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RESUMO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca desmielinizante crénica do sistema nervoso
central que afeta principalmente adultos jovens. Bandas oligoclonais (OCB) do tipo IgG no
liquido cefalorraquidiano (LCR) sdo observadas em até 90% dos pacientes com EM, e a
focalizacdo isoelétrica (IEF) é considerada o padrao-ouro para a sua deteccdo. Este
procedimento é demorado e sujeito a variabilidade interobservador.

Estudos recentes tém sugerido que o aumento dos niveis de cadeias leves livres do tipo
kappa em LCR (KFLCLcr) pode apoiar o diagnostico de EM. O objetivo deste estudo foi
avaliar o desempenho da KFCLLcr como uma ferramenta diagndstica na EM.

KFLCrcr (nefelometria, N Latex FLC Kappa, BNII-Siemens) e OCB (IEF, SPIFE® IgG
IEF-Helena Laboratories) foram analisadas em 140 amostras pareadas de LCR/soro de
140 pacientes com suspeita de Esclerose Multipla. A andlise estatistica envolveu a
realizacdo da curva ROC e dos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney além do calculo
do coeficiente de correlagao de Spearman do e coeficiente de Kappa.

A concentracdo de KFLCLcr foi significativamente maior em pacientes com presenca de
OCB (p <0,001). A analise estatistica revelou uma 6tima concordancia entre KFLCLcr € 0
diagnostico de EM (r = 0,9000, kappa = 0,69, p<0,001). O valor de corte de 0,90 mg/L para
KFLCLcr conseguiu identificar pacientes com diagnéstico de EM com alto valor preditivo
negativo (90%) e alta especificidade (92%). Dentre os 140 pacientes, 99 eram portadores
de outras desordens neuroldgicas que ndo a EM. Neste grupo, 85 pacientes apresentavam
OCB e KFLCLcr negativos, enquanto 4 individuos foram positivos para OCB e KFLCLcr.
Entre os 41 pacientes com EM, observamos OCB + / KFLCLcr + (n = 29); OCB + / KFLCLcr -
(n=7); OCB- / KFLCwLcr- (n = 3), e OCB- / KFLCLcr + (n = 2). A presenga de KFLCLcr no soro
ndo diferiu entre os grupos, sugerindo producdo intratecal . Apesar de uma ligeira
reducdo na especificidade, a associacao entre KFLCLcr e OCB provou ser uma excelente
ferramenta para a triagem de EM, apresentando maior sensibilidade do que cada teste
isoladamente. Os nossos dados mostram que, além de ser um ensaio automatizado,
quantitativo e de facil padronizacao, a determinacao de KFLCLcr pode ser uma ferramenta
adicional no diagndstico da EM excluindo com seguranca pacientes com acometimento

nao inflamatoério do sistema nervoso central.

PALAVRAS-CHAVE: Esclerose Multipla; Bandas Oligoclonais; Cadeias Kappa de

Imunoglobulinas.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a chronic demyelinating disease of the central nervous system
that mainly affects young adults. IgG Oligoclonal bands (OCB) in cerebrospinal fluid (CSF)
are observed in up to 90% of patients with MS being isoelectric focusing (IEF) considered
the gold standard for its detection. This procedure is time-consuming and subject to
interobserver variability.

Recent studies have suggested that increased levels of kappa free light chain (KFLCcsr)
may support the diagnosis of MS. The objective of this study was to evaluate the
performance of KFCLcsr as a diagnostic tool in MS.

KFLCcsr (Nephelometry, N Latex Kappa FLC, BNII-Siemens) and OCB (IEF, SPIFE® IgG
IEF-Helena Laboratories) were analyzed in 140 paired CSF/serum samples. The statistical
analysis involved the realization of the ROC curve and the Kruskal-Wallis and Mann-
Whitney tests in addition to the calculation of Spearman's correlation coefficient and
Kappa coefficient.

Concentration of KFLCcsr in the CSF were significantly higher in patients with positive
OCB (p <0.001). Statistical analysis revealed a great concordance between KFLCcsr and
the diagnosis of EM in CSF samples (r = 0.9000, kappa = 0.69, p <0.001). The cutoff value
of 0.90 mg/L for KFLCcsr was able to identify patients with the diagnosis of EM with high
negative predictive value (90%) and high specificity (92%). Among the 140 patients, 99
patients had other neurological disorders. In this group, 85 patients had negative OCB and
KFLC, while 4 subjects were positive for OCB and KFLCcsr. Among the 41 MS patients, we
observed OCB +/KFLCcsr + (n=29); OCB +/KFLCcsr - (n=7); OCB-/KFLCcsr - (n = 3), and
OCB-/KFLCcsr +(n=2). The presence of KFLCcsr in serum did not differ between groups,
suggesting intrathecal production. Regardless a slight reduction in specificity, the
association between KFLCcsr and OCB proved to be an excellent tool for MS screening,
presenting greater sensitivity than each test alone. Besides being an automated,
quantitative and easily standardized assay, our data show that KFLCcsr may be an
additional tool in the diagnosis of MS and may safely exclude patients with non-

inflammatory CNS involvement.

KEYWORDS: Multiple Sclerosis; Oligoclonal Bands, Immunoglobulin kappa-Chains.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Doenca

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga cronica, autoimune e inflamatéria do
sistema nervoso central (SNC) de etiologia desconhecida. A doenca afeta principalmente
mulheres e é uma das causas mais comuns de incapacidade ndo traumatica em adultos
jovens (entre 20 e 40 anos). E uma patologia complexa que envolve processos
independentes de inflamacdo, desmielinizacdo, neurodegeneracdo, remielinizacdo e
reparo axonal.[1-12]

O diagnostico de EM é um evento que muda a vida dos pacientes, geralmente
seguido por uma terapia cara e de longo prazo, associada a indmeros efeitos colaterais.
Por ser uma doenca ainda incuravel, varios estudos descrevem os beneficios do
tratamento precoce. Por isso, todos os esfor¢os possiveis devem ser tomados para

garantir o diagndstico correto e o mais cedo possivel.

1.2. Etiologia

A etiologia dessa doenca, embora desconhecida, envolve, presumivelmente,
interacdo entre fatores genéticos, ambientais e outros que desencadeiam um ataque
autoimune aberrante, resultando em danos a mielina e axonios.[*] Embora a EM nido seja
uma doenga hereditaria, existe um forte componente genético para a sua etiologia, como
evidenciado pelo agrupamento de casos de EM em familias. O risco de desenvolver a
doenca entre parentes de primeiro grau de pacientes com EM é 10-50 vezes maior que a
populacio geral (risco absoluto 2-5%). [2 4 11]

Entre os fatores ambientais, a infeccao pelo virus Epstein-Barr (EBV) e a
deficiéncia de vitamina D tém sido extensivamente estudados e fortemente ligados ao
risco de EM.[2 4 9. 111 O risco de desenvolver esclerose multipla é aproximadamente 15
vezes maior entre individuos com histéria de infec¢do por EBV na infancia e cerca de 30
vezes maior entre os infectados com EBV na adolescéncia ou mais tarde na vida.[*] Pessoas
que possuem geneticamente niveis baixos de vitamina D, tem o dobro de risco de
desenvolver Esclerose Multipla ao longo da vida, sugerindo uma relacdo da deficiéncia de
vitamina D com a EM[3. 14, A identificacdo da deficiéncia de vitamina D, bem como a

infeccdo por EBV como um fator de susceptibilidade causal para EM tem uma implicacdo
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importante para a saude publica, um vez que tais situa¢cdes sdo bastante comuns na

populacdo geral, o que implicaria em uma grande parcela de pessoas susceptiveis a EM.

1.3. Manifestacao Clinica e Diagndstico Diferencial

Individualmente, existe uma consideravel diversidade no curso clinico da EM
representando a complexidade da sua fisiopatologia.[!> 16] Isso reflete ndo apenas o
envolvimento aleatério de vias anatomicas (sensoriais, motoras, visuais ou tronco
encefalico) com sintomas que variam de acordo com o local das lesdes neurolégicas, mas
também representa diferencas fundamentais na etiologia, nos mecanismos da doenca e
nas respostas ao tratamento.l* % 171 Portanto, é dificil estabelecer um prognoéstico para
esses pacientes ou determinar a eficacia dos diferentes farmacos empregados. Com isso
uma proporgao consideravel de pacientes experimenta algum tipo de progressdo apds a
fase de remissdo inicial o que pode levar a uma incapacidade bastante significativa.[2 4 17]

1.3.1. Sindrome Clinica Isolada (SCI) e Radioldgica Isolada (SRI)

Na maioria dos pacientes, a EM inicia-se com um primeiro surto clinico
denominado SCI. Ocasionalmente, a doenca é detectada de forma incidental em
Ressonancia Magnética (RNM) através de lesdes assintomaticas sugestivas de EM sendo
classificada como SRI.[#5.7.18-20] A apresentacdo da SCI pode ser monofocal ou multifocal,
dependendo da quantidade de sitios anatomicos envolvidos, tais como o nervo dptico,
tronco cerebral / cerebelo, medula espinhal ou ocasionalmente hemisférios cerebrais. [+
8, 21]

A conversao de SCI para EM é uma ocorréncia frequente, (pois até 85% dos
pacientes com SCI desenvolverdo EM de acordo com os critérios de McDonald), mas nao
universal, (ja que aproximadamente 20% dos pacientes tém um processo auto-limitado).
Isto pode criar um dilema diagndstico e terapéutico dada a dificuldade em predizer quem
sera convertido em EM ou nao. [47,11,18,19]

Sendo assim, o diagnostico de EM de acordo com a revisdo 2010 dos critérios de
McDonald, sé pode ser estabelecido nos pacientes com SCI, quando estes apresentam um
segundo evento clinico (recorréncias dos sintomas), ou quando na RNM ha evidéncia de

disseminacdo de lesdes no espago (DE) e tempo (DT) - (Tabela 1 e 2). [+ 511, 18]
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Tabela 1. Critérios de McDonald - RNM para demonstrac¢ao de DT*

DT pode ser demonstrado por, um ataque clinico e:

1. Uma nova lesdo T2 e / ou captante de gadolinio na ressonancia magnética de
seguimento, com referéncia a uma imagem anterior de base, independentemente

do momento da imagem de base.

2. Presenca simultdnea de lesdes assintomaticas que captam e ndo captam
gadolinio a qualquer momento. Nao é necessario fazer distingdo entre as lesdes
sintomaticas e assintomaticas de RNM tanto para DE como para DT (baseada em

evidéncias).

DT* - dissemina¢do no tempo

Tabela 2. Critérios de McDonald - RNM para demonstracio de DE*

DE pode ser demonstrada por 2 ataques clinicos e:

1. =1lesdes T2 em pelo menos 2 das 4 areas do SNC:
e Periventricular
e Justacortical
¢ Infratentorial

e Coluna vertebral

*DE - dissemina¢ao no espacgo

1.3.2. Neurite Optica (NO)

Cerca de 20-31% dos pacientes com SCI apresentam neurite Optica aguda. A

neurite Optica é uma condi¢cao inflamatéria aguda multi-etiolégica que afeta o nervo

optico causando dor retro-orbital, deficiéncia visual, escotoma e dor ao movimento

ocular. 37 A neurite Optica esta altamente associada a esclerose multipla, e 50% desses

casos evoluem para EM apds cerca de 15 anos. [3.°]

A neuromielite éptica (NMO, sindrome de Devic) e a EM sdo doengas idiopaticas,

autoimunes desmielinizantes do SNC. [18 22]1As manifesta¢cdes cardinais da NMO,

notadamente a mielite transversa (MT) e a neurite 6ptica (NO), ndo sdo especificas da

NMO e também sdo comuns na EM, o que explica por que a NMO foi considerada por muito

tempo como uma variante da EM. [8.18,22,23]
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Na sua revisao atual, o Painel Internacional de diagnéstico de Esclerose Multipla
(Critérios de McDonald) concentrou-se especificamente no diagndstico diferencial,
muitas vezes problematico, entre EM, NMO e distarbios do espectro NMO.31 A
identificacdo dos anticorpos NMO-IgG contra a proteina do canal de agua aquaporina 4
(AQP4), envolvido na homeostase dos fluidos no SNC, facilitou consideravelmente a
distingdo entre NMO e EM. Este é um biomarcador altamente especifico e um gatilho de
auto-imunidade para NMO. [818.22,24] £ interessante ressaltar que aproximadamente 80%
dos pacientes com NMO apresentam anticorpos NMO-IgG, diferentemente dos pacientes
com EM onde essa positividade é baixa. No entanto, quando esse teste é positivo, coloca

esses individuos em uma interface entre EM e NMO.[8 18,22, 24]

