da inflamação inclusive na formação local de 

tecido linfóide terciário (Uccelli et al, 2005). A alteração no balanço das citocinas pode 

representar parte da patogênese da doença autoimune. No entanto, essas alterações podem 

ser um epifenômeno de uma doença inflamatória mais complexa que o efeito causal na 

cascata patológica (Imitola et al, 2005). Nesse trabalho foi mostrado que pacientes EM 

caucasóides apresentam em comparação com Afro-descendentes uma produção elevada de 

TNF alfa. Interessante ressaltar que o aumento foi mais acentuado ainda no grupo de 

pacientes EM de Ribeirão Preto (caucasóides), uma população mais homogênea (HLA-

DR2+) do que nos pacientes CA do Rio de Janeiro. TNF-alfa é uma citocina produzida por 

macrófagos, microglia e astrócitos nas lesões ativas no SNC (Canella & Raine, 1995) 

(Hofman et al, 1989, Selmaj et al, 1991; Canella & Raine, 1995). Alguns estudos (Selmaj et 

al, 1991; Zipp et al, 1995; Andrews et al 1998; Van Oosten et al, 1998) mostram correlação 

positiva entre os níveis dessa citocina no soro e líquor com o curso clínico e atividade da 

doença pelas imagens e ressonância magnética (Spuler et al, 1996). TNF-a induz apoptose 

de células progenitoras de oligodendrócitos (CPO) in vitro e potencia o efeito apoptótico do 

IFN-gama (Cammer, 2000) (Andrews et al, 1998). O aumento marcante do TNF alfa nos 

pacientes de Ribeirão Preto indica uma doença com curso clínico mais severo do que nos 

pacientes do Rio de Janeiro. Além disso, também foi observado uma diferença entre as 



 

 

etnias nos pacientes do Rio de Janeiro. De fato pacientes EM-CA apresentavam níveis mais 

elevados de TNFalfa que os Afro-descendentes. Esses dados indicam uma doença com 

curso semelhante (maior morbidade) às regiões com alta susceptibilidade nos pacientes EM 

de Ribeirão Preto, e curso menos severo nos Afro-descendentes. Talvez a miscigenação 

racial esteja influenciando no curso da doença ao conferir menor morbidade e 

características mais atenuadas de neuroinflamação. Esta hipótese ganha relevância pelas 

recentes evidências (Olas et al., 2005) mostrando diferenças no perfil de produção de 

imunoglobulinas entre grupo étnicos distintos, e que IgA exerce atividade 

imunomodulatória com efeito anti-inflamatório dose-dependente, ao diminuir liberação de 

IL-6, TNF-alfa, MIP-1 e MCP-1 de células mononuclareares do sangue periférico. 

Citocinas com padrão tipo Th1, como interferon gama e interleucina 2 são cruciais 

na manutenção da homeostase do hospedeiro contra patógenos intracelulares e 

neoantígenos. Contudo estão implicadas também na rejeição de aloenxertos e manutenção 

de resposta imune a órgãos específicos (ex. EM). Em contraste, citocinas Th2 como IL-4, 

IL-5, IL-9 e IL-10 induzem produção de imunoglobulinas importantes na defesa do 

hospedeiro contra infestações de helmintos, mas também mediam inflamação alérgica (ex: 

asma, atopia). As respostas Th1 e Th2 são, na maioria das vezes, mutuamente antagônicas e 

tendem a regular uma a outra, uma propriedade que tem sido explorada com sucesso no 

desenho de terapias com citocinas para o tratamento de uma variedade de doenças 

(Coffman 2006; Arif et al., 2004). 

Dados da literatura mostram que tratamento de pacientes EM com IFN gama agrava 

as exacerbações e a morbidade (Panitch HS et al., 1987), talvez por induzir a liberação de 

proteína HMGB1 por um mecanismo dependente de TNF alfa (Rendon-Mitchell et al., 



 

 

2003; Li et al., 2003). Embora HMGB1 não seja liberado por células apoptóticas mesmo 

após necrose secundária, é passivamente liberado por células em processo de necrose nas 

áreas de injúria (Scaffidi et al., 2002) amplificando assim o processo inflamatório ao 

induzir a liberação de mais citocinas inflamatórias. O estímulo inflamatório (ex: antígenos 

microbianos) ativa uma cascata de sinalização intracelular que culmina com a liberação 

seqüencial de citocinas proinflamatórias precoces (TNFalfa, IL1beta, IL-6, IFNgama) e 

tardias (MIF e HMGB1). IFN-gama é uma citocina capaz de aumentar a produção de 

citocinas proinflamatórias como também exercer um papel protetor na reposta imune pela 

restrição da infiltração, ativação e proliferação de neutrófilos (Tran et al, 2000). Embora 

exista uma diminuição dos níveis dessa citocina no grupo CA em relação ao grupo RP, essa 

diferença não foi significativa entre os grupo étnicos do Rio de Janeiro, sugerindo que o 

