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RESUMO 

 

 

Introdução: A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica desmielinizante, 

neurodegenerativa do sistema nervoso central e mediada pela resposta imune. Sua etiologia é 

multifatorial e envolve a interação entre fatores genéticos, hormonais, ambientais e 

epigenéticos. Diferentes mecanismos lesivos estão envolvidos na fisiopatologia da EM como 

a desregulação da resposta imune inata e adaptativa, estresse oxidativo, alterações metabólicas 

e disfunção mitocondrial. Estes diferentes mecanismos podem explicar a heterogeneidade da 

doença quanto aos sintomas e formas clínicas, incapacidade, progressão da doença e resposta 

terapêutica apresentadas pelos pacientes acometidos. O fator de necrose tumoral (TNF)-α e 

seus receptores estão entre os possíveis mediadores desta heterogeneidade. Estudos que 

avaliam a associação entre o TNF-α e as formas solúveis de seus receptores sTNFR1 e 

sTNFR2 com as características clínicas e laboratoriais da EM em diferentes populações 

mundiais apresentam resultados conflitantes.  

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi avaliar se os níveis plasmáticos de  TNF-α e dos 

seus receptores estão associados ao diagnóstico de EM, a incapacidade, progressão da doença 

e formas clínicas. 

Métodos: Foram avaliados 168 pacientes com EM de ambos os sexos, com idade entre 18 a 

70 anos atendidos no Ambulatório de Doenças Desmielinizantes do Ambulatório de 

Especialidades do Hospital Universitário de Londrina e 70 indivíduos saudáveis, selecionados 

entre doadores de sangue do Hemocentro Regional de Londrina e da população em geral. Os 

pacientes foram classificados em EM remitente-recorrente (EMRR) e EM progressiva, que 

compreende as formas EM primária progressiva e EM secundária progressiva A incapacidade 

foi avaliada pela Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS) e categorizada como 

leve (EDSS <3,0) ou moderada/alta (EDSS≥3,0). A progressão da doença foi avaliada 

utilizando  a escala Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) e foi considerada progressão 

quando MSSS ≥5,0. Os dados sociodemográficos, antropométricos, epidemiológicos e 

clínicos foram obtidos utilizando um questionário padronizado. Amostras do sangue 

periférico foram coletadas para determinação dos níveis plasmáticos do TNF-α e dos 

receptores solúveis sTNFR1 e sTNFR2 por imunofluorimetria.  

Resultados: A forma EMRR foi diagnosticada em 147 (87,5%) pacientes e as formas clínicas 

progressivas em 21 (12,5%) pacientes, incluindo 4 (2,4%) com EM primária progressiva 

(EMPP) e 17 (10,1%) com EM secundária progressive (EMSP). O diagnóstico de EM 

apresentou um efeito de 44,6% nos níveis de TNF-α e 12,3% nos níveis de sTNFR2. As 

variáveis idade (P<0,001) e os níveis plasmáticos de sTNFR1 (P=0,007) foram associadas 

positivamente com incapacidade moderada/grave. Além disso, sTNFR1 (P=0,002) e idade 

(P=0,028) foram positivamente associados com a progressão da doença. Quanto às formas 

clínicas, a idade (P<0,001), o sexo masculino (P=0,029) e sTFNR1 (P=0,049) foram 

associados positivamente, enquanto o sTNFR2 (P=0,045) foi associado negativamente com 

formas clínicas progressivas da EM. Além disso, um novo escore proposto refletindo a 

relação sTNFR1/sTNFR2 mostrou uma associação significativa e positiva com as formas 

clínicas progressivas da EM após ajuste para idade e sexo. 

Conclusão: Os resultados mostraram que o TNF-α e as formas solúveis de seus receptores 



 

sTNFR1 e sTNFR2 estão envolvidos na patogênese da EM; enquanto os níveis de sTNFR1 

foram associados com incapacidade, progressão da doença e formas clínicas mais 

progressivas,  níveis elevados observados de sTNFR2 nos pacientes podem ser uma resposta 

compensatória exercendo um efeito protetor na modulação dos mecanismos imunopatológicos 

da EM. 

 

Palavras-chave:  Esclerose múltipla. Fator de necrose tumoral (TNF)-α. Receptor solúvel de 

TNF. Incapacidade. 
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ABSTRACT 

 

 

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory, demyelinating and 

neurodegenerative disease of the central nervous system that is mediated by the immune 

response. Its etiology is multifactorial and involves the interaction between genetic, hormonal, 

environmental and epigenetic factors. Different damaging mechanisms are involved in the 

pathophysiology of MS, such as dysregulation of the innate and adaptive immune response, 

oxidative stress, metabolic alterations and mitochondrial dysfunction. These different 

mechanisms may explain the heterogeneity of the disease regarding the clinical symptoms, 

clinical forms, disability, disease progression and therapeutic response presented by the 

affected patients. Cytokines and their receptors are among the possible mediators of this 

heterogeneity. Studies evaluating the association between tumor necrosis factor (TNF)-α and 

the soluble forms of its receptors (sTNFR) 1 and sTNFR2 with the clinical and laboratory 

characteristics of MS in different worldwide populations show conflicting results and are 

scarce in the Brazilian population. 

Objectives: The objective of the present study was to verify whether the TNF-α, sTNFR1 and 

sTNFR2 are associated with the diagnosis of MS, disability, disease progression and clinical 

forms of MS, as well as with some cytokines. 

Methods: The study included 168 patients with MS, adults, both sexes, attended at the 

Ambulatory of Demyelinating Diseases of the Outpatient Clinic of the University Hospital of 

the State University of Londrina, Londrina, Paraná, and 70 healthy individuals, blood donors 

from the Regional Blood Center of Londrina and from general population. Disability was 

assessed using the Expanded Disability Status Scale (EDSS) and categorized as mild (EDSS 

<3.0) or moderate/high (EDSS≥3.0). Disease progression was assessed using the Multiple 

Sclerosis Severity Score (MSSS). Sociodemographic, anthropometric, epidemiological and 

clinical data were obtained using a standardized questionnaire. Peripheral blood samples were 

obtained for the determination of inflammatory biomarkers such as TNF-α, interleukin (IL)-4, 

IL-10, IL-17, sTNFR1 and sTNFR2 using immunofluorimetric assay.  

Results: Recurrent-remitting MS (RRMS) was diagnosed in 147 (87.5%) patients and 

progressive clinical forms in 21 (12.5%) patients, including 4 (2.4%) with primary 

progressive MS (PPMS) and 17 (10.1%) with secondary progressive MS (SPMS). The 

diagnosis of MS exerted an effect of 44.6% on TNF-α levels and 12.3% on sTNFR2 levels. 

The variables age (P<0.001) and sTNFR1 (P=0.007) were positively associated with 

moderate/severe disability. In addition, sTNFR1 (P=0.002) and age (P=0.028) were positively 

associated with disease progression. Regarding clinical forms, age (P<0.001), male sex 

(P=0.029) and sTFNR1 (P= 0.049) were positively associated, whereas sTNFR2 (P=0.045) 

was negatively associated with progressive clinical forms of MS. In addition, a new score 

composition was proposed reflecting the sTNFR1 / sTNFR2 ratio showed a significant and 

positive association with the progressive clinical forms of MS after adjusting for age and sex. 