1.4. Classificacao

A EM caracteriza-se por dois fendmenos clinicos: surto e progressao. O fen6tipo
clinico é classificado com base na presenca e no momento dessas duas caracteristicas.
Uma proporgao significativa dos pacientes entrara numa fase progressiva da doencga. A
doenca progressiva refere-se a acumulacdo insidiosa de déficits neuroldgicos
independentes das recorréncias. [2 25]

0 paciente com SCI, que apresenta um segundo surto apds o periodo de remissao,
diagnosticado como EM, leva a denominagdo de Esclerose multipla remitente-recorrente
(EMRR), ja que apresenta uma série de eventos clinicos subagudos que diminuem
espontaneamente, onde os pacientes geralmente retornam a fun¢do neuroldgica quase
normal na cessacdo de cada episddio. [5 91 A remissdo dos sintomas apés um ataque pode
estar relacionada com a resolugdo de inflamacao, remielinizacdo e / ou reorganizacgdo de
canais de sodio ao longo de axonios desmielinizados. []

Uma propor¢dao de pacientes com EMRR (25-40%) desenvolve uma doenca
progressiva secundaria (EMPS) onde em um periodo de tempo variavel pode haver
avango irreversivel da incapacidade clinica com surtos pouco frequentes ou mesmo raros,
embora a intervencao terapéutica precoce possa atrasar esse tempo de progressao. [% 4]

Ja os outros 10 a 15% dos doentes com EM terdo uma EM progressiva primaria
(EMPP), caracterizada por progressao clinica a partir da iniciagdo da doenca sem
recorréncias e remissoes anteriores. Nesse caso, a doenca apresenta-se tipicamente como
uma mielopatia progressiva com uma idade mais avangada de inicio e envolvendo uma

maior propor¢ao de homens. [2, 4]
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1.5. Patogénese da doenca desmielinizante

A patogénese da doenga gira em torno das placas ou lesdes no SNC que sdo areas
focais de desmielinizagdo associadas a inflamagdo variavel e perda axonal que afetam
predominantemente a substdncia branca do cérebro, medula espinhal e nervos épticos,
mas também podem envolver o coértex cerebral, incluindo regides subpiais. [z 4 91 Os
infiltrados inflamatérios associados as placas consistem em células T ativadas
(predominantemente CD8+, com presenca variavel de células CD4+), macro6fagos
ativados, células plasmaticas e células B. [2 4] [sto reflete tanto a resposta imune celular
como humoral e consequentemente o engajamento de diferentes mecanismos
imunopatolégicos na destruicao de tecidos do SNC.

A patogénese mediada por células T (celular), tem papel importante no
desenvolvimento de lesdes da esclerose multipla [2¢] , j& que envolve uma reacdo
inflamatéria, com ativacao de células T auto-reativas que, por sua vez, ativam a microglia
e recrutam macroéfagos, que causam desmielinizagdo e subsequente lesdo neuroldgica. [2
11, 27, 28]

Vérios estudos indicaram as células B, como componente humoral do sistema
imunolégico adaptativo, como sendo participantes ativas na patogénese e manutencao da
lesdo ao longo do processo da doenca, possivelmente através da apresentagdo de
antigenos para células T e secre¢do de autoanticorpos detectados na analise do Liquido
Cefalorraquidiano (LCR), através do indice de IgG (Imunoglobulina G) e OCBs. [+ 8.26,29,30]

Estruturas de foliculos linféides ectépicos foram descritas nas meninges de
pacientes [1. 1127, 28, 31, 32] com EMPS. Essas estruturas contém células B proliferantes
sugestivas de centros germinativos, bem como células plasmaticas, células T e células
dendriticas. Curiosamente, proximo aos foliculos meningeos foi visto um gradiente de
piora da perda neuronal e axonal, sugerindo que poderia haver um elemento citotéxico
humoral parcialmente responsavel pela desmielinizacao cortical observada na patologia

da substancia cinzenta. [4 32]
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1.6. Diagnostico
Ao longo dos anos foram publicados diferentes critérios diagnosticos que
incorporam alteragdes nos exames de RNM e LCR, sendo os mais recentes e amplamente

aceitos os critérios de McDonald e sua versio revisada.[33l

1.6.1. Os critérios de McDonald

Os critérios foram propostos por um painel internacional de especialistas em
associacdo com a National Multiple Sclerosis Society e revisados ao longo dos anos para
orientar o diagnostico e manejo da EM e atualmente baseiam-se na apresentacdo clinica
e RNM do cérebro e da medula espinhal. [23. 34] Muito embora esses critérios sejam
baseados nesses dois parametros, na pratica clinica a analise do LCR é amplamente
utilizada por sua extrema importancia no diagndstico diferencial de inimeras patologias
do SNC.

0 conceito basico por tras desses critérios é a demonstracdo de disseminacdo no
tempo e espaco (tabelas 1 e 2) associado a exclusdao de outras condi¢des que podem
mimetizar a EM de acordo com seu perfil clinico e laboratorial. [+ 58,9, 21]

Devido as complexidades clinicas e fisiopatolégicas da doencga e considerando que
as manifestacdes clinicas na EM se sobrepdem a outras doencas neuroldgicas, o
estabelecimento de marcadores satisfatorios para a Esclerose Multipla seria de grande
valia. [11.16,17]1 Mesmo diante de muitos esforgos, ainda ndo ha um biomarcador inico para
o diagnoéstico dessa doencga o que faz com que este seja usualmente baseado em achados
clinicos, apoiado por estudos de potencial evocado, pela neuroimagem (RNM), e pela

andlise do LCR.[2.4.5.8]

1.6.2. Potencial Evocado (PEV)
Visam identificar lesdes clinicamente silenciosas em vias visuais, do tronco

encefalico ou da medula espinhal.

1.6.3. Ressonancia Magnética (RNM)

Fornece ao médico uma grande variedade de biomarcadores neuroinflamatorios
muito embora, as técnicas de RNM classicas ndo permitam uma correlagdo adequada
entre a neurodegeneracgao e a progressdo da incapacidade.[11.161 Os critérios de RNM para

EM sdo baseados na presenca de lesdes focais na substancia branca do SNC, que sdo



20

consideradas tipicas para esta condi¢cao em termos de distribui¢cao, morfologia, evolugao
e anormalidades de sinal na RNM convencional (p. ex., ponderacao T2, T2- FLAIR, exames

ponderados T1 pré e pos-contraste)- (Apéndice I).[° 16]

1.6.4. Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

O LCR é uma fonte promissora de biomarcadores na EM, uma vez que € o fluido
corporal com maior contato anatémico com a patologia do SNC e pode refletir alteracdes
bioquimicas associadas a doenga. [2.9.2010s achados diagnosticos do LCR em pacientes com
EM incluem a pesquisa qualitativa de bandas oligoclonais de IgG e a determinacao do

l,ndlce de IgG quantltatlvol [2, 8, 11, 15, 17, 20, 27, 29, 30, 33, 35-37]

1.6.4.1. O indice de IgG

Apresenta-se elevado em cerca de 70% a 90% dos pacientes com EM, mas
raramente é anormal em pacientes negativos para OCBs. Um indice de IgG
isoladamente elevado deve despertar suspeita clinica para uma doencga

desmielinizante no contexto clinico apropriado. [4 15, 38,39]

CALCULO DO iNDICE DE IGG:
IgG LCR / IgG no soro

[albumina LCR / albumina sérica]

1.6.4.2. Bandas Oligoclonais (OCBs)

Foram primeiramente descritas por EC Laterre em 1964, usando eletroforese em
gel.1316 As OCBs sdao imunoglobulinas (IgG, [gM ou IgA) sintetizadas por um ou poucos
clones de plasmocitos, derivados de linfocitos B, em resposta a presenga continua de um
antigeno unico e altamente especifico. Sua detec¢ao apenas no compartimento liquorico
sugere fortemente o diagnostico de EM. [15,17,29]

Apesar da elevada sensibilidade diagnostica (cerca de 90%), a OCB nado é
patognomonica da EM, especialmente devido a sua baixa especificidade (35%), ja que sua
positividade em outras doencas neuroldgicas, pode persistir por mais de 2 anos. Essas
patologias incluem infeccdes e doencas inflamatérias, cerebrovasculares,
paraneoplasicas e até mesmo ndo-inflamatérias, tornando dificil a diferenciacdo da EM de

outros diagnoésticos neurolégicos. [2-4 11, 15-17, 33, 35, 37, 39]. Consequentemente, um teste
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laboratorial positivo para OCB tem um valor preditivo negativo elevado (VPN) e um valor
preditivo positivo baixo (VPP), tornando-se uma ferramenta de rastreio muito sensivel,
mas nao de diagndstico.[15]

A importancia e o uso do exame do LCR no processo de diagndstico da EM parece
ter diminuido quando se considera a ultima revisao dos critérios diagnosticos!?11 (2010)
dessa patologia. Porém, a analise do LCR se manteve extremamente Util pelos critérios de
McDonald em duas situagdes: a. pacientes com Esclerose Multipla na forma progressiva
primaria (EMPP) - Tabela 3, mantendo-se ainda como um dos critérios obrigatoérios para
o diagnoéstico desses pacientes [+ 5 211 e b. pacientes com apresentacao clinica ou idade de
inicio atipicos, bem como com RNM negativa ou com uma RNM que ndo satisfaz os
critérios para a dissemina¢do da doenca no tempo e espaco. Vale ressaltar que estas
formas de apresentacdes atipicas ndo sdo incomuns nesta doenca que tem a clinica e
apresentacao tao variavel. 13.1520,27 [11,15,29,40]

Atualmente, o método mais sensivel para a detec¢ao de OCBs na EM é a focalizacao
isoelétrica (IEF) em gel de agarose (sensibilidade superior a 95%.). Considerada o
padrdo-ouro para a demonstracao qualitativa de IgG oligoclonal, o método separa as

proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico. [8 15,27, 29,30, 33,35-37]

Tabela 3. Critérios para EMPP - Critérios de Mc Donald

1 ano de progressao da doenga, mais 2 dos seguintes critérios :

a. Evidéncia de DE no cérebro
b. DE na medula espinal (= 2 lesdes T2 no cordao)

c. OCBs Positivas e / ou elevacao do indice de IgG

1.7. Cadeias Leves Livres

Mesmo apés décadas de pesquisa, a EM ainda permanece um mistério nao
resolvido. Como o conhecimento da patogénese, curso e tratamento da doenca é limitado,
a identificagdo de novos biomarcadores contribuird para uma melhor compreensao dos
processos da patologia. [2 16]

Recentemente, estudos tém indicado um potencial valor diagndstico das cadeias
leves livres (FLCs) no LCR de pacientes com EM. [15,20,29]

As cadeias leves livres dos tipos kappa (KFLC) e lambda (LFLC), sdo proteinas

secretadas por células plasmaticas ativas, junto com imunoglobulinas intactas (figura 1).
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6142437 Por isso foram inicialmente utilizadas em soro e urina para auxiliar o diagnéstico
e monitoramento de desordens relacionadas a células plasmaticas.

A deteccdo de FLCs é um auxilio diagndstico importante para uma variedade de
gamopatias monoclonais, como mieloma multiplo, macroglobulinemia de Waldenstrom,
gamopatia monoclonal de significado indeterminado. A medigao precisa das cadeias leves
livres monoclonais no soro e / ou na urina é especialmente importante nas doencas de
cadeia leve, como mieloma, amiloidose sistémica primaria e doenca de deposicdo de
cadeia leve. A capacidade de quantificar FLCs monoclonais pode ser util também na
monitoriza¢do da doencga. A deteccdo de cadeias leves de imunoglobulina monoclonais
kappa ou lambda urinarias, também conhecidas como proteinas Bence Jones, sdo
importantes para identificar e monitorar malignidades relacionadas também a células B.