IFN gama tenha uma função mais imunoreguladora da neuroinflamação nos pacientes do 

EM do RJ. Esta hipótese é fortalecida pelos dados mostrando aumento na produção de IgA 

(Figura 7b e 8b) para seqüências encefalitogênicas (MOG, PLP) da mielina Estes resultados 

indicam, a importância de estudos posteriores comparando-se a produção das citocinas 

tardias (MIF e HMGB1) nos pacientes EM de ambos grupos, e relacionado com a evolução 

clínica e a presença de REGA. 

Antígenos da mielina (MBP, PLP) desempenham um papel importante na 

neuroinflamação, na fase ativa predominam linfócitos CD4+ Th1 e citocinas 

proinflamatórias (TNFalfa; IFNgama, IL-12) (Voskuhl et al., 1993) enquanto na remissão 

clínica, predominam linfócitos T PLP-específicos com características Th2, secretando 

citocinas regulatórias: IL-4, IL-10 e TGFbeta (Correale et al., 1995). Esses trabalhos 

corroboram os nossos resultados mostrando que os pacientes Afro-descendentes do Rio de 



 

 

Janeiro, principalmente aqueles com menos de 5 anos de doença, possuem um perfil de 

células T PLP-específicas e secreção de citocinas regulatórias (perfil Th2). Em 

contraposição, o grupo homogêneo de descendentes caucasianos DR2+ de Ribeirão Preto, 

apresentou um padrão mais inflamatório de citocinas. Embora não tenha sido analisado o 

perfil de imunoreatividade para antígenos da mielina é provável que este greupo de 

pacientes também apresentem aumento de IgG especificas para seqüência encefalitogênica 

do MOG.  

As MMPs desempenham papel importante na inflamação e no remodelamento 

tecidual associado com reparo e regeneração. MMPs afetam a função da microvasculatura 

cerebral pela atuação lesiva direta da lâmina basal que circunda os vasos causando ruptura 

da BHE (Bar-Or, 2003;Sellebjerg and Sorensen, 2003) facilitando a entrada de leucócitos 

no SNC. As células do microambiente cerebral: neurônios, células da glia, células 

endoteliais e células imunes produzem MMPs constitutivas e induzidas em resposta ao 

estresse celular (Rosenberg et al., 2001), podendo degradar componentes da mielina 

(Chandler et al, 1995) e liberar novos autoantígenos (REGA) que amplificam a resposta 

imune-inflamatória. 

Foi encontrado nesse trabalho que atividade da MMP-9 maior em pacientes EM-CA 

e –AB do Rio de Janeiro (p<0,0001) do que nos pacientes EM de Ribeirão Preto. Por outro 

lado, a atividade da MMP-2 foi mais acentuada mais nos pacientes EM de Ribeirão Preto 

(p<0,0001) especialmente em relação ao grupo de Afro-descendentes. Interessante ressaltar 

o aumento na atividade da MMP-2 também nos pacientes CA do Rio de janeiro, embora 

não sendo essa diferença significativa, talvez pela inclusão de poucos pacientes (n=25). 

Esses resultados sugerem uma migração contínua de células inflamatórias para o SNC nos 



 

 

pacientes Afro-descendentes (AB) do Rio de Janeiro. De fato, MMP-9 participa no controle 

da clivagem e liberação de ICAM-1 aumentando a migração celular da periferia para locais 

inflamados (Tsakadze et al, 2005). Por outro lado, a intensa produção de MMP-2 nos 

pacientes CA de Ribeirão Preto sugere um padrão de inflamação local mais intenso e em 

atividade, devido à produção constante de MMP-2 por astrócitos e microglia (Jovanova-

Nesic and Shoenfeld, 2006). Nos pacientes EM-CA do Rio de Janeiro parece que ocorre a 

migração intensa de leucócitos da periferia para o local inflamado e o aumento, não 

significativo, da MMP-2 sugere a inflamação local mais acentuada que nos EM-AB, porém 

bem menos intensa que nos pacientes de Ribeirão Preto. 

