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“Recomeca...

Se puderes

Sem angustia e sem pressa.
E os passos que deres,
Nesse caminho duro

Do futuro

Da-os em liberdade.
Enquanto ndo alcances

Nao descanses.

()"
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RESUMO

A detegdo precoce de uma doenca desempenha um papel fundamental para a
formulagdo de um correto plano de tratamento e prognostico. A saliva ¢ um fluido
biologico cada vez mais utilizado como meio de investigagao de diversas patologias, uma
vez que a colheita e processamento das amostras ¢ simples, econdmico e preciso, € nao
causa desconforto ao doente. Os seus constituintes podem ser utilizados como marcadores
que podem revelar doencas sistémicas e ajudar no diagndstico, prognostico e seu
tratamento.

Devido a relagdo proxima entre as glandulas salivares e o sistema nervoso € o
avanco dos métodos de dete¢do e quantificacdo dos seus constituintes, a procura de
marcadores salivares para as doengas neuroldgicas tem sido cada vez mais investigada.

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenga cronica inflamatoria do sistema nervoso
central, incapacitante, que se manifesta em adultos jovens (20-40 anos) e cuja incidéncia
tem aumentado nas ultimas décadas em todo o mundo. A EM ¢ uma doenca
desmielinizante e neurodegenerativa de evolugdo clinica muito variavel, provavelmente
heterogénea nos seus mecanismos patogénicos, para a qual podem contribuir multiplos
fatores genéticos e ambientais. Embora tenham existido numerosos progressos no
diagnostico e tratamento da EM, os biomarcadores reconhecidos como indicadores da sua
evolu¢do no doente individual sdo sobretudo biomarcadores de imagem e marcadores
medidos no liquido cefalorraquidiano. A busca de biomarcadores acessiveis e
econdmicos para os complementar permanece uma tarefa desafiadora e de grande
interesse clinico, pois podera possibilitar teraputicas mais personalizadas para cada tipo

de individuo.

O objetivo deste trabalho consiste em, através de uma revisdo bibliogréfica,
compreender quais os potenciais marcadores salivares relevantes para o diagnostico e

prognostico da EM.

Para a realizacao deste trabalho foi efetuada uma revisao da literatura cientifica

existente recorrendo as bases de dados como PubMed, B-on, Cochrane e ScienceDirect.

Palavras — Chave: Biomarcadores Salivares, Esclerose Multipla, Doenca

Neurodegenerativa, Inflamacgao






ABSTRACT

Early detection of a disease plays a key role in formulating a correct treatment
plan and prognosis. Saliva is a biological fluid increasingly used as a tool for investigating
various pathologies, since its collection and processing of samples are simple, economical
and accurate, and do not cause discomfort to the patient. Its constituents can be used as
markers that can reveal systemic diseases and aid in diagnosis, prognosis and treatment.

Due to the close relationship between the salivary glands and the nervous system
and the advancement of methods of detection and quantification of their constituents, the
search for salivary markers for neurological diseases has been increasingly investigated.

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous
system, disabling, that manifests in young adults (20-40 years) and whose incidence has
increased worldwide in recent decades. MS is a demyelinating and neurodegenerative
disease, of very variable clinical evolution and probably heterogeneous in its pathogenic
mechanisms which multiple genetic and environmental factors can contribute. Although
there have been numerous advances in the diagnosis and treatment of MS, the biomarkers
recognized as indicators of their evolution in the individual patient are mainly imaging
biomarkers and markers measured in cerebrospinal fluid. The search of affordable and
economical biomarkers to complement them remain a challenging task and of great
clinical interest, as it may enable more personalized therapies for each type of individual.

The objective of this work is to understand, through a literature review, which

potential salivary markers are relevant for the diagnosis and prognosis of MS.

For the accomplishment of this work, a review of the existing scientific literature

was selected through PubMed, B-on, Cochrane and ScienceDirect.

Keywords : Salivary Biomarkers, Multiple Sclerosis, Neurodegenerative Disease,

Inflammation
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INTRODUCAO

As doengas neurodegenerativas sao um conjunto de doengas que afeta tanto o
sistema nervoso central como o sistema nervoso periférico (Bertram & Tanzi, 2005;
Landrigan et al., 2005), altamente incapacitantes e que tém vindo a aumentar a um ritmo
exponencial.

Em vérios distirbios neurologicos deste grupo de doengas ocorre um processo
irreversivel, designado por neurodegeneragao, que causa uma perda lenta e progressiva
da funcao de populagdes de neuronios especificos e das suas conexoes, podendo induzir
disturbios no funcionamento do sistema motor, do sistema sensorial, das capacidades
cognitivas e do comportamento. Varios mecanismos moleculares como a
excitotoxicidade, disfun¢gdo mitocondrial, inclusdes intracelulares ou agregacdo
extracelular de substancias moleculares toxicas estdo implicados na morte das células
nervosas (Bossy-Wetzel, Schwarzenbacher & Lipton, 2004). Assim, a detegdo precoce
de doencas deste foro ¢ fundamental na atribuicdo da terap€utica adequada para os
pacientes afetados (DeKosky & Marek, 2003).

A esclerose multipla (EM) ¢ a doenca desmielinizante do sistema nervoso central
(SNC) de evolugao progressiva e incapacitante mais comum entre os adultos jovens. O
seu curso clinico ¢ altamente variavel, refletindo a complexidade da sua fisiopatologia.
Diferentes mecanismos de desmielinizagdo-inflamagdo, neurodegeneragdo axonal, gliose
e reparo pela remielinizagdo combinam-se em varios graus (influenciados por fatores
idiossincraticos) para criar um resultado clinico tinico para cada paciente. Identificar esses
fatores idiossincraticos, bem como entender qual o mecanismo proeminente em cada
caso, ¢ o primeiro passo para uma escolha terapéutica racional (Farah et al., 2018).

No entanto, o diagnostico continua a ser um desafio para estas doencas que afetam
o SNC devido a manifestacdo tardia dos sintomas e consequentemente, inicio do
tratamento também tardio, o que diminui a eficacia deste. Geralmente os testes realizados
para o diagndstico da EM incluem a andlise ao sangue e ao liquido cefalorraquidiano
(LCR), através da pungdo lombar (ver Fig. 1), sendo que a sua natureza invasiva resulta
normalmente em desconforto, dor e efeitos colaterais desagradaveis para os pacientes, o
que exige uma procura de informagdes precisas e avangadas e métodos de diagnostico
menos invasivos (Evans, 2008). Assim, orientar a pesquisa para encontrar biomarcadores
fidveis para avaliar a atividade da doenga, neurodegeneragdo e resposta terapéutica, ¢ de

uma importancia primordial (Farah et al, 2018).
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Spinal cord

T 7V?r1£—t:rae
(8]

L2

Needle
L3

Figura 1 - Técnica da Pun¢do Lombar (imagem disponivel em:
http://depts.washington.edu/mbwc/adrc/page/lumbar-punctures-fags-and-myths)

Nas ultimas décadas, o esforco para estabelecer biomarcadores satisfatorios para
a esclerose multipla (EM) tem-se mostrado muito dificil, devido as complexidades
clinicas e fisiopatologicas da mesma e das grandes diferengas interindividuais. Contudo,
o conhecimento recentemente adquirido nos dominios da gendmica-imunogenética e
neuroimunologia, bem como a evolugdo da neuroimagem, permitiu estabelecer uma lista
totalmente nova de biomarcadores. Essa variedade, no entanto, leva inevitavelmente a
confusdo no esforco de tomada de decisdo em relagdo a estratégia terapéutica e
individualizada (Harris, Tuddenham & Sadiq, 2017).

Lesko e Atkinson definem o termo “biomarcador” como " uma caracteristica que
¢ objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais,
processos patologicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencao terapéutica" (Lesko
& Atkinson, 2001).

Os biomarcadores podem ser de diversos tipos, tais como, fisiologicos (fungdes
de orgdos), fisicos (alteragdes caracteristicas em estruturas bioldgicas), histoldgicos
(amostras de tecido obtidas por bidpsia) e anatdmicos. Podem ser células especificas,
moléculas, genes, enzimas ou mediadores quimicos. Provavelmente os mais relevantes

em investigacdo médica sdo os marcadores bioquimicos que podem ser obtidos com
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Introducdo

relativa facilidade a partir de fluidos corporais (sangue, LCR, urina e saliva) e que estao
ao dispor dos investigadores (Gasser, 2009).

