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DETERMINACAO DE AUTOANTICORPOS PARA
ANTIGENOS DA MIELINA NO SORO DE PACIENTES
HLA - DQB1*0602 COM ESCLEROSE MULTIPLA

Adriana Carvalho?, Gabriele Sant’anna?, Claudio Cirne Santos?,
Izabel Palmer Frugulhetti*, Soniza Alves Leon®, Thereza Quirico-Santos®

RESUMO - Esclerose mdaltipla (EM) é doenca inflamatdria desmielinizante do sistema nervoso central (SNC) de
natureza autoimune, mediada por linfocitos Thl. A produgdo de autoanticorpos séricos para proteina basica
da mielina (MBP), proteolipideo PLP e sequéncia da glicoproteina de oligodendrécito MOG 92-106, foi
determinada em 54 individuos saudaveis e 26 pacientes com EM expressando ou ndo o alelo de suscetibilidade
HLA-DQB1*0602. Independentemente da expressdo do alelo DQB1*0602, todos 0s pacientes apresentaram
producdo marcante (p< 0,0001) de autoanticorpos isotipo IgG para MBP e MOG 92-106, e do isotipo IgA
para PLP e MOG 92-106. Os resultados sugerem que outros alelos HLA da classe Il exercam influéncia na
suscetibilidade a EM e no reconhecimento imunoldgico dos antigenos encefalitogénicos, determinando o
padrdo de resposta autoimune e contribuindo na manutencgéo e/ou controle da inflamag&o no SNC.

PALAVRAS-CHAVE: esclerose multipla, desmieliniza¢do, autoimunidade, antigenos da mielina, HLA DQB1*0602.

Determination of autoantibody for myelin antigens in the serum of patients HLA - DQB1*0602 with
multiple sclerosis

ABSTRACT - Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating disease of the human central
nervous system (CNS) mediated by autoimmune Thl lymphocytes. We determined the serum levels of
autoantibodies for myelin basic protein (MBP), proteolipid (PLP) and myelin oligodendrocyte glycoprotein
sequence MOG 92-106 in a group of 54 healthy individuals and 26 MS patients expressing or not HLA
DQB1*0602. Regardless expression of the susceptibility alelle DQB1*0602, MS patients presented marked
(p<0.0001) IgG antibody production for MBP and MOG92-106. Yet, significant (p<0.0001) IgA antibody
levels were mainly observed for PLP and MOG antigens. Our results suggest that other HLA class Il alleles may
be conferring susceptibility to MS in this population and influencing the pattern of immune recognition of
encephalitogen antigens. Furthermore, distinct IgG and/or IgA autoantibody production may be contributing

to the control or maintenance of the CNS inflammatory reaction.

KEY WORDS: multiple sclerosis, demyelination, myelin antigens, autoimmunity, HLA, DQB1*0602.

Esclerose multipla (EM) é doenga crénica inflama-
toria e desmielinizante do sistema nervoso central
(SNC) de natureza autoimune, que apresenta inten-
so infiltrado perivenular de células mononucleares,
perda de oligodendrdcitos e lesdo axonal*“. Estudos
epidemiolégicos mostram distribuigdo heterogénea
da doenca pelo mundo e incidéncia em 0,1% da po-
pulagdo nos paises de clima temperado?. Nos paises
de clima tropical como o Brasil, a doenca era conside-
rada rara, porém dados recentes® relatam incidén-

