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Resumo

Introdugao: A Esclerose Multipla (EM) € uma doenca autoimune desmielinizante
crbnica do sistema nervoso central (SNC). Caracteriza-se clinicamente pelo
aparecimento de lesdes desmielinizantes disseminadas no tempo e espaco. E uma
doenca que resulta em consideravel incapacidade motora em adultos e apresenta
maior frequéncia em mulheres. A EM nao apresenta etiologia definida, porém postula-
se que o Retrovirus Endogeno Humano da familia W (HERV-W) possa apresentar
papel fundamental na patogénese da doenca. A patogénese da desmielinizagédo é
mediada por anticorpos e resposta celular direta, o que resulta com perda de
oligodendrdcitos e dano axonal- Acredita-se que a EM resulte de uma resposta
autoimune as proteinas expressas em oligodendrécitos. A glicoproteina
oligodendrdcitos da mielina (MOG) é um antigeno alvo ambas as células dirigidas ao
SNC humoral e celular. Importantemente, os HERVs apresentam regides de
similaridade com a proteina MOG, e desta forma postula-se que os HERVs possam
induzir a autoimunidade através do mecanismo de mimetismo molecular, induzindo
uma resposta humoral cruzada entre MOG e HERV-W.

Objetivo: Avaliar a resposta humoral anti peptideos de HERV-W e K em LCR e soro
de pacientes com Esclerose Multipla

Métodos: Esse € um estudo retrospectivo transversal do tipo caso controle. 25
amostras de soro e LCR de pacientes com Esclerose Multipla (ao menos 2 Bandas
oligoclonais positivas (BOC) e 25 amostras de LCR de pseudotumor compuseram o
grupo controle(GC) . Essas amostras foram doadas pelo laboratério Senne Liquor.
Foram realizados contagem global e diferencial do LCR, dosagens bioquimicas e
Banda Oligoclonal. Para deteccdo de resposta humoral anti HERV e anti MOG ,um
ensaio de ELISA in-house foi padronizado e utilizado .

Resultados: A analise do LCR demostrou pelo indice de IgG e BOC tipo 2 e 3, a
sintese intratecal de anticorpos. O ensaio de ELISA anti-HERV-K e W revelou maiores
concentragdes de IgG anti MOG e HERV-W nos LCRS com EM em comparagao com
GC (p<0,001 e p < 0,0142 respectivamente), com relagdo analise do HERV-K, os
resultados revelaram maior resposta humoral para trés peptideos de HERV-K (p=
0,0007 ; p=0,0009 ; p<0,0001 ). E no soro EM resposta humoral para anti MOG (p
=0,0119), para HERV-W (p < 0,0001 ), para quatro peptideos de HERV-K ( p=0,0006
; p=0,0100 ; p=0,0086 ; p < 0,0001 ) Demostramos também correlagao positiva entre
LCR e soro dos pacientes com EM para: MOG (p 0,0170 e r = 0,4728) ,HERV-
W(p<0,0001 r = 0,7240 ), HERV-K pol (peptideos 05: p=0,0126 r = 0,4914; peptideo
6: p=0,0025 e r= 0,5780 ; peptideo 7: p =0,0010 e r= 0,6178).

Conclusao: Pacientes com EM apresentam maiores niveis de resposta intratecal anti-
HERV-W diversas regides de K em LCR. E os niveis de anticorpos anti esses mesmos
peptideos correlacionam-se positivamente no soro e no LCR.

Palavras-chaves: Resposta Humoral, Liquido Cefalorraquidiano, HERV-W, HERV-K,
Glicoproteina de Oligodendrdcitos, Esclerose Mdltipla.



Abstract

Introduction: Multiple Sclerosis (MS) is a chronic demyelinating autoimmune disease
of the central nervous system (CNS). It is clinically characterized by the appearance of
demyelinating lesions disseminated in time and space. It is a disease that results in
considerable motor disability in adults and is more common in women. MS has no
defined etiology, but it is postulated that the Human Endogenous Retrovirus of the W
family (HERV-W) may play a fundamental role in the pathogenesis of the disease. The
pathogenesis of demyelination is mediated by antibodies and direct cellular response,
which results in loss of oligodendrocytes and axonal damage. MS is believed to result
from an autoimmune response to proteins expressed in oligodendrocytes. Myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG) is a humoral and cellular CNS-directed cell target
antigen. Importantly, HERVs present regions of similarity with the MOG protein, and
thus it is postulated that HERVs can induce autoimmunity through the mechanism of
molecular mimicry, inducing a cross-humoral response between MOG and HERV-W.

Objective: To evaluate the humoral response to HERV-W and K peptides in CSF and
serum of patients with Multiple Sclerosis

Methods: This is a retrospective cross-sectional case-control study. 25 serum and
CSF samples from patients with Multiple Sclerosis (at least 2 positive oligoclonal bands
(BOC) and 25 pseudotumor CSF samples made up the control group (GC). These
samples were donated by the Senne Liquor laboratory. Global counting and CSF
differential, biochemical measurements and Oligoclonal Band To detect anti-HERV
and anti-MOG humoral responses, an in-house ELISA assay was standardized and
used.

Results: CSF analysis demonstrated the intrathecal synthesis of antibodies through
the 1IgG and BOC type 2 and 3 index. The anti-HERV-K and W ELISA assay revealed
higher concentrations of anti-MOG and HERV-W IgG in LCRS with MS compared to
GC (p<0.001 and p < 0.0142 respectively), in relation to HERV-K analysis, the results
revealed a greater humoral response to three HERV-K peptides (p= 0.0007; p=0.0009;
p<0.0001). And in serum EM humoral response to anti MOG (p =0.0119), to HERV-W
(p < 0.0001), to four HERV-K peptides (p=0.0006; p=0.0100; p =0.0086; p < 0.0001 )
We also demonstrated a positive correlation between CSF and serum of patients with
MS for: MOG (p 0.0170 and r = 0.4728), HERV-W (p<0.0001 r = 0 .7240 ), HERV-K
pol (peptides 05: p=0.0126 r = 0.4914; peptide 6: p= 0.0025 and r= 0.5780; peptide 7:
p =0.0010 and r= 0.6178 ).

Conclusion: Patients with MS show higher levels of intrathecal anti-HERV-W
response to several K regions in CSF. And the levels of antibodies against these same
peptides correlate positively in serum and CSF.

Keywords: Humoral Response, Cerebrospinal fluid, HERV-W, HERV-K, Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein, Multiple Sclerosis.
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1.0 Introducgao:

1.1 Esclerose Multipla

A Esclerose Multipla (EM) € uma doenga autoimune desmielinizante cronica do
sistema nervoso central (SNC) € uma das causas mais comuns de incapacidade
neuroldgica em adultos jovens, afeta em maior frequéncia as mulheres . A etiologia
da EM é desconhecida, porém ela pode ser caracterizada como uma doenca
multifatorial, onde ha fatores genéticos associados a fatores ambientais.