A saliva ¢ um fluido bioldgico dinamico e complexo, com capacidade de refletir
tanto estados fisioldgicos como de doenga e, por isso, tem sido utilizada como ferramenta
laboratorial para monitorizar os individuos (Lima, Diniz, Moimaz, Sumida & Okamoto,
2009). Um largo espectro de substancias ¢ encontrado na saliva, desde moléculas e ides
de ocorréncia natural, resultantes da atividade metabodlica, hormonal, neuroldgica ou
imunologica, até compostos introduzidos no organismo para fins terapéuticos ou
recreativos (Lee, Garon & Wong, 2009; Malathi, Mythili, & Vasanthi, 2014).

A saliva surge, entdo, como uma Otima ferramenta de diagndstico para os
pacientes com doengas neuroldgicas, no sentido em que apresenta inimeras vantagens
comparativamente com os outros fluidos corporais, atualmente utilizados e ja referidos
anteriormente. Os beneficios da saliva estdo relacionados com a facilidade de colheita de
forma nao invasiva, diminuindo o desconforto para o doente; a maior seguranga para o
profissional de saude; o facil armazenamento e transporte; e, ainda, o facto de ser obtida
a baixo custo e de maneira repetida, permitindo a monitoriza¢do da doenga ao longo do
tempo e dos efeitos terapéuticos (Lee & Wong, 2010; Malathi et al., 2014).

Como as doencas do foro neurologico afetam de uma forma marcada e
generalizada as populacdes a nivel mundial, a determinagdo de marcadores bioldgicos na
saliva torna-se cada vez mais um método adicional ou primario ndo invasivo de
diagndstico e, por consequéncia, de grande utilidade no &mbito da Ciéncia e Medicina.

Nesta revisao bibliografica pretendo expor os marcadores mais relevantes da EM
e os estudos atuais relativos a saliva, com o intuito de fortalecer a plausibilidade da saliva
como meio de diagnostico auxiliar da doenga. Como se verd, ha ainda um longo caminho

a percorrer.
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Desenvolvimento

DESENVOLVIMENTO

1. A saliva como ferramenta de diagndstico

1.1. Propriedades e fisiologia da saliva

A saliva humana ¢ um fluido biologico complexo e dindmico, que resulta da
mistura dos fluidos provenientes das glandulas salivares, do exsudato da mucosa oral, do
muco originado na cavidade nasofaringea, descamacao epitelial, bactérias, fluido
crevicular, eventualmente algumas células sanguineas e restos alimentares (de Almeida,
Grégio, Machado, de Lima & Azevedo, 2008).

A saliva € constituida maioritariamente por 4gua, cerca de 99%, 0,3% de proteinas
e 0,1% por compostos organicos e inorganicos (Liu & Duan, 2012). Nestes compostos
encontram-se enzimas, péptidos, glicoproteinas, imunoglobulinas, hormonas e eletrolitos
como o sédio potassio, calcio, magnésio, fosfatos. A maior parte das moléculas presentes
na saliva sdo produzidas pelas trés glandulas salivares major, como a parotida (23%),
submandibular (65%) e sublingual (4%) (Fig. 2), e por numerosas glandulas salivares
minor (8%) que se encontram espalhadas pela mucosa oral. A regulacdo da secre¢do
salivar ¢ neuromediada, sendo o volume e o tipo de saliva controlados pelo sistema
nervoso auténomo (SNA), mais especificamente pelos neurdnios do sistema
parassimpatico pertencentes aos nervos cranianos facial (VII), glossofaringeo (IX) e vago

(X) (Fig. 2) e do sistema simpatico (Reale, Gonzales-Portillo & Borlongan, 2020).

Trigeminal n. (V) — -

Sublingual gland
Submandibular gland

Figura 2 - Localizagdo das glandulas salivares (Pardtida, submandibular e sublingual) e
inervacdo das mesmas (adaptado de Forde et al., 2006).
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A saliva ¢ gerada nas glandulas salivares por cé€lulas acinares, coletada em
pequenos ductos e, posteriormente, libertada na cavidade oral (Fig. 3). As glandulas
salivares sdo ricamente vascularizadas e contém capilares altamente permeaveis aos
diversos constituintes do sangue (Fig. 3). A passagem e troca de moléculas provenientes
do sangue com as células produtoras de saliva adjacentes, as células acinares, ocorre ou
por via transcelular (difusdo passiva e transporte ativo) ou por via paracelular. Por outro
lado, as células ductais sdo responsaveis pela modificacdo e transferéncia da saliva para
a cavidade oral através dos mesmos meios de transporte acima referidos ou através da

fenda gengival (Malathi et al., 2014; Reale et al., 2020).

Saliva Seito

Forde et al adapted from Haeckel and Hanecke Eur J Clin Chem Clin Biochem 1996

Figura 3 - Mecanismos de transporte, implicados na produgéo de saliva (adaptado de Haeckel &
Hinecke, 1996). a- Transporte ativo; b- Difusdo passiva; c- Filtragdo simples; d- As células acinares
bombeiam ides de sodio (Na*) para os ductos; e - As células ductais bombeiam ides de Na* de volta para
o sangue; f- Membrana celular; g- Poro nuclear; h- Espaco intracelular; i- Célula acinar.
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Desenvolvimento

Assim, muitos componentes encontrados no sangue também estdo presentes na
saliva, e consequentemente a composi¢cdo deste fluido oral podera refletir o estado de
saude do individuo (Yoshizawa et al., 2013). Contudo, ¢ importante referir que a
composi¢ao quimica da saliva pode variar devido a inimeros fatores, nomeadamente a
idade, o género e o estado geral do individuo (Pandey, 2014). O volume de saliva
produzido, que varia num individuo saudavel entre 0,5 a 1,5 litros por dia (Mese &
Matsuo, 2007), também pode ser modificado por variadas condi¢des fisiologicas e
patologicas, como a estimulagdo por fatores mecanicos (o ato de mastigar), fatores
sensoriais como o gosto, olfato e visao, fatores psicologicos como a ansiedade, fatores
hormonais, medicamentos, faixa etéria, higiene oral ou mesmo o préprio exercicio fisico
(a desidratagdo caracteristica deste ato leva a uma diminui¢@o do fluxo salivar) (Walsh et

al., 2004; Ekstrom, Khosravani, Castagnola & Messana, 2012).

1.2.Funcgoes da Saliva

A saliva desempenha um papel crucial em muitas funcdes biologicas, como a
percecdo das sensacdes orais (isto é, a perce¢do do gosto, temperatura e textura),
lubrificagdo, mastigagdo, degluticdo e digestao dos alimentos. Além disso, ainda contribui
na remineralizacdo do esmalte dos dentes e evita a desmineralizagdo devido a sua
capacidade de tamponamento (Hicks, Garcia-Godoy & Flaitz, 2003; Garcia-Godoy &
Hicks, 2008).

A sua capacidade tampao ¢ conseguida devido a presencga de i10es bicarbonato e
10es fosfato que possibilitam a manutengdo do pH da saliva entre 6 e 7 (variagdo
consoante o fluxo salivar). Esta caracteristica da saliva impede a coloniza¢do de
microrganismos potencialmente patogénicos, pois elimina as condi¢des favoraveis ao seu
desenvolvimento e ajuda a neutralizar e a eliminar os &cidos produzidos por
microrganismos acidogénicos, evitando a desmineralizagdo do esmalte (de Almeida et
al., 2008; Ekstrom et al., 2012).

A saliva tem também uma fungdo protetora da mucosa oral contra fatores
biolégicos, mecanicos e quimicos, bem como contra infec¢des bacterianas, virais e
fingicas, mantendo o equilibrio do ecossistema da cavidade oral (Jankowska, Waszkiel
& Kowalczyk, 2007).

Este fluido biologico contém proteinas com propriedades antibacterianas,

antifungicas e antivirais relevantes (de Almeida et al., 2008), estando algumas destas
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proteinas associadas ao sistema imunoldgico tais como as imunoglobulinas A (IgA), G

(IgG) e M (IgM) (Humphrey & Williamson, 2001).

1.3.Saliva vs Sangue

A detegdo precoce de uma doenga desempenha um papel determinante no
planeamento e prognostico do tratamento (Malathi et al., 2014).