Conclusion: The results showed that TNF-α and its soluble receptors (sTNFR1 and sTNFR2) 

are involved in the pathogenesis of MS; while sTNFR1 was associated with disability, 

disability progression and progressive clinical forms, high levels of sTNFR2 observed in the 

patients may be a compensatory response exerting a protective effect modulating the 



 

immunopathological mechanisms of MS. 

 

Keywords: Multiple sclerosis. Tumor necrosis factor (TNF)-a. Soluble TNF receptor. 

Disability. Cytokines. 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AEHU Ambulatório de Especialidades do Hospital Universitário 

AKT protein kinase B (Proteína quinase B) 

APCs Antigen presenting cells (Células apresentadoras de antígenos)  

BHE Barreira hematoencefálica 

CIS Clinicaly isolated syndrome (Síndrome clinicamente isolada) 

EDSS Expanded Disability Status Scale (Escala Expandida do Estado de 

Incapacidade) 

EDTA Ethylenediaminetetracetic acid (Ácido etilenodiaminotetracético) 

EM Esclerose Múltipla 

EMPP Esclerose Múltipla Primariamente Progressiva  

EMPR Esclerose Múltipla Progressiva Recidivante  

EMRR Esclerose Múltipla Remitente-Recorrente  

EMSP Esclerose Múltipla Secundariamente Progressiva  

HDL High-densitiy lipoprotein (Lipoproteína de alta densidade) 

HU Hospital Universitário 

ICAM-1 Molécula de adesão intercelular 1 

IFN-β Interferon β 

IFN- γ Interferon γ 

IL-1 Interleucina 1 

IL-4 Interleucina 4 

IL-5 Interleucina 5 

IL-6 Interleucina 6 

IL-8 Interleucina 8 

IL-10 Interleucina 10 

IL-12 Interleucina 12 

IL-13 Interleucina 13 

IL-17 Interleucina 17 

IL-21 Interleucina 21 

IL-26 Interleucina 26 

IMC Índice de massa corporal 

LAC Laboratório de Análises Clínicas 

LDL Low-density lipoprotein (lipoproteína de baixa densidade) 



 

LCR Líquido cefalorraquidiano  

LIF Leukemia inhibitor factor (Fator inibidor de leucemia) 

MAPK Mitogen-activated protein kinase (Proteíno-quinases ativadas por mitógenos) 

MHC Major histocompatibility complex (Complexo maior de histocompatibilidade) 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

NF-kB Nuclear factor kappa B (Fator nuclear kappa B) 

RMN Ressonância magnética nuclear 

SNC Sistema nervoso central  

TGF- β Transforming growth factor β (Fator de transformação do crescimento β) 

TNF- Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral ) 

TNFtm Tumor necrosis factor transmembrane (Fator de necrose tumoral 

transmembrana) 

TNFsol Tumor necrosis factor soluble (Fator de necrose tumoral solúvel) 

UEL Universidade Estadual de Londrina 

UV Ultravioleta 

VCAM-1 Molécula de adesão das células vasculares 1 

VLA-4 Very late antigen-4 (Antígeno 4 muito tardio) 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 11 

1.1 Epidemiologia da EM .................................................................................................... 13 

1.2  Etiologia e fisiopatologia da EM ................................................................................... 14 

1.2.1  TNF-α e seus receptores ................................................................................................ 16 

1.3  Diagnóstico e tratamento da EM .................................................................................. 23 

 

2 JUSTIFICATIVA .......................................................................................................... 28 

 

3 OBJETIVOS .................................................................................................................. 29 

3.1  Objetivo geral ................................................................................................................. 29 

3.2  Objetivos específicos ...................................................................................................... 29 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ......................................................................................... 30 

4.1  Aspectos éticos ................................................................................................................ 30 

4.2  Delineamento .................................................................................................................. 30 

4.3  Amostra .......................................................................................................................... 30 

4.4  Critério de exclusão ....................................................................................................... 31 

4.5  Dados demográficos, epidemiológicos, antropométricos e clínicos ........................... 31 

4.6  Coleta de material biológico ......................................................................................... 32  

4.7  Marcadores inflamatórios ............................................................................................. 32 

4.8  Análise estatística ........................................................................................................... 32 

 

5 RESULTADOS .............................................................................................................. 34 

 

6 CONCLUSÕES .............................................................................................................. 57 

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS ........................................................................................ 58 

 

8 REFERÊNCIAS ............................................................................................................. 69 

 

APÊNDICES ................................................................................................................................. 79 

 

ANEXOS ....................................................................................................................................... 73 



11 
 

1                    INTRODUÇÃO  

A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica imuno-mediada, 

desmielinizante e neurodegenerativa do sistema nervoso central (SNC) que apresenta o 

envolvimento de vários processos fisiopatológicos como inflamação, desmielinização, 

perda de oligodendrócitos, comprometimento dos axônios, estresse oxidativo, disfunção 

mitocondrial e mecanismos de reparo como remielinização, embora estes eventos não 

estejam presentes em todos os pacientes de maneira uniforme (MILLER et al., 2012). 

Os pacientes com EM podem apresentar uma grande variedade de sintomas 

clínicos, incluindo alterações na visão, mobilidade, equilíbrio, cognição e função do 

esfíncter que são, em grande parte, determinados pela localização e extensão das lesões 

desmielinizantes que podem estar situadas no nervo óptico, medula espinhal, substância 

branca periventricular e tronco cerebral (LUBLIN et al., 2014; MILO; MILLER, 2014). 

De acordo com a classificação recentemente revisada do curso clínico da EM, há 

quatro fenótipos principais: síndrome clinicamente isolada (CIS), remitente-recorrente 

(EMRR), primariamente progressiva (EMPP) e secundariamente progressiva (EMSP) 

(LUBLIN et al., 2014; THOMPSON et al., 2018a). A forma CIS é a manifestação inicial e 

mais comum da EM, afeta os nervos ópticos, tronco cerebral ou medula espinhal. Pode ser 

definida como um episódio agudo ou subagudo de disfunção neurológica devido à 

desmielinização inflamatória que dura mais de 24 horas e ocorre na ausência de febre, 

infecção e encefalopatia (BROWNLEE; MILLER, 2014). A EMRR é a forma mais 

frequente da doença e representa, aproximadamente, 80% de todos os casos no início da 

doença e é caracterizada pela presença de surtos bem definidos com recuperação parcial ou 

completa dos sintomas e ausência de progressão entre os episódios (KOCH et al., 2007; 

MARQUES, 2010). A forma EMSP é uma evolução natural da EMRR em 30 a 40% dos 

casos após 10 anos do diagnóstico. Constata-se uma deterioração contínua das funções 

neurológicas e constitui, cerca de, 15 a 20% de todas as formas de EM num dado momento. 