Outras moléculas muito importantes durante o recrutamento de células no processo 

inflamatório são as quimiocinas ou citocinas com atividade quimiotática, que possuem a 

capacidade de induzir e direcionar via interação com os seus receptores a migração celular 

em processos fisiológicos e patológicos (Hartung et al, 2000; Ransohoff et al., 2003; 

Owens et al, 2005). Dentre a grande variedade de quimiocinas conhecidas atualmente, foi 

escolhida a molécula CCL-2 (MCP1) devido a sua maior capacidade de interação, atração e 

ativação de células da linhagem monocítica (Luster 1998; Simpson et al, 1998; Tanuma et 

al, 2006). Além disso existem dados contraditórios na literatura, envolvendo a participação 

dessa quimiocina e/receptores na neuroinflamação tanto no modelo experimental, EAE 

como em pacientes com EM (McManus et al, 1998; Simpson et al, 1998; Sorensen et al, 

1999). Como, aumento na expressão de CCR2 em monócitos e células T do sangue 

periférico de pacientes com a forma progressiva secundária mas não na forma surto-

remissiva Sorensen et al (2001). Existe um relato na literatura (Stamatovic et al, 2006) com 

indicações de que a própria molécula de CCL2 também atua em conjunto ou independente 



 

 

das MMPs na permeabilização da BHE e na formação do edema vasogênico favorecendo 

assim o início e o estabelecimento do processo neuroinflamatório. Outras citocinas e 

quimiocinas como CCL5 (RANTES), com interação preferencial por linfócitos, também 

devem apresentar padrão de detecção diferenciado nesses grupos, uma vez que na EM os 

linfócitos T possuem papel de destaque na patogênese. Vale ressaltar o papel das MMPs 

clivando e ativando citocinas e fatores tróficos que poderiam influenciar também nessas 

diferenças de padrão de resposta imunológica. 

Os resultados observados com o decorrer do tempo de doença, nos pacientes do Rio 

de Janeiro, mostram que ao longo dos anos os pacientes EM-CA mantêm o mesmo perfil 

neuroinflamatório. Contudo, os Afro-descendentes mostram uma mudança drástica do 

perfil inflamatório com aumento de TNF-alfa (p<0,05), diminuição de IL-4 e aumento de 

CCL-2. Considerando que o TNF-alfa é um marcador da atividade da doença (Spuler et al, 

1996) pode-se considerar que os pacientes EM Afro-descendentes do Rio de Janeiro 

estudados apresentam agravamento da neuroinflamação com o tempo de doença. Estes 

dados estão de acordo com evidências clínicas (Papais-Alvarenga et al., 2003) mostrando 

que pacientes EM Afro-descendentes brasileiros apresentam de acordo com o tempo da 

doença, aumento da morbidade e mortalidade em relação aos pacientes brasileiros EM-

Caucasóides. 

Uccelli et al. (2005) relatam a formação do tecido linfóide terciário e independência 

da periferia para manutenção da inflamação. O estímulo de IL-4 em células MOG-

específicas de pacientes com EM foi capaz de redirecionar a resposta Th1 para Th2 

diminuindo a expressão de IFN-gama e aumentando a produção de IL-4 (Hallin E. et al, 

2006). Os pacientes Afro-descendentes parecem tentar manter um perfil Th2 com produção 



 

 

elevada de IL-4, IgA para PLP e baixos níveis de produção de TNF-alfa, mas em algum 

dado momento, o sistema faz uma mudança no perfil da doença o que a torna muito mais 

grave, semelhante ao já descrito (Cree, 2004). Klaus GG (1979) mostrou que IgA aumenta 

a indução de células de memória imunológica para anticorpos solúveis, podendo isso ser a 

razão pela qual ocorre essa mudança. 

O acúmulo de células B no SNC pode contribuir para a patogênese da EM através 

de múltiplos mecanismos, tais como: fixação do complemento, rede anti-idiotípica, 

apresentação de antígeno e produção de citocinas pró-inflamatórias. Células B de memória 

podem contribuir também para a amplificação da resposta de células T no SNC pela 

apresentação de peptídeos crípticos imunogênicos. A possibilidade de manutenção da 

inflamação no SNC e/ou autonomia da periferia pode resultar na piora dos sintomas no 

grupo AB. 

A desmielinização não somente causa danos na transmissão neural diretamente, mas 

também aumenta a vulnerabilidade para enzimas proteolíticas e citocinas produzidas pelas 

células da glia e imunes ativadas (Mandal, 2003). Citocinas e metaloproteinases 

desempenham um papel de regulação do sistema imune e são importantes alvos para 

imunomodulação. A caracterização do perfil imunológico de cada população é importante 

para obter as terapias mais indicadas. A tentativa de impedir essa mudança Th2 para Th1 é 

fundamental para a qualidade de vida dos pacientes Afro-descendentes. A generalização 

dos tratamentos leva, além dos malefícios causados aos pacientes, aos gastos excessivos 

com medicamentos errados cedidos pelo governo. 

