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RESUMO

A andlise do liquido cefalorraquidiano tem sido empregada para avaliagéo
diagnéstica da esclerose miiltipla e a exclusdo dos diagndsticos
diferenciais. Os achados cléssicos refletem a natureza inflamatdria
da doenga, incluindo discreta pleocitose, leve hiperproteinorraquia,
aumento da sintese intratecal de imunoglobulina G e, mais tipicamente,
a presenca de bandas oligoclonais. Nos Ultimos anos, surgiram novos
biomarcadores para esclerose muiltipla, e esta busca por marcadores
reflete a necessidade de melhor avaliar a atividade e a progressao
da doenca, bem como a eficécia terapéutica. Uma avaliacdo mais
refinada da atividade da doenga e da resposta aos medicamentos pode
contribuir para melhores decisdes terapéuticas, particularmente no que
se refere a troca de medicagdo. Isto é muito importante nos dias de
hoje, quando surgem novas opcoes medicamentosas. Neste artigo de
revisdo, avaliamos criticamente a literatura atual referente aos novos
marcadores liqudricos na esclerose mltipla. A mensuragdo destes
marcadores, como a quimiocina CXCL13, fetuina A e, principalmente,
o neurofilamento de cadeia leve, demonstrou resultados promissores
na avaliagéo da doenca, provendo informagdes que, em conjunto com
dados clinicos e de neuroimagem, podem contribuir para melhores
decisdes terapéuticas.
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ABSTRACT

The cerebrospinal fluid analysis has been employed for supporting
multiple sclerosis diagnosis and ruling out the differential diagnoses.
The most classical findings reflect the inflammatory nature of the
disease, including mild pleocytosis, mild protein increase, intrathecal
synthesis of immunoglobulin G, and, most typically, the presence of
oligoclonal bands. In recent years, new biomarkers have emerged in

the context of multiple sclerosis. The search for new biomarkers reflect
the need of a better evaluation of disease activity, disease progression,
and treatment efficiency. A more refined evaluation of disease and
therapy status can contribute to better therapeutic choices, particularly
in escalation of therapies. This is very relevant taking into account the
availability of a greater number of drugs for multiple sclerosis treatment
in recent years. In this review, we critically evaluate the current
literature regarding the most important cerebrospinal fluid biomarkers
in multiple sclerosis. The determination of biomarkers levels, such as
chemokine ligand 13, fetuin A, and mainly light neurofilament has shown
promising results in the evaluation of this disease, providing information
that along with clinical and neuroimaging data may contribute to better
therapeutic decisions.

Keywords: Multiple sclerosis; Cerebrospinal fluid; Biomarkers; Chemokine
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INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune.
A esclerose miultipla remitente-recorrente (EMRR) é
a forma mais comum da doencga, em que os sintomas
desaparecem espontaneamente. Ap6s o acimulo de da-
nos teciduais ao longo dos anos, os pacientes evoluem
muitas vezes para a esclerose miultipla progressiva se-
cundaria (EMPS), na qual os deficits neurolégicos pio-
ram gradualmente ao longo do tempo.! Foram iden-
tificados dois processos anatomopatoldgicos distintos,
a saber, a inflamacdo/desmielinizacao, que predomina
em pacientes com EMRR, e a degeneracao axonal, que
¢ considerada responsavel pela EMPS.®
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Os critérios de diagndstico da EM baseiam-se em
avaliacOes clinicas e paraclinicas e enfatizam a necessi-
dade de demonstrar lesoes em diferentes locais do sis-
tema nervoso central (disseminagdo espacial), que ocor-
rem em tempos distintos (disseminacdo temporal), e
excluir diagnosticos alternativos. As lesdes podem ser
detectadas tanto pelo exame clinico quanto por resso-
nancia magnética (RM).®

Ha muito tempo se estuda o liquido cefalorraqui-
diano (LCR) na EM. A curva da reacio de ouro coloi-
dal de Lange, estudada inicialmente para diagndstico
da sifilis, em 1942, mostrou padroes anormais de protei-
nas em pacientes com EM, mas com baixa sensibilidade
e especificidade.®? No final da década de 1950, foram
introduzidos métodos quantitativos que mostraram ele-
vacao de gamaglobulina em amostras de LCR, mas nao
no soro.*® O desenvolvimento da separagao eletrofo-
rética de proteinas no LCR permitiu a demonstracao
de diferentes fracoes de IgG no LCR de pacientes com
EM. Essas fracoes foram mostradas pela primeira vez
em 1959 e denominadas bandas oligoclonais.”” O padrao
mais comum encontrado na EM mostra ao menos duas
bandas no LCR e nenhuma nas amostras de soro.®