A EMPP apresenta-se com o curso progressivo desde o início dos sintomas e evolui de 

forma lenta e estável, sem surtos aparentes e acomete em torno de 10-15% dos pacientes 

com EM (MARQUES, 2010). A Figura 1 ilustra as principais formas clínicas da EM. 
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Figura 1 Representação gráfica das formas clínicas da esclerose múltipla.  

Fonte: Adaptado de sbv IMPROVER Systems Biology Verification.  Disponível em:  

< https://www.sbvimprover.com/challenge-1/challenge/ms-stage >. Acesso em 09 jan. 

2019. 

 

O grau de incapacidade em pacientes com EM pode ser avaliado utilizando-se a 

Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS), sugerida por Kurtzke (1983), um 

método de quantificar as incapacidades ocorridas durante a evolução da doença ao longo 

do tempo. A escala varia de 0 a 10 e quantifica a incapacidade em oito sistemas funcionais 

(SF): piramidais, cerebelares, do tronco cerebral, sensitivas, vesicais, intestinais, visuais e 

mentais (KURTZKE, 1983). Na maioria dos estudos, os pacientes são categorizados com 

incapacidade leve (EDSS<3,0) ou moderada/grave (EDSS≥3,0) (KALLAUR et al., 2017). 

Ao longo do tempo, os pacientes com EM podem apresentar alterações nos escores 

de incapacidade. A progressão da incapacidade pode ser avaliada utilizando a variação do 

EDSS em tempos diferentes (EDSS no tempo 2 – EDSS no tempo 1 = ∆EDSS). Para 

pacientes com um EDSS< 6,0, o aumento de pelo menos um ponto completo é considerado 

como progressão da incapacidade, enquanto que para os pacientes com EDSS≥6,0 um 

agravamento de, pelo menos, meio ponto é necessário para ser considerado como 

progressão da incapacidade (KOCH et al., 2007). Outra forma de avaliar a progressão da 

doença é pelo uso do escore de gravidade da esclerose múltipla (Multiple Sclerosis Severity 

Score, MSSS), atualmente, considerado como o melhor método para avaliação do acúmulo 
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de incapacidade na EM ao longo do tempo (MANDIA et al., 2014). Proposto por Roxburgh 

et al. (2005), uma pontuação do MSSS é atribuída de acordo com o EDSS de um paciente, 

comparado com o EDSS de uma ampla base de dados de pacientes com duração semelhante 

da doença. O escore > 5,0 denota velocidade maior que a média de acúmulo de 

incapacidade (KOCH et al., 2015). 

 

1.1 Epidemiologia da EM 

Estima-se que mais de 2 milhões de pessoas em todo o mundo sofram de EM, sendo 

considerada uma das causas mais comuns de incapacidade neurológica em adultos jovens 

(REICH; LUCCHINETTI; CALABRESI, 2018). Na maioria dos casos, a idade de início 

da doença ocorre entre 20 e 40 anos de idade e as mulheres são duas a três vezes mais 

afetadas que os homens (OH; VIDAL-JORDANA; MONTALBAN, 2018). Estudos 

mostram que as mulheres iniciam a doença antes que os homens; todavia, há uma discreta 

menor prevalência da doença progressiva primária no sexo feminino, assim como menor 

progressão da incapacidade nas mulheres do que nos homens (BERGAMASCHI, 2007). 

Vários genes localizados no cromossomo X apresentam potencial influência na resposta 

immune, e as proteínas codificadas por estes genes podem estar envolvidas nas diferenças 

de susceptibilidade e gravidade frente às doenças infecciosas e autoimunes. Em relação à 

EM, as diferenças da resposta imune relacionadas ao sexo do indivíduo são consequências 

de diferenças genéticas atribuídas à inativação de um cromossoso X nas mulheres, na 

diferença de expressão de hormônios esteroides, assim como diferentes experiências e 

estilos de vida (FISH, 2008).     

 

A prevalência da EM varia consideravelmente entre os países, com valores ˂ 5 

casos em 100.000 habitantes em áreas denominadas de baixo risco, como a maior parte da 

África e Ásia Oriental, atingindo mais que 100 casos em 100.000 habitantes nas áreas de 

alto risco, como norte e centro da Europa, América do Norte e sudeste da Austrália (MILO; 

MILLER, 2014). De fato, considera-se que esta variação ocorra em função das 

características étnicas, ambientais e geográficas de cada população (CORREA; 

PAREDES; MARTINEZ, 2016). A prevalência de EM tem aumentado no decorrer dos 

anos, especialmente em mulheres esta descoberta pode representar um verdadeiro aumento 

da doença, mas também pode ser atribuído a uma melhoria no acesso ao serviço médico e 
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maior precisão no seu diagnóstico (ALONSO; HERNAN, 2008; KOCH- HENRIKSEN; 

SORENSEN, 2010). 

No Brasil, de acordo com uma revisão sistemática publicada por Pereira et al. 

(2015), a prevalência média encontrada foi de 8,69 casos em 100.000 habitantes. No 

entanto, devido a aspectos geográficos, demográficos e históricos de cada região, observou-

se uma grande variabilidade entre os valores máximos e mínimos, que oscilaram entre 27,2 

casos em 100.000 habitantes na região Sul e 1,36 casos em 100.000 habitantes na região 

Nordeste. Além disso, seguindo o perfil mundial, a EM no Brasil afeta com maior 

frequência mulheres e caucasianos (VASCONCELOS et al., 2016).  

 

1.2                   Etiologia e fisiopatologia da EM 

A etiologia da EM ainda não é totalmente esclarecida; porém, sugere-se que fatores 

genéticos, epigenéticos e ambientais interagindo com fatores de risco modificáveis estejam 

envolvidos com a patogênese da doença (OLSSON; BARCELLOS; ALFREDSSON, 

2017). Ainda não está claro quais fatores são responsáveis pela heterogeneidade na 

apresentação clínica e curso clínico da EM, assim como diferenças nas alterações 

morfológicas observadas na ressonância magnética nuclear (RMN) e na avaliação 

histopatológica, funções neurológicas afetadas e resposta ao tratamento. Evidências 

sugerem que esta heterogeneidade seja atribuída aos diferentes mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos da EM, como desregulação da resposta imune inata e 

adaptativa, estresse oxidativo e alterações metabólicas, em associação com fatores 

genéticos e ambientais (SOSPEDRA; MARTIN, 2016).  

Entre os fatores ambientais, os mais frequentes incluem o tabagismo, obesidade, 

latitude geográfica (em geral a exposição ao sol e raios ultravioleta UV-B tendem a 

diminuir com o aumento da latitude), deficiência de vitamina D e infecções virais, 

principalmente envolvendo o vírus Epstein-Barr (EBV) (REICH; LUCCHINETTI; 

CALABRESI, 2018). Alguns estudos têm mostrado que o microbioma intestinal, da pele e 

das vias aéreas poderia estar associado com respostas autoimunes e inflamatórias, 

contribuindo para a patogênese na EM (CHU et al., 2018). 

