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AVALIACAO DA BARREIRA HEMATO-ENCEFALICA NO
TRANSPLANTE DE MEDULA GSSEA
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RESUMO - A barreira hemato-encefélica (BHE) contribui para o isolamento imunolégico do sistema nervoso
central (SNC). Sua avaliagio nunca foi realizada em pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea (TMO).
Neste estudo a integridade da BHE foi avaliada através das protefnas do LCR, de forma quantitativa, a fim de
observar a incidéncia e entender a fisiopatologia da doenga do enxerto contra o hospedeiro crénica (DECH-C)
no SNC. Foram estudadas amostras pareadas de IL.CR e soro de 33 pacientes com leucemia mielide cronica
submetidos a TMO alogénico, de doador aparentado, HLA idéntico. As amostras foram coletadas nos perfodos
pré TMO, pés TMO e concomitante & DECH-C. Nio foi evidenciada quebra de BHE durante a DECH-C em
nenhum dos casos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: doenga do enxerto contra o hospedeiro, barreira hemato-encefélica, auto-imunidade,
liquido cefalorraquidiano, transplante de medula éssea, albumina.

Blood-brain barrier evaluation in bone marrow transplantation

ABSTRACT - The blood-brain barrier (BBB) contributes to the central nervous system (CNS) immunological
isolation. BBB has never been studied in patients who developed chronic graft-versus-host disease (GVHD)
after allogeneic bone marrow transplants (BMT), from HLA identical related donors. BBB disruption was
investigated through the cerebrospinal fluid (CSF) proteins, quantitative and graphically, in order to detect the
incidence and possible pathophysiology of the CNS involvement in chronic GVHD. Thirty three CSF and matched
serum samples from chronic myeloid leukemia patients were collected pre BMT, pos BMT and during chronic
GVHD. There was no evidence of BBB disruption in any patient studied.

KEY WORDS: graft-versus-host disease, blood-brain barrier, auto immunity, cerebrospinal fluid, bone
marrow transplantation, albumin.

O sistema nervoso central (SNC) ¢ considerado um local imunologicamente privilegiado,
que nio participa nas reagSes imunes do resto do organismo?. Isso porque no SNC elementos
normalmente identificdveis do sistema imunolégico sdo raros ou inexistentes™''S, Além disso a
existéncia de uma barreira funcional, a barreira hemato-encefilica (BHE), impede a difusdo de
macromoléculas como imunoglobulinas, complemento ¢ fatores de coagulagao, € inibe o trifego de
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células do sistema imunolégico!. Porém este conceito de isolamento imunol6gico vem sendo
questionado, mostrando haver envolvimento do SNC em reagSes imunol6gicas sistémicas importantes
como a doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH)*1214.2021.33.36.39,

A DECH ocorre em 30 a 60% dos pacientes submetidos a transplante de medula éssea (TMO),
e constitui-se na sua principal complicaggo e causa de morbidade e mortalidade?$, O fenémeno de
DECH foi inicialmente descrito por Barnes & Loutit (1955) em cobaias irradiadas. Apesar de se
recuperarem da irradiacdo e aplasia de medula, estas morriam subseqiientemente de “doenga
secunddria”®. Posteriormente, Santos & Cole encontraram os mesmos achados em cobaias infundidas
com medula 6ssea alog€nica®. Observou-se que aumentando o nimero de células linf6ides infundidas,
a severidade da DECH aumentava e o tempo entre 0 TMO e inicio da doenga diminufa, confirmando
um mecanismo de reagio do enxerto contra o hospedeiro®. Em humanos, a primeira descrigéo de
DECH foi feita por Mathé et al. no infcio da década de sessenta'®, A DECH se apresenta como duas
sfndromes distintas, que diferem tanto no tempo de inicio como nas suas caracteristicas clinicas e
fisiopatolégicas, DECH aguda (DECH-A) e DECH cronica (DECH-C)¥. A DECH-A,
fisiopatologicamente, representa uma reac@o alogénica dos linf6citos T contra os antigenos de
histocompatibilidade do receptor, mais especificamente ant{genos menores de histocompatibilidade.
Trata-se, portanto, de uma doenga aloreativa®,