A sensibilidade para a deteccao de bandas oligo-
clonais em pacientes com EM com o método de foca-
lizagao isoelétrica € quase 95% e a especificidade € su-
perior a 86%. O indice de IgG é positivo em 75% dos
casos com bandas oligoclonais positivas.® Por algumas
décadas, a utilidade da andlise do LCR na EM perma-
neceu restrita a avaliacao diagnoéstica. No entanto, nos
altimos anos, muitos marcadores novos do LCR foram
estudados na EM. Estes biomarcadores sao proteinas
do LCR e suas concentragoes no LCR foram correla-
cionadas com os parametros clinicos e terapéuticos da
EM. O objetivo deste estudo foi revisar criticamente a
literatura existente sobre os novos biomarcadores do
LCR na EM.

METODOS

Foi realizada uma revisao critica da literatura sobre EM
e os novos biomarcadores do LCR. A estratégia de busca
utilizada incluiu as expressoes “esclerose multipla”, “li-
quido cefalorraquidiano” e “biomarcadores”, na base de
dados PubMed/MEDLINE, de janeiro de 1990 a margo
de 2016.

Cada estudo encontrado foi analisado criticamente,
levando-se em conta os artigos referentes aos biomarca-
dores com maior potencial para incorporagio na pratica
clinica. Os resultados dos estudos foram classificados
de acordo com trés eixos principais: biomarcadores do
LCR de atividade da doenca, biomarcadores do LCR
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de progressao clinica e biomarcadores do LCR de res-
posta terapéutica.

BIOMARCADORES DE ATIVIDADE DA DOENCA NO Li-
QUIDO CEFALORRAQUIDIANO

A avaliagao da atividade da doenca ¢ 1til para orientar
as intervencoes terapéuticas. Atualmente, esta avaliagao
se baseia em recidivas clinicas, progressao da incapa-
cidade e aparecimento de novas lesoes em imagens de
RM.® Ainda faltam biomarcadores confidveis que indi-
quem doenga subclinica.

Citocinas e quimiocinas

Virias citocinas e quimiocinas do LCR foram estudadas
como potenciais marcadores de atividade da EM. Estas
moléculas participam da resposta inflamatéria como
moduladoras de recrutamento e migracgio celular para os
sitios de inflamacdo. Pode haver aumento das citocinas e
quimiocinas proinflamatérias e diminuicdo das anti-in-
flamatérias durante as exacerbacoes da EM.(0

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-ot) do LCR
¢ uma citocina proinflamatdria. Foram encontrados
resultados contraditérios em relacdo a este biomarca-
dor na EM. Alguns investigadores descreveram uma
associacao entre os niveis de TNF no LCR e a ativida-
de da EM, mas tal associagao nao foi reproduzida por
outros autores.'"'? A interleucina 6 (I1-6) € outra citoci-
na proinflamatdria, e alguns estudos mostraram um au-
mento ligeiro da IL-6 no LCR durante as exacerbacoes
da EM.®3% O ligante de quimiocina 13 (CXCLI13) é um
quimioatrator de células B que participa na formacao
dos foliculos das células B e ¢ importante na fisiopa-
tologia da EM. O CXCL13 aumenta no LCR de pacien-
tes com varias formas de EM e os seus niveis parecem
correlacionar-se com a atividade da doenga.(>!%

O CXCL13 do LCR parece ser um biomarcador
do LCR promissor na avaliacao da atividade da EM,
embora o numero de estudos é ainda pequeno nao
sendo ainda possivel sua utilizagao na pratica clinica
de rotina.

Fetuina A

A fetuina A (alfa-2-HS-glicoproteina) ¢ uma glicopro-
teina encontrada por anélise protedmica do LCR. Foi
associada a maior risco de conversao de sindrome clini-
camente isolada para EMRR.!? Esta glicoproteina esta
aumentada em pacientes com EMPS e também no LCR
de pacientes com EMRR ativa, sugerindo que um nivel
elevado de fetuina A seja potencialmente tutil como mar-
cador de atividade da EM.(1819
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Neurofilamentos

Os neurofilamentos (Nf) sdo os componentes mais im-
portantes do citoesqueleto axonal dos neurdnios, sendo
compostos por trés cadeias: leve (NfL) com 68-70kDa,
intermediaria (NfI) com 145-160kDa e pesada (NfH)
com 200-220kDa. Proporcionam suporte estrutural para
os neurdnios e regulam o didmetro do axonio. Sio libe-
rados Nf em quantidade significativa apds lesao axonal
ou degeneracdo neuronal. Nessas situacoes, sao libera-
dos Nf no liquido intersticial e no LCR.?” Na EM, as
concentracoes de NfL no LCR aumentam apds recidi-
vas, atingindo o seu pico 2 semanas ap0s o inicio dos
sintomas e permanecendo elevadas durante pelo menos
15 semanas apos o surto.?"?? Os niveis de NfL no LCR
estao associadas a presenca de realce de lesoes pelo ga-
dolinio na RM.®) Esses dados indicam que um aumen-
to de NfL no LCR esta correlacionado a parametros cli-
nicos e de RM, constituindo um biomarcador potencial
da atividade clinica da EM.