Além disso, em comparacdo com o estado saudavel, a sintese de FLCs policlonais é
marcadamente aumentada em condi¢des associadas a ativacdo de células B como em
certas doencas inflamatorias ou auto-imunes (por exemplo, lipus eritematoso sistémico,
artrite reumatoide ou esclerose multipla, bem como em cancer , diabetes mellitus e
AIDS).[41]

No soro estas proteinas sdo depuradas rapidamente pelos rins, possuindo uma
meia-vida muito curta (2-4 h), sendo que no LCR os valores de FLCs podem ser até dez

vezes inferiores aos valores séricos normais. [5 22, 30,38,42]

[ Cadeia
H leve livre x

Ocultado //

Freelite ‘ /" | PR { | f \ \
epitopo 4 / pu ) J \*
y. //’/’,/// ) Exposto_} \\
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Fonte: Binding site

Figura 1. Cadeias Leves Livres. As moléculas de Ig humana consistem em duas cadeias pesadas
idénticas e duas cadeias leves também idénticas; que existem como isétopos kappa (monémero com peso
molecular de 22,5 kDa) ou lambda (dimero com peso molecular de 45 kDa), e estdo ligadas a cadeias
pesadas por ligagdes covalentes. [20. 421 Normalmente, as cadeias leves sdo produzidas em excesso sobre

cadeias pesadas. Num estado saudavel, a maioria das cadeias leves esta ligada a cadeias pesadas, e o nivel
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sérico das cadeias leves nao ligadas, isto é, as chamadas cadeias leves livres (FLCs), é baixo. Sob condi¢des

patolégicas, no entanto, a producio de FLCs pode ser anormalmente alta. [20. 27,36, 42]

Havendo sintese intratecal destas proteinas elas se acumulam localmente com
consequente elevacao de seus niveis no LCR, uma vez que ndo existe mecanismo de
eliminacdo eficiente destas proteinas pelo SNC. Assim, mesmo quantidades muito
pequenas de sintese intratecal de FLC tornam-se detectaveis. Vale ressaltar que a difusao
significativa do sangue para o LCR é bastante improvavel, pois as concentragdes séricas
sdo baixas devido a rapida depuracdo renal. Esta caracteristica torna as FLCs um
marcador potencialmente sensivel de sintese de imunoglobulina intratecal. [1.5 27, 33,38]

A avaliacdo quantitativa de FLCs no LCR tem sido considerada por alguns autores
como um teste adicional promissor para o diagnoéstico da EM.[7- 381 Parece ser consenso
que o aumento isolado de KFLC.cr fornece um alto grau de sensibilidade e especificidade
para o diagndstico de EM.[20.27.33,36, 401 Em relacdo as cadeias leves livres do tipo lambda
(LFLCs), varios estudos descartaram a relagdo entre estas proteinas e a esclerose multipla
[20, 27, 33,36, 40lenquanto que outros autores focaram seus estudos apenas na relagio entre
KFLC.cr € EM, sem considerar as LFLCs.[12, 19,30,38]

O desenvolvimento de um imunoensaio nefelométrico para FLCs abriu um
caminho mais conveniente para a quantificacao destes biomarcadores ndo apenas no soro
e na urina, mas também no LCR. Uma vantagem potencial deste teste quantitativo é que
esta técnica automatizada nao depende das habilidades e da experiéncia do pessoal de
laboratoério, é rapida e confiavel, reduzindo tediosos procedimentos manuais e a

variabilidade na interpretacao de resultados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais
O objetivo deste estudo é avaliar o desempenho das cadeias leves livres do tipo

Kappa em amostras de liquor (KFLCLcr) no diagnostico de EM.

2.2. Objetivos especificos

Validar o ensaio nefelométrico N Latex FLC kappa, BN II - Siemens para o uso em
amostras de LCR.

Avaliar a sensibilidade e a especificidade da KFLCLcrk em relacdo a pesquisa de
bandas oligoclonais.

Avaliar a sensibilidade e a especificidade da KFLCLcr em relacdo ao diagnostico de
esclerose multipla.

Avaliar a sensibilidade e a especificidade da associacao KFLCLcr e OCBs em relacao

ao diagnostico de esclerose multipla.
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3. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica da Faculdade de Ciéncias

Médicas sob o numero 474341/2013. CAAE: 23258913.6.0000.5404.

3.1. CASUISTICA

Entre os anos de 2013 e 2015, foram selecionadas 140 amostras de LCR e sangue,
de 140 pacientes com suspeita de esclerose multipla (EM) encaminhadas a Divisdo de
Patologia Clinica do HC/UNICAMP para anadlises de rotina (citologia global e diferencial
de células, dosagens de glicose, proteina), avaliagcdo da sintese intratecal de IgG e pesquisa
de bandas oligoclonais. Essas amostras eram provenientes de pacientes de ambos os

sexos, atendidos nos ambulatérios e enfermarias do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

Critérios de Inclusdo: todas as amostras de LCR e sangue de pacientes com
suspeita de EM encaminhadas com pedidos médicos para a analise de rotina e de pesquisa

de bandas oligoclonais.

Critérios de Exclusao: amostras insuficientes para as analises ou pacientes sem

dados clinicos suficientes no prontuario.

E importante ressaltar que ndo houveram amostras de LCR hemorrégicas, pois

estas seriam inadequadas para a andlise e pesquisa de OCBs.

As amostras de soro foram coletadas no momento da pun¢ao lombar. Os dados
demograficos dos pacientes (idade e sexo) e informacdes clinicas (diagndstico) foram
coletados dos prontuarios hospitalares.

Os pacientes foram classificados de acordo com os critérios diagnosticos de
McDonald, em trés grupos: “Esclerose Multipla” (n= 41), “Outras Doencas Inflamatérias”
(n=49) e “Outras Doengas” neurolégicas ndo inflamatérias (n=50). (Apéndice II). Vale
ressaltar que no grupo de “Outras Doencas Inflamatérias” nao havia nenhum paciente

portador de doenga autoimune.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

Pesquisa de bandas oligoclonais (OCBs) foi realizada através de focalizagdo
isoelétrica em gel de agarose seguida de immunoblotting utilizando-se o kit SPIFE® IgG
IEF e o sistema de eletroforese SPIFE® 3000 (Helena Laboratories). A leitura visual dos
géis foi realizada sempre pelo mesmo analista, que ndo tinha conhecimento do
diagnodstico dos pacientes e consequentemente sua distribui¢do nos respectivos grupos.

A classificacdo de Andersson et al, 1994351 para a interpretacdo da pesquisa de
bandas oligoclonais prevé a ocorréncia de 5 diferentes padrdes de resultados, como pode

ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Padroes de OCB segundo Andersson et al, 1994 [35]

Padrdo 1 = padrao normal refletido pela auséncia de IgG tanto no LCR como no soro;
Padrdo 2 = o padrao classico de OCB compreendendo bandas presentes no LCR enquanto
ausentes no soro do doente;

Padrdo 3 = igual ao do tipo 2 mas, além disso, apresenta algumas bandas presentes no
soro e no LCR em paralelo, ou seja correspondentes;

Padrdo 4 = OCB padrao de espelho no soro e LCR correspondente, consistindo de OCB com

migracdo idéntica e ocorrendo em niimeros idénticos em ambos os fluidos corporais;
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Padrao 5 = OCB presente tanto no LCR quanto no soro como no tipo 4, mas com um tipo
de OCBs com caracteristicas regulares de uma proteina M monoclonal que ocorre no
mieloma maultiplo e, mais comum, na gamopatia monoclonal de significado

indeterminado.

Os resultados foram expressos como negativo (padrao 1: auséncia de bandas
oligoclonais tanto no LCR quanto no soro e padrdo 4: bandas idénticas no LCR e soro) e
positivo, correspondendo aos padroes 2 e 3 da Figura 2, ou seja presenca de bandas
restritas ao LCR (padrdo 2) ou presenca de bandas idénticas no soro e no LCR mas com
bandas adicionais no LCR (padrao 3). A presenca de ao menos uma unica OCB restrita ao
LCR classificou esta amostra como positiva. O padrado 5 ndo foi observado neste estudo.

Cadeias leves livres do tipo kappa (KFLCicr) foram quantificadas em soro e em LCR
utilizando um ensaio de nefelometria monoclonal (N Latex FLC kappa, BN II - Siemens),
com calibradores e controles comerciais do mesmo fabricante (soros humanos
estabilizados contendo FLCs monoclonais). Os soros foram analisados a partir da técnica
padrao proposta pelo fabricante (diluicao inicial de 1:20) enquanto que as amostras de
LCR foram dosadas sem nenhuma dilui¢ao devido a baixa concentracdo destas proteinas,
sendo posteriormente diluidas caso houvesse necessidade. Para efeito pratico, apés o
estabelecimento de um valor de corte, as dosagens de KFLC.cr acima ou abaixo deste valor
puderam ser identificadas como KFLCicr positiva ou negativa sem qualquer prejuizo ao

carater quantitativo da dosagem dessa proteina

O protocolo de validacdo do kit para uso em amostras de LCR foi baseado em
documentos do CLSI EP05-A2[43l EP15-A2[#4] e incluiu avaliacdes de: repetibilidade,
carreamento e recuperacdo. Repetibilidade (precisdo intra-ensaio) foi obtida a partir da
dosagem de 20 replicatas de duas amostras de controles comerciais com concentragdes
diferentes de KFLCycg, pré-diluidas para se obter niveis semelhantes aos esperados para
amostras normais e patolégicas de LCR. Para cada concentracao testada procedeu-se ao
calculo da média, desvio-padrao e coeficiente de variacao, comparando-o com o erro
maximo permitido. [4>]

A avaliacdo do carreamento (“carryover”) foi realizada através da dosagem de 5

amostras de concentracao elevada de KFLCicr (A1, A2, A3, A4 e A5) seguidas pela
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dosagem de 5 amostras com baixa concentracao deste analito (B1, B2, B3, B4 e B5).
Carreamento foi calculado através da férmula [(B1-B5)/(A1-B5)].

Para o estudo de recuperagdo foram selecionadas trés amostras padrao com
concentragdes conhecidas e diferentes do analito a ser testado: uma baixa (B), média(M)
e outra alta (A) dentro da linearidade do sistema analitico, procedendo-se a analise das 3
amostras em 5 repeticdes. Calculou-se a média de cada uma das 5 replicatas, comparando-
a com o valor tedrico esperado. A recuperacao foi calculada através da formula abaixo,

aceitando-se uma porcentagem de recuperacdo entre 80 e 120%.

% RECUPERACAO = 100 + [ ( CONCENTRACAO OBTIDA - CONCENTRACAO ESPERADA ) X 100]
CONCENTRACAO ESPERADA

3.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando-se o software IBM SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences , versao 18.0).

Para testar a normalidade, os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk foram
aplicados.

As comparagdes entre os grupos (EM, outras doencas neuroldgicas e outras
doencas inflamatoérias) e as KFLCLcr e/ou parametros (EDSS- Expanded Disability Status
Scale, MSSS- Multiple Sclerosis Severety Score , surtos, duracdo da doenga e do
tratamento) foram analisadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido de
comparacgdes entre KFLCLcr e os parametros aplicando o teste U de Mann-Whitney. A
correlacdo foi analisada usando a coeficiente de correlacao de Spearman para parametros
quantitativos e coeficiente de Kappa para qualitativos.

A curva ROC foi utilizada para a escolha do valor de corte e avaliagdo do
desempenho do teste (area sob a curva -AUC), da sensibilidade e especificidade de cada
teste frente ao diagnodstico de EM (padrao ouro), priorizando maior especificidade. A
sensibilidade foi calculada como (verdadeiro-positivo / [verdadeiro-positivo + falso-
negativo]), a especificidade foi calculada como (verdadeiro-negativo / [verdadeiro-
negativo + falso-positivo]). O valor preditivo positivo (PPV) foi calculado como
(verdadeiro-positivo / [verdadeiro-positivo + falso-positivo]) e o valor preditivo negativo
(VPL) como (verdadeiro-negativo / [verdadeiro-negativo + falso-negativo]).

Para todos os valores diagndsticos, os intervalos de confianca exatos de 95% foram

obtidos. Valores de p abaixo de 0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

Dentre os 140 pacientes estudados, 61 eram homens e 79 mulheres, com idades
variando entre 10 e 87 anos (mediana = 44 anos). Dos 41 pacientes com EM, 30 eram
mulheres, mostrando também que em nossa casuistica a doenca predomina no género

feminino, e entre individuos mais jovens (média de 40 anos).

5.1. Validacdo do ensaio nefelométrico N Latex FLC kappa, BN II - Siemens
para o uso em amostras de LCR.

Os resultados do estudo de validagao do kit N Latex FLC kappa, BN II - Siemens
atenderam os requisitos de qualidade analitica para a precisiao (CV < erro maximo
permitido)[“¢l (Tabela 4). O carreamento foi desprezivel (Tabela 5) e a recuperacao
variou entre 80 e 120% (Tabela 6), o que nos deixou seguros para utilizar o kit para

analise KFLC.cr em amostras de LCR.

Tabela 4. Estudo de Repetibilidade (Intra-ensaio)- Precisao

Controle 1 Controle 2
Valor esperado 0,66 mg/1 6,5 mg/1
Média 0,62 mg/1 6,35 mg/1
Desvio Padrao 0,02 0,10
Coeficiente de Variacao* 3,0% 1,7%
Minima 0,58 mg/1 6,17 mg/1
Maxima 0,66 mg/ 1 6,54 mg/ 1

*Nao existem estudos definindo os valores de erro maximo permitido para KFLC no LCR, assim a titulo de comparacio o erro

maximo permitido para KFLC no SORO é de até 8%.