Diversos foram os elementos pesquisados: o gradiente latitudinal na prevaléncia dada
EM esta fortemente relacionado a exposicdo aos raios solares' , que estimula a
producéo cutdnea da vitamina D 2, fumar aumenta o risco de EM , as infecgdes virais
(3) e suscetibilidade genética associada ao gene para HLA-DRB , uma razdo de
chance de EM para homozigotos de > 3 e homozigotos > 6 '* sdo capazes
desencadear resposta imunogénica da doenga °.

As manifestacdes clinicas dependem da area do SNC afetada, e importante destacar
que qualquer area do SNC pode ser afetada. Dentre as manifestacbes, podemos
destacar: alteracdo de memoria, visdo e dificuldades nas atividades diarias. As
manifestacdes clinicas da EM sao caracterizadas por alta variabilidade interindividual
com gravidade e duracg&o dos sintomas dependendo da extensao do dano neurolégico
5. No entanto, a doenca pode ter perfil progressivo.

O diagnéstico da EM é complexo devido a heterogeneidade da doencga. Os critérios
diagnodsticos baseiam-se principalmente na avalicado dos achados clinicos, resultados

e exames de imagem e laboratoriais °.

1.2 Patogénese da doenga e classificagao da EM

A principal caracteristica patoldégica da EM é representada pela quebra da barreira
hematoencefalica, a subsequente infiltracdo do SNC por linfocitos autorreativos
seguida de desmielinizagao, inflamagao focal e a eventual culminagdo em perda

axonal, gliose e atrofia da substancia branca e cinzenta 8.

O sistema imunoloégico desempenha um papel importante. A sintese intratecal de
imunoglobulinas, em especial IgG, expressdo de uma resposta imune alterada pelas
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células T e células plasmaticas, causam a inflamagao do SNC, perda da mielina e

morte das células dos oligodendrdcitos °.

Os macréfagos promovem resposta pro-inflamatoria das células T e B e executam
danos nos tecidos. A ativagdo da microglia pode ser um dos eventos iniciais no
desenvolvimento das lesbes da EM, através da secrecdo de citocinas pro-

inflamatdrias, quimiocinas, radicais livres e aumento da liberagao do glutamato °.

As manifestagdes clinicas da EM séo caracterizadas por periodos de remissao da
doenga seguidos por recaidas, definidas como episodios clinicos agudos ou
subagudos com anormalidade neurolégica de pelo menos 24 h. A EM é categorizada
em quatro subtipos:

(a) EM remitente recorrente (EMRR) a forma mais comum, afetando 85 % de todos os
pacientes com EM que envolve recidivas seguidas de remissao Geralmente ocorre
nos primeiros anos da doenca com recuperagao completa e sem sequelas. Os surtos
duram dias ou semanas. Em média os surtos se repetem uma vez por ano, caso hao

inicie o tratamento adequado.

(b) EM secundaria progressiva (EMSP) que desenvolve ao longo do tempo apds o
diagnodstico de EMRR; num prazo de 10 anos aproximadamente metade dos pacientes
EMRR evolui para EMSP, ndo se recuperam mais dos surtos e acumulam sequelas
(perda visual, dificuldade de mobilidade).

(c) EM progressiva primaria (EMPP) caracterizada pela deterioragdo neurologica
continua e gradual; em cerca de 10 % dos casos restantes, ocorre gradativa piora dos
surtos.

(d) EM recidivante progressiva (PRMS, 5 % dos pacientes apresentam essa forma
rapida e agressiva. Estdo combinados a progressao paralela do processo

desmielinizante e comprometimento mais precoce dos axdnios 5°.

A primeira apresentagéo clinica da EM geralmente inicia-se como uma sindrome
clinicamente isolada (CIS). Refere-se a um episddio neurolégico que dura pelo menos
24 hs, causado por inflamagao ou desmielinizagéo °.

A EM afeta mais de 2,8 milhdes de pessoas no mundo, com uma incidéncia que

aumenta com as latitudes, sendo minima no Equador e aumentando nas latitudes
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norte ou sul, identificando o norte da Europa com area de alto risco (prevaléncia 140-
250 por 100.00) .

O Brasil estima-se que existam 40000 casos da doenca, uma prevaléncia média de
15 casos para 100.000 habitantes, varia de acordo com a regido de residéncia do
paciente, sendo menor no Nordeste 1,36 por 100 mil habitantes, e maior na regido Sul
27,2 por 100 mil habitantes 2.

1.2 Diagndstico da Esclerose Multipla

O diagnéstico da doenga € baseado em critérios clinicos e exames laboratoriais
bioquimicos e de imagem, descritos nos Critérios de Mc Donald 3.

Nos critérios a necessidade de identificar a disseminacdo de lesbes no espacgo e
tempo. A disseminagdo no espaco (DIS) é o desenvolvimento de lesGes em areas
anatémicas distintas dentro do SNC. A disseminag&o no tempo (DIT) é representada
pelo desenvolvimento de novas lesées do SNC ao longo do tempo. A identificagcao de
DIS e DIT é importante porque a lesdo unica nao é suficiente para diagnosticar a EM,

assim como um Unico episddio da doenga ao longo do tempo 3.

Os critérios de McDonald foram desenvolvidos pela primeira vez em 2001 depois
foram revisados varias vezes em 2005, 2010 e 2017.

Nos critérios de 2005 '3 se as lesdes desmielinizantes do SNC preencherem trés dos
quatro critérios de disseminagao no espaco (DIS) da RM, elas podem ser substituidas
por uma lesao clinicamente evidenciada. Se uma nova lesao preenche os critérios de

disseminagao no tempo (DIT) da RM, pode ser substituido por outro episédio clinico.

Nos critérios de 2010 ', os critérios DIS e DIT sdo simplificados e enfatizam o
diagndstico precoce de EM com uma unica presenga de ressonancia magnética de

lesdes assintomaticas.

Na revisdo dos critérios de 2017 © alteragbes foram feitas e os critérios de McDonald
tornam-se muito mais faceis de usar. As lesdes sintomaticas e lesdes corticais sdo
incluidas nos critérios DIS. A presenca de 2 bandas oligoclonais (BOC) de
imunoglobulina G (IgG) especificas do LCR pode ser usada no lugar da demonstragao
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de DIT, possivelmente levando a um diagnodstico mais precoce. Com sensibilidade
consideravelmente aumentada, os critérios McDonald de 2017 tém sido amplamente

aplicados no contexto clinico, atualmente .

1.3 O papel das bandas oligoclonais (BOCs) na Esclerose Multipla

Uma das principais caracteristicas da EM estdo associadas a achados no LCR,
principalmente niveis elevados de IgG e a presenga das BOCs que sao fruto de
producdo de imunoglobulinas de varios clones de células B/plasmdcitos secretando
I9G no SNC 617,

O indice de IgG é calculado pela dosagem da IgG total no LCR e soro, em relagao a
albumina sérica, em pessoas saudaveis, o indice de IgG é de 0,3-0,7. Um valor acima
de 0,7 indica sintese intratecal de imunoglobulina G. Tais valores s&o observados na
vasta maioria dos pacientes com EM (cerca de 90%) .