cia elevada da EM em individuos brancos e também
nos de etnia negra (afro-brasileiros). EM é conside-
rada doenca de etiologia multifatorial, em que a exis-
téncia de predisposicdo genética aliada a fatores
externos seria determinante no desencadeamento
dos eventos imunoldgicos relacionados com o pro-
cesso inflamatoério e desmielinizante no SNC*. A sus-
ceptibilidade genética a EM € influenciada por alelos
da classe Il do complexo principal de histocompatibi-
lidade (HLA). Esses alelos sdo muito importantes no
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reconhecimento de epitopos encefalitogénicos da
mielina, participando na formacéo do repertério de
células T e no padrdo da reatividade imunoldgica.
Em sua maioria, os genes do complexo HLA s&o alta-
mente polimorficos e as variantes de seus alelos es-
tdo implicadas na susceptibilidade e/ou protecéo a
varias doengas autoimunes®. Tem sido descrita forte
associacdo dos alelos DQB1*0602, DQA1*0102 e
DRB1*1501 que compdem o haplétipo DR2 no de-
senvolvimento da EM na populagdo caucasiana®’.
Contudo, o alelo DQB1*0602 parece conferir suscep-
tibilidade a doenga, mesmo na auséncia da expres-
sdo dos alelos DQA1*0102, DRB1*15018.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes.

A extensa reacgdo inflamatéria com predominio
de linfocitos CD4* TCRaf com marcante producgao
local de citocinas e quimiocinas geralmente precede
ou acompanha a formagédo da placa de desmielini-
zagdo e a citotoxidade de oligodendrécitos no
SNC'24, Contudo, a deposi¢do de imunoglobulinas
e componentes da ativacdo do sistema complemen-
to préoximo da lesdo inflamatdria sugere participa-
¢ao importante dos linfocitos B na fisiopatologia da
lesdo no SNC®'°, A proteina bésica da mielina (MBP),
o proteolipideo (PLP) e a sequéncia MOG 92-106 da
glicoproteina associada ao oligodendrdcito séo con-
siderados os principais componentes encefalitogé-

Paciente Idade Idade Etnia Sexo EDSS Forma Duragdo
1° surto (anos)
EM 1 21 21 AF F 5,0 SR <1
EM 2 42 40 CA F 2,5 SR 2
EM 3 39 34 CA F 2.0 SR 5
EM 4 15 15 CA F 3.0 SR 1
EM 5 48 46 CA M 2.5 SR 2
EM 6 44 43 AF M 2.0 SR 1
EM 7 18 18 CA M 3.0 SR <1
EM 8 33 24 CA F 3.0 SR 9
EM 9 38 28 CA M 1.0 SR 10
EM 10 51 28 CA F 7.5 PP 23
EM 11 23 19 AF F 7.5 SR 4
EM 12 53 52 AF F 4.5 PP 1
EM 13 44 25 CA F 5.0 SR 19
EM 14 51 50 CA F 35 PP 1
EM 15 16 8 CA F 7.0 SR 8
EM 16 28 21 CA F 7.5 SR 7
EM 17 40 30 CA F 1.0 SR 10
EM 18 48 35 AF F 7.5 SR 13
EM 19 54 31 AF F 3.0 PP 23
EM 20 46 40 CA F 5.0 SR 6
EM 21 47 45 AF F 3.0 SR 2
EM 22 41 41 AF F 2.0 SR <1
EM 23 48 41 CA F 7.5 PS 7
EM 24 37 21 CA F 35 SR 16
EM 25 37 36 AF F 35 SR 1
EM 26 35 34 AF F 2.0 SR 1

SR, forma surto-remissdo; PP, forma progressiva primaria; PS, forma progressiva secundaria; CA, caucasoide;

AF, afro-brasileiro.
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nicos da mielina do SNC implicados na patogenia
da EM e na inducéo da encefalomielite autoimune
experimental - EAE, modelo da esclerose mdultipla
em diferentes espécies de vertebrados®112,

Este estudo teve como objetivo analisar, numa
populagdo de pacientes com EM da cidade do Rio
de Janeiro expressando o alelo de suscetibilidade HLA
- DQB1*0602, a producéo de autoanticorpos dos iso-
tipos IgG e IgA relacionados com ativacdo da respos-
ta imune humoral influenciada, respectivamente, por
linfécitos do tipo Thl e Th2, para antigenos imuno-
dominantes da mielina com localizagéo e caracteristi-
cas bioquimicas distintas.