Mais de 100 variantes genéticas têm sido consideradas de risco para o 

desenvolvimento da EM, cada variante teria um pequeno efeito no risco da doença e 
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diferentes combinações dessas variantes provavelmente contribuem para a suscetibilidade 

em diferentes pacientes (SOSPEDRA; MARTIN, 2016; BARANZINI; OKSENBERG, 

2017). A maioria dessas variantes codifica moléculas envolvidas no sistema imunológico, 

tais como os genes HLA no cromossomo 6, incluindo polimorfismos nos alelos HLA-

DRB1*15:01, HLA-DRB1*0301 e HLA-DRB1*1303 expressos nas células da resposta 

imune inata que estão associados a um maior risco do que outros distúrbios imunológicos 

sistêmicos (HEMMER et al., 2015). Alguns polimorfismos, particularmente aqueles nos 

loci HLA, podem interagir com fatores de risco ambientais. Por exemplo, o alelo HLA-

DRB1*15:01, que está associado ao maior risco de EM, confere um risco 

significativamente maior de EM entre fumantes (HEDSTROM, 2011), em indivíduos com 

infecção por EBV (SUNDQVIST, 2012) e naqueles com obesidade na adolescência 

(HEDSTROM, 2014). Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa em pacientes 

com EM provenientes de Londrina e região norte do Paraná, Sul do Brasil, demonstrou que 

o alelo HLA-DRB1*15 em heterozigose foi positivamente associado à EM e poderia ser 

considerado um marcador genético de susceptibilidade à doença. O estudo demonstrou, 

também, uma associação negativa entre o alelo HLA-DRB1*11 em homozigose e EM, 

sugerindo que este alelo poderia ser considerado um marcador genético de resistência à 

EM nessa população (KAIMEN-MACIEL et al., 2009).   

Vários componentes patogênicos podem estar presentes no curso da EM tais como 

inflamação, desmielinização, perda de oligodendrócitos e comprometimento axonal. De 

fato, estes mecanismos acontecem pela infiltração das células imune periféricas no SNC 

levando à formação de lesões ou placas, que são características da doença (DENDROU; 

FUGGER; FRIESE, 2015). Além do infiltrado de células inflamatórias mononucleares, 

como linfócitos T (LT), monócitos/macrófagos e linfócitos B (LB), as lesões também são 

compostas por axônios desmielinizados, número reduzido de oligodendrócitos, axônios 

transeccionados e proliferação de astrócitos com consequente gliose (MILO; MILLER, 

2014). 

Com base na infiltração das células imunes, deposição de fatores humorais e perda 

de oligodendrócitos e/ou proteínas da mielina, as lesões podem ser classificadas em quatro 

padrões distintos: os padrões I e II foram caracterizados pela presença de macrófagos, 

infiltração das células T com perda das proteínas da mielina. As lesões com padrão II 

mostraram deposição de imunoglobulina e ativação do sistema complemento ao longo da 

bainha de mielina. As lesões com padrão III foram caracterizadas pela presença de 
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infiltrado inflamatório composto principalmente pelas células T, macrófagos, micróglia 

ativada com apoptose dos oligodendrócitos, resultando na redução da remielinização. O 

padrão IV, embora raro, foi sugestivo de degeneração primária dos oligodendrócitos. 

Nestes dois últimos padrões é possível sugerir que o processo patológico dos pacientes com 

EM tem início no SNC, com componente neurodegenerativo no início da doença 

(SOSPEDRA; MARTIN, 2016). 

Inicialmente, as células T autorreativas foram consideradas componentes críticos 

para a indução da patogênse na EM uma vez que elas migram através da barreira 

hematoencefálica (BHE) e causam inflamação e dano tecidual no SNC (SOSPEDRA; 

MARTIN, 2005). Estudos também destacam os LB como componentes centrais da doença 

e sugerem que LB e LT autorreativos podem ser ativados na periferia para tornarem-se 

células efetoras (DENDROU et al., 2015; CLAES et al., 2015). Evidências indicam que a 

EM tem início com a ativação das células T CD4+ autorreativas que escaparam dos 

mecanismos de tolerância central e periférica. Indivíduos geneticamente susceptíveis ao 

entrar em contato com estímulos ambientais, como infecção viral, podem desencadear 

reações imunogênicas ao reconhecer moléculas ou células com peptídeos semelhantes aos 

da mielina (FONTOURA; GARREN, 2010; DENDROU et al., 2015). Células 

apresentadoras de antígenos (APC), como macrófagos e células dendríticas entram em 

contato com o antígeno, e pela expressão de moléculas coestimulatórias e do complexo 

maior de histocompatibilidade (MHC) de classe II, apresentam o antígeno para os linfócitos 

T CD4+ naïves no tecido periférico, implicando em sua ativação (FONTOURA; GARREN, 

2010). Estes linfócitos ativados podem se diferenciar em vários subtipos de células 

funcionalmente distintas incluindo T helper (Th)1, Th2, Th17 e células T regulatórias 

(Treg) (GRIGORIADIS; VAN PESCH, 2015; HEMMER; KERSCHENSTEINER; 

KORN, 2015). 

 

1.2.1       TNF-α e seus receptores 

TNF-α é uma molécula proinflamatória potente, que apresenta um componente de 

sinalização essencial para o sistema imune, e pode ser fortemente induzida após infecção 

ou dano tecidual (VAN HAUWERMEIREN; VANDENBROUCKE; LIBERT, 2011). 

Estudos revelaram duas funções opostas do TNF-α na defesa do hospedeiro. Com baixos 

níveis, o TNF-α tem funções homeostáticas benéficas, tais como os mecanismos de defesa 
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do hospedeiro contra patógenos intracelulares (MOOTOO et al., 2009). No entanto, em 

altas concentrações, o TNF-α pode ser deletério e promove inflamação, dano aos órgãos e 

tem sido associado com a patogênese de várias doenças inflamatórias, tais como artrite 

reumatoide e EM (TSENG et al., 2018). 

TNF-α é produzido, principalmente, por macrófagos/monócitos ativados, incluindo 

a micróglia no SNC. Também pode ser secretado em baixos níveis por vários tipos 

celulares como células T e natural killers (NK), células dendríticas, LB, cardiomiócitos, 

fibroblastos e astrócitos. O TNF-α atua, também, como um coestimulador de LB e LT 

ativados e células NK, e aumenta a citotoxicidade de eosinófilos, monócitos e neutrófilos 

contra patógenos. Além disso, o TNF-α pode atuar junto às células endoteliais induzindo a 

expressão de moléculas de adesão (BRADLEY, 2008; SEDGER; MCDERMOTT, 2014).  