A DECH-C, ponto de atencéo deste estudo, tem inicio acima de 100 dias ap6s o transplante,
e apresenta manifestagdes clinicas semelhantes as doengas do coldgeno®!. Fisiopatologicamente,
representa uma reaggo auto-imune, devida a linfécitos T auto-reativos, que ndo foram adequadamente
destrufdos no timo?". Estudos experimentais sustentam fortemente esta origem auto-imune na DECH-
C%. Quanto & forma de infcio, pode ser classificada em: progressiva, quando a DECH-A progride
gradualmente para DECH-C; quiescente, quando hi resolugiio da DECH-A e desenvolvimento
posterior da DECH-C; de novo quando hd inicio da DECH-C sem evidéncia clinica ou histol6gica
de DECH-A anterior®, A Tabela | apresenta a classificagdo clinico-patolégica da DECH-C*. Ainda
ndo estd bem estabelecido se a DECH pode afetar diretamente 0 SNC2. Virias séries publicadas,
tanto clfnicas como de necropsias, néo encontraram envolvimento do SNC diretamente relacionado
com DECH?. Porém, alguns estudos experimentais''!, e alguns relatos clinicos'*'®2%-*#  procuram
mostrar este envolvimento, especiaimente na DECH cronica.

Devido 2s semelhancas entre doencgas auto-imunes e a DECH-C, existe a possibilidade de
quebra da BHE, como ocorre em algumas colagenoses. Frente a essa possibilidade, este estudo
objetiva avaliar como se comporta a integridade da BHE, em pacientes submetidos a TMO, em
especial durante a DECH-C. Apesar de haver a possibilidade de alteragdo da BHE durante a DECH-
C, este aspecto da doenga nio foi ainda avaliado.

Tabela 1. Classificagdo clinico-patoldgica da DECH crdnica®'.

DECH CRONICA LIMITADA

Um ou ambos
1. Envolvimento localizado da pele;
2. Disfungao hepética devido a DECH cronica.

DECH CRONICA EXTENSA

Um dos:

1. Envolvimento generalizado da pele; ou

2. Envolvimento localizado da pele e/ou disfungio hepética devido & DECH crbnica, associada com:
a- Histologia hep4tica mostrando hepatite crénica agressiva, necrose em ponte,ou cirrose; ou

b- Envolvimento ocular (teste de Schirmer com menos de S mm ); ou

c- Envolvimento de gldndula salivar menor ou mucosa oral demonstrado em bi6psia de l4bio; ou

d- Envolvimento de qualquer outro 6rgéo alvo.
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Fig 1. Avaliacdo da BHE (Thompson®, 1988).

CASUISTICA E METODOS

A casuistica e os métodos utilizados para quantificagfio dos valores proteicos foram descritos no artigo
anterior!.

A integridade da BHE foi avaliada através de: protefna total no LCR*; valor absoluto de albumina no
LCR’; quociente de albumina, Alb LCR / Alb soro®.
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Tabela 2. Avaliagdo da integridade da BHE, porcentagem de casos alterados, no grupo controle e nos periodos
Pré, Pds e DECH-C.

Controle n=30 Pré n=33 Pés n=27 Dech-c n=17

At % Ty At % A
PT (lcr) 0 0 5 15,15 4 14,81 3 17,65
Alb. (ler) 0 0 1 3,03 1 3,70 0 0
Q Alb. 0 0 1 3,03 1 3,70 0 0

Graficamente a integridade da BHE foi avaliada relacionando-se o quociente de cada proteina (relagio
soro/L.CR) com o respectivo tamanho de sua molécula em Angstrons (A). Para a albumina o raio considerado foi
35,8A, para a2 macroglobulina foi 93,54, para IgG S3A, IgA S7A, IgM 121A"*, Os valores inferiores normais
dos quocientes de albumina e a2 macroglobulina foram considerados, respectivamente, 150 e 5007. A graduagio
dos distirbios de BHE foram determinados graficamente e classificados de acordo com os quocientes de albumina
(soro/LCR) em leve, 70-130; moderado, 30-70; grave, 10-30 e quebra de BHE quando abaixo de 10°2. A integridade
da BHE foi avaliada, ainda, pelo grifico Log/Log (Fig 1)*.

RESULTADOS

Os casos com alteragdo da integridade da BHE estéo descritos na Tabela 2.

No grupo controle, graficamente nenhum caso apresentou quebra de BHE. Houve quebra da
BHE, classificadas como leve, em um caso no pré e em outro no pés TMO. Durante o periodo de
DECH-C nio foi encontrada quebra de BHE, em nenhum caso, por nenhum dos métodos estudados
(Griéfico 1).

Analisadas no conjunto, as médias de todas as varidveis para investigagdo da integridade da
BHE se encontram dentro dos limites normais (Tabela 3).