METODO

Etica - A comissdo de ética da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ) aprovou a execucdo deste estudo
que integra o projeto de pesquisa com registro 1265/2000
do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Paci-
entes e integrantes do grupo controle forneceram seu con-
sentimento por escrito para participar do estudo.

Grupos de estudo - Foram incluidos 26 pacientes com
EM clinicamente definidal* em acompanhamento ambu-
latorial no Setor de Doengas Desmielinizantes Primarias
do Sistema Nervoso Central do Servico de Neurologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Todos os pa-
cientes foram submetidos a exames complementares de
tomografia computadorizada e ressonancia magnética do
cérebro e medula espinhal. No momento da execugdo do
estudo, os pacientes ndo apresentavam sinais clinicos e/ou
laboratoriais de processo infeccioso em atividade.

A maioria (85%) dos pacientes incluidos no estudo (Ta-
bela 1) era do sexo feminino na faixa etaria de 16 a 54
anos (média 35 anos). A média de idade relatada referen-
te ao primeiro surto era de 30 anos (varia¢do 8 a 52 anos).
Segundo a etnia, 16 pacientes EM (62%) eram individuos
brancos de origem caucasiana (CA) e 10 (38%) negros,
considerados como afro-brasileiros (AF). Neste grupo fo-
ram incluidos os descendentes africanos e aqueles ad-
vindos da miscigenacdo com outras etnias. Quanto a evolu-
¢do clinica, 21 pacientes apresentavam a forma surto-rem-
issiva (SR), 4 a forma progressiva-primaria (PP) e somente
1 a forma progressiva-secundaria (PS).

A classificag@o dos pacientes segundo o grau de incapa-
cidade funcional (EDSS) foi baseada na escala de Kurtzke?s.
Apo6s avaliagdo, 15 pacientes (58%) foram classificados
nos niveis mais baixos (0 - 3,0) enquanto 5 (19%) apresen-
tavam EDSS variando de 3,5 a 6,5 e os pacientes mais
graves ( 23 %), foram considerados com grau de incapa-
citacdo = 7,0. Cinco pacientes apresentavam a doenga ha
dez ou mais anos; porém destes, somente o paciente EM17
preencheu os critérios de diagndstico definidos para a for-
ma benigna da EM?®,

Como grupo controle, foram incluidos 54 individuos
clinicamente saudaveis sem histdria prévia de doenca neu-
rolégica e/ou processo inflamatério em atividade. O gru-
po controle era constituido de 35 individuos do sexo femi-
nino (65%) e 19 do masculino (35%) com idade variando
entre 17 e 58 anos (média 38 anos); quanto a etnia, 9
(17%) eram negros e 45 brancos (83%).

Amostras - Para determinacgdo dos niveis de autoanti-
corpos, o sangue periférico obtido por pun¢éo venosa foi
coletado em tubo estéril sem anticoagulante. O soro foi
inativado a 56° C por 30 min, centrifugado a 200 xg por
10 min a 25°C e somente amostras livres de hemolise fo-
ram estocadas em aliquotas de 200 pl a —20°C até o mo-
mento do uso.