 Inicialmente, o TNF-α é sintetizado como uma proteína transmembrana (TNFtm) 

do tipo II, de 26 kDa e é expresso na superfície celular como uma molécula estável 

homotrimérica (PEGORETTI et al., 2018). O TNFtm pode ser liberado como TNF solúvel 

(TNFsol) após ser clivado por uma metaloproteinase conhecida como enzima conversora 

de TNF-α (TACE/ADAM17). Esta forma solúvel é liberada para a circulação e confere ao 

TNF-α uma potente função endócrina, uma vez que pode agir em local distante de sua 

síntese. Ambas as formas, TNFtm e TNFsol, exercem suas funções pela ligação com dois 

receptores homotriméricos transmembrana: o receptor 1 do TNF-α (TNFR1, CD120a ou 

p55), codificado pelo gene TNFRSF1A e o receptor 2 do TNF-α (TNFR2, CD120b ou p75), 

codificado pelo gene TNFRSF1B (YANG et al., 2018; WAJANT; PFIZENMAIER; 

SCHEURICH, 2003). A Figura 2 ilustra os efeitos do TNF-α ao ligar-se aos receptores 

TNFR1 e TNFR2. Enquanto a ligação da citocina ao TNFR1 promove defesa ao 

hospedeiro, inflamação, proliferação celular, sobrevida celular e degeneração tecidual, a 

ligação com o TNFR2 promove, além dos efeitos já descritos via TNFR1, regeneração 

tecidual, com importante papel no reparo tecidual (KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2016).  
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Figura 2 a: A sinalização do receptor TNF1 (TNFR1) é ativada pelo TNF solúvel (TNFsol) 

e TNF transmembrana (TNFtm). O TNFR1 recruta a proteína do domínio de morte 

associado à proteína adaptadora ao TNFR1 (TRADD). A ligação de TNFR1 por TNFsol 

ou TNFtm leva, inicialmente, à montagem do complexo I, que ativa o fator nuclear kappa 

B (NFκB). A sinalização TNFR1 do complexo I induz inflamação, degeneração tecidual, 

sobrevivência, proliferação celular e orquestra a defesa imunológica contra patógenos. 

Modalidades de sinalização alternativas, associadas à morte celular programada, também 

podem ser ativadas a jusante do TNFR1. A formação dos complexos IIa e IIb resulta em 

apoptose, enquanto o complexo IIc (necrossoma) induz necroptose e inflamação. b: 

Propõe-se que o TNFR2 seja totalmente ativado primariamente pelo TNFtm, no contexto 

das interações célula-célula. O TNFR2 recruta o fator 2 associado ao TNFR (TRAF2) pelo 

seu domínio TRAF, desencadeando a formação do complexo I e a ativação de NF-κB, 

proteíno-quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e proteína quinase B (AKT). O 

TNFR2 medeia bioatividades homeostáticas incluindo regeneração de tecidos, proliferação 

celular e sobrevivência celular. Esta via também pode iniciar efeitos inflamatórios e 

proteger o hospedeiro contra patógenos.  

Fonte: Adaptado de Kalliolias; Ivashkiv (2016).  
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             O TNFR1 é expresso em uma ampla variedade de células e pode ser ativado pelas 

formas solúvel e transmembrana do TNF, enquanto a expressão do TNFR2 é mais restrita 

e pode ser tipicamente encontrada em células endoteliais, imunológicas (incluindo 

microglia) e neuronais; e pode ser ativado somente pelo TNFtm (DOPP et al., 2002; 

WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003). 

As formas ligadas à membrana de ambos os receptores são, também, um substrato 

para a clivagem proteolítica pela TACE, produzindo fragmentos de receptores solúveis, 

como por exemplo, o receptor de TNF-α solúvel (sTNFR). Este processo é um importante 

mecanismo de autorregulação para prevenir danos exagerados e pode contribuir para a 

regulação da capacidade de resposta do TNF-α celular. O aumento da liberação de 

ectodomínio tem duas consequências: (1) Por um lado, a clivagem dos receptores pode 

neutralizar a bioatividade do TNF-α circulante, sequestrando-o, assim, o sTNFR atuará 

como um inibidor intrínseco do TNF-α. (2) Por outro lado, o processo diminuirá o número 

de receptores competentes para sinalização na superfície celular e causará 

dessensibilização transitória do TNF-α (STEELAND; LIBERT;  VANDENBROUCKE, 

2018 ). 

Evidências indicam que o dano causado pelo TNF-α nas doenças 

neurodegenerativas crônicas são amplamente mediadas pelo TNFsol. Experimentos com 

ratos transgênicos expressando TNF-α que não pode ser clivado, portanto prevenindo a 

formação de TNFsol, mostraram significativa proteção contra a indução de doenças 

autoimunes (RUULS et al., 2001; ALEXOPOULOU et al., 2006). É bem aceito que o 

TNFR1 pode induzir a inflamação e neurodegeneração na EM pela ativação de duas vias 

principais de sinalização: fator nuclear kappa B (NF-kB) e caspase (FISCHER; MAIER, 

2015). 

A ativação da via de sinalização NF-kB nas células endoteliais pode induzir a 

expressão das moléculas de adesão celular, tais como molécula de adesão das células 

vasculares 1 (VCAM-1) e moléculas de adesão intercelular 1 (ICAM-1) contribuindo para 

o recrutamento de células do sistema imunológico, tais como neutrófilos, linfócitos e 

monócitos, os quais migrariam através da BHE para dentro dos tecidos neuronais (ZHOU; 

CONNELL; MACEWAN, 2007; FISCHER; MAIER, 2015). A migração transendotelial 

das células do sistema imunológico via BHE é um processo crítico para o desenvolvimento 

das doenças inflamatórias do SNC e um alvo terapêutico utilizado para o tratamento da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steeland%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Libert%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenbroucke%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenbroucke%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
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EM, com o anticorpo monoclonal natalizumab (ENGELHARDT; KAPPOS, 2007; 

SCHWAB; SCHNEIDER-HOHENDORF; WIENDL, 2015). 

A ativação mediada por TNFsol pela via de sinalização NF-𝜅B pode, também, 

induzir nas células da glia, em particular a microglia e astrócitos, a transcrição de muitos 

genes que promovem a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-6, IL-8 e o 

próprio TNF-α, resultando potencialmente em um ciclo de amplificação da sinalização pró-

inflamatória do TNF-α (FISCHER; MAIER, 2015; FISCHER; KONTERMANN; MAIER, 

2015). TNF-α e seus receptores podem ser encontrados no soro, LCR e em lesões dos 

pacientes com EM e os níveis séricos e liquóricos são correlacionados com a atividade da 

doença (HAUSER et al, 1990; SHARIEF; HENTGES, 1991). Estudos prévios têm 

mostrado níveis elevados de TNF-α no soro de pacientes com EM quando comparados aos 

controles (ALATAB et al., 2011; KALLAUR et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018).  

Curiosamente, TNFRSF1A foi validado como um gene associado à susceptibilidade 

à EM. A forma variante, um polimorfismo de nucleotídeo único rs1800693 no gene 

TNFRSF1A, leva à expressão de uma forma solúvel do TNFR1 que sequestra o TNF-α e, 

portanto, anula a sinalização via TNFR2. Isto sugere que a desregulação da via 

TNF/TNFR1 tem um papel significativo no início da EM (GREGORY et al., 2012).   