As fontes de diagnostico obtidas nas consultas de rotina incluem exames
citologicos (células, tecidos), fezes e urina, mas o sangue ou plasma continuam a ser a
fonte mais comum de obtencao de biomarcadores. Contudo, cada vez mais se procuram
alternativas a este procedimento, pois a sua colheita para além de desconfortavel e
invasiva, ¢ muitas vezes problematica e traumatica para os individuos, tornando a sua
colheita dificil em pacientes pouco colaborantes (portadores de deficiéncias, criangas,
idosos, hemofilicos ou recém-nascidos), para além de ser economicamente mais
desvantajosa (Marti-dlamo, Manchefio-franch, Marzal-gamarra & Carlos-fabuel, 2012;
Yoshizawa et al., 2013; Zhang et al., 2014). Como ja foi referido anteriormente, muitos
dos componentes do sangue estdo presentes também na saliva que, com os avancos das
técnicas de detegdo, podera tornar-se uma parte importante do diagnostico laboratorial e

do seguimento de outras doengas de tecidos e 6rgaos.

1.4. Vantagens e Desvantagens da saliva como meio de diagnostico

A saliva apresenta um grande potencial como fluido de diagndstico, pois oferece
inimeras vantagens ( quando comparada com o plasma ou sangue) (Lee et al., 2009; Pink
et al.,2009; Pfaffe, Cooper-White, Beyerlein, Kostner, & Punyadeera, 2011; Malon,
Sadir, Balakrishnan & Corcoles, 2014; Buczko, Zalewska & Szarmach, 2015; Mikkonen
etal., 2016; Mirzaii-Dizgah, Mirzaii-Dizgah & Mirzaii-Dizgah, 2020), que sdo resumidos
a seguir.

e (olheita facil e ndo invasiva da amostra, permitindo que a mesma seja
realizada pelo proprio doente, ndo sendo necessdria uma qualificacdo

profissional para o efeito, como acontece na colheita de sangue;
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e Permite a recolha de quantidades menores de amostra;

e Pode ser colhida repetidamente num curto espago de tempo;

e Boa cooperagao por parte dos pacientes, pois € indolor e por isso os niveis
de ansiedade estio reduzidos;

e Relagao custo-beneficio consideravel,

e Facil armazenamento e transporte, pois ndo sofre coagulagdo como o
sangue;

e Oferece seguranga aos profissionais de saude, pois evita-se o risco de
lesdo percutanea e auto-contégio;

e Maior sensibilidade e correlagdo com os niveis sanguineos;

e A nivel ético e cultural a sua recolha também ¢ mais aceite em

compara¢do com a analise ao sangue.

A grande desvantagem em relacdo ao sangue e plasma, ¢ que os marcadores
biologicos se encontram em concentragdes consideravelmente baixas na saliva (Ahmadi-
Motamayel, Davoodi, Dalband & Hendi, 2010). Mas, segundo os autores Segal ¢ Wong
(2009), este problema podera vir a ser ultrapassado com o desenvolvimento de novas
tecnologias, sendo a saliva um meio de diagndstico para doencas locais e sistémicas

bastante promissor no futuro (Segal & Wong, 2009).

2. Biomarcadores

Na ultima década, assistiu-se a um esforco enorme em torno da investigacao
biomédica no campo dos biomarcadores. O sucesso de novos biomarcadores usados na
pratica clinica foi notorio, trazendo intimeros beneficios aos pacientes. Contudo, ¢ justo
afirmar que ainda ndo existe um numero de biomarcadores clinicamente fidveis e
satisfatorios na pratica clinica que pareca justificar todo o esforco envolvido neste campo

de investigag¢do (Holland, 2016).
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2.1. Definicao

O termo “biomarcador” ou “marcadores bioldgicos” pode-se definir como
qualquer entidade, substancias, agentes quimicos, células, moléculas, genes, anticorpos,
enzimas, metabolitos, proteinas ou hormonas corporais passiveis de serem quantificadas
e mensuradas, cujas alteragdes nas suas concentragdes podem ser associadas a instalagao,
progressao ou até a regressao de uma doenca em particular, sendo assim utilizados como
parametros de avaliagdo do individuo em situagdes fisiologicas e/ou patoldgicas (Maiese,
2009; Sahu et al., 2011; Yoshizawa et al., 2013).

E importante referir que os biomarcadores podem ser uma substancia medida em
fluidos corporais como o sangue, a saliva ou urina, ou pode consistir num parametro
como, por exemplo, a pressao arterial ou a atividade cerebral (Shi, Caudle & Zhang,

2009).

2.2. Classificacao

Os biomarcadores podem ser classificados com base na sua capacidade de prever,
diagnosticar, monitorizar a doenga e responder ao tratamento da mesma (Paul, Comabella

& Gandhi, 2019).

2.2.1. Biomarcadores preditivos

Segundo a Food and Drug Administration (FDA) e o National Institutes of Health
(NIH) (2016), um biomarcador preditivo ¢ usado para identificar individuos com maior
probabilidade do que outros individuos, de experienciar um efeito favoravel ou

desfavoravel da exposicao a um fator de risco genético ou um agente ambiental.

2.2.2. Biomarcadores de diagnostico

A FDA e a NIH referem que um biomarcador de diagnéstico existe para detetar
ou confirmar a presenca de uma doenca ou para identificar individuos com um subtipo da

doenca.
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2.2.3. Biomarcadores de monitorizacio da doenca

Os biomarcadores de monitorizacdo da doenga permitem determinar o estadio da

doencga ou condi¢do médica (Lassmann, Bruck & Lucchinetti, 2007).

2.2.4. Biomarcadores de resposta terapéutica

Um biomarcador de resposta terapéutica ¢ usado para mostrar que ocorreu uma

resposta biologica num individuo exposto a um produto médico ou a um agente

ambiental, segundo a FDA e a NHI.

2.3. Caracteristicas ideais de um biomarcador

Existem certas caracteristicas universais importantes a qualquer biomarcador

(Bennett et Devarajan, 2011; Paul et al., 2019). Idealmente estes devem ser:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Recolhido de forma ndo-invasiva, facilmente mensuravel, rentavel e
capaz de produzir resultados rapidos;

Facil de quantificar nas fontes prontamente disponiveis como o sangue ou
urina;

Elevada sensibilidade e especificidade, permitindo a detecao precoce da
doenga;

Os niveis dos biomarcadores devem variar rapidamente em resposta ao
tratamento;

Deve auxiliar na estratificagdo de risco e possuir valor de progndstico em
termos de resultados reais;

Biologicamente plausivel e fornecer informacdes subjacentes ao
mecanismo da doenca, como atividade inflamatéria, grau de
neurodegeneragdo, desmielinizacdo e remielinizacdo, no caso da

Esclerose Multipla.

Atualmente, sd3o muito poucos os biomarcadores existentes que atendem a todas

estas caracteristicas de um marcador ideal.
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2.4. Aplicacao dos biomarcadores

Os biomarcadores tém varios tipos de aplicag¢des e contribuem de forma vantajosa
para o trabalho dos profissionais de saide no diagndstico precoce e na escolha do
tratamento ideal para cada doenca. Dependendo do tipo de biomarcador, estes servem
como meio de avaliacdo do risco de determinado individuo desenvolver uma patologia,
podendo de antemao, por exemplo, evitar algum tipo de comportamento de risco. Servem
também como diagnostico diferencial e meio de detecao precoce de inimeras doencas,
tendo um papel fundamental neste campo, a monitorizagao e selecdo da terapéutica ideal
e avaliacdo da recorréncia da doenga. Por exemplo, sdo muito utilizados em caso de
doenga oncoldgica, avaliagdo do prognoéstico e da ocorréncia de metastases em diferentes
tipos de neoplasias malignas (Martin, Bielekova, Hohlfeld & Utz, 2006; Bhatt, Mathur,
Farooque, Verma & Dwarakanath, 2010).

Assim, os biomarcadores s3o cada vez mais investigados e constituem uma
ferramenta inovadora e de interesse nos dias de hoje.

Para a esclerose multipla, foram encontrados em fluidos biologicos, sobretudo
sangue ¢ LCR, biomarcadores preditivos para ajudar a identificar potenciais individuos
em risco de desenvolverem EM. Devem ser medidos em pacientes neurologicamente
assintomaticos, por exemplo, parentes em primeiro grau de pacientes portadores de EM
(Sundstrom et al., 2004), biomarcadores de diagnostico que podem servir como método
de diagnédstico diferencial, para distinguir os pacientes com EM dos com outros
problemas neurologicos auto-imunes ou individuos saudaveis, biomarcadores de
monitorizagdo da doenga que podem ser uteis na distingdo das diferentes formas clinicas
da EM (Lassmann et al., 2007; Paul et al., 2019) e biomarcadores de resposta terapéutica

muito Uteis para opcdes terapéuticas alternativas se necessario (Paul et al., 2019).