 



 

 

6 CONCLUSÕES  

- Os resultados evidenciados nesse trabalho mostram uma diferença significativa na 

concentração de mediadores inflamatórios nos grupos étnicos estudados de pacientes 

com Esclerose Múltipla do Rio de Janeiro e Ribeirão Preto, mostrando a necessidade da 

identificação desse perfil para o início do tratamento; 

- O papel importante das células B na patogenia da EM, atuando em consonância com 

células T autoreativas, talvez possa estar modulando a produção de citocinas e 

quimiocinas, variando a progressão e gravidade da doença; 

- O aumento nos níveis de TNF-alfa e diminuição drástica de IL-4 nos pacientes 

caucasóides (CA) da cidade de Ribeirão Preto em relação aos EM-AB e EM-CA do Rio 

de Janeiro mostram o padrão de resposta regulatória que a população de pacientes EM 

do Rio de Janeiro tenta manter, principalmente os pacientes EM-AB, contrastando com 

a população de pacientes EM de Ribeirão Preto; 

- O IFN-gama sérico parece não ter uma importância crucial na diferença do perfil 

inflamatório entre os grupos étnicos de pacientes estudados, embora seus níveis estejam 

diminuídos nos pacientes EM-CA comparados com os de Ribeirão Preto, sugerindo que 

está atuando de forma regulatória; 

- A maior produção de MMP-9 e menor detecção de CCL2 nos pacientes do Rio de 

Janeiro, sugere uma maior migração e/ou recrutamento de células inflamatórias, 

contudo o aumento da MMP-2 e maior detecção do CCL-2 sugere que a inflamação já 

está estabelecida no sistema nervoso central, independente da periferia; 



 

 

- A atividade elevada de MMP-9 pode estar gerando, principalmente nos Afro-

descendentes, novos epítopos autoreativos pela degradação de proteínas da mielina; 

- A produção de IgA para epítopos da mielina pode atuar induzindo células de memória 

imunológica que ao longo do tempo pode contribuir para mudança no perfil da doença 

nos Afro-descendentes;  

- Considerando a hipótese da EM tipo ocidental, estes resultados indicam que uma 

mudança no perfil Th2 para Th1 em pacientes Afro-descendentes ocorra ao longo do 

tempo, tornando a doença de um perfil mais regulatório para um perfil mais severo da 

doença com maior morbidade e mortalidade que nos Caucasianos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

7 HIPÓTESE  

O conjunto de trabalhos na literatura indica que a EM é uma doença bem mais 

heterogênea e complexa no que tange alterações e mecanismos imunopatólogicos da 

neuroinflamação influenciando a evolução e morbidade da doença. Os resultados do 

presente trabalho mostram a existência de diferença marcante no perfil inflamatório, 

progressão e gravidade da EM nos diferentes grupos étnicos. Com os resultados 

apresentados nesse trabalho associados aos dados encontrados na literatura a seguinte 

hipótese foi formulada: 

Os brasileiros Afro-descendentes possuem um padrão genético (DR2 negativos) de 

resistência a doença, portanto, possuem estratégias imunológicas para regular a inflamação, 

tais como, produção de IgA para epítopos da mielina e altas produções de IL-4. No entanto, 

ao longo do tempo as imunoglobulinas do isotipo IgA ativam células B de memória. Além 

disso, a atividade aumentada de MMP-9 disponibiliza novos epítopos encefalitogênicos que 

aumentam a resposta inflamatória. Um tecido linfóide terciário é estabelecido no SNC e 

independente da periferia existe uma manutenção da inflamação com alta produção de 

MMP-2 pelas células residentes. Nesse caso, não há mais necessidade da entrada de novas 

células inflamatórias por isso não há tanta participação de MMP-9 e consumo de CCL2 na 

migração de leucócitos para o local inflamado. Nesse momento instala-se uma inflamação 

severa da doença com a mudança para um perfil Th1, mais inflamatório do que de início. 

Nos descendentes Caucasianos, esse padrão de formação de tecidos linfóides terciários já se 

estabelece em períodos mais iniciais da doença.  

 

 



 

 

8 PERSPECTIVAS 

Fazer estudo seqüencial de pacientes EM de diferentes etnias do Rio de Janeiro e 

Ribeirão Preto expressando ou não o haplótipo HLA-DR2, visando determinar: 

1. perfil de reatividade imunológica para outras seqüências encefalitogênicas, relacionadas 

com ativação de subtipos característicos de linfócitos participando na modulação da 

neuroinflamação. Neste contexto serão analisados mediadores da neuroinflamação 

(citocinas, quimiocinas, componentes da imunidade inata) moléculas da adesão 

envolvidas na migração celular e remodelagem tecidual.  

2. analisar a presença de polimorfismos nas citocinas inflamatórias (TNFalfa, IL4, IL4RA, 

IFNgama) associados com progressão da EM  
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