Tabela 5. Estudo do carreamento

Dosagem | Amostra Resultados
1 A 31,90mg/1
2 A 30,50mg/1
3 A 33,30 mg/1
4 A 32,90 mg/1
5 A 33,10 mg/1
6 B 0,62 mg/l
7 B 0,64 mg/l
8 B 0,64 mg/l
9 B 0,63 mg/l
10 B 0,63 mg/1
Carreamento = [(B1-B5)/(A1-B5)] = 0,03 mg/1
Carreamento aceito: 3DP* (B-B): <0,03mg/1

*DP: Desvio Padrio

Tabela 6. Estudo de Recuperacao

Concentracao Baixa Média Alta

1 0,22 mg/1 1,06 mg/1 6,74 mg/1
2 0,22 mg/l 1,08 mg/1 6,98 mg/I
3 0,22 mg/1 1,06 mg/1 6,30 mg/1
4 0,22 mg/l 1,08 mg/1 6,26 mg/l
5 0,23 mg/1 1,08 mg/1 7,18 mg/1
Média 0,22 mg/l 1,07 mg/1 6,69 mg/l
Valor esperado | 0,23 mg/I 1,14 mg/1 7,6 mg/1
% Recuperada | 96% 106% 112%

% Recuperagio aceita:

80 - 120%
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5.2. Desempenho das cadeias leves livres do tipo Kappa em amostras de LCR
O Unico parametro com distribuicdo normal foi a idade, como é possivel ver na Figura 3,

todos os outros rejeitaram a hipotese nula (Ho: Os parametros testados apresentam uma

distribui¢ao normal), p> 0,05.

Testes de Normalidade

a. — - .
Kolmogorov-5mirnov Shapiro-wilk
Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
KAPPA 1,00 ETT 41 L0000 e 41 L0000
2.00 412 49 000 209 49 000
3.00 260 50 000 L6598 50 000
a. Correlacao de Significincia de Lilliefors
Testes de Normalidade
b. Kelmogorov-Smirnov® shapiro-wilk
Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
IDADE 1,00 130 41 JLOF9 964 41 222
2,00 ,110 49 ,190 870 49 ,240
3,00 096 50 ,2[}[}° 976 50 399
=, Este & um limite inferior da significincia verdadeira.
a. Correlacdo de Significincia de Lilliefors
Testes de Normalidade®
C.
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
DURACAOMESES 1,00 128 41 091 912 41 004
2,00 256 13 019 853 13 031
a. Correlacao de Significincia de Lilliefors
b. DURACAOMESES é constante quando Classe = 3.00. Foi omitida.
Testes de Normalidade®
d. Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
DURACAOTRATA 1,00 ,259 41 ,000 ,682 41 ,000
MERTO 2,00 420 9 ,000 516 9 ,000
a. Correlacao de Significancia de Lilliefors
b. DURACAOTRATAMENTO é constante quando Classe = 3.00. Foi omitida.
Testes de Normalidade”
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
e Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
) SURTOPRECOLET 1,00 349 41 ,000 400 41 ,000
AMESES 2,00 370 10 ,000 610 10 ,000
a. Correlacdo de Significincia de Lilliefors
b. SURTOPRECOLETAMESES é constante quando Classe = 3.00. Foi omitida.
Testes de Normalidade®
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
f Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
) SURTOS12MESES 1,00 ,308 41 ,000 ,814 41 ,000
2,00 ,300 10 ,011 ,815 10 ,022

a. Correlacao de Significancia de Lilliefors
b. SURTOS12MESES é constante quando Classe = 3.00. Foi omitida.
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Testes de Normalidade®

Kolmogorov-5Smirnov® Shapiro-Wilk
Classe [ Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
EDS55 1.00 183 41 L0011 LB93 41 L0011
2,00 472 10 ,000 ,532 10 ,000
a. Correlacao de Significdncia de Lilliefors
k. EDSS é constante quando Classe = 3.00. Foi omitida.
h Testes de Normalidade®
. Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-wilk
Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
MSSS 1,00 ,126 41 ,099 932 41 ,017
2,00 ,450 10 ,000 ,463 10 ,000

a. Correlacao de Significincia de Lilliefors
b. MSSS é constante quando Classe = 3.00. Foi omitida.

Testes de Normalidade®

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Classe | Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
NUMERO 1,00 ,360 27 ,000 471 27 ,000

a. Correlacao de Significancia de Lilliefors

b. Nao ha casos validos para NUMERO quando Classe = 2.000. As estatisticas nao podem
ser calculadas para esse nivel.

Figura 3. Teste de normalidade. Realizado estudo da normalidade para a. Kappa, b. idade, c. Duragio da

doenga em meses, d. duracdo do tratamento em meses e. surtos pré-coleta lombar em meses f. surtos em até 12

meses da coleta lombar, g. EDSS, h. MSSS e i. nimero de lesdes ativas na RNM.

5.3. Avaliac¢ao da:

Sensibilidade e a especificidade da KFLCLcr em relacdo a pesquisa de bandas
oligoclonais.

Sensibilidade e a especificidade da KFLCLcr em relagdo ao diagndstico de esclerose
multipla.

Sensibilidade e a especificidade da associacdo KFLCLck e OCBs em relagdo ao

diagnostico de esclerose multipla.

A area sob a curva (AUC) mostrou excelentes valores para KFLC.cr (0,885), OCB (0,858) e
KFLCLcr+OCB (0,893) frente ao diagndstico de EM, assim como para KFLC,cz em relacao a
OCB (0,854). Figura 4.
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ROC Curve ROC Curve

0,8
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Sensitivity
Sensitivity

0.4

0.2

1 - Specificity 1 - Specificity
a. EM x KFLC;cr b.EM x OCB
AUC: 0,885 AUC: 0,858
Sensibilidade: 76% Sensibilidade: 88%
Especificidade: 92% Especificidade: 90%

ROC Curve ROC Curve

Sensitivity
Sensitivity

ot e 84 o as Ly ‘0.0 02 04 0.6 0.8 10

1 - Specificity 1 - Specificity
c. EM x OCB+KFLC cr d.KFLCcrx OCB
AUC: 0,893 AUC: 0,854
Sensibilidade: 93% Sensibilidade: 94%
Especificidade: 86% Especificidade: 72%

Figura 4. Curva ROC. (considerando o diagnéstico de EM como padrio ouro, frente
aos outros testados: a. KFLCrcr, b. OCB c. OCB+KFLCLcr e considerando as OCBs como

padrao ouro frente as e. KFLCicr).

KFLC.cr revelou uma 6tima concordancia com a presenca de OCB em amostras de
LCR (r =0,9000, kappa = 0,72, p <0,001) e com o diagnoéstico de EM (r=0,8000, kappa de
0,69, p< 0,001). Considerando-se um valor de corte de 0,90 mg/l, KFLC.cr identificou
pacientes com OCB com alta especificidade (94%) e valor preditivo negativo (87%),
enquanto foi observada uma sensibilidade de 72% e valor preditivo positivo de 85%.

(Tabela 7 A). Este valor de corte também identificou pacientes com EM, com alta
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especificidade (92%) e valor preditivo negativo (90%) e sensibilidade de 76% e valor

preditivo positivo de 79%. (Tabela 7 B).

Tabela 7A: Concordancia entre KFLC.cz e OCB no liquido cefalorraquidiano

OCB
Positiva Negativa
Acima do valor de 33 6
KFLC\cr corte *
Abaixo do valor de 13 88
corte *

*  Valor de corte: KFLCycr = 0,90mg/L
concordancia = 0,9000 kappa=0,710 p<0,0001

Tabela 7B: Concordancia entre o diagndstico de EM e KFLC.x no liquido

cefalorraquidiano
DIAGNOSTICO
EM Nio EM
Acima do valor de 31 8
corte *
KFLC.cr

Abaixo do valor de 10 91
corte *

* Valor de corte: KFLCicr = 0,90mg/L
concordancia = 0,9000 kappa=0,685 p<0,0001
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Para estabelecer a relagdao entre OCB e KFLCcr, comparamos os valores de KFLCcr
em pacientes OCB positivos e negativos. A concentra¢do de KFLCyc foi significativamente
maior em pacientes com OCB positiva (p <0,001). KFLC.cr no soro ndo diferiu entre os
grupos, sugerindo uma provavel producao intratecal (Tabela 8).

Além disso, pudemos observar que a média dos valores de KFLCLcr no grupo de
pacientes com EM (n= 41), foi consideravelmente maior ( 5,39 mg/1), do que nos grupos
de Outras doengas Inflamatérias (n= 49) cuja média foi 1,47 mg/] e no grupo de outras

doengas (n=50), média 0,25 mg/l. (Tabela 9).

Tabela 8: Valores de cadeias leves livres do tipo kappa de acordo com a

presenca ou a auséncia de OCB.

OCB NEGATIVA OCB POSITIVA
KFLC LCR mg/1 | KFLC soro mg/1* | KFLCLCR mg/1 | KFLC soro mg/I*
Média 0,44 12,69 5,75 12,83
Mediana 0,20 9,45 2,08 11,70
DP 0,83 14,23 8,51 6,21
minima 0,15 4,03 0,15 2,34
maxima 5,43 127,00 41,50 31,50

*Valores esperados: KFLCsoro: 6,7 a 22,4 mg/1

Tabela 9. Valores Médios para KFLCLcr entre os grupos estudados

Grupos Numero de pacientes Média de valores de
KFLCLcr
EM 41 5,39
Outras doencas 49 1,47
inflamatdrias
Outras doencas 50 0,25
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No nosso estudo, noventa e nove pacientes eram portadores de outras desordens
neurolégicas, que ndo a EM. Entre estes, 85 individuos apresentaram LCR com OCB e
KFLCicr negativos, enquanto que outros 4 mostraram OCB e KFLCicr positivos. Dos
quarenta e um pacientes com EM foram observadas OCB + / KFLCyck + (n = 29); OCB + /
KFLCicr- (n = 7); OCB- / KFLCicr- (n = 3) e OCB- / KFLCycr + (n = 2). Figura 5.

E interessante ressaltar que os 8 pacientes do grupo Nio EM, que apresentavam
niveis elevados de KFLCLcr eram portadores de outras doengas neurolégicas de origem

inflamatoéria que ndo a EM.

140
PACIENTES

99
NAO EM*

# F

85
KAPPA -

4 4 6 3 2
KAPPA + KAPPA + KAPPA - KAPPA - KAPPA +

Figura 5. Distribuicao dos pacientes frente aos seus resultados de OCB e KFLCi .
*Ndo EM: inclui os pacientes dos grupos “Outras doencas inflamatérias” e “Outras

doencas” (Apéndice II).

Dezoito pacientes com EM apresentaram atividade da doeng¢a 3 meses antes da
coleta de LCR, sendo que 15 destes eram positivos tanto para KFLC.ck quanto para OCB.

Entre os pacientes com atividade da doenga 6 meses antes da coleta (n=10), nove (9)
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mostraram-se positivos para KFLC.cz € OCB. Trés meses apds a coleta, 12 pacientes
apresentaram atividade da doenga, sendo que 11 deles eram KFLC.cr € OCB positivos. Dos
8 pacientes com pelo menos 1 lesdo ativa na RNM, 7 eram positivos tanto para KFLCicr

como para OCB.

No Grupo de outras doengas inflamatdrias, 9 pacientes apresentavam Neuromielite
optica (NMO) sendo que em 8 destes os niveis liquoricos de KFLCicr estavam abaixo do
valor de corte. O mesmo foi observado em outros 2 pacientes deste grupo que

apresentavam Sindrome clinica isolada (SCI). (Tabela 10).

Tabela 10. Positividade de KFLC,c: para NMO E SCI

Total Pacientes: 11 KFLC positivo KFLC negativo
NMO (n=9) 1 8
SCI (n=2) 0 2

A adogdo do valor de corte de KFLCicr > 0,90 mg/dl mostrou alta especificidade
para o diagnoéstico de EM permitindo excluir com seguran¢ca o acometimento nao
inflamatorio do sistema nervoso central, uma vez que os valores de KFLC.cr para todos os
pacientes do grupo “Outras Doengas” foram inferiores ao valor de corte adotado. (Tabela

11).

Tabela 11. Distribuicdo dos pacientes de acordo com os resultados de KFLC e OCB

KFLC\cr OCB
Acima Abaixo | Positiva | Negativa
do cutoff | do cutoff
DIAGNOSTICO
Esclerose Multipla n= 41 31 10 36 5
Outras doengas n= 50 0 50 3 47
Outras doengas inflamatoérias n= 49 8 41 7 42
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A Figura 6 abaixo mostra a distribuicao dos pacientes com EM de acordo com a

classificacao da doenga

Figura 6. Classificacao dos Pacientes com Esclerose Miiltipla.