3. A Esclerose Multipla

3.1. Caracteristicas gerais

A Esclerose Multipla (EM) ¢ a doenca autoimune cronica inflamatoria mais

comum do sistema nervoso central (SNC), afetando mais de 2 milhdes de pessoas em
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todo o mundo. Surge principalmente em adultos jovens, nas faixas etarias entre os 20 e
os 40 anos e tem uma prevaléncia superior no sexo feminino, sendo a taxa de incidéncia
cerca de trés vezes mais elevada comparativamente ao sexo masculino (Fernandez et al.,
2014; Reich, Lucchinetti & Calabresi, 2018).

Caracteriza-se pelo seu caracter progressivo, inflamatorio e desmielinizante (ver
Fig. 4), que leva a destruicdo das células produtoras de mielina, os oligodendrocitos,
provocando um atraso, ou mesmo bloqueio da transmissdo do impulso nervoso nos
axonios dos neuronios do SNC, que serd responsavel por uma cascata de mecanismos
associados a neurodegenerescéncia (Hauser & Oksenberg, 2006; Valado et al., 2017).

A palavra esclerose ¢ derivada do grego e significa “endurecimento”, que
descreve as lesdes que se desenvolvem ao redor dos feixes de axdnios, e a esclerose ¢é

multipla porque a doenca atinge muitos sitios no sistema nervoso ao mesmo tempo (Bear,

Connors & Paradiso, 2017).

Figura 4 — Neurdnio mielinizado e neurénio desmielinizado (imagem disponivel em:
https://drauziovarella.uol.com.br/doencas-e-sintomas/esclerose-multipla/).

3.2. Fisiopatologia

O sistema nervoso € constituido por dois tipos de células, neurdnios e células gliais
ou neurdglia. Os corpos celulares dos neur6nios e as suas projegdes dendritos estdo
localizados na substancia cinzenta do sistema nervoso. O axonio, extensao do corpo

celular responsavel pela transmissdao de mensagens, € que permite estabelecer conexao
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morfofuncional via sinapse, € na maior parte dos casos envolvido por mielina, que vai dar

um aspeto branco a substancia cerebral (Fig. 5) (Bear et al., 2017).
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Figura 5 - Esquema da substancia branca e substancia cinzenta (imagem disponivel em:
https://curiosoando.com/que-es-la-sustancia-gris).

A mielina ¢ uma membrana sintetizada pelos oligodendrdcitos no SNC e pelas
células de Schwann no sistema nervoso periférico (SNP). O processo de mielinizagdo
necessita ainda do papel de outras células, nomeadamente os neurénios e os astrocitos,
que participam na maturacdo dos oligodendrdcitos. Os dois tipos de mielina sdo
quimicamente diferentes, mas ambos desempenham a mesma funcao. A mielina € rica em
lipidos (70%) mas contém também 30% de proteinas, sendo algumas especificas. Tem
como principal funcao isolar e proteger o axdnio, e aumentar a velocidade de propagagao
do impulso nervoso. A mielina ¢ interrompida regularmente ao nivel de estruturas
chamadas os nodulos de Ranvier (ver Fig. 6) que possuem elevadas concentracdes de
canais de s6dio dependentes da voltagem permitindo a transmissdo eficiente de um
impulso nervoso de maneira saltatoria ao longo do axdnio.

Na EM, existe uma perda da mielina do SNC. Quando ocorre o processo de
desmielinizagdo, existe uma alteracao da localiza¢ao dos canais de sodio dos nodulos de
Ranvier como consequente alteragcdo da propaga¢dao do impulso nervoso. Ocorre também
uma alteracao de trocas idnicas que se traduz por uma acumulagdo de calcio intracelular
responsavel por uma cascata de mecanismos ligados a neurodegenerescéncia (Waxman,

2006).
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Figura 6 — Esquema detalhado do axoénio (adaptado de Bear et al., 2017 , p.52).

Os oligodendroécitos tém fungdes neurotroficas, isto €, produzem alguns fatores
troficos para os corpos neuronais, sendo também necessarios para a aglomeragdo dos
canais de sodio nos nddulos de Ranvier e sdo precisas para um transporte axonal normal
e integridade estrutural dos axonios (Nave & Trapp, 2008; Benarroch, 2009). Pensa-se que
estas células possam estar alteradas na EM, dando possivelmente origem a reatividade
inflamatoéria contra a mielina e axonios. Sao particularmente sensiveis a hipoxia, isquemia
e stress oxidativo, o que pode levar a uma alteragdo na manuten¢ao da mielina, tornando-
a mais suscetivel ao ataque imunoldgico e a sua consequente degradag¢do (Henderson,
Barnett, Paratt & Prineas, 2009).

O SNC ¢ revestido pelas meninges, onde no seu espaco subaracnoideo circula o
liquido cefalorraquidiano (LCR), pobre em proteinas e células, maioritariamente do tipo
linfocitos T (Maggs & Palace, 2004). Para proteger as células do sistema nervoso, os
capilares cerebrais apresentam caracteristicas especiais, constituindo a barreira
hematoencefalica (BHE). Uma altera¢ao da permeabilidade desta barreira pode promover
a migracdo de células da circulacdo sistémica, nomeadamente dos leucocitos e
desencadear uma cascata de eventos levando a danificacdo/destrui¢do da bainha de
mielina e dos proprios oligodendrécitos, produz as tais areas danificadas ao longo do

axonio ou a sua perda, retardando ou interrompendo a conducdo nervosa e desencadeia
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processos inflamatérios e sintomas neuroldgicos

degenerativa (Frohman, Racke & Raine, 2006) (Fig. 7).

caracteristicos

desta doenca
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Figura 7- Diferengas entre um cérebro saudavel (A) e um cérebro com EM (B). A lesdo da
barreira hematoencefélica permite a infiltracdo de células imunitarias, seguida de resposta inflamatéria
que se traduz por uma desmielinizagdo, perda axonal e neurodegenerescéncia (adaptado de Ortiz et al.,

2014).

3.3. Epidemiologia

A EM ¢ uma doenga mais frequente em paises de climas temperados, sendo mais

comum na Europa e Estados Unidos, cuja prevaléncia e incidéncia aumenta com a latitude

para Norte e Sul do equador. Por outras palavras, significa que paises equatoriais poderao

considerar-se de baixo risco, enquanto que nos paises a norte e sul desta linha o risco ¢

4

aumentado (Kurtzke, 1995; Kantarci &Wingerchuk, 2006). A taxa de prevaléncia é

também superior na raca caucasiana comparativamente a outras ragas/etnias (Noonan,

Kathman & White, 2002).
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3.4. Etiologia

Embora esta patologia ainda ndo esteja totalmente esclarecida e as causas sejam
pouco conhecidas, a EM ¢ uma doenga complexa e multifatorial, que podera ser associada
a interacdo entre fatores de risco genético e fatores ambientais como, por exemplo, o
défice de vitamina D ou a infe¢do pelo virus do Epstein-Barr (Fig. 8). A Esclerose
Multipla € uma doenga muito heterogénea, com uma grande variabilidade de sintomas,
podendo ocorrer surtos ou episodios mais graves ao longo da sua progressao (Compston

e Coles 2002; Milo & Kahana 2010).
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Synaptic loss

Dying back oligodendrogliopathy

Figura 8 - Possiveis causas da EM (adaptado de Lemus, Warrington & Rodriguez, 2018).

3.5. Sintomas clinicos

Os sintomas da EM incluem perturbagdes na visdo, alteracdes nos sistemas

sensoriais € motores afetando a coordenacao e o equilibrio, disfunc¢ao do intestino/bexiga/
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orgados sexuais ¢ do sistema cognitivo (Zuvich, McCauley, Pericak-Vance & Haines,
2009). O papel do médico dentista também ¢ crucial no tratamento destes pacientes pois
sintomas como fadiga muscular, espasticidade, fraqueza, tremores, dor facial (neuralgia
do trigémeo) e alteragdes sensoriais nas maos (dorméncia/formigueiro e/ou dor) (Fig.9)
(Calabresi, 2004), poderao tornar-se um desafio na higienizagao adequada da cavidade
oral de um paciente portador desta doenca neurodegenerativa.