Os anticorpos presentes no LCR de pacientes com EM sdo distintos e podem
apresentar resposta contra a glicoproteina da mielina dos oligodendrocitos (MOG) e

contra diversos agentes virais 1921,

Esses dados indicam que existe uma diversidade de resposta humoral, e talvez de
antigenos virais circulantes no LCR de pacientes com EM, o que reforga a ideia de
que a patogénese da EM pode ser complexa e talvez os gatilhos que estimulem a

autoimunidade ndo necessariamente sejam especificos.

As BOCs sao identificadas pela técnica de focalizagdo isoelétrica e essas sao
classificadas em até 5 tipos dependendo da sua distribuicdo no LCR e no soro. Os
principais tipos encontrados na EM s&o : tipo 2 ( exclusivas ao LCR) e tipo 3 ( no soro
enoLCR) 8,

As bandas oligoclonais aparecem com mais frequéncia no LCR na fase inicial da
doenca e persistem durante todo o curso da doencga independentemente do

tratamento utilizado 22.

1.4 Etiologia da Esclerose Multipla — um possivel papel infeccioso?
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Dentre os principais possiveis agentes etiologicos que possam estar associados a EM
os agentes infecciosos tem representado como potenciais candidatos para exercer
um papel em induzir uma resposta autoimune seja por quebra de toleréncia ou
mimetismo molecular. Dentre eles os virus sdo os que acumulam maiores evidéncias.
Inclusive, varios virus foram hipotetizados para desempenhar um papel na
autoimunidade da EM. Entre eles estdo Raiva, Coronavirus, Sarampo, Torqueteno
virus, quase todos os virus da familia Herpes viridae (exceto Herpes 8), além da

Parainfluenza 323,

Entre os virus da familia Herpes viridae, o EBV tem sido estudado e muitas evidéncias
apontam para suposto papel na patogénese da EM (24,25) ja que os indices de
anticorpos especificos para EBV séo elevados no soro de Pacientes com EM (26,27).

Ainda entre a familia herpes, o herpes 6 (HHV-6) pode causar ou promover a
neuroinflamacgéo da EM?8, foi relatado sua presenca nas placas da substancia branca

no cérebro da EM 2%, sua expresséo nos oligodendrécitossC.

De forma mais recentes, Os Retrovirus Endégenos Humanos (HERVs) tem sido
considerados como potenciais agentes etioldgicos da doenca. Uma série de

evidéncias tem sido atribuidas a eles e esses serdo descritos a seguir.

1.5 Os HERVs e seu papel na Esclerose Miiltipla

1.5.1 HERVs

Os retrovirus endogenos (ERVs) foram originados através de infecgdes retrovirais
ancestrais de todos os vertebrados infectando suas células germinativas milhdes de
anos atras. Ao infectar as células da linhagem germinativa, eles foram capazes de se
fixar nos genomas do hospedeiro e serem transmitidos através das geragbes por
herangca mendeliana 3'32, Devido a sua alta atividade transcricional e replicacéo,
algum tempo apds a integragcdo, eles se espalham por meio de reinfecgdes,
transmiss&o horizontal e retrotransposicdo 33. Mais de 30 familias de ERVs foram
descritas e varios eventos independentes de integragdo ocorreram ao longo da

evolugdo humana 3.
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Os ERVs humanos foram descritos pela primeira vez em 1970 e, apdés o
sequenciamento do genoma humano, foi descrito que eles compéem 8% do genoma

humano e, portanto, sdo chamados de retrovirus endégenos humanos (HERV) 31:32.35,

Os HERVs s&o retrovirus simples, pois apresentam apenas os genes principais: gag,
polimerase e envelope, flanqueados por duas regiées promotoras, conhecidas como
Long Terminal Repeats (LTRs)%®. A fungdo desempenhada por cada: a proteina gag
(antigeno especifico de grupo) é geneticamente preservada e menos imunogénica
que o envelope e é responsavel pela produgdo do capsideo viral 3. O gene da
polimerase (pol) codifica as enzimas virais ndo estruturais, incluindo a transcriptase
reversa e a integrase. O gene do envelope (env) sintetiza as glicoproteinas do
envelope e esta sob acdo mais forte pressdes seletivas devido a maior exposi¢ao ao
sistema imunologico do hospedeiro 3¢. As LTRs estdo localizadas em cada
extremidade do provirus e compreendem as regides U3, R e U5. A regido U3 contém
o promotor viral e os elementos potenciadores. A regido R inclui o local de iniciagéo
do mRNA (+1) e termina em um local de terminag&o de poliadenilagéo. 373 O nome
de cada familia ERV considera o sitio de ligagao do primer onde se inicia a transcrigéo
reversa 9; por exemplo, o HERV que apresenta um triptofano como sitio de partida é
denominado HERV-W %,

Os HERVs também sao considerados elementos transponiveis, o que favoreceu a sua
dispersdo por diferentes sitios do genoma, porém muitos de seus genes estéo
incompletos, isolados espalhados pelo genoma assim como suas LTRs o que os
tornaram altamente defectivos, o que impede que hoje esses virus sejam transmitidos
de forma horizontal, porém o virion pode ser formado, isso € possivel pela combinagao
das proteinas virais oriundas da expressao de diferentes sitios onde encontram seus

genes 40

Embora a maioria dos genes HERVs sejam silenciados, eles desempenham um papel
ativo na fisiologia humana, regulando genes (por exemplo amilase, endotelina-b,
apoliproproteina-C1) 4142 provendo a fusdo durante a diferenciagao celular e formagéo
da placenta 43 esses HERVs também podem apresentar um papel na patogénese de
doencas autoimunes, e dentre as principais familias de HERV, o HERV-W ¢é o que
soma o maior numero de evidéncias até entdo, e a doenca mais estudada € a

Esclerose Multipla.
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1.5.2 HERW-W e a Esclerose Multipla

As primeiras evidéncias encontradas que vieram associar os HERVs, em especial o
HERV-W com a doenga datam do final dos anos 80, quando um virus com atividade
de transcriptase reversa foi isolado das células circulantes das leptomeninges no
liquido cefalorraquidiano (LCR) em um paciente com EM O virus foi clonado e
caracterizado, seus genes foram identificados e este novo retrovirus foi denominado
Retrovirus Associado a Esclerose Multipla (MSRV), que mais tarde se descobriu
pertencer a familia HERV-W 3,

A expressdo de RNA pol e env de MSRV foi confirmado na EM por estudos
subsequentes 4445 o seu nivel de expressao foi associado a gravidade da EM 4647 ¢
a patogenicidade cerebral 8. HERV-W gag e proteina env demonstraram estar
aumentada em cérebros com EM “ e capaz de ativar TLR4 (Toll-Like Receptor) e
imunidade inata 4° e desmielinizagdo do SNC 0.