Antigenos - Proteina béasica da mielina (MBP) de cére-
bro bovino (Sigma Chem. Co; USA), apresentando grau
de pureza > 95%, foi aliquotada na concentra¢do 1 mg/
mL e estocada a — 20°C. Proteolipideo PLP foi obtido de
cérebro de rato Lewis pelo método de particdo Folch -
Pit718 utilizando mistura de solvente orgéanico (clorofor-
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Fig 1. Producéo de anticorpos IgG e IgA para MBP. Pacientes EM
(n = 26) simbolos preenchidos e controle (n = 54) simbolos ndo
preenchidos. Determinacdo de IgG (a) e IgA (b) para molécula
nativa da MBP por ELISA. Analise estatistica teste T nao
paramétrico realizada pelo GraphPad Prism, indicou como signi-
ficativo o aumento de 1gG (p<< 0,001).
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mio-metanol) e purificacdo por cromatografia em coluna
Sephadex LH-20, obtendo cerca de 95% de pureza. O ma-
terial liofilizado foi aliquotado e estocado na concentra-
¢ao de 1 mg/mL a -20°C. A sequéncia MOG 92-106
(DEGGYTCFFRDHSYQ) com atividade encefalitogénica?? foi
sintetizada no Laboratério de Bioquimica de Proteinas e
Peptideos do Departamento de Bioguimica e Biologia Mo-
lecular da FIOCRUZ, RJ. O peptideo, apresentando grau
de pureza >95% confirmado ap6s cromatografia HPLC
de fase reversa, foi ressuspenso (1 mg/mL) em 4gua destila-
da e estocado a —20°C em aliquotas de 200 pL.

Enzima imunoensaio (ELISA) - Os experimentos foram
realizados em placas de 96 pocos (Corning, USA), re-
cobertas com 50 pL dos diferentes antigenos na concen-
tracdo de 10 pg/mL em tampéo PBS pH 8,0. Como anti-
geno néo relacionado, foi utilizada caseina numa concen-
tracdo de 10 pg/mL. As amostras de soro foram diluidas
1:100 em PBS contendo gelatina e 1% de Tween 20 (Sigma
Chem. Co., USA). Para determinagdo dos autoanticorpos
isotipos IgG e IgA, foram utilizados os anticorpos anti-IgG e
anti-lgA humana produzidos em cabra e os anticorpos conju-

gados a peroxidase anti-IgG e anti-lgA humana produzidos
em cabra (Southern Biotechnology Associates, USA). Para
obtencédo da curva padrédo foram utilizadas imunoglobulinas
IgG e IgA humanas purificadas (Caltag Laboratories CA,
USA). A reacdo enzimatica desenvolveu-se ap6és adi¢do dos
cromogenos TMB (tetra metil di-hidrocloreto de benzidina,
Sigma, USA) contendo H,0O, (Merck, Brasil)em tampéo citrato
pH 4,0 ou de OPD (orto-fenileno diamino, Sigma, USA) con-
tendo H,0,em tampdo citrato pH 5,6. Todos os ensaios fo-
ram feitos em triplicata e os valores (D.O) obtidos em es-
pectrofotdmetro (450 nm ou 492 nm).

Analise gendmica do alelo HLA-DQB1*0602 - A extra-
¢do do DNA genbmico foi feita a partir de amostras de
sangue venoso. As proteinas foram extraidas pelo méto-
do de precipitagdo salina, utilizando 270 pL de NaCl 4mM
e o DNA precipitado em etanol absoluto. A integridade
do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8% e a pureza
em espectrometria (280 nm), considerando-se que uma
unidade da D.O corresponde a 50 pg/mL de DNA?°. A téc-
nica de PCR (reacdo de polimeriza¢do em cadeia) para am-
plificacdo do fragmento especifico de DNA referente ao
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Fig 2. Producéo de anticorpos IgG e IgA para PLP. Pacientes EM (n
= 26) simbolos preenchidos e controle (n = 54) simbolos nédo
preenchidos. Determinagdo de 1gG (a) e IgA (b) para molécula
nativa do PLP por ELISA. Anédlise estatistica, teste T nao
paramétrico realizada pelo GraphPad Prism, indicou como signi-
ficativo o aumento de IgA (p< 0,001).

Fig 3. Produgéo de anticorpos IgG e IgA para MOG. Pacientes EM
(n = 26) simbolos preenchidos e controle (n = 54) simbolos ndo
preenchidos. Determinagao de IgG para sequéncia MOG 92-106
por ELISA. Analise estatistica, teste T ndo paramétrico, realizada
pelo GraphPad Prism indicou produ¢do aumentada no grupo EM,
p < 0,0001.
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alelo DQB1*0602 foi realizada utilizando a sequéncia 5’
- 3’ (CCG AGG ATT TCG TGT ACC AG) de pares de
oligonucleotideos® obtidos da BRL-Life Technologies (Sdo
Paulo, Brasil). A anélise do produto amplificado foi reali-
zada em gel de agarose a 2,0%.