A incapacidade motora e a fadiga também levam muitas vezes a que estes sintam
dificuldade no acesso ao consultério e perjurem das consultas de rotina (Fiske, Griffiths
& Thompson, 2002; Baird, McGrother, Abrams, Dugmore & Jackson, 2007). E
importante também estar atento aos efeitos secundarios que a medicagao utilizada para a
gestao sintomatica da EM pode ter a nivel da mucosa oral, como a sensac¢do de boca seca
(xerostomia) ou outras doencas bucais (Cnossen, 1982; Elemek & Almas, 2013). Assim,
o Médico Dentista e o prestador de cuidados desempenham também um papel crucial

neste campo.
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Figura 9 — Orgdos e sistemas do corpo humano afetados na EM (imagem disponivel em:
https.//'www.sanofi.com.br/pt/sua-saude/esclerose-multipla).
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3.6. Curso Clinico

O curso clinico da EM ¢ muito variado e incerto, mas pode geralmente
caracterizar-se em quatro subtipos clinicos. A forma clinica surto-remissao (EMSR),
caracteriza-se por episodios de ataques agudos de sinais e sintomas neuroldgicos,
denominados como surtos, que podem ser novos ou ja recorrentes, seguidos por uma
recuperacdo parcial ou mesmo total. A EM primdria progressiva (EMPP), onde existe
uma deterioragdo gradual e continua do sistema neurolégico, sem que ocorram periodos
de surtos. Estes doentes sofrem lesdes irreversiveis, o que provoca uma progressao lenta
e agravamento dos sintomas da doenca desde o inicio. A EM secundéria progressiva
(EMSP) ¢ o subtipo clinico em que existe uma acumulagdo progressiva da incapacidade
neuroldgica entre surtos ou mesmo na auséncia destes. Estes doentes inicialmente
apresentam sintomas reversiveis, mas com o tempo, e por etiologia desconhecida, a
degeneracdo dos axdnios provoca lesdes irreversiveis, levando a uma incapacidade
progressiva. E por fim, a EM progressiva com surtos (EMPS), que ¢ a mais rara das
formas clinicas, caracterizada pela incapacidade progressiva desde o inicio dos sintomas,
sendo semelhante 8 EMPP, mas envolvendo também ataques agudos ou surtos (Lublin &
Reingold, 1996; Hauser et al., 2006).

Devido a grande variabilidade clinica da EM, o progndstico ¢ muito incerto. O
tipo, duracdo, gravidade e impacto dos sintomas variam de individuo para individuo e
algumas pessoas passam longos periodos com poucos ou nenhum sintoma, enquanto

outras experimentam problemas mais frequentes ou persistentes (Fernandez et al. 2014).

3.6.1. Terapéutica

A EM ¢ considerada uma doenga auto-imune na qual o sistema imunoldgico ataca os
seus proprios tecidos. Atualmente, ainda ndo existe nenhum tratamento que leve a cura
da doenga, no entanto, estdo disponiveis alguns tratamentos capazes de ajudar na
recuperagdo de ataques/surtos, modificar o curso da doenca e atenuar os sintomas.

Segundo a Comissdo Nacional de Farmdacia e Terapéutica (CNFT), vérios fatores
devem ser tidos em consideracdo no momento da escolha entre os diversos farmacos
disponiveis, como a forma clinica da doeng¢a; comorbilidades e/ou outros tratamentos; a
avaliagdo do perfil de eficicia e seguranca de cada farmaco; a atividade diaria e

preferéncia de cada doente e monitorizagdo da adesao.
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Em Portugal, atualmente estdo disponiveis os seguintes tratamentos: formulagdes de
interferdo beta, acetato de glatiramero, natalizumab, alentuzumab, fingolimod,
teriflunomida e fumarato de dimetilo. Estd também disponivel a Fampridina, indicada
exclusivamente para administragdo em doentes adultos com esclerose multipla que
tenham disfunc¢des da marcha (Furtado, 2016).

No sistema de satde portugués, os medicamentos para a Esclerose Multipla sdo
financiados na totalidade pelo Servigo Nacional de Satide (SNS) e dispensados nas

farméacias hospitalares.

3.7. Diagnostico

O diagnostico da EM ¢ baseado na historia clinica e no exame clinico do doente,
complementando-se com achados imagiologicos e testes laboratoriais. Contudo, nao
existe uma caracteristica clinica ou procedimento de diagnostico especifico para a EM. O
diagnoéstico deve incluir um exame fisico completo realizado por um neurologista
experiente que consiga avaliar sinais clinicos de disfuncdo neurologica. Esta avaliaciao
deve ser acompanhada por varios testes e procedimentos para avaliar a existéncia de
lesdes no SNC (Fischer, Epstein & Klasser, 2009). Contudo ¢ importante referir que a
heterogeneidade da doenga ndo se limita apenas aos sintomas, mas também a aparéncia
histologica e imagiologica das lesdes e a propria resposta as diferentes terapéuticas
(Lemus et al., 2018).

Um dos critérios de diagndstico envolve a disseminacao de placas no tempo € no
espaco, indicando evidéncias de multiplas lesdes do SNC e a ocorréncia de episddios
sintomadticos distintos com pelo menos 30 dias de intervalo (Fischer et al.,2009). Assim,
atualmente o diagnostico da EM baseia-se, principalmente, em técnicas de imagiologia,
sendo a Ressonancia Magnética (RM) o exame de elei¢do. Contudo, as lesdes objetivadas
na RM, mesmo tendo aspetos relativamente tipicos de EM, nao sdo especificas, sendo por
isso também importante a analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) para um correto

diagnoéstico (Hauser et al., 2006; Fernandez et al., 2014).
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3.7.1. Biomarcadores biologicos na Esclerose Miltipla

Atualmente, a aplicagdo de biomarcadores clinicos e de imagem ndo ¢
suficientemente precisa e eximia na caracterizagao e predicdao individual da doenca da
EM. Muitos sao os estudos neste campo, no entanto muitos sdo também os desafios na
hora de estabelecer um novo biomarcador ideal para a doenca (Ziemssen, Akgiin &
Briick, 2019).

A RM pode ajudar no diagndstico da EM ao mostrar a morfologia e localizagao
das lesdes tipicas da doenga, mas também a sua evolucao no tempo e no espago e excluir
outras patologias. Ela permite determinar o tamanho, nimero, idade e desenvolvimento
das lesdes do SNC do paciente desempenhando um papel importantissimo no diagnostico
e monitorizac¢do da terapéutica (Cook et al., 2012). Contudo, um dos grandes problemas
que ocorre nesta doenca, ¢ que a nivel de sintomas/ caracteristicas das lesoes, existe uma
enorme discrepancia interindividual (Tur et al., 2018).

O dano tecidual na esclerose multipla resulta de uma interagdo complexa e
dindmica entre o sistema imunolédgico, oligodendrocitos ou precursores, microglia e glia,
por isso a busca de marcadores desta doenga continua a mobilizar muitos grupos de
investigagao (Reich et al., 2018).

A maior parte dos marcadores para a EM foram avaliados no sangue ou no LCR.

Estes fluidos apresentam cada um vantagens e desvantagens como resumidos na tabela 1.

Tabela 1 - Vantagens e Desvantagens da detegdo de biomarcadores no sangue ¢ no LCR
(adaptado de Ziemssen et al., 2019).

