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AUMENTO DOS RECEPTORES SOL(J\!EIS DA
INTERLEUCINA-2 NA ESCLEROSE MULTIPLA

ESTUDO PRELIMINAR EM 26 PACIENTES
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RESUMO - Em 26 pacientes com diagnéstico definido de esclerose miiltipla foram colhidas amostras de sangue e
pesquisados os receptores soliiveis de interleucina-2 (RsIL-2). Para tal os pacientes foram divididos em dois grupos:
um constitufdo de 14 pacientes em surto da doenga e o outro com 12 pacientes em remiss3o da moléstia. Além destes,
procedeu-se a colheita de material para a mesma pesquisa em 8 pacientes com outras doengas neurolégicas. Os
resultados demonstraram aumento dos RsIL-2 em 50% dos casos do grupo de pacientes em surto da doenga, fato
néo observado nos demais pacientes dos demais grupos. Estes resultados confirmam a hipétese da ativagdo de células
T em pacientes em surto de esclerose miiltipla, corroborando a hip6tese da existéncia de um desequilibrio imunolégico
nadoenga.
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Elevated levels of soluble interleukin-2 receptors in multiple sclerosis: preliminary report on 26 patients

SUMMARY - Serum samples were analysed for interleukin-2 receptors levels (sIL-2R) in 26 patients with definite
multiple sclerosis as defined by Poser and col. Three groups of patients form the basis of this study: group L, with 14
patients with clinical evidence of active disease; group II, with 12 patients with clinically stable multiple sclerosis;
and group III, with 8 patients with other neurological diseases. Blood was collected by venipuncture and centrifuged.
All samples were stored at -20°C until testing. The assay used monoclonal antibodies against epitopes of interleukin-
2 receptors. In the wells of a microtiter plate coated with anti-soluble interleukin-2 receptors (Immunotech SA)
samples to be measured or standards are incubated in the presence of a second monoclonal antibody conjugated with
alkaline phosphatase. The amount of bound enzyme-conjugate is measured by adding a chromogenic substrate. The
intensity of the resulting colour is proportional to the sIL-2R concentration present in the sample. Increased serum
levels of sSIL-2R were found in 7 of 14 patients with active multiple sclerosis (50%), in only 1 of the 12 patients with
clinically stable multiple sclerosis and in none of the patients with other neurological diseases.
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A esclerose miiltipla (EM) € doenca desmielinizante do sistema nervoso central (SNC)
caracterizada por manifestaces clinicas varidveis e de etiologia desconhecida®'. Inimeras alteragdes
imunolégicas foram relatadas na doenga?!, entre as quais destacam-se a queda da subpopulagido
linfocitdria supressora no surto da doenga'®, o aumento das células T ativas no sangue®!>,
anormalidades funcionais nas células supressoras'>!%% e sintese intratecal de imunoglobulina G?!.

Estes dados sugerem a participa¢@o de mecanismos imunolégicos na EM, principalmente por células
Tl 3,19,21 .
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Tabela 1. Identificagdo dos pacientes submetidos a
pesquisa de receptores soliiveis de interleucina-2 no
soro e sua distribui¢do pelos grupos de estudo.

Idade em

Caso Iniciais Sexo anos Grupo
1 M.R. F 27 I
2 MLAC. F 43 I
3 SM.D.V. F 23 I
4 CSF M 42 I
5 C.C F 45 I
6 PFR. F 24 I
7 R.P. F 52 1
8 R.B. F 31 I
9 M.C.B. F 33 Tell
10 D.B. F 46 I
11 RL. M 26 I
12 CRFE F 34 I
13 M.C.GF. F 44 1
14 L.B. F 32 I
15 S.AS. F 26 I
16 SMPS. F 35 Tell
17 S.RPS. F 38 I
18 O.B. M 47 I
19 M.B. F 31 I
20 VRM. F 39 I
21 DLR. F 28 I
23 AMN. F 49 I
24 YR. F 24 I
25 H.T. F 19 11
26 CM.C. F 40 m
27 C.LC. F 50 m
28 SPB. F 22 m
29 E.B.P. F 52 I
30 S.S. F 16 m
32 IPS. M 35 111
33 R.B. F 29 I
34 C.D. M 34 m

Recentemente, Manoussakis e col.!!
constataram aumento significativo de recep-
tores soliveis de interleucina-2 (RsIL-2) em
doengas autoimunes, nivel este que se
correlaciona a respectiva atividade imuno-
16gica. Essas altera¢des tém sido descritas
também na EM!5792! Este estudo tem por
objetivo avaliar essas alteragtes em pacientes
com EM em nosso meio.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 26 pacientes com a forma
definida da EM segundo os critérios estabelecidos por
Poser e col.'*. Os pacientes foram divididos em grupos:
Grupo I, constituido de 14 pacientes, 12 do sexo
feminino e 2 do masculino, com média de idade de 27,2
anos, com surto recente da doenga; Grupo I, constituido
de 12 pacientes, 11 do sexo feminino e 1 do masculino,
com média de idade de 37,2 anos, em remissdo da
doenga; Grupo III, constituido de 8 pacientes, 6 do sexo
feminino e 2 do masculino, com média de idade de 36
anos, 7 dos quais apresentavam acidente vascular na
fase aguda, isto €, com 10 dias no méximo de evolugéo
da sua doenga e 1 apresentava epilepsia de dificil
controle. Este grupo foi considerado como grupo
controle (Tabela 1). Note-se que dois pacientes (Casos
9 e 16) participam dos grupos I e II.