BIOMARCADORES DE PROGRESSAO CLiNICA NO LiQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO

Ainda é muito dificil prever a progressao clinica da EM.
Esta dificuldade reflete uma grande heterogeneidade
da doenca. A degeneracdo axonal se acumula ao longo
do curso da doenga, sendo a principal causa de disfun-
¢ao neuroldgica permanente em pacientes com EM.
A avaliagao da degeneracao axonal baseia-se principal-
mente em parametros clinicos e em achados de RM.
Porém estes parametros nao sao muito precisos. Ainda
sao necessarios marcadores bioldgicos mais eficazes da
degeneracao axonal.?**)

Ligante de quimiocina 13

Considera-se que a presenga de foliculos de células B
nas meninges desempenhem um papel importante na
progressao clinica da EM.(*2® Um estudo mostrou que
a CXCL13 aumenta continuamente na EM progressiva,
sugerindo que a CXCL13 se correlaciona com a pro-
gressdo clinica.?” No entanto, mais estudos prospecti-
vos sd0 necessarios para avaliar o papel da CXCL13 na
avaliacao progndstica da EM.

Niveis de neurofilamentos leves e proteina glial fibri-
lar &cida

Os niveis de NfL no LCR refletem lesao neuronal e po-
tencialmente correlacionam-se com a degeneragao axo-
nal. Niveis elevados de NfL no LCR se correlacionam
positivamente com um escore maior de gravidade da EM
na evolucao a longo prazo. Além disso, estes niveis mais
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elevados estao associados com maior risco de conversao
de EMRR para EMPS.® Alguns estudos mostraram
que niveis mais elevados de NfL no LCR estao associa-
dos com pior progressao da incapacidade a longo prazo.
Por outro lado, outros estudos nao mostram correlacao
entre NfL. no LCR, progressao da doenca e risco de
conversao para EMPS.?-3) O NfL do LCR parece ser
um biomarcador potencial para danos neuronais e pro-
gressao clinica na EM. No entanto, mais estudos ainda
Sa0 necessarios nessa area.

Também foram testados marcadores de lesao glial
no LCR de pacientes com EM. A proteina glial fibrilar
acida (GFAP) ¢ um componente de filamentos de as-
trécitos. O aumento dos niveis de GFAP no LCR indica
danos em astrdcitos. Os pacientes com EM apresentam
aumento nos niveis de GFAP no LCR quando compa-
rados aos controles. Os portadores de EM com pior
deambulacdo ou deficiéncia mais grave apresentam
niveis de GFAP no LCR maiores do que os pacientes
e controles com incapacidade menor, sugerindo que a
GFAP no LCR possa ser um biomarcador de progres-
sao clinica e prognoéstico.239)

Sao necessarios mais estudos prospectivos que cor-
relacionem os niveis dos biomarcadores de degeneracao
neuronal e glial com os dados clinicos e de neuroima-
gem, para estabelecer com mais precisao o papel deles
na previsao da progressao da EM.

Proteina béasica de mielina

A proteina basica de mielina (PBM) € um componente da
mielina no sistema nervoso central. Os niveis de PBM
no LCR foram previamente testados como preditores
de progressao clinica. Os niveis de PBM no LCR au-
mentam na desmielinizacao aguda. No entanto, os niveis
elevados de PBM nao aumentaram com a progressao
da doenca.?* Embora seja um marcador potencial de
desmielinizacdo aguda, a PBM nao se correlaciona com
a progressao clinica da EM.

BIOMARCADORES DE RESPOSTA TERAPEUTICA NO Li-
QUIDO CEFALORRAQUIDIANO

Varias opcoes terapéuticas para a EM surgiram nos ul-
timos anos. Diversos algoritmos foram propostos para
otimizar a utilizacdo destes medicamentos, ¢ a maioria
deles com base na ocorréncia de recidivas clinicas, pro-
gressao clinica e aparecimento de novas lesdes na RM.
Alguns novos parametros, como atividade da doenga na
substancia cinzenta e a atrofia cerebral, foram também
avaliados. No entanto, os parametros para a avaliagao da
efetividade do tratamento ainda sao imprecisos. Foi es-
tudada a contribuicao da mensuracao de alguns biomar-
cadores do LCR na avaliacdo da eficacia terapéutica.®”