EMRR: Esclerose Multipla Remitente Recorrente, EMPS: Esclerose Multipla Progressiva

Secundaria, EMPP: Esclerose Multipla Progressiva Priméria.

Dos 41 pacientes com EM, 31 mostraram-se positivos para KFLCicr € 36 para OCB.
Associando-se KFLCick 2 OCB, 38 pacientes apresentaram-se positivos para EM com
valores de sensibilidade e especificidade de 93% e 86%, respectivamente, classificando
corretamente 93% dos pacientes. Dentre os 26 pacientes com EMRR (Esclerose Multipla
Remitente Recorrente) 88% destes (n=23) apresentaram pelo menos 1 surto em 12
meses e em 20 destes individuos KFLC.cr mostrou-se positivo .

Nao encontramos boa correlagdo entre os valores de KFLCick com duracao da
doenga (p: 0,079), a duracdo do tratamento (p: 0,157), com o escore EDSS (Expanded
Disability Status Scale - escore de incapacidade) - (p:0,365) ou com o escore MSSS
(Multiple Sclerosis Severety Score - escore de gravidade que corrige o EDSS para a
duracdo da doenga)(*5] - (p:0,402). (Apéndice III).

Da mesma forma, ao aplicarmos o Teste de Mann- Whitney para comparac¢ao dos
valores qualitativos de KFLC com esse mesmos parametros observamos que ndo
houveram diferengas na distribuicdo destes frente a positividade para KFLCicr
(Apéndice IV). Aplicando o teste de Kruskal-Wallis para comparacao dos valores de
KFLCycr com os grupos de EM, Outras doengas e Outras doengas inflamatdrias, notamos

que KFLC,cr apresentou distribuicdo diferente entre os grupos. (Apéndice V).
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6. DISCUSSAO

Mesmo apds décadas de estudo, o diagnostico de Esclerose Multipla continua
sendo um grande desafio para a medicina. Apesar da evolucao tecnoldgica nos exames de
imagem e laboratoriais, a auséncia de um biomarcador especifico da doenca é o principal
empecilho ao seu diagndstico precoce. O teste mais utilizado no LCR que é a pesquisa de
bandas oligoclonais (OCBs), privilegia a sensibilidade, sendo um teste de triagem e nao
diagndstico.

As OCBs foram inicialmente incorporadas como um teste paraclinico nos critérios
diagnoésticos para EM por Charles Poser em 1983. [15] Ndo surpreendentemente, elas
também foram incluidas nos critérios diagnésticos de McDonald, em 2001 34/ e na sua
revisdo de 2005. [23]1 A formacdo de OCB é relatada na maioria dos pacientes com EM
embora, em popula¢des ocidentais, cerca de 5% a 10% dos individuos afetados nao
apresentem bandas oligoclonais.[37]

Alguns estudos demostraram que a deteccao de bandas oligoclonais no LCR de
pacientes com Sindrome Clinica Isolada (SCI) é um fator prognéstico independente para
o desenvolvimento posterior da doenca, implementando um risco quase duas vezes maior
de sofrer um segundo ataque com um tempo de conversdo mais curto para desenvolver
EM (4 a 23%). Além disso, em pacientes OCB negativos, foi observado um prognéstico a
longo prazo mais favoravel e uma progressiao mais lenta da doenca. [5. 7. 11,15, 20,29, 30, 40]

Embora a deteccdo de OCB seja considerada um "padrdo ouro" para diagnosticos
de EM, ela possui algumas desvantagens devido a sua natureza qualitativa, altamente
laboriosa, sujeita a viés do observador, a necessidade de uma amostra de soro pareada e

a auséncia de padronizacdo na interpretacdo dos resultados. [7-19.27.36,38] (Tabela 12).
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Tabela 12. Vantagens e Desvantagens do uso das OCBs no diagndstico de EM

DESVANTAGENS VANTAGENS

Baixa Especificidade Elevada sensibilidade

Cerca de 5% a 10% dos individuos | Cerca de 90% dos pacientes com EM
afetados nao apresentam  bandas | apresentam OCB positiva
oligoclonais

Necessidade de analisar amostras | Reforcar a evidéncia de sintese intratecal

pareadas de soro e LCR (presenca de IgG no LCR e nao no soro).
Qualitativa, laboriosa, metodologicamente
exigente, sujeita a viés do observador e IEF - atualmente € o padrao ouro

sem padronizacao.

Quanto ao viés do observador, de acordo com Felipe von Glehn et al43, uma
discordancia em até 10% das amostras foi observada quando dois técnicos revisavam os
resultados de pesquisa de OCB, havendo a necessidade de se recorrer a um terceiro
analista para emissao do laudo.

Ja a padronizacao dos critérios de positividade para o teste de OCB nao esta bem
estabelecida. Pelos critérios de McDonald, duas ou mais OCBs detectadas no LCR sem
correspondéncia no soro refletem uma resposta de células B local (SNC) e definem as
0CBs como positivas. [11. 15 401 No entanto, ha relatos de autores que utilizam critérios
diferentes para a positividade. Alguns indicam 3 bandas, como um ponto de corte 6timo
no contexto do diagndstico de EMI[47], enquanto outros relatam a necessidade de 4 bandas.
[40] Por outro lado, em outro estudo recente, apenas uma banda restrita ao LCR foi
considerada suficiente para a positividade de OCB.[*81Uma vez que a interpretacdo de uma
Unica banda fraca pode ser a diferenca entre um resultado "positivo" ou "negativo”, a
padronizagdo deste critério é de suma importancia, porém na auséncia desta, a avaliacao
deve ser restrita a especialistas experientes. 331 Sendo assim, vemos que a subjetividade
e falta de padronizacdo podem ser a diferenca entre um resultado negativo em um
laboratoério e positivo em outro.

Nossos resultados foram classificados como negativos ou positivos com base na
presenca de ao menos uma unica OCB, restrita ao LCR. Embora muitos autores
considerem a presenca de uma Unica banda como um achado inespecifico, nos
observamos que para alguns pacientes tal descoberta, foi essencial para o
estabelecimento do diagndstico de EM. Por essa razao e considerando que este é um teste

de triagem, preferimos relatar os achados limitrofes como positivos e nao como negativos.



41

Um estudo feito por Zeman et all*%l | revelou que a especificidade do teste era
dependente do nimero de bandas consideradas. Assim, quando se considerou positivo a
presenca de ao menos uma banda, este teste apresentou sensibilidade de 86,5% e
especificidade de 75,4%. Considerando a presenca de 2 ou mais bandas a sensibilidade e
especificidade foi de 83,3%. Com a presenca de 5 bandas a sensibilidade manteve-se na
mesma faixa de valores (83,8%) mas com um evidente aumento da especificidade
(91,3%).

Além disso, vale ressaltar, que este exame avalia unicamente as imunoglobulinas
do tipo IgG. Alguns estudos relatam que OCBs envolvendo imunoglobulinas diferentes de
IgG, tais como IgA e IgM, parecem ter um valor limitado no diagnéstico de EM [15]
Adicionalmente estes estudos citam que a ocorréncia de bandas de IgA em pacientes com
EM é incomum e pode implicar em um diagndstico diferente [15]. Por outro lado, as bandas
de IgM, podem ser observadas em 30-60% dos pacientes com EM e sao mais comumente
encontradas nas fases iniciais da doenga.[? 15 16] Apesar de raros, existem relatos de
pacientes com OCBs do tipo IgA e IgM, e em nossa opinido esta pode ser a explicacdo para
alguns pacientes com quadro clinico e/ou RNM caracteristicos ndo apresentarem OCB
positiva. Além disso, julgamos que a presenca de bandas de IgM, poderia influenciar o
progndstico da doenga e a selecdo de candidatos apropriados para terapia precoce.

Sabemos que a maioria do contetido proteico do LCR é derivado do sangue (80%)
e o restante é constituido por proteinas derivadas do cérebro ou produzidas por via
intratecal (20%). Sob condi¢des fisioldgicas, as proteinas do sangue entram no
compartimento liqudrico através de difusdo passiva pela BHE. Varias férmulas, tais como
o indice de IgG, foram desenvolvidas para discriminar entre as fracdes de
imunoglobulinas derivadas do sangue ou do cérebro.[38]

0 Indice de IgG ainda é bastante utilizado no LCR de pacientes com suspeita de EM
pois é capaz de auxiliar na monitorizagdo terapéutica, uma vez que seus valores podem
ser reduzidos a niveis normais em terapia com esterdides, imunomodulacdo ou
imunossupressao. Em contrapartida pode tornar-se falsamente elevado em pacientes
com lesdo moderada a grave da barreira hemato-encefalica (BHE). Sendo assim, o Indice
de IgG tem sua utilidade no diagnostico de EM, porém apenas como um complemento a
pesquisa de OCBs. [15.39] A Tabela 13 mostra as vantagens e as desvantagens da utilizacao

do indice de IgG no diagnostico da esclerose multipla.
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Tabela 13. Vantagens e desvantagens do indice de IgG no diagnostico de EM

DESVANTAGENS VANTAGENS

Raramente anormal em pacientes | Elevado em cerca de 70% a 90% dos

negativos para OCBs pacientes com EM

Falsamente elevado em pacientes com | Auxilia na monitorizagao terapéutica

lesdo moderada a grave da BHE

O diagnostico diferencial e a predicdo do curso da doengca requerem uma
abordagem complexa, incluindo o uso de ensaios laboratoriais confiaveis e robustos.[”l As
op¢odes atualmente disponiveis se referem a ensaios que auxiliam no diagnéstico da
doenca, porém ndo sdo suficientemente especificos para a conclusdo da investigacao de
EM. Pela sua intima relagdo com o SNC, vimos no LCR uma oportunidade de buscar novos
biomarcadores para auxiliar o diagnéstico dessa doenga de manejo tao dificil.

O ensaio que utilizamos para a dosagem de KFLCycr foi inicialmente desenvolvido
para uso em soro e urina. Assim, antes de darmos inicio ao estudo, realizamos a valida¢ao
deste kit para sua aplicagdo em amostras de LCR. A validacao de um método consiste na
realizacdo de uma série de experimentos, com a finalidade de documentar o seu
desempenho em relagdo a: exatidao, precisao e intervalo analitico, além de capacitar os
profissionais naquele novo sistema, antes de sua implantagcao. Ademais, permite concluir
se o kit funciona da forma esperada e proporciona o resultado adequado. Este protocolo
de validacdo incluiu avaliacdes de: repetibilidade, carreamento e recuperacio.l*5] A
repetibilidade é o estudo da precisdo intra-ensaio, e corresponde a concordancia entre
resultados do mesmo analito realizada sob condicées de medidas alteradas. Os
analisadores automaticos modernos podem realizar uma ampla variedade e quantidade
de exames em um mesmo local, para isso utilizam sistemas robéticos de pipetagem e
sistemas de lavagem de cubetas, desenhados para manter um fluxo continuo de amostras,
dispensacdo de reagentes , limpeza das amostras e dos reagentes nas probes e cubetas.
Um problema real nestes equipamentos € o carreamento (carryover) de reagentes de um
ensaio inicial que pode ser levado a outra reacdo, contaminando o teste imediatamente
seguinte. A lavagem ineficaz pode deixar residuos de um teste e contaminar o préximo.
Para avaliar tal possibilidade de erro sistematico, deve-se cumprir um protocolo de
inspe¢do. O carreamento entre as amostras deve ser o minimo possivel.[*3] Estudo da

recuperacao € a capacidade de um método analitico medir um analito corretamente,
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quando uma quantidade conhecida dele é adicionada a amostra. Trata-se de um meio
efetivo de avaliar a exatiddo do sistema analitico porque testa o método na presenca de
outros compostos que estejam contidos na mesma matriz da amostra.[4]

Atualmente existem dois ensaios comercialmente disponiveis para dosagem de
FLCs no soro e urina, a saber: Freelite™ (Binding Site) e N Latex FLC (Siemens). Estes
ensaios utilizam anti-soros diferentes e apresentam resultados numericamente distintos,
embora com o mesmo poder de discriminacdo entre normal e patoldgicol31]l Tal
informacao deve ser levada em consideracdo pelos médicos no acompanhamento de
pacientes com EM, especialmente se no futuro, as KFLC.cr venham a ser associadas a
progressao da doencga.