Vantagens

Desvantagens

Colheita segura, rapida e facil
Possibilidade de ser avaliado em
diferentes momentos

Nao reflete necessariamente as
alteragdes do SNC
Variagdes diurnas de inumeros

Sangue Quantidades elevadas podem ser marcadores solaveis
analisadas Marcadores afetados por muitos
processos  (degradacdo, doengas
coexistentes...)
Baixa concentragdo do potencial
biomarcador
Liquido Melhor espelho do SNC Necessidade de pungdo lumbar
Cefalorraquidiano C'oncentragéo baixa do potencial Volume Qa amostra I‘Cdl.,IZi.dO
biomarcador Frequéncia de recolha limitada
(LCR)
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O interesse do estudo do LCR no diagnostico da EM remonta ao principio do
século XX. Devido ao melhoramento das técnicas analiticas, descobriu-se nos anos 60
que o LCR dos pacientes com EM tinha uma composicdo proteica diferente do soro.
Observou- se que o LCR apresentava bandas oligoclonais (BOC) na regido gama aquando
duma eletroforese de proteinas, atualmente realizada por focagem isoelétrica. As BOC
correspondem as imunoglobulinas que se acumulam em bandas individuais e s3o
observadas no LCR. Elas sdo formadas sobretudo por imunoglobulinas G (IgG) e M
(IgM) produzidas por células de tipo B no SNC. A existéncia dessas bandas no LCR, mas
ndo no soro, ¢ um forte indicador da sintese intratecal de anticorpos e ¢ encontrada na
maioria dos pacientes com EM clinicamente diagnosticada. A presenga destas bandas,
normalmente esta também associada a um curso da doenga mais agressivo (Ferraro et al.,
2015). Para avaliar a sintese intratecal de imunoglobulinas, recorre-se a quantificagdo das
imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG) no soro e LCR. A fim de se poder discriminar entre a
fracdo das imunoglobulinas provenientes do sangue, daquela originaria do tecido nervoso
refletida no LCR, calcula-se diversos quocientes LCR/soro, utilizando diversas formulas
(Thouvenot, 2018).

Os BOC sdo detetaveis em mais de 95% dos pacientes com EM no LCR. Contudo,
as BOC nao sdo especificas da EM podendo aparecer em outras doengas inflamatérias do
SNC. Porém, se outros diagnosticos forem descartados, as BOC sao um complemento
muito relevante e significativo no diagndstico de EM (Ziemssen et al., 2019).

Atualmente, elas representam o Unico biomarcador bioldgico 1util para o
diagnodstico de EM progressiva primaria (EMPP), embora também estejam presentes em
> 90% dos casos de EM surto-remissao (EMSR) (Paul et al., 2018).

A produgao intratecal de IgG e mais recentemente a quantificag@o das suas cadeias
K e A leves livres (free light chain - FLC) no LCR, com maior énfase para a x-FLC, esta
a ganhar consideravel interesse no prognéstico da EM (Lo Sasso, Agnello, Bivona, Bellia
& Ciaccio, 2019). Um novo procedimento permitiu a sua analise na saliva de pacientes e
distinguir entre uma EM ativa e em remissao (Kaplan, 2018).

Nos dias de hoje, ja existem biomarcadores clinicamente relevantes e promissores,
no diagndstico e prognodstico da doenga, bem como na avaliacao da resposta a terapéutica
e risco de efeitos colaterais (Kaunzner, Al-Kawaz & Gauthier, 2017; Leocani, Rocca &
Comi, 2016). Idealmente, um biomarcador estd presente nos doentes com uma

determinada doenca, ausente nos pacientes sauddveis ou em pessoas com outras
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patologias, ou ao contrario. Quando a doenga piora ou se desenvolve, a concentracdo do
biomarcador devera aumentar ou diminuir (Comabella & Montalban, 2014).

Na tabela 1 dos anexos (Paul et al., 2019), sdo detalhados os marcadores em via
de pesquisa, marcadores validados, e aqueles tteis clinicamente para a EM. Como se pode
notar, a primeira classe ¢ de longe a mais extensa. Dentro de cada classe, referidos no
ponto 2.2., sdo referidos os marcadores preditivos da doenca (P), marcadores de
diagnéstico (D), marcadores da atividade da doenca (DA), e de resposta a terapéutica
(AL-R, DC-R,F-R; GA-R, IFN-R, MT-R, NZ-R respetivamente Alemtuzumab,
Daclizumab, Fingolimod, Glatimarer-acetate, Interferon 3, Mitotranxone, Natalizumab-
response marker).

De forma sucinta, estes marcadores refletem os aspetos etiopatogénicos da doenca
e podem ser agrupados em:

e Marcadores de inflamagao mediados pelo sistema imunitario como as citocinas,
quimiocinas ¢ moléculas de adesdao, metaloproteinases que induzem o
recrutamento de leucocitos da periferia para o SNC, favorecendo o processo
inflamatorio; presenga de anticorpos contra as moléculas da mielina como por
exemplo a Anti-MOG (anti-glicoproteina da mielina oligodendrocitéria), Anti-
MBP (anti-proteina basica da mielina), 6xido nitrico e derivados (como referido
no ponto 3.7.2.3., o stress oxidativo ¢ implicada na EM), marcadores celulares
como por exemplo Treg, CD31/46b, etc.

As moléculas de adesao celular (CAM), quando encontradas no sangue e no LCR,

sdo um forte indicador da existéncia de uma inflamagdo no SNC no espectro

clinico do SNC da EM. As terapias que interfiram na adesdo celular podem ser de
grande importancia no tratamento desta doenga.

A ligacdo de ce¢lulas T autorreativas circulantes e macrofagos e subsequente

migracao através das células endoteliais da barreira hematoencefélica ¢ uma etapa

essencial no inicio da inflamacao cerebral (Lassmann, 1995; Steinman, 1996).

Esta etapa da passagem das células imunes no local da inflamagao ¢ mediada por

moléculas de adesao (Springer, 1994). No SNC, as células T sdo expostas ao

antigeno que desencadeia a inflamagao através de citoquinas libertadas durante o

imunorreconhecimento (Olsson, 1992). A alteragdo das moléculas de adesdo e

consequente alteracdo da permeabilidade da BHE promove a entrada de células

imunes e a interacdo com as células cerebrais, provocando danos na mielina e
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oligodendrocitos, e consequentemente, a desmielinizagdo (Raine & Cannella,

1992).

e Marcadores da lesao axonal. A destruicdo do axoénio dos neurénios como
consequente alteracao da excitabilidade do sistema nervoso pode ser avaliado
pelas proteinas constituintes do seu citoesqueleto. Este citoesqueleto (Fig.10) ¢
constituido principalmente por microtubulos, neurofilamentos e microfilamentos
indispensaveis para manter a estrutura e forma do axdnio, e para o transporte
axonal que assegura o transporte bidirecional de substancias ou organitos celulares

entre o corpo celular do neurdnio e sua terminagao sinaptica.
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Figura 10 - Componentes do citoesqueleto (adaptado de Bear et al., 2017 ,p.39).

Estas proteinas sdo indispensaveis a manutencao das propriedades dos neuronios.
A presenca de anticorpos como a Anti-TUB que indicam uma degradacao da tubulina,
constituinte dos microtubulos, e 0 aumento da proteina Tau que assegura a estabilizagao
destes filamentos, sdo indicadores da destruicdo do axonio. Atualmente, um dos

marcadores promissores para a EM ¢ a cadeia leve da proteina neurofilamentar (NFL).
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Esta ¢ encontrada nos neurofilamentos e tem um papel importante na determinagao do
diametro do axdnio e no transporte axonal. Uma lesdo do axénio leva a um aumento da
sua quantidade no LCR e uma técnica muito sensivel chamada SIMOA foi desenvolvida
recentemente para a sua medicdo no sangue. Parece ser um marcador util nas formas
clinicas de surto/remissao e progressivas (Domingues et al., 2017; Berger & Stiive, 2019),
mas necessita de mais estudos.

O transporte axonal ¢ um processo ativo, ao que uma perturbagcdo na fungao
mitocondrial na producdo de ATP, pode significar uma alteragdo deste transporte e,
consequentemente, um processo neurodegenerativo. O N-acetilaspartato (NAA) € uma
das moléculas presentes no cérebro em concentragdes mais elevadas e ¢ sintetizada
unicamente pelos neurdnios. No entanto, o NAA ¢ transferido para os oligodendrdcitos,
local onde maioritariamente ocorre a sua hidrolise, fornecendo a estes os substratos
essenciais para a sintese de mielina. Assim, o NAA acaba por ser um marcador de
integridade neuronal, estando em concentragdes diminuidas na presenca de

neurodegeneragdo, como acontece na EM (Teunissen et al., 2005).

e Marcador de disfuncdo das células gliais. A GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein), proteina associada aos astrocitos, podera servir como marcador de
progressao/severidade da doenga na forma progressiva primaria (Ahmed et al.,
2019).

A chitinase 3 like 1 (CHI3L1) ¢ uma glicosidase secretada por mondcitos,
microglia e astrécitos ativados nas lesdes inflamatérias. O seu papel fisioldgico
no SNC ¢ desconhecido; no entanto, ¢ considerada uma candidata promissora para

o prognostico da EM.