O HERV-W foi diretamente correlacionado com as proteinas CD14 e TLR4 para ativar
a produgéo de citocinas pro-inflamatérias IL-1b, IL 6 e TNF-a nos tecidos afetados °'.
A ativagdo do TLR4 também induz a produgdo de NOe, agravando o quadro de
estresse nitrosativo/ oxidativo mediado pelo peroxinitrito (ONOO-) e outras ERO/RNS,
e assim, promovendo prejuizo aos oligodendrdcitos e desmielinizagdo de neurénios
motores %2 Em particular, os efeitos das proteinas env HERV-W na EM podem
envolver a ativacido de vias imunes e facilitam uma resposta imune pré-inflamatéria e

superantigénica anormal 5354,

O mecanismo pelos quais os virus podem induzir a autoimunidade incluem a
expressdo de superantigenos e mimetismo molecular °°. O mimetismo molecular € um
fendmeno pelo qual as moléculas de um patégeno, em particular os peptideos, sao
semelhantes aos peptideos de seu hospedeiro. As células T montam uma resposta
imune quando sédo ativadas por peptideos estranhos, mas normalmente ndo reagem
contra peptideos proprios. A hipotese do mimetismo molecular da autoimunidade

propde que as células T causam doencas autoimunes apos uma resposta imune
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patogénica quando reagem de forma cruzada com peptideos proprios de tecidos

saudaveis e ndo infectados 6.

HERV-W e as proteinas da mielina, como MOG e Proteina Basica de Mielina -1 (MBP-
1) compartilham pelo menos seis epitopos que podem potencialmente reagir de forma

cruzada conduzir resposta imune por meio de mimetismo molecular 5759,

Nesse contexto os HERVs podem atuar em ambos: codificando superantigenos,

resultando assim em respostas inflamatorias aumentando ou imitando autoantigenos
55,49

1.5.3 HERV-K e seu papel em doeng¢as autoimunes e neurolégicas

O virus HERV-K é assim chamado porque usa lisina (K) tRNA como primer binding
site. HERV-K apresenta milhares de inser¢cbes no genoma humano, e 11 sequéncias
provirais amplamente completas foram identificadas até o momento 6" HERV -K foi
relacionada a patogénese de doengas, como: Esclerose Amiotrofica Lateral (ELA) €2,

na artrite reumatoide ©3.

Foi descrito um aumento da expressao das familias HERV-K e HERV-H no sangue,
cérebro ou liquido cefalorraquidiano (LCR) de pessoas com EM, por alguns grupos %,
mas ndo por outros 8. Um membro variante alélico da familia HERV-K, K18, foi
recentemente considerado um fator de risco para EM 6. Embora o pequeno tamanho
da amostra tenha sido uma limitagdo, houve uma associacdo significativa entre o
genotipo HERV K18 env e o risco de EM %, HERV-K18 env foi previamente descrito
como um superantigeno transativado por EBV na patogénese do diabetes tipo 1 €7
Outro membro da familia HERV-K, K113, com ORFs para todos os seus genes, tem
uma ampla variagdo geografica e étnica em 0-28% dos humanos, aumentando a
possibilidade de sua associagdo com EM uma vez que a doenca é talvez
geograficamente e etnicamente restrita. No entanto, usando uma grande populagéo
de EM (n = 951) e pais nao afetados (n = 1.902), ndo houve aumento significativo no
alelo provirus HERV-K113 por analise de PCR 68,

Assim, enquanto K18 mostra associagdo em um pequeno subconjunto de pacientes
com EM um estudo maior com outro membro HERV-K, K113, ndo revela diferencas

significativas; disparidades tanto no numero de pacientes examinados quanto no
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gendtipo HERV-K tornam essa associagdo inconclusiva %°. Apesar dos achados
interessantes para diversas doencgas, a possivel atuacdo do HERV-K pode estar
presentes em diversas doencas, e de fato, faltam dados que apontem para essa
associagao entre o HERV-K e a patogénese da EM.

1.6 A importancia da MOG na patogénese da doenca

A patogenia da EM é caracterizada por inflamacao, desmielinizacdo, gliose e
neurodegeneracgéo, perda de oligodendrécitos e destruicdo da bainha de mielina °.
Em uma proporgao significativa de pacientes, a desmielinizagdo parece ser mediada
por anticorpos e complemento-dependente, com perda de oligodendrécitos e dano
axonal 7' .Acredita-se que a EM resulte de uma resposta autoimune as proteinas

expressas em oligodendrdcitos ou a bainha de mielina 2.

Brevemente, a mielina € uma proteina que compde a bainha de forma multilamelar, e
dessa forma isola os axénios dos neurdnios; € formado pela elaboragéo de processos
de oligodendrocitos ao redor dos axdnios 73 os principais componentes proteicos da
mielina, a proteina basica da mielina (MBP), a glicoproteina de oligodendrécitos da
mielina (MOG) e a proteina proteolipidica (PLP), sdo autoantigenos eficazes e alvos
de autoimunidade na EM 7475,

A glicoproteina da mielina de oligodendroécitos (MOG) € um antigeno alvo para ambas
as células dirigidas ao SNC humoral e celular, devido a localizacdo extracelular de
seu dominio tipo IgV nas lamelas de mielina mais externas, que se torna um alvo

exposto acessivel a ataque autoimunes iniciais em axdnios mielinizados compactos
76

MOG preenche dois requisitos cruciais para se um antigeno alvo de anticorpos da
desmielinizagdo autoimune; sua localizagdo exposta e suas propriedades

imunogénicas com a MBP 7.

As proteinas de MBP e PLP podem desempenhar um papel adicional na patogénese
da EM, através da resposta do anticorpo a um componente de mielina levando a

extensa desmielinizag&o primaria 8.

Os pacientes que apresentam anticorpo MOG positivo, mostram uma elevagao isolada

da proteina basica da mielina indicativa de desmielinizagdo primaria do SNC 7920,
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Além da ativagdo do complemento, a ligagao do anticorpo anti-MOG ao MOG dentro
da bainha de mielina pode facilitar seu reconhecimento pelas células apresentadoras
de antigeno (APCs) dentro do SNC, acelerando a destrui¢do do tecido pelas células

T, causando danos a bainha de mielina ou a disfungdo dos oligodendrdcitos 8.
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2.0 Justificativa

A esclerose multipla (EM) € uma doenga cronica, inflamatoria e degenerativa do
sistema nervoso central (SNC). Caracteriza-se pela formagdo multifocal e
disseminada de lesdes inflamatorias desmielinizantes levando a dano a mielina e
perda de axdénios e oligodendrocitos. A EM € uma das causas mais comuns de
incapacidade neurolégicas em jovens adultos.

Sua etiologia € desconhecida, € atribuida a varios fatores ambientais (vitamina D,
latitude, dieta, tabagismo, obesidade, exposigdo solar), suscetibilidade genética e
virus. No entanto, nenhum agente infeccioso trouxe evidéncias os suficientes que

fossem capazes de atribuir a etiologia da doenca.