E importante ressaltar que a clinica, quando caracteristica, auxilia, porém uma
quantidade significativa de pacientes apresenta consideravel variacdo no curso clinico da
doenga. Esta variac¢do dificulta ou mesmo retarda um diagnéstico definitivo, uma vez que
nestes casos deve-se estabelecer diagndstico diferencial entre diversas patologias.

Pensando nesta dificuldade optamos por privilegiar a especificidade mesmo em
detrimento da sensibilidade. O valor de corte de 0,90 mg/dl para KFLC.czx mostrou o
desempenho desejado, uma vez que 100% dos pacientes do grupo “Outras Doencas”
foram negativos para KFLC.c, excluindo o diagnéstico de EM com seguranga. Tanto
Zeman et all*°l, bem como Hassan et al [?7], encontraram os mesmos valores de corte para
KFLCicr 0,90 mg/L, com uma area sob a curva bastante semelhante (0,870).

Por outro lado, outros estudos [12 381 utilizando valores de corte para KFLCLcr entre
0,40-0,53 mg/L, obtiveram sensibilidade e especificidade menores que as obtidas por nés
e, no caso destes estudos, a introdugao de KFLC.cr em amostras de LCR nao teve impacto
positivo no diagnodstico de EM.

Em nosso estudo, observamos que as concentragdes de KFLCLcr foram maiores nos
pacientes que apresentavam OCBs positivas, o que também foi apresentado por Hassan
et all27l Makshakov et al [7] e Senel et all20],

Além disso, ao analisarmos as médias de valores de KFLCicr nos grupos de EM,
Outras Doencas Inflamatoérias e Outras Doencas, pudemos ver nitidamente que KFLCcr
mostrou valores consideravelmente maiores no primeiro grupo, enquanto a média de
resultados no ultimo grupo foi muito baixa, falando a favor da grande especificidade de
KFLCicr frente a doencas inflamatoérias do SNC, fato igualmente observado por Passerini

etal [29]. Da mesma forma que diversos autores, constatamos que em pacientes com outras
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doengas inflamatorias e outras doengas neurologicas os niveis de KFLCLcr eram inferiores
aos observados em pacientes com EM. [12 20,29, 38]

As maiores concentracdes de KFLCiLcr (> 5,3 mg/L) foram obtidas em 94% dos
pacientes com EM. Apenas 1 paciente com doenca inflamatéria do SNC também
apresentou valores elevados desta proteina. Aproximadamente metade dos pacientes
com EM e com valores altos de KFLCLcr apresentavam o tipo de doenga progressiva
(EMPP ou EMPS), resultados esses compativeis com os achados de Presslauer et al 331,

Além disso, como anteriormente comentado, existe uma grande dificuldade na
realizacdo do diagnéstico diferencial desta doenca com NMO (Neuromielite Optica) e SCI
(Sindrome Clinica Isolada), ou mesmo a constatacdo da conversao destas doencas para
EM. Embora com um pequeno numero de pacientes (n=11), nosso estudo mostrou a
possivel utilidade da dosagem de KFLCck como auxilio neste diagnoéstico diferencial uma
vez que apenas um paciente com NMO apresentou KFLCLcr alterada. Em todos os demais
os niveis de KFLCLcr foram inferiores ao valor de corte.

De modo complementar, ao unir KFLC,cr as OCBs, houve um aumento significativo
na sensibilidade, com pequena reducdo da especificidade, mostrando que essa associagao

pode trazer maior beneficio para a triagem de pacientes com suspeita de EM (Tabela 14).

Tabela 14. Sensibilidade e Especificidade KFLC,cr, OCB e OCB+KFLC,c frente a EM

EM x KFLC,r EM x OCB EM x OCB+KFLC,r
Sensibilidade 76% 88% 93%
Especificidade 92% 90% 86%

Frente a todas as dificuldades apresentadas para diagndstico e acompanhamento
destes pacientes, as KFLCicr apresentaram vantagens consideraveis aos exames
disponiveis atualmente no mercado.

Nosso estudo mostrou que a concentracao de KFLCicr no soro ndo apresentou
variacdo entre os pacientes com ou sem EM, sugerindo que a elevacdo dos niveis
liquédricos observados nos pacientes que apresentavam esta doenca seja de producao
intratecal. Assim, KFLC poderia ser dosada apenas no LCR, dispensando ensaios pareados
com o soro, ao contrario do que ocorre com a pesquisa de bandas oligoclonais. A Tabela
15 traca uma comparacdo entre estes dois ensaios, mostrando as vantagens e

desvantagens de cada um destes métodos. De acordo com Ramsden et all>%, ndo seria
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indicado a realizacao do indice de Kappa para avaliagdo da producao intratecal desta FLC,
uma vez que o peso molecular muito discrepante entre a cadeia leve livre do tipo kappa
(22,5 kDa) e a albumina (66, 5 kDa) poderiam interferir no calculo e na correta relagdao

destas proteinas quanto a barreira hematoencefalica.

Tabela 15. Vantagens da técnica de FLCs frente as OCBs

KFLC.cr OCB
Técnica automatizada e facil Técnica manual e laboriosa
Rapida (cerca de 1 a 2 horas) Demorada (4 a 5 horas)

Custo mais baixo (cerca de R$ | Custo mais alto (cerca de R$ 150,00 por

50,00/dosagem) paciente)
Padronizavel Nao Padronizada
Resultados numéricos Resultados qualitativos e analista-dependente,

exigindo grande experiéncia do observador .

Nao demanda soro pareado Demanda soro pareado na coleta e realizacdo de
andlise em duplicata (LCR/soro) por paciente

Outro beneficio deste novo biomarcador é que o ensaio possui pronta
disponibilidade para uso em um analisador nefelométrico rotineiro. As desvantagens
estdo essencialmente ligadas a turbidez da amostra, que pode ser removida por
centrifugacdo e a presenca de anticorpos heteréfilos que podem reagir em imunoensaios
para dar resultados incorretos.

Além disso, na andlise estatistica dos resultados, encontramos que a distribuicdo
dos parametros (EDSS, MSSS, surtos, duracdo da doenca e do tratamento) foi a mesma
entre os grupos de pacientes com EM, outras doencas inflamatorias e outras doencas,
diferentemente de KFLC.cr, que mostrou-se diferente entre estes mesmos grupos, o que
confirma o achado do presente estudo de que KFLC.cr tem relacdo com a Esclerose
Multipla. Embora ndao tenhamos encontrado associagdo do valor absoluto de KFLCicr com
a progressao da patologia, notamos que existe relacao de KFLC.cr com a atividade da
doenca (relatada como um ou mais surtos em até 12 meses e/ou lesdes ativas na RNM).

Uma discussdo detalhada dos critérios de McDonald estd além do escopo deste

estudo, porém em resumo, o diagnostico definitivo de EM requer [4 5 211
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e > 2 surtos ou evidéncia clinica objetiva de = 2 lesdes
ou
e Evidéncia clinica objetiva de 1 lesdo com historia evidente de um surto
anterior.

Também foi reforcado o que constitui um surto (recaida, ataque), que é definido
como sintomas relatados pelo paciente ou sinais observados, tipicos de um evento
inflamatoério desmielinizante agudo no SNC. O surto deve durar pelo menos 24h e ocorre
na auseéncia de febre ou infeccao (o que caracterizaria um pseudo-surto). [5. 18,23, 38]

Entretanto, a importancia e o uso do exame do LCR no processo de diagndstico da
EM parece ter diminuido quando se considera a ultima revisao dos critérios
diagnoésticosl?211 (2010) dessa patologia. 0 método nem sequer é mencionado quando os
especialistas tentam formular um algoritmo de diagnostico para EM. [5.30INestes critérios,
um LCR positivo refere-se a OCBs e indice de IgG. Entretanto, para a maioria dos pacientes
com SCI, outras informagdes que permitam estimar o risco de desenvolver EM definitiva
seria de alto valor. [> 3] Como vimos anteriormente, os parametros do LCR, podem
desempenhar um papel importante no contexto do diagnéstico diferencial uma vez que,
nem os exames clinicos e nem as analises de RNM podem fornecer fortes evidéncias da
origem inflamatdria de déficits clinicos focais como é capaz o LCR. [2, 5, 15, 30]

Ademais, vale ressaltar que um estudo investigou a prevaléncia e o valor preditivo
das OCBs frente a revisao dos critérios de McDonald em 2010. Apenas 11% dos pacientes
com uma primeira manifestacao sugestiva de EM cumpriram os critérios de McDonald
revisados (utilizando apenas RNM e clinica), ressaltando a importancia das OCBs na
previsao do desenvolvimento de EM em pacientes com SCI, o que consequentemente pode
levar a intervengdes terapéuticas mais precoces e mais eficazes para estes individuos.

Sabe-se que a EM é uma desordem ainda incuravel, porém a terapia,
principalmente quando introduzida precocemente, pode retardar os efeitos da
progressdo da doenga, e fazer a diferenca entre a preservagdo de um quadro estavel, em
face de uma doenca potencialmente debilitante. Contudo, varios estudos abordam a
possibilidade de efeitos das terapias afetarem a producao de OCB e consequentemente de
FLCs. [9, 26,40, 51]

Estudos clinicos com natalizumabe, um anticorpo monoclonal recombinante
humanizado da anti-a4-intergina, enfatizam a importidncia da imunossupressao.

Especificamente, este imunomodulador provou ser bem sucedido na redug¢do de surtos
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em pacientes com esclerose multipla remitente recorrente (EMRR), inibindo a migragao
de linfécitos através da BHE para prevenir a entrada de células T autoreativas patogénicas
no SNC. [9,26,51]

Estudos recentes relatam o efeito do tratamento com natalizumabe em pacientes
com EMRR: antes do tratamento com natalizumabe, os pacientes apresentaram OCB
positiva no LCR, detectadas no momento do diagndstico, porém esses mesmos individuos
apresentaram resultado negativo para OCB na segunda punc¢ao lombar apds o inicio do
tratamento com natalizumabe. Nestes pacientes a fun¢do da BHE estava intacta, de acordo
com o indice de albumina. No entanto, ha relatos de casos de pacientes tratados com
natalizumabe que desenvolveram leucoencefalopatia multifocal progressiva (PML), um
distirbio neurolégico devastador associado a reativagao do virus JC, o que sugere que,
além de prevenir a transmissao de células T patogénicas ao SNC, o natalizumabe também
inibe células imunes que estdo controlando a doenca latente. [% 26, 51] Interessante, foi que
ap6s a interrup¢do do tratamento com esse imunomodulador em um paciente que
desenvolveu PML, o mesmo voltou a apresentar a presenca de OCB no LCR. [51.52]

Em nosso estudo, dos 140 pacientes, apenas 21 deles nao faziam uso de nenhuma
medicagdo no momento da coleta do LCR. Dezesseis (16) destes apresentavam
diagnostico de EM e 5 de outras doencas inflamatérias. O Gnico paciente em nosso estudo
fazendo uso de Natalizumabe (ha 36 meses) apresentou tanto aumento de KFLCicrk como
OCBs positivas.

Considerando que nao temos informacdes de longo prazo, visto que a pungdo
lombar foi feita uma Unica vez para cada paciente, isso acabou por inviabilizar a melhor
avaliacdo dos pacientes em uso de terapias, e adicionalmente das FLCs em predizer a
conversao de Sindrome Clinica Isolada (SCI) em EM, ou se relacionar com a frequéncia de
futuras recaidas e ou progressdao da doenca. Este ultimo item também acabou sendo
prejudicado pelo pequeno niimero de pacientes com EM na forma progressiva (EMPP ou
EMPS) em nosso estudo. Relatos de literatura mostram que individuos com EMPP ou
EMPS apresentam foliculos de células B no cérebro [1.11.27-29,32] g que nos permite pensar
que poderiam ter uma producdo maior de imunoglobulinas intratecais e
consequentemente de KFLC.ce. No entanto, o nosso estudo nao visava a busca dessas
diferengas. Para uma melhor andlise desses parametros seria necessario um conjunto

maior de dados e o estudo de amostras coletadas pré e pds-terapia.
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Claramente, a experiéncia com um numero de pacientes maior, principalmente
com diagnostico de EM (RR, PP, PS) e com ao menos 2 pun¢des lombares em tempos
diferentes seria necessaria para uma maior obtencao de dados e melhor avaliagdo das
promissoras KFLCic, principalmente em relagdo ao monitoramento do tratamento,
progressdo e gravidade da doenca.

Apesar dos refinamentos nos protocolos de imagem por RNM para o diagndstico
da EM, a deteccao de proteina intratecal, produzida por células B residentes no sistema
nervoso central, continua a ser um componente importante no diagndstico de EM e a
maioria dos neurologistas ainda recomenda o seu estudo rotineiramente em muitas
partes do mundo [15 27, 29, 40] njo apenas para diagndsticos diferenciais, mas para
estabelecer um diagnéstico de EM, mesmo quando o quadro clinico e os resultados da
RNM falam a favor desta patologia.