A EM frequentemente apresenta déficits de memória e foi demonstrado que a 

sinalização TNF/TNFR1 nos astrócitos é responsável por esses distúrbios cognitivos 

(HABBAS, 2015). Junto aos efeitos neurodegenerativos indiretos do TNF-α, promovendo 

a neuroinflamação e o estresse oxidativo mediados pelas células da glia, estudos in vitro 

mostraram que o TNF-α, via TNFR1, também pode mediar a apoptose direta dos neurônios 

pela ativação da caspase 8 (BADIOLA et al., 2009). Níveis elevados de TNF-α e caspase 

8 ativada em modelos de lesão medular apoiam ainda mais a noção de morte celular 

neuronal direta mediada por TNF-α in vivo (CHEN et al., 2011). 

Enquanto os efeitos pró-inflamatórios e neurodegenerativos do TNF-α são 

mediados pelo TNFsol e, portanto, pelo TNFR1, a sinalização via TNFtm que ocorre 

predominantemente via TNFR2 é principalmente neuroprotetora e favorece a homeostase 

tecidual e a regeneração (ARNETT et al., 2001). Estudos mostram que a sinalização 

TNF/TNFR2 pode ocorrer pelas vias de ativação PKB/AKT e NF-kB (PROBERT, 2015) 

(Figura 3). 
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A importância da sinalização do TNFR2 para a neuroproteção e a regeneração 

tecidual foi inicialmente demonstrada em ratos TNFR2 nocautes. O papel do TNFR2 na 

regeneração de tecidos foi demonstrado no modelo da cuprizona de desmielinização 

reversível. Neste modelo, a proliferação de células progenitoras de oligodendrócitos e 

remielinização são significativamente tardias em camundongos TNF e TNFR2 nocautes, 

demonstrando assim que a regeneração tecidual é dependente da sinalização do TNF via 

TNFR2 (ARNETT et al., 2001). Alguns dos efeitos protetores e regenerativos da ativação 

do TNFR2 poderiam ser explicados pelo fato deste receptor promover a liberação de fatores 

anti-inflamatórios e neurotróficos dos astrócitos e micróglia. Em particular, os fatores 

derivados de astrócitos, ou seja, a quimiocina CXCL12 e o fator inibidor da leucemia (LIF), 

os quais promovem a diferenciação de oligodendrócitos e podem, assim, favorecer a 

remielinização (VERONIC et al., 2010; FISCHER et al., 2014; PATEL et al., 2012).  

Em comparação com outras populações de células T, o TNFR2 é 

predominantemente expresso por células Treg que são importantes na regulação e 

supressão das funções efetoras das células Th1 e Th17. O TNFR2 é expresso especialmente 

em um subgrupo Treg com máximo efeito supressor (Treg FoxP3+CD4+ CD25+) e a 

ativação do TNFR2 é importante para a proliferação e função destas células, indicando um 

papel importante do TNFR2 na regulação e supressão da resposta imune (FISCHER; 

KONTERMANN; MAIER, 2015). Por outro lado, um estudo mostrou que o TNFR2 tem 

função dicotômica e que o TNFR2 expresso em macrófagos e monócitos periféricos dirige 

a ativação imune via ativação de células T e desencadeia a transmigração de leucócitos 

através da BHE, enquanto o TNFR2 da micróglia fornece sinais de proteção promovendo 

vias anti-inflamatórias (GAO et al., 2017). 
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Figura 3 Múltiplas funções para as sinalizações dos receptores 1 e 2 do fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α), TNFR1 e TNFR2, respectivamente, na fisiopatologia da esclerose múltipla (EM). 

No sistema nervoso central (SNC), o TNF-α é primariamente expresso por astrócitos, microglia 

e neurônios e pode estimular sua própria liberação via TNFR1. A sinalização TNFR1 

desencadeia a morte de oligodendrócitos (OLG) e contribui para a desmielinização primária via 

macrófagos. Por outro lado, o TNFR2 tem efeitos protetores no SNC, pois a interação com o 

TNF transmembrana (TNFtm) em astrócitos estimula a remielinização e o TNFR2 neuronal 

protege contra a excitotoxicidade. Na periferia, o TNFR2 induz o desenvolvimento de células T 

efetoras; todavia, no SNC, o TNFR2 expresso na microglia é protetor. O TNF-α, possivelmente 

via TNFR2, medeia a regressão de células T ativadas específicas da mielina. Além disso, a 

sinalização TNFR2 também facilita a expansão das células T reguladoras (Tregs) e melhora sua 

Legenda 

Astrócito 

Macrófago 

Micróglia 

Th1 

Treg 

Th17 

Apoptose LT 

Lesão BHE 

BHE 

Morte OLG 

Excitotoxicidade 

Morte neuronal 

Glutamato 

Recuperação funcional 

Desmielinização  

Bainha mielina 
Axônio  

Maturação  Diferenciação  

Neurônio  



23 
 

capacidade supressiva contra células T efetoras. Setas normais indicam a ação de um mediador 

ou os processos que são induzidos; setas em negrito representam mediadores produzidos por um 

subconjunto celular específico. Barras T representam a inibição da via indicada. BHE: barreira 

hematoencefálica; CXCL12: quimiocina CXC ligante 12; IFN-γ: interferon gama; IL; 

interleucina; LIF: fator inibidor de leucemia; OPC-NG2: células progenitoras de 

oligodendrócitos- antígeno glia nervo 2; OPC-PDGFRα: unidade alfa do receptor do fator de 

crescimento derivado de plaquetas; Th: célula T helper; TGF-β: fator de transformação do 

crescimento beta; sTNF: TNF solúvel;  

Fonte: Adaptado de Steeland; Libert; Vandenbroucke (2018).  

 

1.3       Diagnóstico e tratamento da EM 

O diagnóstico da EM é baseado na integração de achados clínicos, de imagem e 

laboratoriais. No entanto, conhecimento clínico é necessário para demonstrar evidências 

de disseminação no tempo e no espaço e, mais importante, excluir outras condições 

neurológicas. A imagem de ressonância magnética nuclear (RMN) ajuda a excluir outras 

doenças e permite um diagnóstico mais seguro. Critérios diagnósticos conhecidos como 

critérios de McDonald evoluíram à medida que a tecnologia dos exames de imagem 

também avançou, tornando-os mais simples e mais acessíveis a uma proporção maior da 

população, mantendo a sensibilidade e especificidade (BROWNLEE; SWANTON; 

ALTMANN, 2015; POLMAN et al., 2011; THOMPSON et al., 2018a). Nos critérios de 

MacDonald de 2017, houve o restabelecimento do exame do líquido cefalorraquidiano 

(LCR) para a pesquisa da presença de bandas oligoclonais e um protocolo padronizado 

para acompanhamento de pacientes com suspeita ou EM clinicamente definida pelo exame 

de RMN (THOMPSON et al., 2018b). 