De maneira interessante, as BOCs representam achados laboratoriais frequentes nos
individuos com EM. Nelas, podemos encontrar anticorpos especificos contra uma
série de virus, o que traz a ideia de que os agentes infecciosos podem se fato serem
a chave para a etiologia da doenga. Dessa forma, um outro virus que tem demonstrado
uma série de evidéncias que apontam para esse dado esta relacionado ao Retrovirus

Endégenos Humanos.

Os HERVs compdem 8% do genoma humano e diversas sdo as evidéncias que
indicam para um possivel papel dos HERVs na etiologia da doenga. Os HERVs
apresentam regido de similaridade com a MOG e MBP-1, o que pode sugerir um
mecanismo de resposta autoimune mediada por mimetismo molecular. Além disso,

sabe-se que os HERVs sdo capazes de estimular processos inflamatorios.

No entanto, existem poucos estudos que buscaram compreender se ha sintese
intratecal de anticorpos anti-HERV. Explorar essa tematica podera trazer mais uma
peca para esse quebra cabeca que buscam compreender o papel dos HERVS na
patogénese da doencga. Talvez, os dados obtidos nesse trabalho poderdo servir de
base para futuros estudos para fins terapéuticos ou que busquem possiveis
biomarcadores para os quadros e manifestagdes da doenca.
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Analisar a frequéncia e nivel de reposta humoral anti-MOG e anti-HERV em as

amostras de LCR e soro de pacientes com Esclerose Multipla.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar os niveis de resposta humoral anti-HERV e anti-MOG em soro e LCR
de pacientes com EM.

e Correlacionar a resposta humoral anti-MOG aos peptideos HERV-W e -K no
LCR e soro da EM

e Comparar os niveis de resposta humoral entre as diferentes regides de HERV-
WeK
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4.0 Métodos

4.1 Tipo de trabalho

Esse € um estudo retrospectivo transversal do tipo caso controle.

4.2 Populacao do estudo e aspectos éticos

Para captacdo das amostras e desenvolvimento do estudo proposto, formamos uma
parceria com o Laboratorio Senne Liquor, laboratério especializado em analises

diversas em LCR.

Sendo assim, 25 amostras de LCR e de soro de pacientes com Esclerose Multipla e
25 amostras de LCR com Pseudotumor foram utilizados nesse estudo. O presente
estudo foi composto por dois grupos, os de pacientes com Esclerose Multipla (GMS)
e de pseudotumor (GHII), como grupo controle.

Para o grupo controle foi utilizado amostras de pseudotumor (Hipertensao
intracraniana idiopatica) pacientes que realizam coletas de LCR para diminuicdo da

pressao intracraniana, cuja composi¢do do LCR é normal 8.

As amostras de LCR a serem incluidas nesse estudo, foram colhidas em virtude de
indicagao de neurologistas para fins de diagnosticos das doengas suspeitas e nao

foram coletadas com a finalidade de serem utilizadas para esse estudo.

Cerca de 2ml de LCR e 1,5ml de soro foram encaminhados para o laboratério de
pesquisa da UNISA para a realizagcado das etapas experimentais. As amostras foram

armazenadas em freezer -80°C até o momento de sua utilizagao.

As aliquotas das amostras a serem captadas no laboratério Senne foram identificadas
por codigo alfa numeéricos que representa o registro interno do laboratorio, de forma a

preservar a identidade dos pacientes.
O trabalho foi aprovado no CEP sob parecer 55272749 em 09/08/2022.
Adicionalmente as amostras alguns dados demograficos também foram obtidos: sexo,

idade, e o resultado da banda oligoclonal.
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Para determinar a resposta humoral no soro dos pacientes de Esclerose Multipla
(grupo EM ) ao peptideo antigénico HERVs familias W (01) e K (02,05,06,07,08), e da
MOG , foram utilizados como controle negativo soros de doadores saudaveis (com
idade entre 06 e 62 anos) de dois diferentes bancos de soros coletados e também
aprovados pelo o CEP (5.152.962 e 056466/2020),

3 Critérios de inclusao e exclusdao de amostras.

Foram incluidas nesse estudo: amostras que tinham como indicagao clinica e suspeita
de Esclerose Multipla, que apresentavam resultado de banda oligoclonal (BOC)
positiva e amostras com diagnostico de pseudotumor. As amostras incluidas tinham

no maximo 6 meses de tempo de coleta.

Foram excluidas amostras que ndo apresentaram BOC positiva, ou que nao se
enquadraram no diagnostico de pseudotumor, que tinham volume insuficiente para as

analises.

4.4 Analises do LCR

4.4.1 Citologia do LCR

Foi realizada contagem global na cédmera de Fuschs-Rosenthal e diferencial dos
neutréfilos, quando contagem global for maior e igual a 4 células /mm3. Para o
diferencial de neutroéfilos fez —se o uso de citocentrifuga para confecgéo de lamina e
coloragdo de Leishman. Neutrofilos foram contados na ldamina com uso de um
contador e se diferenciaram em neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, basofilos,

eosindfilos, plasmaocitos e macrofagos.

4.4.2 Testes Bioquimicos

Os parametros bioquimicos do LCR, foram dosados pelo método colorimétrico
enzimatico: a proteina total (valor de referéncia: pungédo lombar até 45 mg/dl lombar)
a glicose (2/3 (60%) da glicemia sérica (aproximadamente 50 a 70 mg/dl) e o lactato
(valor de referéncia entre 10,8 a 19,6 mg/dl). Os valores de referéncia sdo os adotados
pelo Laboratério Senne.
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Foram realizadas as dosagens quantitativas de Ig e albumina e uma analise qualitativa
da Ig do LCR em comparagdo com a Ig sérica 8. Albumina e IgG foram determinadas
por nefelometria. O indice de IgG foi calculado: [IgG total (LCR) x albumina (soro)/IgG
(soro) x albumina (LCR)] x 100.

4.4.3 Bandas Oligoclonais

Eletroforese do LCR com bandas oligoglonais que € o método que consiste em
visualizar as imunoglobulinas no LCR a fim de que sejam comparadas com a
imunoglobulinas do soro do paciente. Através da técnica de focalizag&o elétrica forma-
se um gradiente de pH que & gerado e mantido no gel por anfdlitos sintéticos (tampdes
que aderem a agarose e que tem postos isoelétricos diferentes). Proteinas n&o
concentradas no LCR s&o colocadas neste gradiente migram eletroforeticamente até
que alcancem seus pontos isoelétricos, onde as proteinas serdo focadas. Apos a

separacao das proteinas é necessario visualizar as bandas.

A identificacdo de BOCs por focalizagao isoelétrica considerada o método mais
sensivel para detectar a sintese intratecal de 1gG 8.

De acordo com os critérios estabelecidos ha cinco possiveis interpretacdes
padronizadas, como se seguem: tipo 1 — normal; tipo 2 — BOC em LCR e ndo no soro;
tipo 3 — BOC no LCR e no soro, mas com mais bandas no LCR que no soro; tipo 4 —
com as mesmas BOCs no LCR e no soro; tipo 5 — com bandas monoclonais no LCR
e no soro. O numero de bandas ndo € levado em consideracdo, mas a
correspondéncia de bandas entre soro e LCR, 0 que explica porque esse método é

qualitativo e ndo quantitativo 5.