Sendo assim, nossos achados sublinham a relevancia dos parametros do LCR na
EM. Embora a andlise do LCR ndo seja mais uma parte obrigatéria dos critérios
diagnosticos na EM, devido a sua proximidade com a patologia no cérebro e medula
espinhal, o LCR continua a ser uma importante ferramenta de investigacdao que auxilia a
compreender a fisiopatologia dessa doenca.

Dentre os parametros de rotina de LCR, nenhum biomarcador estudado até entdo
apresentava potencial para substituir as OCBs, pois ndo cumpria todos os critérios

necessarios para justificar sua implementacdo rotineira.
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7. CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que a KFLC.cr parece estar suprindo as expectativas, ja que
além de apresentar uma alta correlagdo com a OCB e com o diagndstico de EM, é uma
técnica rapida, facil, confiavel, padronizavel, quantitativa e automatizada, que reduz os
procedimentos manuais enfadonhos e a incerteza na interpretacdo dos resultados ao
minimo. Além disso, apresenta pronta disponibilidade de uso, ja que o ensaio
nefelométrico N Latex FLC kappa, BN II - Siemens foi validado e aprovado de forma
satisfatdria para o uso em LCR.

0 nosso estudo sugere que KFLCicr seja uma op¢ao complementar ao padrdo ouro
atual, pesquisa de OCB no LCR, visto que a associacdo de OCB+KFLC.czr mostrou que pode
trazer maior sensibilidade ao diagnéstico de EM. Porém a medida isolada de KFLCycr foi
suficiente para proporcionar elevado nivel de especificidade com boa sensibilidade a

suspeita de EM, sem a necessidade da coleta de soro pareado.
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9. APENCIDES

Apéndice I. Os Biomarcadores de RNM mais importantes para EM:

D

lesbes em T1 com realce de contraste: biomarcadores de neuroinflamacao
aguda. Apesar de serem consideradas como o padrdo-ouro para imagens de
ruptura de barreira hematoencefalica (BHE), pesquisas recentes afirmam que
o mesmo diagnostico pode ser inferido em muitos casos pela combinagdo de

imagens em T1, T2 e T2 FLAIR apenas; (Figuras A e B - seta grande)

Figuras A e B. Lesoes hipointensas em T1 e captantes de contraste - corte axial

(setas grandes). Black Holes (setas pequenas)

(1D

lesbes hiperintensas ponderadas em T2: refletem uma combinacdo de
mecanismos como inflamac¢do, desmielinizacdo, dano axonal e edema. Seu
valor diagndstico é alto, mas eles se correlacionam moderadamente com a

incapacidade/deficiéncia; (Figuras C, D e E)
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Figura C. Lesdes hiperintensas em T2 /FLAIR - corte sagital. Figuras D e E. Lesoes

hiperintensas em T2 /FLAIR - corte axial

(III) lesdes hipointensas em T1 (buracos negros): consideradas como
biomarcadores satisfatorios de dano axonal. Sua correlacdo com a deficiéncia

continua questionavel; (Figuras A e B - setas pequenas)
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(IV) Dbiomarcadores de atrofia cerebral total: a medida mais utilizada é a
fragmentacdo do parénquima cerebral. As taxas de agravamento da atrofia
cerebral sao mais elevadas em pacientes com EM nao tratados ( 0,5% -1%) em
comparacao com controles saudaveis (0,1% -0,3%). A taxa de piora da atrofia
cerebral no diagnostico inicial foi proposta como biomarcador prognoéstico de

deficiéncia; (Figura F.)

Healthy control RR MS RR MS SP MS
" b

BPF 0.89 BPF 0.84 BPF 0.80 BPF 0.70

Figura F. Biomarcadores de Atrofia Cerebral. Fonte: Bermel RA & Bakshi R, Lancet

Neurol, 2006.

(V) biomarcadores da atrofia da substancia cinzenta: recentemente sugere-se que
desmielinizacdo da substadncia cinzenta, seu dano axonal e atrofia podem ser vistos em
pacientes com EM. As técnicas de imagem de recuperacao de inversdo dupla mostram a
atrofia da substancia cinzenta em todos os estadios e tipos de EM, com as piores taxas nos
pacientes com SPMS. Taxas mais altas de atrofia da substancia cinzenta nos pacientes com
SCI correlacionam-se bem com a rapida conversao para EMRR;

(VI) biomarcadores da atrofia da medula espinhal: as técnicas de medicdo da area
vertebral cervical superior mostram atrofia aparentemente nas formas progressivas de
EM, correlacionando-se bem com a progressao da incapacidade. A presenca desta atrofia
nos estagios iniciais da doen¢a em pacientes com EMRR é um biomarcador de mau

progndstico de futura incapacidade.



59

Apéndice II. Diagnodstico dos pacientes dos grupos “Esclerose Multipla”, “Outras

Doencas” e “Outras Doencas Inflamatorias” e seus respectivos valores de KFLCLcr.

Grupo Diagodstico Valor de KFLCycr
EM EMRR 0,49
EM EMRR 0,55
EM EMPS 0,93
EM EMPS 1,03
EM EMRR 1,11
EM EMRR 1,41
EM EMRR 1,44
EM EMRR 1,54
EM EMRR 1,55
EM EMRR 1,69
EM EMRR 2,04
EM EMRR 2,39
EM EMPP 2,63
EM EMRR 2,98
EM EMRR 3,17
EM EMRR 3,31
EM EMRR 5,43
EM EMPS 5,44
EM EMRR 8,58
EM EMRR 9,22
EM EMPP 9,42
EM EMRR 11,3
EM EMPS 11,9
EM EMRR 12,2
EM EMRR 15,6
EM EMPP 17,1
EM EMPP 25,1
EM EMPS 26,1
EM EMPS 0,61
EM EMRR 2,13
EM EMRR 0,15
EM EMRR 2,82
EM SCIAR 0,2
EM EMPS 0,31
EM EMRR 4,99
EM EMRR 0,18
EM EMPS 0,27
EM EMRR 20
EM EMPS 0,63
EM EMRR 0,34
EM SCIAR 2,7
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Classificacdo

Diagnéstico

Valor de KFLCcr

Outras doengas Epilepsia 0,51
Outras doengas Hidrocefalia 0,18
Outras doengas Epilepsia 0,15
Outras doengas Sd. medular 0,15
Outras doengas HIC benigna 0,15
Outras doengas AVCH cerebelar 0,15
Outras doengas Plegia MSD a esclarecer 0,15
Outras doengas Sem hipdtese diagndstica 0,15
Outras doengas Oftalmopatia de graves 0,15
Outras doengas Sd. Press 0,16
Outras doengas Mielopatia a/e 0,17
Outras doencas Sd. degenerativa 0,22
Outras doencas Sd. Parkinsoniana 0,23
Outras doencas Miopatia a/e 0,24
Outras doencas LLA 0,36
Sindrome deficitaria
Outras doencas esquerda com parestesia 0,44
Estenose do canal medular
Outras doencas Lombar 0,45
Tumor de seio cavernoso
Outras doengas (meningeoma petroclival) 0,47
Outras doengas Doenca degenerativa? 0,15
Outras doengas Sd. Clinica Isolada? 0,15
Outras doengas Demencia 0,15
Outras doengas Migranea sem aurea 0,15
Outras doengas Neuralgia do Trigémio 0,15
Doenca difusa da substancia
Outras doengas Branca 0,15
Hemiparesia incompleta
Outras doengas braquiocural 0,15
Outras doengas Doenga do neurdnio motor 0,15
Outras doengas Sd. Demencial 0,15
Outras doengas HSA traumatica 0,15
Demencia rapidamente
Outras doengas progressiva 0,15
Outras doengas Sd. Medular transversa 0,15
Outras doengas Demeéncia 0,22
Outras doengas Epilepsia - estado de mal 0,78
Outras doengas Cefaleia 0,15
Doenca de Alzheimer pré
Outras doengas senil 0,28
Hipertensao intracraniana
Outras doengas idiopdtica 0,21
Sd. Consuptiva+ sepse foco
Outras doengas pulmonar 0,83
Sd. Medular a/e: Sd sensitiva
nivel T8 + Sd. Esfincteriana +
Outras doengas paraparesia espastica 0,33
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AVCi de tdlamo a D + Doenga

Outras doengas de Parkinson 0,44
Outras doengas de SNC (ndo
Outras doengas inflamatorias) 0,47
Rebaixamento do nivel de
consciencia+ hemiplegia D +
Outras doengas AVCide talamo a E 0,51
Outras doengas Migranea com aurea 0,15
Outras doengas Diplopia a/e + migranea 0,15
Doenca de graves + Sd
piramindal (mielindlise
Outras doengas pontina) 0,2
Outras doengas Tumor cerebral 0,33
Outras doengas Miastenia gravis 0,15
Hidrocefalia + AVCi nultiplos
Outras doengas ale 0,15
AVCi + disseccdo vertebral
Outras doengas (V3-VA4)E. 0,22
Outras doengas Doenca do neurdnio motor 0,18
Outras doengas Otite externa maligna 0,36
Dipoplia +aletracao do olhar
Outras doencas conjugado 0,29

Classificacdo

Diagnéstico

Valor de KFLCcr

Outras doengas

inflamatdrias SCI/NMO 0,17
Outras doengas Sd. Charcot Marie

inflamatdrias Tooth/CIDP 1,04
Outras doengas

inflamatorias NMO 1,19
Outras doencas

inflamatorias Sd. Multifasica - ADEM 0,29
Outras doencas

inflamatorias NMO 0,15

Neurocisticercose tratada+

Outras doengas AVC lacunar + crises

inflamatorias epilépticas ?[41] 2,84
Outras doengas Sd. Charcot Marie

inflamatorias Tooth/CIDP 1,62
Outras doengas

inflamatorias NMO 0,34
Outras doengas

inflamatorias NMO 0,15

ataxia

Outras doengas cerebelar+polineuropatia

inflamatorias axonal+ D. celiaca 1,56
Outras doengas HIV+ Neurorretinite viral

inflamatdrias (Herpes?) 1,91
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Outras doengas

Mielopatia a/e - Neuropatia
Optica: Doenca

inflamatorias desmielinizantes?ADEM? 5,37
meningite asséptica+ uveite
Outras doengas anterior (Behcet?
inflamatorias Sarcoidose?) 0,15
Outras doengas meningoencefalite / abcesso
inflamatorias cerebelar 0,2
Outras doengas Polineuropatia
inflamatorias desmielinizante - CIDP 0,26
meningite recorrente
Outras doencgas linfomonocitaria a/e: (TB?
inflamatdrias Fungo?), neuro-Behcet? 0,68
Outras doengas LES + AVCi (vasculite SNC?
inflamatdrias SAAF? Embdlico?) 0,88
Outras doencas
inflamatorias HTLV 1,79
SIDA C3/
neurotoxoplasmose/
neurotuberculose tratada+
Outras doengas uveite+ déficit cognitivo+
inflamatérias epilepsia sintomatica 41,5
Outras doengas
inflamatdrias Sd. Guillan- Barre 0,2
Outras doengas Infec¢do SNC CMV+ herpes
inflamatérias (Tx renal DF - DGF) 0,5
Sd. Cerebelar a esq. +
polineuropatia+ Dga de
Outras doengas Whipple (manifestacdo
inflamatérias neurdlogica)? 0,15
Outras doengas
inflamatorias NMO 0,15
Outras doengas
inflamatérias Mielite a/e (pds infecciosa?) 0,22
Outras doengas
inflamatérias NMO 0,15
Outras doengas
inflamatorias Neurite éptica 0,15
Outras doengas CIDP + encefalopatia a/e
inflamatérias (metabdlica? Viral?) 0,57
Paralisia supranuclear
Outras doencas progressiva? Encefalite auto-
inflamatorias imune? 0,15
Outras doencas
inflamatdrias ADEM - like 0,29
Neurite dptica atipica:
Outras doencas provavelmente isquémica/
inflamatérias inflamatdria)? 0,21

Outras doencas
inflamatérias

encefalite auto-imune+
estado semivegetativo +
AVCi

0,33
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Outras doengas

paralisia facial periférica E +

inflamatorias mielite transversa 0,21
Outras doengas

inflamatorias NMO 0,15
Outras doengas

inflamatorias Encefalite viral? Herpética? 0,32
Outras doengas Encefalite auto-imune +

inflamatérias epilepsia sintomatica 0,15
Outras doengas

inflamatorias Leucodistrofia a/e 0,31
Outras doencgas

inflamatérias Paguimeningite hipertréfica 0,23
Outras doencgas Seringomielia tordcica +

inflamatorias neurotuberculose tratada 0,4

Mielite transversa - Sd.