Foram colhidos 10 ml de sangue total de todos
os pacientes. No grupo I esta amostra foi obtida no prazo
maximo de trés semanas do inicio dos sintomas
neurol6gicos (surto). No grupo Il este procedimento foi
realizado no prazo miximo de trés semanas da
estabilidade do quadro neurol6gico (remissdo) e em dois
pacientes (Casos 9 e 18) foram colhidas duas amostras.
No grupo III as amostras foram colhidas durante a
evolugdo do quadro neurolégico. As amostras de sangue
foram centrifugadas e o soro mantido a temperatura de
-20°C até arealizagdo do exame.

A pesquisa dos RsIL-2, utilizada neste estudo
baseia-se no emprego de anticorpos monoclonais contra
estes receptores, empregando-se para tal placas
previamente revestidas com esses anticorpos, fornecidos
pela Immunotech SA (Boston)!>16,

Adicionam-se a placa 50ul de soro dos

pacientes e de padrdes com 100p1 de anticorpo monoclonal conjugado a fosfatase alcalina. Este preparado ¢ mantido
sob agitac@o constante durante duas horas a temperatura entre 18° e 25°C. Ap6s nova incubagio, aspiragio e
lavagem do material, adicionam-se 200ul de substrato cromogénico. Ap6s nova incubagio, sob agita¢do continua
por 30 minutos a temperatura entre 18° e 25°C submete-se o material a leitura por espectrofotometria. Os valores
normais obtidos na Divisdo de Imunologia do Instituto Arnaldo Vieira de Carvalho para os RsIL-2, utilizando-se

esta técnica, situam-se entre 1050 a 4830 pg/ml.

RESULTADOS

Os valores obtidos para os RsIL-2 nos pacientes em surto de EM estdo na Tabela 2: observa-se aumento em
7, diminuig&io em 3 e valores normais em 4 dos 14 pacientes. Nos pacientes em remissio de EM observam-se valores
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Tabela 2. Resultados obtidos na pesquisa de Tabela 3. Resultados obtidos na pesquisa de
receptores solitveis de interleucina-2 no soro de receptores soliiveis de interleucina-2 no soro de
pacientes com esclerose miltipla em surto (grupol). pacientes com esclerose miiltipla em remissao
(grupo II).
Caso ;’;:5 Normal Diminuido Aumentado Caso l;allrc; Normal Diminuido Aumentado
1 9370 * 5 3505 <
2 2440 * 3 2721 "
3 760 * 9 2956 *
4 1760 - 9 2369 *
6 6787 ' 10 3238 *
7 634 * 12 4809 *
? 5296 * 13 3198 *
11 5203 * 15 2898 "
14 7035 * 16 5430 .
16 8335 * 17 2129 N
19 7236 * 18 2310 .
21 1079 * 18 2196 N
24 3190 * 23 2759 *
33 525 * 25 1420 *
Toal 4 3 7 Tou . o .

normais em 13 e aumento em apenas 1 dos pacientes (Tabela 3). Os resultados obtidos no grupo Il revelam que em
nenhum dos casos houve aumento desses valores, constatando-se diminui¢&o em 3 e valores normais nos restantes 5
dos 8 pacientes (Tabela 4). Convém ressaltar que dois pacientes (Casos 9 e 16) participaram com uma amostra de
soro tanto no grupo I como II. No grupo II, um paciente (Caso 18) forneceu duas amostras para esta pesquisa.

COMENTARIOS

Linfécitos T ativados por mitégenos e/ou antigenos especificos sintetizam e secretam a
interleucina-2 (IL-2), potente linfocina com agfo estimulante no crescimento dos linf6citos®!01, A
importincia da IL-2 na indugdo e liberagdo das células T "natural killer" (NK) estd bem
estabelecida’'s. A IL-2 exerce seu efeito bioldgico interagindo com um receptor especifico e préprio
(RIL-2), presente nos mondcitos, linf6citos B e T*51°. Rubin'® demonstrou que apds a ativagio
celular e a expressdo o RsIL-2, libera-se no soro uma forma soliivel deste receptor (RsIL-2).
Quantidades deste estdo presentes em culturas de linfGcitos normalmente ativadas, bem como em
tumores de células B e T, doencas linféides malignas e outras, podendo pois ser considerado um
marcador imunolégico*"?, fato demonstrado em nosso laboratério em relatos anteriores'®?.