Andlise estatistica - Os dados foram analisados pelo
teste T ndo paramétrico, utilizando o programa GraphPad
Prism (USA). Somente valores de p< 0,05 foram considera-
dos com significancia estatistica.

RESULTADOS

Expressé@o do alelo de suscetibilidade

entre 0s grupos

A analise gendmica para determinar a frequén-
cia da expressdo do alelo HLA da classe || DQB1*0602
mostrou perfil semelhante entre os grupos, sendo
58% dos pacientes EM e 40% dos individuos do gru-
po controle positivos para o alelo DQB1*0602.

Determinacdo dos niveis de I1gG e IgA para MBPR,

PLP e sequéncia MOG 92-106

Independentemente da expressdo do alelo
DQB1*0602, todos os pacientes EM apresentaram
(Fig 1a), em relagdo ao grupo controle de individuos
sadios, aumento significativo (p<< 0,0001) na produ-
¢do de autoanticorpo isotipo IgG para molécula na-
tiva da MBP. A producéo de autoanticorpo do isotipo
IgA para MBP (Fig 1b) foi semelhante entre pacien-
tes EM e grupo controle, independentemente da ex-
pressdo (p = 0,74) ou nédo (p = 0,20) do alelo
DQB1*0602. Contudo, ndo foi observada diferenca
significativa nos niveis desse autoanticopo (IgG) en-
tre os pacientes DQB1*0602 positivos (385,7 = 42,9)
e DQB1*0602 negativos (389,4 + 26,7).

Também nao se observou diferencga significativa
(Fig 2a) nos niveis de autoanticorpo IgG para a molé-
cula nativa do proteolipideo PLP entre as populacfes
EM expressando ou nédo o alelo DQB1*0602 e o gru-
po controle (p > 0,8). Em contraste, foi observado
em relacdo ao grupo controle (Fig 2b), aumento signi-
ficativo (p<< 0,0001) na producéo de autoanticorpo
isotipo IgA para o proteolipideo PLP. Todos os pacien-
tes EM, independentemente da expressdo do alelo
DQB1*0602, apresentaram niveis de IgA para esse an-
tigeno acima da média do grupo controle.

A maioria dos pacientes EM apresentou (Fig 3a),
em relacdo ao grupo controle, aumento marcante
(p<< 0,0001) na producéo de autoanticorpo isotipo
IgG para a sequéncia encefalitogénica MOG92-106,
embora ndo sendo evidente diferenca significativa
nos niveis desse autoanticorpo entre os pacientes
positivos (550,4 + 46,5) e negativos (615,0 + 99,2)
para o alelo DQB1*0602.

Diferenca ainda mais acentuada (Fig 3b) foi obser-
vada na producdo de autoanticorpo isotipo IgA para
sequéncia MOG92-106 (p< 0,0001). Os pacientes
expressando (714,7 += 94,6) ou ndo (859,8 + 128,8)
o alelo DQB1*0602 apresentaram niveis de IgA aci-
ma da média do grupo controle.