A EM não possui ainda um tratamento curativo, no entanto, ao longo das últimas 

décadas várias drogas modificadoras da doença têm sido aprovadas. A maioria destes 

medicamentos tem efeito anti-inflamatório; algumas drogas têm propriedades 

imunossupressoras, enquanto outras são direcionadas contra moléculas específicas com o 

emprego de anticorpos monoclonais (TORKILDSEN; MYHR; BØ, 2016; 

COMI; RADAELLI; SOELBERG, 2017). Com o desenvolvimento de tratamentos mais 

efetivos, houve também uma mudança no foco do tratamento, de redução da taxa de surtos 

e diminuição da progressão da incapacidade para prevenção de novas evidências da 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steeland%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steeland%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandenbroucke%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29751683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torkildsen%20%C3%98%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myhr%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B8%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27889192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radaelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27889192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soelberg%20S%C3%B8rensen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27889192
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atividade da doença (como evidenciado pela ausência de novas lesões, surtos, progressão 

da incapacidade e mais recentemente, atrofia tecidual) (REICH; LUCCHINETTI; 

CALABRESI, 2018).  Além disso, outro grande desafio tem sido a escassez de tratamento 

efetivo para formas progressivas da doença (MYHR et al., 2019). 

             A primeira droga a ser aprovada para EM remitente recorrente foi o interferon beta 

(IFN-β). Atualmente, numerosas formulações estão disponíveis para aplicação subcutânea 

e intramuscular, sendo que a mais recente é o IFN-βa peguilado que permite uma única 

dose a cada duas semanas. Embora seu modo de ação seja complexo, acredita-se que inclua 

a inibição da proliferação e ativação das células T, indução da apoptose das células T 

autoreativas, indução das células T regulatórias, modulação da produção de citocinas 

endógenas e inibição da migração de leucócitos através da BHE (YAMOUT; 

ALROUGHANI, 2018; FÖSTER et al, 2019). Os efeitos adversos mais frequentes são as 

reações no local da aplicação e sintomas flu-like, como febre, mialgia, cefaléia, fadiga e 

calafrios que ocorrem em até 75% dos pacientes (TORKILDSEN; MYHR; BØ, 2016). 

O acetato de glatirâmer é uma composição de alanina, glutamina, lisina e tirosina 

que são os aminoácidos mais comuns da mielina. Pode ser aplicado pela via subcutânea 

diariamente ou em diferente formulação três vezes por semana. Embora o seu mecanismo 

de ação não seja totalmente esclarecido, parece depender da polarização da resposta Th2 a 

partir das células T CD4+ e na modulação da atividade das células apresentadoras de 

antígenos (APCs) (FÖSTER et al, 2019). Geralmente é bem tolerado pelos pacientes, e o 

principal efeito adverso é a reação no local da aplicação (dor, eritema, inchaço e prurido) 

(COMI; RADAELLI; SOELBERG, 2017). Em pacientes gestantes, o acetato de glatirâmer 

parece ser o preferido sobre outras terapias modificadoras da doença, enquanto que em 

pacientes pediátricos, interferon beta e acetato de glatirâmer são aparentemente seguros e 

efetivos e deveriam ser selecionados como terapia de primeira linha (MARQUES et al, 

2018). 

Fingolimod foi a primeira terapia modificadora da doença oral aprovada para 

EMRR e atua como um modulador do receptor esfingosina 1 fosfato (S1P), inibindo a saída 

de leucócitos do linfonodo, com consequente redução na infiltração de linfócitos 

autoreativos no SNC (KAPPOS et al., 2010; COHEN et al., 2010). O principal efeito 

adverso do fingolimod está relacionado ao fato que os receptores S1P estão presentes em 

todo o corpo humano, incluindo o coração. Como resultado, pode haver indução de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torkildsen%20%C3%98%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myhr%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Myhr%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26563094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27889192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Radaelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27889192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soelberg%20S%C3%B8rensen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27889192
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bradicardia e necessidade de monitorização cardiovascular após a primeira dose ou mesmo 

após algumas semanas (FÖSTER et al., 2019).  Dimetil fumarato é outra medicação oral 

aprovada para o tratamento de EMRR com atividades anti-inflamatórias e citoprotetivas. 

Os efeitos adversos mais comuns são sintomas gastrointestinais como diarreia, vômito e 

náusea (VIGLIETTA et al., 2015; BAHARNOORI et al., 2016). 

A teriflunomida é um agente imunomodulador com propriedades anti-inflamatórias 

que inibe de forma seletiva e reversível a enzima mitocondrial diidroorotato desidrogenase 

(DHO-DH) com consequente inibição da proliferação das células B e T autoreativas 

(CLAUSSEN; KORN, 2012). Os efeitos adversos mais comuns são cefaléia, aumento das 

enzimas hepáticas, diarréia, queda de cabelo e náusea (O’CONNOR et al., 2011; 

CONFAVREUX et al., 2014; VERMERSCH et al., 2014). A cladribina foi introduzida 

recentemente como um tratamento para EMRR e é administrada oralmente em ciclos 

anuais de 8- 19 dias. Seu mecanismo de ação está relacionado à redução duradoura na 

contagem de linfócitos e os efeitos adversos mais frequentes são infecções e linfopenia 

(FÖSTER et al., 2019). 

O natalizumab é um anticorpo monoclonal humanizado que reconhece α4 integrinas 

e interrompe a sua interação com a molécula de adesão VCAM-1, resultando na diminuição 

da passagem dos linfócitos através da BHE (WINKELMANN et al., 2016). O efeito 

adverso mais importante da terapêutica com natalizumab é a leucoencefalopatia multifocal 

progressiva (LMP). A LMP é uma doença desmielinizante causada pela infeção oportunista 

aos oligodendrócitos pelo poliomavírus JC (FÖSTER et al., 2019). Com o sucesso do 

natalizumab outros anticorpos monoclonais foram desenvolvidos para EMRR, como o 

alemtuzumab. Ele atua contra o CD52, um receptor que está presente em linfócitos, 

monócitos e outras células imunes e não imunes (COHEN et al., 2012; COLES et al., 2012). 

O efeito adverso mais importante consiste de doenças autoimunes secundárias (FÖSTER 

et al, 2019). Natalizumab e alemtuzumab são altamente efetivos, porém, além dos graves 

efeitos adversos, outro fator limitante são as infusões mensais da droga (HOLMOY; VON 

DER LIPPE; LEEGAARD, 2017; WILLIS et al., 2016). 

Ocrelizumab é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga seletivamente a 

linfócitos B que expressam o antígeno de superfície CD20. É utilizado no tratamento da 

EMRR e EMPP com efeitos benéficos na taxa de surtos e progressão da incapacidade. Os 

efeitos adversos mais importantes e mais frequentes são reações relacionadas com a 
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perfusão (tais como prurido, erupção cutânea e dificuldades respiratórias) e infeções 

(FÖSTER et al., 2019). Mixantrone é um agente antineoplásico que tem sido utilizado no 

tratamento da EMSP, todavia seu uso tem diminuído em anos recentes devido às altas taxas 

de efeitos adversos incluindo cardiotoxicidade e leucemia (YAMOUT; ALROUGHANI, 

2018; FÖSTER et al., 2019). A figura 4 mostra a evolução no tratamento da EM. 