Os tipos 2 e 3 comumente indicam sintese intratecal de 1gG, o tipo 4 revela uma
inflamacédo sistémica na qual anticorpos do soro atravessam a barreira

hematoencefalica e o tipo 5 € encontrado em paraproteinemias sistémicas 2.

4.4 Sintese dos Peptideos de HERV W, K e MOG

Os peptideos foram sintetizados por Flose, B. R. 8. Que participa do nosso grupo e

analisou a similaridade entre a sequéncia do HERV-K e HERV-W nas proteinas da
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MOG, os peptideos selecionados tinham mais de 50% de similaridade, para que
houvesse resposta humoral, os peptideos ndo podiam ser proximos de 100% de
similaridade, sen&o o organismo poderia considerar como proprio e ndo geraria uma
resposta a esse peptideo. Também foi selecionado apenas os peptideos que
possuiam mais de 5 aminoacidos, isso porque peptideos menores poderiam nio ser
sintetizados pelo seu tamanho e acabariam também gerando uma resposta
inespecifica. Além disso foi analisado a localizagdo da sequéncia do peptideo dentro
da estrutura da proteina para que fosse possivel selecionar peptideos que estao

localizados externamente a membrana e que gerariam uma resposta humoral.

HERV-K pol (numero de acesso: M14123.1) e HERV-W Env (numero de acesso:
AAI37382.1) sequéncias de proteinas relacionadas a Esclerose Multipla, mais
especificamente a MOG (numero de acesso: CAA52617. 1) foram identificados no
banco de dados online do National Center for Biotechnology Information (NCBI —

GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ ). A analise foi realizada usando

algoritmos publicamente disponiveis(88). Sequéncias de aminoacidos do peptideo
foram selecionadas se apresentassem 50% ou mais de similaridade com MOG . Os
peptideos foram sintetizados pela fase solida 9-fluorenilmetiloxicarbonila, em um
sintetizador automatizado de multiplos peptideos (sistema PSSM-8; Shimadzu,

Toquio, Japao), conforme descrito anteriormente 899,

Para a sintese foi utilizado o reagente de acoplamento HBTU (N,N'-tetrametil-O-
benzotriazo-1-ilurénio tetrafluoroborato) / HOBt (1-hidroxibenzotriazol), em uma
resina NovaSyn® TGR (Millipore, EUA). A seguir, a resina foi lavada com
TFA:tioanisole:1,2-etanoditiol:agua (85:5:3:7) para remogao dos peptideos, seguida
de uma etapa de purificagdo por HPLC semi-preparativa em coluna C18 (Econosil™
Fisher Scientific, EUA). O peso molecular e a pureza dos peptideos (>95%) foram
verificados por cromatografia de fase reversa e por espectrometria de massa
(Shimadzu, Japao). Importante, os peptideos foram sintetizados e cordialmente
doados a nés pela Professora Maria Aparecida Juliano, da Universidade Federal de

Sao Paulo.

29



4.6 Ensaio de ELISA Anti-HERV-W e Anti-MOG

O ensaio de Elisa foi padronizado por Flose, B.R. (87) , placas de 96 pogos (Nunc
MaxiSorp, Thermo) que foram revestidas com 25 ul de peptideos (20 ug/ml) diluidos
em tampao carbonato/bicarbonato (pH 9,6) e colocados em camara fria, incubados a
4 °C. ApoOs 24 horas, os pogos foram bloqueados por uma hora com 3% de soro fetal
bovino (FBS) em tamp&o de lavagem (PBS com 0,1% de Tween-20). 25 ul de
amostras de soro, diluidas 1:500 em PBS e LCR diluidas 1:2 foram adicionados aos
pocos por 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas trés vezes com tamp&o de lavagem
e incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente com anti-lgG Humana
conjugada a peroxidase (Sigma) diluida em PBS-Tween 0,1% e Soro Fetal Bovino 1%
(1:5000). Apos trés lavagens com PBS-Tween 0,1%, 50 pyl de ABTS 1 mg/ml em
tampéo citrato 0,1 M, pH 4,0 (sigma) e peroxido de hidrogénio foram adicionados por
poco e parados com 1M HCI e lidos no leitor ELISA (Loccus, LMR-96) a 405

nandmetros.

4.7 Analises estatisticas

Os dados coletados foram inseridos em banco de dados construido no programa
GraphPad Prism versdo 6.0 (La Jolla, California) e avaliados por meio de estatistica
descritiva com calculos percentuais, frequéncias e médias assim como a elaboragao

dos graficos.

Para a comparagdo dos escores dos diferentes grupos, foi utilizado o teste de
normalidade, p < 0,05, foi escolhido o teste de Mann —Whitney (ndo paramétrico)

Para a correlagédo do LCR e soro, foi utilizado a regressao linear e teste de correlagéao
de Pearson.

Todos os testes foram realizados sob a admissao de probabilidade de erro de primeira

espécie (alfa) de 5%.
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5.0 Resultados

Foram coletadas 25 amostras de LCR e soro de pacientes com Esclerose Mdltipla, e
25 amostras de LCR de pacientes com pseudotumor, os dados demograficos das
amostras e a citologia, bioquimica, Indice IgG e BOC, a seguir:

Tabela 1 Dados demograficos das amostras e citologia, bioquimica, BOC do grupo da

esclerose multipla (GEM) e do grupo controle (GHII). LCR: liquido cefalorraquidiano,
lgG: imunoglobulina IgG, BOC (bandas oligoclonais).

Parametros GEM GHlII
Idade (anos) 34,8 £ 17,04 33,28 14,41
Sexo:
Feminino 18 20
Masculino 7 5
Citologia Global LCR:
Leucdcitos 5,41 16,23 1,2 1,75
Hemacias 31,71 £85,05 79,8 £383,4
Diferencial LCR:
Linfocitos 91,7 +4,37 68,3 +37,64
Bioquimica:
Proteina mg/di 32,3 £10,91 29,8 £13,0
Glicose mg/dI 58,3 £20,58 58,3+11,59
Lactato mg/dl 12,3 £4,45 13,38 £2,60
Indice 19G 1,0 £0,5
BOC:
tipo 02 20 (80%)
tipo 03 5 (220%)
Quantidade BOC:
2a7 9 (36%)
Acima de 8 16 (64%)

Em ambos os grupos idade média semelhante, com desvio de 17,04 e 14,41 para o
grupo esclerose e pseudotumor, respectivamente, devido cada grupo possuir 2
criangas com idade no grupo EM de 05 e 06 anos; no grupo controle 04 e 07 anos.

Predominio do sexo feminino em ambos os grupos.