Outras doencgas Brown Sequard like (pds

inflamatdrias infecciosa) 0,21
Outras doencgas

inflamatdrias Sd. demencial a/e 0,23
Outras doencas Radiculoplexopatia de

inflamatérias etilogia viral (HSV-2) 0,18
Outras doengas

inflamatdrias Neurossifilis 0,43
Outras doengas

inflamatorias Mielite 0,18
Outras doengas

inflamatdrias Encefalite 0,18
Outras doengas

inflamatérias NMO 0,27
Outras doengas

inflamatdrias Sd. de Stiff-Person 0,18
Outras doengas

inflamatdrias SCI 0,15
Outras doengas

inflamatorias CLIPPERS 0,53
Outras doengas

inflamatérias Mielite 2,63
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Correlations
DURACAOME = SURTOPREC = DURACAGTR = SURTOS1ZM
IDADE  KAPPA SES OLETAMESES ~ ATAMENTO ESES EDSS MsSS  NUMERO
Spearman's rho  IDADE Correlation Coefficien: 1,000 -,034 3597 022 ,230 -341° 4157 238 -354
sig, (2-tailed) . 691 007 876 105 013 ooz 089 070
N 140 140 55 52 51 52 52 52 27
KAPPA Correlation Coefficent  -,034 1,000 079 -119 157 075 365 402 099
sig. (2-tailed) 691 . 569 401 272 597 008 003 623
N 140 140 55 52 51 52 52 52 27
DURACAOMESES Correlation Coefficient 359" 079 1.000 ~291 | 587 ~508° | 475" 122 -.287
sig. (2-talled) 007 569 . | 037 000 000 000 388 146
N 55 55 55 52 51 52 52 52 27
SURTOPRECOLETAMESE  Correlation Coefficient 022 -119 291 1,000 262 154 -029 001 080
2 sig. (2-malled) 876 401 037 : 063 276 836 521 693
N 52 52 52 52 51 52 52 52 27
DURACAOTRATAMENTO  Correlation Coefficient 230 157 587" -262 | 1,000 -332° 248 025 -.243
sig. (2-talled) 105 272 000 063 . 017 079 862 221
N 51 51 51 51 51 51 51 51 27
SURTOS12MESES Correlation Coefficient  -,341° 075 508" 154 -332 1,000 -.109 075 5647
sig. (2-ailed) 013 597 000 276 017 . 440 599 002
N 52 52 52 52 51 52 52 52 27
EDSS Correlation Coefficient 415 | 365 ars” -029 248 -109 1,000 886 -090
Sig. (2-tailed) 002 008 000 836 079 440 . 000 654
N 52 52 52 52 51 52 52 52 27
MSS5 Correlation Coefficient 238 4027 122 ,091 ,025 075 886" 1,000 ,019
Sig. (2-tailed) 089,003 388 521 | 862 599 000 . 925
N 52 52 52 52 51 52 52 52 27
NUMERO Correlation Coefficient  -,354 099 -287 080 -,243 5647 -090 019 1,000
Sig. (2-tailed) 070 623 1146 693 221 002 654 025 .
N 27 27 27 27 27 27 27 27 27
**_ Correlation Is significant at the 0.01 level (2-tailed).
=. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

Apéndice IV. Teste U de Mann-Whitney. Comparacdo de KFLC.ck qualitativo e demais

parametros.

Resumo de Teste de Hipotese

Hipotese nula Teste Sig. Decisdo

Teste U de
A distribuicdo de Mann- Retera
DURACAOMESES ¢ a mesma Whitney de 1 hing
entre as categorias de amaostras G280 h||:|lotese
KAPPAQUALITATIVO. independente nitla.

s

Teste U de
A distribuicio de IDADE éa  Mann- Reter a
mesma entre as categorias de amostr\;s 410,0001 hipotese
KAPPAQUALITATIVO. independente nula.

s

Teste U de
A distribuicdo de Mann- Retera
SURTOPRECOLETAMESES é 2  Whitney de 360,000 hipat
mesma entre as categorias de amostras £ n:ﬂg kb
KAPPAQUALITATIVO. independente *

s

Teste U de
A distribuicdo de Mann- Retera
DURACAOTRATAMENTO é a Whitney de 427.0001 hipotese
mesma entre as categorias de amostras y '1
KAPPAQUALITATIVO. independente nuta.

s

Teste U de
A distribuicao de Mann- Ritera
SURTOS12MESES é a mesma Whitney de 259,0001 hipétese
entre as categorias de amostras Hiili
KAPPAQUALITATIVO. independente *

s

Teste U de
A distribuicdo de EDSS é a e Reter a
mesma entre as categorias de amc—stryas 665,0001 hipotese
KAPPAQUALITATIVO. independente nula.

s
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Teste U de
e ; Mann-
A distribuicao de M555 e a 5 Reter a
7 mesma entre as categorias de :\fmhg:ter\ésde 665,0001 hipotese
KAPPAQUALITATIVO. independente nula.
5
Leste U de
A distribuicio de NUMERO éa yyerin Reter a
8 mesma entre as categorias de Wh:tntey ué 498,0001 hipotese
KAPPAQUALITATIVO. f‘;’;g;eﬁé —_ nula.
5

Sdo exibidas significdncias assintoticas. O nivel de significancia é ,05.

LA exata significincia é exibida para este teste.

Apéndice V: Comparacio Teste Kruskal-Wallis

Resumo de Teste de Hipotese

Hipotese nula Teste Sig. Decisao
Teste de
A distribuicio de KAPPA & a o Rejeitar a
1 mesma entre as categorias de A;c;:tr:s ,000  hipotese
Classe. Independente nula.
5

Sdo exibidas significancias assintoticas. O nivel de significancia é ,05.
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10. Anexo

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP <G QgIrgr o™
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Cadeias leves livres em liquido cefalorraquidiano como auxilio diagnostico na
esclerose multipla

Pesquisador: Celia Regina Garlipp

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 23258913.6.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nidmero do Parecer: 474.341
Data da Relatoria: 26/11/2013

Apresentacéao do Projeto:

A esclerose multipla (EM) € uma doenca desmielinizante do sistema nervoso central de evolugéo crbnica
que acomete principalmente adultosjovens. Na EM ocorre um processo de inflamacéo local com
desmielinizacéo, envolvendo mecanismos imunes dos tipos celular e humoral. Como consequéncia deste
processo surgem as alteragdes no liquido cefalorraquidiano (LCR) caracteristicas da doenca, tais como a
presenca de bandaslgG oligoclonais e aumento do indice de IgG, indicando a sintese intratecal de
imunoglobulinas. Evidéncias da literatura tem sugerido fortemente queas cadeias leves livres possam ser
marcadores de producéo intratecal de imunoglobulinas e, portanto, uma alternativa & pesquisa de
bandasoligoclonais. O presente estudo tem por objetivo determinar o desempenho diagnéstico das cadeias
leves livres no LCR, como método alternativo ecomplementar a pesquisa de bandas oligoclonais em
pacientes com suspeita de esclerose multipla. Seréo analisadas cerca de 80 a 100 amostrasde LCR e
sangue de pacientes com suspeita de esclerose multipla encaminhadas a Divisdo de Patologia Clinica do
HC/UNICAMP para analises derotina (citologia global e diferencial de células, dosagens de glicose, proteina,
avaliacdo da sintese intratecal de IgG) e pesquisa de bandasoligoclonais. Essas amostras sao provenientes
de pacientes de ambos os sexos, atendidos nos ambulatérios e enfermarias do Hospital das Clinicasda
UNICAMP. Os ensaios para dosagem de cadeias leves livres serao

Endereco: Rua Tessélia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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realizados através de nefelometria no equipamento automatizado BN Il Siemens com os reagentes N Latex
FLC kappa e N Latex FLC lambda que utilizam anticorpos monoclonais. A concordancia estatistica sera
avaliada através de teste ndo-paramétrico de McNemar. Durante o periodo do estudo, dependendo dos
resultados obtidos, sera avaliada a possibilidade da introdugédo desta nova metodologia na rotina de
investigacdo laboratorial da esclerose multipla.

Objetivo da Pesquisa:

- Determinar o desempenho diagnéstico das cadeias leves livres no LCR, em especial kFLC, como método
alternativo e complementar a pesquisa de bandas oligoclonais em pacientes com suspeita de esclerose
multipla.

- Comparar os resultados das dosagens de kFLC através de nefelometria da com os obtidos na pesquisa de
bandas oligoclonais através de focalizagéo isoelétrica em gel de agarose (IEF).

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao havera nenhum tipo de risco para os pacientes, uma vez que nao serdo solicitados
procedimentos e/ou amostras adicionais. Além disso, avaliara apenas o desempenho de uma tecnologia
disponivel e automatizada.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Projeto bem elaborado e de extrema relevancia para a area.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto apresenta todos os requisitos exigidos e solicita a dispensa do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido conforme solicitagdo descrita abaixo:

Como este estudo tem o objetivo de avaliar a performance de um método automatizado, ndo seréo
solicitados procedimentos e/ou amostras adicionais para nenhum paciente, como também nao havera
nenhum contato dos pesquisadores com qualquer paciente. O material a ser utilizado é o excedente daquele
enviado para realizacdo da analise laboratorial solicitada pelo médico responsavel pelo paciente. Vale
ressaltar que as técnicas descritas no projeto fazem parte da rotina laboratorial, ndo sendo necessaria
nenhuma metodologia adicional.

Orgamento de R$20.000,00 - Os recursos para o desenvolvimento do estudo serédo obtidos junto a agencias
de fomento como FAEPEX (UNICAMP) - R$4000,00 e FAPESP.

Recomendacoes:

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto atende aos preceitos da resolucdo 466-2012, em todos os seus itens. Sera utilizado material
biol6gico excedente, advindo dos pacientes sob investigacao diagnéstica de rotina. ndo havera qualquer
contato direto com os pacientes, de modo que as analises laboratoriais serdo realizadas em carater
estritamente confidencial, sem expor os pacientes a nova coleta do liquido cefaloraquidiano, o que consiste
numa vantagem importante. Por essas razoes e também pela relevancia do estudo, consideramos o projeto
aprovado com dispensa de aplicagcao de TCLE.

Assim, este CEP entende que

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Ao pesquisador cabe desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar e apresentar os relatérios parcial e
final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico participante do projeto (Resolucédo 466/2012 CNS/MS).

Caso o pesquisador encontre dados que possam modificar o prognoéstico ou tratamento dos sujeitos de
pesquisa, recomenda-se que tais informacdes sejam transmitidas aos participantes ou anexadas ao
prontuéario, para conhecimento da equipe clinica (Resolugdo 466/2012 CNS/MS).

CAMPINAS, 04 de Dezembro de 2013

Assinador por:

Fatima Aparecida Bottcher Luiz
(Coordenador)

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Cadeias leves livres em liquido cefalorraquidiano como auxilio diagnostico na
esclerose multipla

Pesquisador: Celia Regina Garlipp

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 23258913.6.0000.5404

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.160.698

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de uma emenda que visa solicitar a inclusdo da aluna Bruna Dolci Andreguetto na equipe de
pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Mantidos em relagéo ao projeto original.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Mantidos em relagéo ao projeto original.

Comentarios e Consideragcdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma emenda que visa solicitar a inclusdo da aluna Bruna Dolci Andreguetto na equipe de
pesquisa.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Para avaliacdo desta emenda foi analisado o documento anexado
"PB_INFORMAGCOES_BASICAS_951147_E1.pdf 26/06/2017 17:16:32"

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
Incluséo da aluna aprovada.

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Continuagéo do Parecer: 2.160.698

Consideracodes Finais a critério do CEP:

Lembramos ao pesquisador que o estudo s6 pode ser iniciado ap6s a aprovagéo pelo CEP, conforme
compromisso assumido pelo mesmo com o cumprimento da resolugcédo 466/2012, item XI.2 letra a. Quando
for submeter respostas as pendéncias, verificar se 0 cronograma de realizagdo da pesquisa, descrito na
plataforma Brasil e no projeto anexado, esta contemplando o inicio da coleta de dados APOS a liberagéo do
projeto pelo CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_951147| 26/06/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 17:16:32
Projeto Detalhado / | EM_freelite projeto final.pdf 11/10/2013 Aceito
Brochura 12:28:53
Investigador
Folha de Rosto Plataforma Brasil Folha de rosto.pdf 10/10/2013 Aceito

16:45:21

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o

CAMPINAS, 06 de Julho de 2017

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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