DISCUSSAQ

O conceito de uma barreira que limita as trocas entre o sangue ¢ o encéfalo foi iniciado pelas
observagdes de Ehrlich (1885)™. O capilar cerebral ¢ a estrutura anatdmica responsével pela BHE e
as “tight junctions” (zonulae occludens), existentes nas células endoteliais, servem como bases
morfol6gicas. Além disso, fendas intracelulares, vesiculas de pinocitose e fenestras, que permitem a
troca transcapilar na maioria dos capilares sist€micos, ndo sdo encontradas nas células endoteliais
do SNC. As células endoteliais dos capilares do SNC possuem, ainda, uma membrana de base
proeminente e s@o ricas em mitocondrias que sdo raras nas células endoteliais sistémicas. Os capilares
cerebrais sdo circundados pelos processos dos astrdcitos tipo 1, chamados de “pés astrocitarios”.
Estas células gliais especializadas induzem as células endoteliais a formar as “tight junctions”. Esta
estrutura anatdmica possui a complexa funcgdo de excluir a transferéncia de moléculas grandes da
circulagdo, embora permanecendo permedvel para dgua e lipidios. A taxa de transferéncia pela BHE
estd relacionada com o peso molecular, o raio da molécula, assim como com sua carga elétrica**,

Neste estudo foram inclufdos apenas pacientes com LMC, pelo fato de ndo serem submetidos a
quimioterapia intratecal e/ou radioterapia, para profilaxia do envolvimento da doenga de base no SNC,
que poderiam levar 2 alteragiio na BHE. O envolvimento do SNC na LMC é extremamente raro. Nenhum
paciente incluido neste estudo apresentou alteragdo neuroldgica, nos periodos em que o LICR foi coletado.

Nos casos da literatura, que procuram provar um envolvimento direto do SNC pela DECH-C,
apenas dois possuem estudo de LCR. Estes casos apresentavam sintomatologia neuroldgica e as
alteracdes no SNC investigadas por imuno-histoquimica. O LCR estava normal em um caso® e no
outro havia alteragdo de celularidade e aumento moderado de protefnas'. Em ambos ndo foi realizado
um estudo proteico mais detalhado, o que impede maiores ilagdes quanto 2 integridade da BHE.
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Grdfico 1. Comportamento das moléculas protéicas, frente a BHE, nas vdrias fases do TMO.
A linha tracejada indica o limite inferior da BHE normal. Ordenada: quociente soro/LCR. Abscissa: raio da
molécula (A). Albumina (Alb), o2 macroglobulina (02M).

Tabela 3. Avaliagdo da integridade da BHE, no grupo controle e nos periodos Pré, Pés e DECH-C.

Controle n=30 Pré n=33 P6s n=27 Dech-c n=17

X DP Md X DP M X DP Md X DP Md
PT (ler) 2350 8,03 23,00 3291 12,97 31,00 32,17 12,49 28,00 34,70 17.96 31,00
Alb. (Icr) 1561 4,17 1595 1563 1004 1292 1727 9,99 1517 1440 864 1598

Q Alb. 0,002 0,0008 0,002 0,003 0,002 0,002 0,003 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002
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Para a avaliagfo da integridade da BHE s@o utilizadas como marcadores proteinas com peso
molecular de intermedidrio a elevado, o que impede uma passagem esponténea, e que sdo produzidas
exclusivamente fora do SNC, como a albumina, a2 macroglobulina e a transferrina. Além disso
estas protefnas apresentam dosagem sérica relativamente constante®.

Neste estudo a varidvel que apresentou maior nimero de casos alterados, em todas as fases do
TMO, foi a proteina total no LCR, porém para avaliacio da integridade da BHE este € o indice de
menor sensibilidade e especificidade. Tanto graficamente como pelos indices calculados, ndo foi
encontrado, nesta casuistica, alteragio de BHE durante o perfodo de DECH-C e apenas em casos isolados
nas outras fases do TMO. Houve concordéncia entre os vérios métodos utilizados na avaliagfio.

Os resultados deste estudo corroboram o trabalho de Kajiwara et al.'4, realizado em animais
de experimentagfo, nos quais foi induzido DECH, a BHE sendo investigada através da infusdo de
corante azul de Evans, Em todos os casos a BHE apresentou-se fntegra.

Pode-se concluir que ndo hd quebra de BHE devido a DECH na forma cronica. O envolvimento
direto desta no SNC, se ocorre, se faz por outros mecanismos, provavelmente através de alteragao
na expressividade dos antfgenos de histocompatibilidade em associag@o com linf6citos auto-reativos,
independente da existéncia de quebra de BHE.
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