Em conclusdo, existem muitos marcadores, mas ainda nao foi possivel encontrar
marcadores reprodutiveis, sensiveis, especificos e econdmicos, que possibilitem
estabelecer o prognostico e distinguir as diversas formas da EM em anélises de rotina. A
investigacao continua e com os avangos nos métodos de detecao e quantificacao, a saliva
¢ um dos fluidos bioldgicos estudados como uma boa fonte de amostras para detecao de

biomarcadores da EM.
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3.7.2 Biomarcadores Salivares na Esclerose Miltipla

Diversos biomarcadores propostos para diagnosticar a EM foram encontrados em
fluidos bioldgicos do corpo humano, como o liquido cefalorraquidiano (LCR), sangue,
lagrimas, urina e saliva (Housley, Pitt & Hafler, 2015).

A saliva ¢ o fluido que apresenta maior relevancia para o Médico Dentista.
Considerando o aumento da prevaléncia da EM nos dias de hoje, a necessidade de
selecionar o método de diagndstico mais eficaz, por todas as suas vantagens, torna-se
cada vez mais urgente. Embora os estudos neste campo sejam limitados, sabe-se que
existem determinados fatores que se encontram alterados na saliva dos pacientes
portadores desta doenca neurodegenerativa (Saeediborujeni, Schaeffner, Golkar, Salehi

& Rashidi, 2018).

3.7.2.1. Imunoglobulina A

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas (Ig), sdo proteinas que
se encontram presentes no soro, na saliva, nas lagrimas, e em varios outros fluidos
biologicos. Normalmente, sdo produzidos em resposta a antigenos - the anti body
generators (geradores de anticorpos) -, que correspondem a qualquer substancia estranha
ao corpo.

A imunoglobulina A (IgA) representa apenas 13% dos anticorpos encontrados no
soro, no entanto € a principal forma encontrada nas membranas mucosas e nas secre¢des
do corpo, como a saliva, as lagrimas, o muco ou até o leite materno. Face a isto, podera
ser considerada uma das imunoglobulinas mais abundantes no corpo humano. A forma
circulante da IgA no plasma, esta presente na forma monomeérica, mas a forma mais eficaz
da IgA, baseia-se em dois mondmeros unidos, formando um dimero, que corresponde a
IgA secretora, produzida na saliva por plasmocitos que revestem as mucosas. A sua
funcdo consiste em impedir que os patégenos (agentes causadores de doenga)
microbianos, se fixem na mucosa (Tortora, Case & Funke, 2016).

Em 1989, estudos provaram que a forma monomérica da IgA pode ser detetada na
saliva de pacientes com EM, embora ndo seja detetada rotineiramente em individuos

saudaveis (Coyle, 1989).
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3.7.2.2. Sistema de Antigeno Leucocitario Humano, Classe 11

O sistema de antigeno leucocitario humano (HLA), denominado Major Complex
Histocompability (MHC) nos seres humanos, sao moléculas de proteinas expressas na
superficie de leucocitos humanos. O HLA pode ser agrupado em duas classes: HLA classe
I e HLA classe II. As moléculas do HLA estdo maioritariamente ligadas a superficie
celular, mas uma quantidade pequena existe também na forma solivel no soro, plasma e
outros fluidos corporais (Ganapathy, Vedam, Rajeev & Arunachalam, 2017).

Verificou-se que a quantidade média de HLA soluavel classe II (sHLA-II) se
encontrava aumentada na saliva dos pacientes com EM (Fig.11). Este aumento de sHLA-
IT salivar foi associado ao aumento do nivel de sHLA-II no LCR, que atualmente ¢
altamente aceite como um meio de avaliar a atividade da doenga na EM. Assim, a
concentragdo salivar de sHLA-II poderé funcionar como uma ferramenta de diagnostico
ndo invasiva, usada para indicar a atividade de doenca (Adamashvili, Minagar, Gonzalez-

Toledo, Featherston & Kelley, 2005).
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Figura 11- Comparagao entre os niveis de HLA classe II soliivel na saliva de pacientes com EM
e pacientes saudaveis (adaptado de Adamashvili et al., 2005).

3.7.2.3. Produtos do Stress Oxidativo

O oxigénio (O2) € necessario para a sobrevivéncia e producdo de energia nas
células eucariotas. Em condi¢des fisioldgicas, a respiracao aerobia da-se na mitocondria,
onde o oxigénio funciona como um aceitador de eletrdes, o que consequentemente leva a

formacao do radical livre superoxido, que podera posteriormente ser convertido noutras
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espécies reativas de oxigénio (ERO). O metabolismo celular pode também originar outro
tipo de radicais livres a partir do azoto, designados por espécies reativas de azoto (ERA)
(Li, Li, Jiang & Ghanbari, 2013). No nosso organismo existem sistemas antioxidantes,
enzimaticos € nao enzimaticos, cujo objetivo ¢ manter os niveis de ERO dentro de valores
seguros para as cé¢lulas.

Estas substancias geralmente sdo libertadas durante uma resposta inflamatoéria.
Quando formadas em situagdes basais pelo metabolismo celular, sdo capazes, devido a
sua elevada reatividade, de modificar a maioria das moléculas bioldgicas, colocando em
risco a funcionalidade e a viabilidade celular (Ferreira, Ferreira & Duarte, 2007).

O stress oxidativo (SO) caracteriza-se por um desequilibrio consideravel entre os
niveis de oxidantes, ERO e ERA, e a produgdo de antioxidantes, provocando alteragdes
celulares e podendo levar a degeneragdo destas células (Robinson, Baumgardner & Otto,
2011). O SO ¢ um fator inerente ao processo de envelhecimento e encontra-se ainda mais
elevado quando associado a doengas neurodegenerativas. A perturbagdo do metabolismo
reducdo-oxidacao foi observada e desempenha um papel crucial na patogénese da EM.

A producdo de SO ocorre em células de todos os tipos de tecidos, contudo, as
células do sistema nervoso central (sobretudo os neurdnios) sdao particularmente
suscetiveis ao efeito nocivo do SO, porque sdo ricas em mitocondrias (principal local de
producao e agdo de ERO/ERA), consomem muito Oy, t€ém um alto teor de acidos gordos
facilmente oxidaveis e possuem enzimas antioxidantes menos eficazes. Demais, os
neurdnios sao consideradas células incapazes de regenerar, limitando a sua substitui¢do e
recuperac¢ao do tecido nervoso (Li et al., 2013; Niedzielska et al., 2015).

As reagdes inflamatdrias e autoimunes sao uma parte importante da EM e os
radicais livres sdo formados por disfun¢do mitocondrial, pela microglia e ativagdo dos
macrofagos (Ortiz et al., 2014).

Sabe-se que o dano oxidativo tem como alvo as membranas lipidicas, proteinas,
mielina, macrofagos, astrocitos e oligodendrocitos e inibem a expressdao genética
essencial para o processo de mielinizagdo. As espécies de radicais de oxigénio também
contribuem para a formacgao de placas patoldgicas na EM (Van Horssen, Witte, Schreibelt
& De Vries, 2011; Wang, Xie, Wang & Bi, 2014).

No estudo de Martin Karlik, em 2014, foram encontrados marcadores de stress
oxidativo em quantidades elevadas no plasma, comprovando o que ja tinha sido afirmado

em estudos anteriores, de que o stress oxidativo estava envolvido nos processos de
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desmielinizagdo e na degeneragao axonal na patogénese da EM. No entanto, neste estudo
verificou-se que estes valores estavam também aumentados na saliva, tornando a saliva
um fluido relevante no diagndstico desta patologia. Os marcadores de SO podem ser
encontrados no soro e na saliva, o que pode revelar doencas locais e sistémicas e pode

ajudar no diagndstico, progndstico e tratamento de varias doengas.
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Conclusdo

CONCLUSAO

Como foi possivel constatar ao longo desta revisao, a Esclerose Multipla ¢ uma
patologia muito complexa e heterogénea, sendo um constante e grande desafio para a
investigacdo médica basica e clinica. Nao existe cura, mas o diagnostico precoce pode
dar qualidade de vida e permitir selecionar a teraputica mais adequada para cada
individuo.

A saliva representa um fluido interessante e com forte potencial a nivel de meio
de diagnoéstico das doencas neurodegenerativas, nomeadamente a EM, devido as
inimeras vantagens, desde o conforto e facil obten¢do, ao baixo custo, tudo caracteristicas
bastante persuasivas tanto para o paciente, como para o profissional de saude. No entanto,
ainda nao ha estudos suficientes que oferecam evidéncia neste campo.