DISCUSSAO

A etiopatogenia da EM ainda é desconhecida em-
bora um distdrbio ou processo infeccioso sistémico
contribua para o desencadeamento de inflamacé&o
recorrente de natureza autoimune com lesfes des-
mielinizantes no SNC*?410, A inflamacé&o em diferen-
tes regides do cérebro e a heterogeneidade das ma-
nifestacgdes clinicas nos pacientes EM parece ser in-
fluenciada pela especificidade do reconhecimento
antigénico dos linfocitos T ativados que migram para
0 SNC e também por mecanismos efetores depen-
dentes de autoanticorpos®1°2%, Qutro aspecto impor-
tante da participagdo dos linfocitos B na desmielini-
zacdo refere-se a sua capacidade de funcionar como
célula acessoria na apresentacéo de antigenos solu-
veis durante a resposta imune inicial. Estudos realiza-
dos no modelo da EAE?>*Z indicam que anticorpos
contra proteinas da superficie da bainha de mielina
(ex. PLP, MOG) causam citotoxidade de oligodendré-
citos e contribuem para o desenvolvimento e manu-
tencdo da desmielinizacdo em roedores e primatas.
Inclusive, experimentos in vivo de deple¢do de célu-
las B com anti-IgM e também no modelo de camun-
dongo nocaute foram capazes de proteger animais
suscetiveis da desmielinizacdo experimental induzida
por MOG?.

Neste estudo analisamos no soro de pacientes com
EM, a producéo de autoanticorpos dos isotipos IgG e
IgA para moléculas nativas (PLP, MBP) bastante con-
servadas entre as espécies animais e a sequéncia de
aminoacidos MOG 92-106 (DEGGYTCFFRDHSYQ) as-
sociados com desmielinizacdo nos humanos e/ou
modelos experimentais'**®?5. Os pacientes EM apre-
sentaram, em relacéo aos individuos saudaveis, pro-
ducéo acentuada (p<< 0,0001) de autoanticorpos IgG
para MBP, sugerindo papel importante da proteina
nativa MBP como antigeno indutor da resposta imu-
ne do tipo Th1l. Em contraste, a marcante produgio
de autoanticorpo de isotipo IgA sugere que a por-
¢ao lipidica do proteolipideo PLP, funcionando como
hapteno, favorega o reconhecimento imunologico
pelos linfécitos B e influencie a ativacdo de linfocitos
produtores de citocinas reguladoras (IL.-4, TGFp).

A expressdo de MOG nos estagios tardios da mie-
linizacdo e a sua localizacdo mais externa na bainha
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de mielina torna esse antigeno encefalitogénico in-
dutor de potente resposta imune mediada por
anticorpo e componentes do sistema complemen-
to®2. Vale ressaltar que anticorpos contra a sequén-
cia MOG92-106 causam desmielinizacao in vitro em
culturas mielinizadas e também in vivo em modelos
experimentais da EAE?4%5, Recentemente, varios gru-
pos sugerem participacéo direta desses autoanticor-
pos na manutencdo da resposta inflamatéria no SNC,
afetando o controle da rede idiotipica e/ou promo-
vendo via FcR a ativacao de leucécitos e secrecdo de
quimiocinast®,

O reconhecimento de que as respostas imunes
séo fortemente controladas em diversos niveis por
genes especificos tem engendrado estudos com o
objetivo de estabelecer loci especificos entre suscep-
tibilidade & EM?#"28, Uma forte associac¢éo suscetibili-
dade a EM e presenca do alelo DQB1*0602 tem sido
descrita em diferentes populagbes étnicas, como
caucasianos do norte da Europa, afro-caribenhos e
chineses®82930 Contudo, outros alelos como
DRB1*0401(DR4) no sul da Italia e nos arabes,
DRB1*0301 na Sardenha, DRB1*1501 nos europeus
caucasianos e o alelo DRB1*1601 em gregos, roma-
nos e croatas também parecem conferir a suscetibili-
dade a EM. Os nossos resultados indicam que a res-
posta imune aos componentes encefalitogénicos da
mielina MBP, PLP e sequéncia MOG92-106 parece
nao ser influenciada unicamente pela expressdo do
alelo DQB1*0602, porque nédo foi observada dife-
renca significativa entre os grupos controle e de pa-
cientes EM. A extensa miscigenagao étnica da po-
pulac@o brasileira sugere que talvez outros alelos
possam estar implicados na resposta autoimune e
patogenia da EM.
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