Niveis de neurofilamentos leves

Os niveis de NfL no LCR mostraram-se significativa-
mente reduzidos apds tratamento imunossupressor
com mitoxantrona.®® Foram testados também os niveis
de NfL no LCR em pacientes com EM tratados com na-
talizumabe, com importante diminuicao durante o tra-
tamento.GY Também foram estudados os niveis de NfLL
no LCR em pacientes tratados com fingolimod, e ni-
veis reduzidos foram observados apds o tratamento.®”
Os pacientes tratados com fingolimod sem reducao dos
niveis de NfLL no LCR apresentaram deterioracao cli-
nica em RM. Estes achados sugerem que pelo menos
alguns tratamentos de EM estdo associados a uma re-
ducao progressiva dos niveis de NfL no LCR, e que um
aumento persistente dos niveis de NfL. no LCR pode
indicar baixa resposta terapéutica. Mais evidéncias sao
necessarias, mas os dados existentes apoiam a utilizacao
deste biomarcador em estudos clinicos da EM.

Fetuina A

Os niveis de fetuina A no LCR estavam reduzidos em
pacientes tratados com natalizumabe durante 1 ano.!81%40
Ha necessidade de mais estudos com este € com outros
medicamentos para determinar o papel deste biomar-
cador na avaliacao da resposta terapéutica da EM.

Osteopontina

A osteopontina € uma proteina de matriz que funciona
como uma citocina pro inflamatdria. Niveis de osteopon-
tina no LCR estavam reduzidos nos pacientes durante
o tratamento com natalizumabe, mas nao se sabe se
tais niveis sdo preditivos da resposta ao natalizumabe.“"
Ainda sao necessarios mais estudos que avaliem o papel
deste biomarcador durante o tratamento com natalizu-
mabe e outros tratamentos da EM.

Ligante de quimiocina 13

O CXCL13 correlaciona-se com a atividade das células
B na EM, sendo um bom candidato a biomarcador para
avaliacdo da eficicia de tratamentos que atuem sobre
as células B, como o rituximabe e ocrelizumabe. Foi de-
monstrado que o CXCL13 no LCR estava reduzido du-
rante a terapia com rituximabe; no entanto, seu nivel ini-
cial ndo foi capaz de prever a resposta ao rituximabe.*4?
Outros tratamentos imunossupressores também sao ca-
pazes de reduzir os niveis de CXCL13 no LCR.®® Es-
tudos futuros podem determinar se este biomarcador
prevé a resposta terapéutica, especialmente em trata-
mentos que atuem sobre as células B.*¥

DISCUSSAO

Estudos recentes com novos biomarcadores indicam
que a andlise do LCR na EM pode ir além do diagndstico.
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Os novos biomarcadores do LCR podem contribuir na
avaliacdo da atividade da doenca, na avaliacao do prog-
nostico e na monitorizacao terapéutica da EM.

Os dados existentes sugerem que os niveis de CXCL13,
fetuina A e NfLL no LCR estao associados com a ati-
vidade da doenga. CXCL13, NfL e GFAP parecem es-
tar correlacionados com o progndstico e a evolucao cli-
nica. Osteopontina, NfL, fetuina A e CXCL13 foram
associados com a resposta terapéutica, sugerindo que
podem contribuir na avaliacao da efetividade do trata-
mento.® E possivel que, no futuro préximo, estes no-
vos biomarcadores do LCR venham a contribuir para o
acompanhamento clinico de pacientes com EM.

Alguns pontos precisam ser mais precisamente es-
tabelecidos. Primeiro, ainda nao se sabe com que fre-
quéncia esses marcadores devem ser medidos. Em se-
gundo lugar, ndo existe ainda uma interpretagao clinica
padrao dos resultados. Por fim, ainda se faz necessaria
uma maior uniformizagao na execugao dessas técnicas
em diferentes laboratdrios. Todas estas questoes devem
ser abordadas em futuros estudos clinicos nessa drea.

Um melhor conhecimento dos niveis dos novos bio-
marcadores do LCR pode melhorar a avaliagao dos pa-
cientes com EM, dando suporte a decisoes clinicas que
possam contribuir para resultados mais favoraveis.

CONCLUSAO

Nos tltimos anos, surgiram varios candidatos a biomar-
cadores no liquido cefalorraquidiano para a esclerose
multipla. Estes marcadores bioldgicos sao proteinas do
liquido cefalorraquidiano que apresentam correlacao
com a atividade e a progressao da doenca e a resposta
ao tratamento. A futura aplicacdo desses biomarcado-
res na pratica clinica pode proporcionar uma avaliagao
mais refinada e individualizada da doenga, ajudando a
otimizar a tomada de decisao terapéutica.
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