Na contagem global de leucdcitos o grupo controle, com numero normal de leucécitos
(baixo de 4 /mm3) e no grupo da EM levemente aumentado (5,41 £6,23). Em relagao
a contagem global das hemacias 31,71 £85,05 no grupo EM, e 79,8 +383,4 no grupo

HII, deve-se a acidente de punc&o na hora da coleta. Na contagem diferencial ambos
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0s grupos apresentam predominio de linfocitos grupo EM 91,7 +4,37 e no grupo
controle 68,3 +37,64.

O resultado das dosagens bioquimicas se encontram dentro da normalidade para
ambos os grupos: proteina total (valor de referéncia: para pungao lombar até 45 mg/dl)
grupo EM 32,3 + 10,91 mg/dL ; grupo controle : 29,8 +13,0 mg/dL. Para a glicose (valor
de referéncia de 50 a 70 mg/dL) e grupo EM 58,3 + 20,58 mg/dL; grupo controle 58,3
+11,59 mg/dL o lactato (valor de referéncia 10,8 a 19,6 mg/dL)) grupo EM 12,3 + 4,45
mg/dl; grupo controle 13,38 +2,60 mg/dL.

O indice de IgG, avalia a producdo de IgG intratecal e € calculado a partir do 1gG
analisado no soro e no LCR. é realizado somente no grupo da EM (1,0 £0,5) o indice
acima de 0,7 indica a sintese de IgG no SNC.

Na avalicdo da BOC o tipo com maior predominio (80%) tipo 02, compreende 2 ou
mais bandas no LCR n&o no soro, tipo 03 (20%) com bandas no LCR e no soro. Os

tipos mais comuns na EM.

Em relagdo ao numero de bandas: 64% das amostras apresentam acima de 08
bandas na BOC, e 36 % das amostras apresentam 2 a 7 bandas na BOC. Como

mostra a figura seguir de um gel de agarose de BOC desse estudo.
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SORO LCR

Figura 1: Gel de eletroforese das bandas oligoclonais (BOC), mostra as bandas
correspondentes no soro (a esquerda) com as setas correspondentes no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (a direita)

Os peptideos sintetizados por Flose, B.R. (87) foram comparados com a
sequéncia da glicoproteina da mielina de oligodendrécitos (MOG) (CAA52617.1), para
visualizar a presenga de uma regiao de similaridade (Tabela 2). Para realizar esta
andlise, a sequéncia MOG em Gen/Bank foi selecionada e analisada no site Expasy.
Os parametros utilizados foram: matriz de comparacdo BLOSUM62 e 100
alinhamentos foram computados. Houve cerca de 50-80% de similaridade entre os

peptideos e a sequéncia MOG (Tabela 2)

Tabela 2. Comparacgao entre os Peptideos HERYV sintetizados e a MOG.

Peptideo Posicdo  Posicdo % ; Pontuagdo Posigao Residuos
No No #aa No de
peptideo HERV MOG MOG

LVGPL 571
LVGPLVSNL 1 VS 7 24.0 217 VLGPLVA
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PWEWGEKGIS ISTP 50.0

2 9 11.0 4 LSRP
TP 4
5 WSGNQTLETR 3 GNQTL 50,0 17,0 88
GDQAPEYR
D ETR 9
6 LGIPTYAMS 4 PTYAM 50,0 14,0 147 PFYWVS
S 6
7 ECVANSAVIL 7 AVIL 50,0 11,0 223
ALl
4
5 PSFGR 60,0 17,0 71 PPFSR
5
8 VTHVPSFR 4 VPSFG 60,0 150 215 VPVLG
5
2 THVPS 50,0 14,0 196
FGR g TFDPHFLR

A tabela mostra que os peptideos 1 sdo de HERV-W e 2-8 sdo de HERV-K, sequéncia
de peptideos sintetizados (Peptideo), residuos semelhantes na sequéncia de HERV
e MOG (glicoproteina da mielina de oligodendrocitos) estdo em negrito, porcentagem

de similaridade (%), numero de residuos semelhantes (#a, aa)

Para determinar a resposta humoral no LCR ao peptideo antigénico HERVs familias
W (01) e K(02,05,06,07,08), e do MOG foram utilizados nos LCRs do grupo da EM e
do grupo pseudotumor (HII). O Elisa foi realizado utilizando 25 ul de peptideos (20
pg/ml) de peptideos para revestir os pogos com diluicdo 1:2 do LCR.

Observa-se resposta humoral anti MOG e HERV-W nos 2 grupos (p < 0,001 e p =
0,0142 respectivamente) em relagdo ao HERV-K houve resposta humoral nos
peptideos 06 , 07 , 08 (p= 0,0007; p =0,0009; p<0,0001); ndo houve resposta humoral
ao HERV-K nos peptideos 05 (p = 0,0816) e 02 (p= 0,0574). Conforme a seguir:
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Figura 2. Comparagdo dos peptideos MOG (A) (glicoproteina da mielina de
oligodendracitos) e pep 01 (B) (HERV-W) no LCR (Liquido cefalorraquidiano) do grupo
controle (HII -pseudotumor ) e grupo da EM ( esclerose multipla).
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Figura 3. Comparacao dos peptideos do HERV-K (Pep 02 (A ') ,05 (B), 06 (C) ,07 (D)
08(E) , no LCR (liquido cefalorraquidiano) no grupo controle HII ( pseudotumor ) e no
grupo EM ( Esclerose Multipla).

Para determinar a resposta humoral no soro dos pacientes de Esclerose Multipla
(grupo EM) ao peptideo antigénico HERVs familias W (01) e K (02,05,06,07,08), e do
MOG , foram utilizados como controle negativo : soros de doadores saudaveis de dois
diferentes bancos de soros . O Elisa foi realizado utilizando 25 pl de peptideos (20

pg/ml) de peptideos para revestir os pogos com diluicdo1:500 do soro em PBS

Observa-se resposta humoral no soro dos pacientes de Esclerose Multipla
(grupo EM) ao peptideo W (p= < 0,0001 ) a MOG ( p= 0,0119 ), ao peptideos da
familia K : 02 , 05 ,06 e 07 ( p=0,0006 ; p = 0,0100 ; p =0,0086 ; p < 0,0001 ;
respectivamente ) .Ndo houve resposta humoral ao peptideo 08 da familia K
(p=0,1937).Conforme a seguir :
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Figura 4. Comparagdo dos peptideos MOG (A) (glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos) Pep 01 (B) (HERV-W) e os peptideos da familia K (02 (C),05 (D),06
(E),07(F),08 (G)) no soro dos pacientes de esclerose multipla (grupo EM ,soro positivo)
e soro negativo (grupos de doadores).
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Para determinar a correlagdo da resposta humoral no LCR e soro dos pacientes com
Esclerose Multipla ao peptideo antigénico HERVs familias W (01) e K
(02,05,06,07,08), e do MOG foram utilizados os LCRs do grupo da EM e o soro do
grupo da EM. O Elisa foi realizado utilizando 25 pl de peptideos (20 ug/ml) de

peptideos para revestir os pogcos com diluicdo 1:2 do LCR e 1:500 para o soro.