No cérebro de pacientes com EM, detectou-se nas placas a presenga de infiltrados
perivasculares contendo IL-2 e RsIL-2">", Apesar destes achados ndo terem sido registrados em
cérebros normais ou em cérebros com leucoencefalopatia multifocal progressiva ou doenca de
Alzheimer, ndo foi possivel demonstrar que eles tém efetivamente fung¢do imunolégica local®!.

Os niveis séricos de RsIL-2 em nossos pacientes com EM e em surto estdo aumentados em
50% dos casos, fato ndo observado em pacientes com EM em remissdo ou naqueles do grupo
controle, como também foi descrito por Adachi e col.2 Estes autores chamam ainda a atengfo para
o fato de a administragio de cortic6ide néo interferir no nivel sérico desses receptores®. Nao pudemos
constatar, como fizeram Trotter e col.?!, se os niveis de RsIL-2 estavam mais elevados nas formas
progressivas de EM. principalmente a partir de 18 meses do inicio da doenca. fato entretanto
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Tabela 4. Resultados obtidos na pesquisa de contestado por outros''?*?2 Greenberg e col.” e
receptores soliiveis de interleucina-2 no soro de Gallo e col.® também encontraram niveis séricos
pacientes com outras doengas neuroldgicas elevados de RsIL-2 em aproximadamente 40%
(grupo 1I). dos seus casos.
Caso :;1::1 Normal Diminuido Aumentado A pesquisa de RsIL-2 no liquido
>0 2772 — cefalorraqueano (LCR) em pacientes com EM
tem mostrado resultados contradit6rios®”'#1%, Ndo
26 3108 * pudemos realizar neste estudo tal dosagem,
27 811 * apesar de Adachi e col.? e Bellamy e col.*
28 882 * acreditarem que no LCR concentrado os niveis
29 1420 * de RsIL-2 se correlacionam melhor & moléstia

que os obtidos no soro, sendo estes mais

*
30 1205 confidveis que a quantificagdo da proteina b4sica

32 1738 * de mielina e imunoglobulina G no LCR na
34 668 * correlacéo clinica da EM.
T‘;‘al 5 3 0 Na interpretagdo dos resultados obtidos

devemos considerar a possibilidade de falsos
negativos, pois a liberagdo dos RsIL-2 é seguida
de forte ligagdo destes a IL-2%¢ e a pesquisa em fluido biologicamente ativo pode reduzir
significativamente as quantidades de IL-2 disponiveis®. Assim, Gallo e col.5 encontraram aumento
de RsIL-2 em apenas 20% dos seus pacientes. Estes autores acreditam que em alguns pacientes
com EM apenas pequena quantidade de linfécitos pode ser ativada. Apesar de haver correlagio
entre IL-2 e a atividade da doenga, esta pode ndo ser necessariamente derivada dos linf6citos
periféricos*’, pois os RsIL-2 foram descritos nas placas®’. Células mononucleares de pacientes
com EM produzem tftulos elevados de IL-2, concomitante & queda destes no LCR". A IL-2 destas
placas poderia chegar & circulacfio sistémica, ou seja, a elevacdo de RsIL-2 sérica poderia ser
proveniente do cérebro' 3. Ao contrario de Hafler e Weiner®, Rudick e Bamna'? demonstraram que
células T ativadas migram do sangue periférico para o SNC. Versailles e Goust (cit. por Trotter e
col.?!), postulam que linfécitos T auxiliares, de pacientes com EM, produzem resposta alogénica
exagerada a células B, sugerindo que deficiéncias da fungdo T supressora em pacientes com EM
ndo provém da falta de indugdo da IL-2.

Merril e col.'? mostraram que pacientes com EM sdo deficientes na sua resposta a IL-2,
apesar de haver niveis normais ou até elevados de receptores de IL-2 nestes casos. A baixa produgéo
de IL-2 poderia resultar em queda de células NK circulantes, com evidentes repercussées em
moléstias virais, etiologia proposta porém ainda n#o confirmada na EM'?2, Neste estudo é
apresentada casuistica ainda pequena, pois nossa intengfo € prosseguir na investigacdo. A anélise
estatistica carece de significincia maior, porém nossos resultados permitem inferir que hd aparente
ativacdo das células T na doenca e que a hipétese de um desequilibrio imunolégico nestes casos
poderé ser confirmada.

Conclusdes: 1) Pacientes com esclerose miltipla e em surto tendem a apresentar aumento
sérico de receptores soliveis de interleucina-2. 2) A se confirmar este estudo, pode-se afirmar que
na esclerose miltipla em surto hd ativagdo de células T. 3) Este aumento sérico de receptores
soliveis de interleucina-2 em pacientes com esclerose miiltipla poder4 se tornar um método auxiliar
laboratorial no diagnéstico da doenca.
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