O diagnoéstico desta doenca neurodegenerativa passa também pelo diagndstico
diferencial de outras doengas neuroinflamatoérias, mas em suma, a neurodegeneragao ¢é
avaliada pela ressondncia magnética e pelo quadro clinico do paciente. Contudo, esta
avaliagdo ndo ¢ suficientemente rigorosa, havendo a necessidade de novos
biomarcadores. Inumeros biomarcadores t€ém sido estudados, contudo o processo de
validagdo destes ¢ bastante longo.

Nos dias de hoje, ¢, ainda, um tema onde existe muita incognita, contradi¢des e
incertezas. O desenvolvimento de novos estudos ¢ crucial de forma a melhor responder
as questdes de uma doenca que afeta cada vez mais pessoas, sobretudo jovens.

Quando me propus a fazer este trabalho, acreditava que hoje, no século XXI, fosse
algo bastante mais desenvolvido, contudo fui surpreendida pela escassez de resultados
promissores. No entanto, os poucos estudos devem encorajar os investigadores a
pesquisar na saliva marcadores para o diagndstico precoce € menos invasivo para
monitorizar ndo sé esta doenga, mas também as outras doencas neurodegenerativas que

sdo cada vez mais frequentes na populagao.
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Anexos

Anexos

Tabela 1 - Lista de biomarcadores moleculares na EM (adaptado de Paul et al, 2018).

Table 1. Comprehensive list and strength of evidence for molecular biomarkers in multiple sclerosis

Clinically useful

Exploratory biomarkers Validated biomarkers biomarkers
Cytokines (D, DA, IFN-B-R, GA-R) Anti-EBNA (P, D, DA) Anti-NZ (NZ-R)
Adhesion molecules (D, DA, IFN-B-R, NZ-R) KFLC (D) NAbs (IFN-B-R)
Chemokines and receptors (D, DA, IFN-B-R) IGM OB (D, DA, IFN-B-R, NZ-R) IgG OB (D)
MMPs and inhibitors (D, DA, IFN-§-R) NCAMI (D, DA) IgG index (D)
Proteomics (D, DA, IFN-3-R) NO metabolites (D, DA) Anti-AQP4 (D)
Cystatin C (D) MMP9 (D, DA, IFN-B-R) Anti-JC virus (NZ-R)
microRNA (D, DA, GA-R) MBP (D, DA) Anti-VZV (F-R)
C31/C4b (D, DA) MMP9 (D, DA, IEN-BR)
sCD146 (DA) MBP (D, DA)
sCD14 (D, DA) SPP1 (D, DA)
sHLA Tand sHLA II (D, DA, IFN-3-R) CXCL13 (D, DA)
sHLA-G (D) GFAP (D, DA)
sNogo-A (D, DA) BDNF (D, DA, IFN-B-R, GA-R)
Anti-Nogo-A (D, DA) KCNJ10 (D)
Anti-MBP (D, DA) MRZ reaction (D, DA)
Anti-MOG (D, DA) CHI3L1 (D, DA, NZ-R)
Anti-HHV6 (DA) Complement factor H (DA)
Anti-proteasome (D) Type I IFNs (DA, IFN-B-R)
Anti-CD46 and anti-CD59 (DA) GPC5 (IFN-B-R)
Lipocalin 2 (DA) HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB*04:08
(IFN-B-R)
VEGFA (DA) IL-17 (D, DA)
AMCase and Chit (D,DA) BAFF (D, DA, IFN--R)
Fetuin-A (D, DA, NZ-R) TNF, IL-12,IL-23 (D, DA)
APRIL (DA) GWAS genes (P, D)
CSF cells (D, DA) NEFH (DA)
S/GPL (P, D) NEFL (D, DA, NZ-R)
HMGBI (D) 25(0OH) vit D (P, D, DA, IFN-B-R)
TOB1 (D) CD56°8" NK cells (DC-R, IFN-B-R)

S100B and ferritin (D, DA)
Isoprostanes (P, D, DA)

Oxysterols (D, DA)

Pentosidine (D, DA)

Tau (D, DA)

14-3-3 (D, DA)

NAA and NSE (D, DA)

Anti-TUb and b-TUb (D, DA)
Anti-NEFL (DA)

Neurotrophic factor (D, DA)

Tregs (DA)

KCNKS5 (D, DA)

FGF2 and PDGF-AA (DA)

gMS classifier 1 (D, DA)

Myeloid MVs (D, DA)

sAPP, AP peptides (D, DA)
Apoptosis-related molecules (D, DA, IFN-B-R)
Cosignaling molecules (DA, TEN-B-R)
GWAS genes (IFN-B-R)

Candidate genes (IFN-B-R, GA-R)
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CHOTA (IFN-B-R)

APLA (IFN-B-R)

IL-17F (IFN-B-R)
ABCB1, ABCG2 (MT-R)
IL-21 (AL-R)

P, Predictive biomarker; D, diagnostic biomarker; DA, disease activity biomarker; AL-R, alemtuzumab-
response biomarker; DC-R, daclizumab-response biomarker; F-R, fingolimod-response biomarker; GA-R,
glatiramer-acetate-response biomarker; IFN-B-R, interferon § response biomarker; MT-R, mitoxantrone-
response biomarker; NZ-R, natalizumab-response biomarker; MMP, matrix metalloprotease; C3/C4b,
complement components C3 and C4b; sCD146, soluble CD146; sCD14, soluble CD14; sHLA, soluble
human leukocyte antigen; sHLA-G, soluble HLA-G; sNogo-A, soluble Nogo-A; anti-Nogo-A; anti-Nogo-
A antibodies; anti-MBP, anti-myelin basic protein; anti-MOG, anti-myelin oligodendrocyte protein; anti-
HHV-6, anti-human herpesvirus 6; VEGFA, vascular endothelial growth factor A; AMCase, acid
mammalian chitinase; Chit, chitinase 1(chitotriosidase); TNFSF13 (also known as APRIL), tumor necrosis
factor (ligand) superfamily, member 13; S/GPL, sulphatide and glycosphingolipid antibody titers; HMGBI,
high mobility group box 1; TOBI, transducer of ERRB2 1; NAA, N-acetyl aspartic acid; NSE, neuron-
specific enolase; anti-TUD, anti-tubulin antibodies; B-TUDb, B-tubulin isoforms II and III; anti-NEFL, anti-
neurofilament light chain antibodies; Tregs, T-regulatory cells; KCNKS5, potassium channel subfamily K
member 5; FGF2, fibroblast growth factor 2; PDGF-AA, platelet-derived growth factor-AA; gMS classifier
1, anti-Gle(al,4) Gle(a) IgM antibodies; myeloid MVs, myeloid microvesicles; sAPP, soluble amyloid
precursor protein; AP peptide, amyloid B peptide; GWAS, genome-wide association study; CIITA, class II
transactivator; APLA, antiphospholipid antibodies; ABCB1, ATP-binding cassette, subfamily B, member
1; ABCG2, ATP-binding cassette, subfamily G, member 2; anti-EBNA, antibodies against Epstein—Barr
virus nuclear antigens; KFLC, k-free light chain; OB, oligoclonal bands; NCAMI, neural cell adhesion
molecule 1; NO metabolites, nitric oxide and its metabolites, nitrates, and nitrites; SPP1 (also known as
osteopontin), secreted phosphoprotein 1; CXCL, CXC ligand 1; GFAP, glial fibrillary acidic protein;
BDNF, brain-derived neurotrophic factor; KCNJ10 (also known as KIR4.1), potassium inwardly rectifying
channel, subfamily J, member 10; MRZ reaction, intrathecal humoral immune response against measles,
rubella, and varicella zoster virus; CHI3L1, chitinase-3-like protein 1; GPCS5, glypican-5; BAFF, B-cell
activating factor; TNF, tumor necrosis factor; NEFH, human neurofi lament heavy chain; NEFL, human
neurofilament light chain; 25(OH) vit D, 25-hydroxyvitamin D; CD56bright NK cells, CD56bright natural
killer cells; anti-NZ, anti-natalizumab antibodies; NAbs, neutralizing antibodies; anti-AQP4, anti-
aquaporin 4 antibody; anti-JC virus, antibodies against JC virus; anti-VZV, anti-varicella zoster virus
antibodies.