Observa-se correlagao da resposta humoral anti MOG e HERV-W no LCR e soro dos
pacientes com Esclerose Multipla (p = 0,0170 e r = 0,4728 para MOG e p < 0,0001 e
r =0,7240 para HERV -W). Foi observado correlagao a resposta humoral da familia K
nos peptideos 05,06 e 07 (para Pep05 p=0,0126 e r = 0,4914, para Pep 06 p = 0,0025
e r =0,5780, para Pep 07 p= 0,0010 e r= 0,6178). Nao foi observado correlagéo aos
peptideos 02, 08 (para Pep 02 p = 0,0617 e r= 0,3790, para Pep 08 p= 0,3054 r=
0,2135) A seguir:
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Figura 5. Correlacdo dos peptideos MOG (A) (glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos) Pep 01 (B) (HERV-W) e os peptideos da familia K (02, (C ),05 (D),06
(E),07 (F),08 (G)) no LCR e soro dos pacientes de Esclerose Multipla.

6.0 Discussao

Os resultados encontrados nos LCRs do grupo da Esclerose Multipla, s&o
caracteristicas tipicas da EM encontrados na literatura: contagem de leucocitos
levemente elevado °' predominio de linfécitos %2, Indice de IgG acima de 0,7 e BOCs
tipo 2 e 3, que caracterizam a sintese intratecal das imunoglobulinas, sem quebra da

barreira hematoencefalifca 9394,

Os peptideos usados nesse trabalho, foram utilizados num estudo anterior Flose,B.
R.8” sendo peptideos do envelope HERV-W (env) e da polimerase HERV-K (pol) que
possuem 50 % de similaridade com a MOG, mostram locais potenciais para a resposta
autoimune, por um possivel mecanismo de mimetismo molecular entre os HERVs e a
MOG 58,59,95_

Outros estudos usaram peptideo relacionado ao HERV —-W env, demostrando a
presenca de anticorpo anti HERV-W no LCR e no soro de pacientes com esclerose
multipla, a maioria pela técnica de PCR % , como demostrado no presente estudo a
resposta anti-HERV-W no LCR de pacientes com EM (p=0,0142) e no soro (p< 0,0001)
pela técnica de ELISA, foi demostrada em estudos anteriores 7-%,

O estudo de Arru et al 8 demostrou anticorpos anti HERV-K env no LCR e soro de
pacientes com esclerose multipla, descrevemos aqui peptideos HERV-K pol com
resposta humoral no LCR de pacientes da esclerose multipla (peptideos 06,07 ,08
(p=0,0007; p=0,0009; p<0,0001, respectivamente), no soro da EM (peptideos 02,
05,06,07; p=0,0006; p=0,0100; p=0,0086; p<0,0001, respectivamente ), sendo o gene
pol pouco investigado para doengas autoimunes, a maioria apresenta estudos
anteriores com resposta humoral aos genes gag, env do HERV-K em diferentes
populagbes de esclerose multipla 9100,

Ainda nesse estudo de Arru et al %, foi demostrado correlagdo HERV-W env positiva
entre o LCR e soro dos pacientes com EM , como também demostrado no presente

estudo correlagdo do HERV-W no LCR e soro (p<0,0001 e r=0,7240).
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Demostramos também correlagéo positiva entre LCR e soro dos pacientes com EM
para : MOG (p=0,0170 e r=0,4728) , HERV-K pol (peptideos 05: p=0,0126 r=0,4914;
peptideo 6: p=0,0025 e r=0,5780; peptideo 7: p=0,0010 e r=0,6178 ).

Em relagdo a resposta humoral do LCR de esclerose multipla ao MOG (p<0,001).
Outros estudos ja demostraram essa resposta de anticorpos anti-MOG no LCR de
pacientes com esclerose multipla utilizando o método de Elisa, indicando que foram

sintetizados via intratecal, naqueles pacientes que apresentavam pela as BOC
77,101,102

No estudo de Jarius et al, que € o maior e mais abrangente em achados do LCR na
EM, nao identificou resposta do anti -MOG no LCR , devido a auséncia das BOCs na
suas amostras adultas e pediatricas 1931%4, Nesse estudo houve o viés das amostras

serem congeladas , podendo ter pedido durante o descongelamento as BOCs .

O estudo de Reindi "% e no de Sun % demostrou-se que os anticorpos anti-MOG no
LCR e no soro de pacientes com Esclerose Multipla, como demostrado no presente
estudo LCR p<0,001 e no soro p=0,0119. Descrevemos uma correlagao positiva de
anticorpos anti-MOG no soro € no LCR o que indica uma condigao sistémica de
circulagao, uma produgao de anticorpos anti-MOG, o que pode sugerir que este teste

poderia ser detectado com uma abordagem menos invasiva com relevancia clinica.

Os peptideos sintetizados possuem 50 % similaridade a MOG, demostramos
correlacdo do Anti-MOG no soro dos pacientes com EM com Herv-W (pep01), no
Herv-K( peptideos 05,06,07) . Houve correlagao do anti -MOG no LCR dos pacientes
com EM com Herv -W (pep 01). Mostrando possiveis locais potenciais para a resposta

autoimune, por meio de mimetismo molecular entre os HERV's e a MOG 585995,

O presente estudo apresenta a limitagdo de ndo conseguir avaliar qual tipo de EM o
paciente apresenta, pois s6 temos os dados das bandas oligoclonais no momento do
diagnéstico. E conhecido que independentemente da apresentacao clinica distinta da
EM a atividade transcricional do HERV-W é alta .

Outra limitagdo ndo tinhamos o soro de pacientes com HlIl, ndo tinha indicacéo clinica
para a coleta. Para avaliar a resposta humoral no soro, foi necessario utilizar como

controle o banco de soro.
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Os proximos estudos deverao centrar-se em estudar o nivel de anti -HERV-W e K nos
tipos de EM. Selecionamos peptideos restritos que ndo excluam outros locais
potenciais semelhantes ao MOG que possam ser de interesse para desencadear
resposta autoimune. Outros peptideos devem ser considerado de outra forma para
compreender de forma abrangente a dinamica da resposta de anticorpos contra este

virus e talvez contra auto antigenos.

7.0 Conclusao

Através do método de Elisa indireto demostramos resposta humoral anti-HERV-W
(env) e anti-MOG e anti-HERV-K (pol) no LCR e soro de pacientes com EM .
Utilizamos peptideos que foram sintetizados possuindo 50 % de similaridade com a
MOG, que mostram locais potenciais para a resposta autoimune, por meio de
mimetismo molecular entre os HERVs e a MOG.

No presente estudo trazemos resposta humoral anti-HERV-K para genes da pol
(polimerase), gene pouco estudado nas doengas autoimune como a EM , ndo havendo
publicacdes ate 0 momento .

Varias evidéncias apontam para o papel dos HERVs na patogénese da EM e os niveis
de concentragcdo de anticorpos anti-HERV-K, W e MOG no soro e no LCR se
correlacionam positivamente, acredita-se que isso pode ser usado como um

biomarcador para da doenga da EM.
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