De acordo com o último Consenso brasileiro para o tratamento da EM (MARQUES 

et al., 2018), pacientes com EMRR que apresentam níveis leves ou moderados de atividade 

da doença (ocorrência de surtos ou aumento/novas lesões verificadas por RMN) poderiam 

iniciar o tratamento utilizando drogas com um bom perfil de segurança e mais facilmente 

acessíveis, como acetato de glatirâmer, dimetil fumarato, interferon-β em suas várias 

formulações ou teriflunamida. Por outro lado, em casos de EMRR altamente ativas ou com 

fatores associados a um pior prognóstico, deveria se considerar o uso de drogas mais 

potentes como alemtuzumab, cladribina, fingolimode, natalizumab e ocrelizumab.  

No passado, os bloqueadores de TNF-α demonstraram sua eficácia no tratamento 

de várias doenças autoimunes, tais como artrite reumatoide e psoríase. No entanto, o 

desenvolvimento de efeitos adversos graves durante a inibição do TNF-α de longa duração 

revelou riscos associados ao bloqueio completo do TNF-α. Além disso, a inibição total do 

TNF-α tem sido prejudicial para o tratamento de várias doenças em que esta citocina foi 

implicada, como a EM. Enquanto alguns dos efeitos adversos descritos são devidos à 

inibição do TNF-α, por exemplo, o aumento do risco de infecções, muitos dos efeitos 

adversos são, provavelmente, devido ao papel do TNF-α na regulação da resposta imune e 

regeneração tecidual (FISCHER; KONTERMANN; MAIER, 2015). 

Uma estratégia terapêutica ideal para doenças autoimunes, como a EM, seria 

bloquear seletivamente o sinal TNFsol/TNFR1 pela administração de inibidores de 

TNFsol, ou usando antagonistas TNFR1, mantendo intacta a via de sinalização do TNFR2. 

Outra estratégia promissora seria utilização de agonistas do TNFR2 que poderiam 

impulsionar a expansão de Treg e promover a regeneração tecidual. O desenho dessas 

estratégias terapêuticas visando as vias de sinalização TNFR1 ou TNFR2 mantém a 

promessa para o tratamento de diversas doenças inflamatórias e neurodegenerativas, como 

a EM (YANG et al., 2018). 
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Figura 4 Linha do tempo do desenvolvimento de medicamentos utilizados no tratamento 

da esclerose múltipla (EM). Importantes marcos do desenvolvimento são mostrados nos 

quadros de cor cinza e drogas aprovadas pelo Food and Drug Administration (Estados 

Unidos) ou Agência Europeia de Medicina para o tratamento de EM secundária progressiva 

são mostradas nos quadros de cor rosa. 

Fonte: Adaptado de Tintore; Vidal-Jordana; Sastre-Garriga (2019). 
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2 JUSTIFICATIVA 

Os dados na literatura sobre a associação entre TNF-α, sTNFR1 e sTNFR2 com 

características clínicas e laboratoriais da EM, realizados em populações mundiais com 

diferentes características geográficas, climáticas e étnicas, são conflitantes. Tendo em vista 

a complexidade da EM e a participação crítica do TNF-α e seus receptores, mais estudos 

são necessários para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na 

susceptibilidade, incapacidade, progressão da incapacidade e formas clínicas da doença.  

. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 Avaliar os níveis plasmáticos de TNF-α, sTNFR1 e sTNFR2 e sua possível 

associação com incapacidade, progressão da incapacidade e formas clínicas da doença em 

pacientes com EM. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Comparar os níveis plasmáticos do TNF-α e dos receptores sTNFR1 e sTNFR2 em 

pacientes com EM e indivíduos saudáveis; 

 Avaliar a associação entre TNF-α, sTNFR1, sTNFR2 e a incapacidade, progressão 

da incapacidade e formas clínicas em pacientes com EM;  

 Propor modelos preditores para diagnóstico de EM, da incapacidade, progressão da 

incapacidade e formas clínicas, da EM utilizando os biomarcadores TNF-α, sTNFR1, 

sTNFR2. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Aspectos Éticos   

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, com o Parecer de 

Aprovação no. 159/10, CAAE no. 22290913.9.0000.5231, em 30 de agosto de 2010 

(ANEXO A). Todos os indivíduos foram convidados a participarem voluntariamente da 

pesquisa, informados, em detalhes, sobre o estudo a ser desenvolvido e assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (APÊNCIDE A). 

 

4.2 Delineamento  

Foi realizado um estudo observacional, caso-controle prospectivo para atingir os 

objetivos descritos neste trabalho.  

 

  4.3 Amostra 

Os pacientes com EM foram convidados a participarem do estudo ao se 

apresentarem para consulta no Ambulatório de Doenças Desmielinizantes do Ambulatório 

de Especialidades do Hospital Universitário de Londrina, no período de janeiro de 2013 a 

dezembro de 2015. A amostra foi obtida por conveniência de tempo e local. Foram 

avaliados 168 pacientes com EM de ambos os sexos, com idade entre 18 a 70 anos, 

diagnosticados segundo os critérios de McDonald (POLMAN et al., 2011) e classificados 

como EMRR (n=147), EMSP (n=17) e EMPP (n=4). O grupo controle foi composto de 70 

indivíduos saudáveis, adultos, ambos os sexos, selecionados, consecutivamente, entre os 

doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina e da população geral. 

Os indivíduos avaliados deste grupo não apresentavam características clínicas ou 

laboratoriais de doenças autoimunes, renal, cardíaca ou hepática e reportaram não fazerem 

uso de medicamentos anti-inflamatórios e suplementos antioxidantes. 

O grau de incapacidade dos pacientes foi avaliado por meio do EDSS, com escores 

que variaram de 0,0 a 10,0 (KURTZKE, 1983). Os pacientes foram categorizados com 

incapacidade leve (EDSS < 3,0) e moderada /grave (EDSS ≥ 3,0) (KALLAUR et al. 2017). 

Para avaliar a progressão da incapacidade, utilizou-se a escala MSSS, de acordo com o 

método proposto por Roxburgh et al. (2005), e escore ≥ 5,0 foi considerado progressão 

mais rápida de incapacidade (KOCH et al. 2015). Para calcular o MSSS de cada paciente, 
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utilizou-se o EDSS e o tempo de diagnóstico da doença; desta forma, observou-se a rapidez 

da progressão da incapacidade (ROXBURGH et al., 2005). 

Todos os indivíduos envolvidos neste estudo relataram não fazer uso de bebidas 

alcoólicas regularmente e não praticavam exercício físico regularmente.  

 

4.4 Critérios de exclusão 

Foram excluídos do estudo os pacientes com diagnóstico de outras doenças 

autoimunes, entre elas a neuromielite óptica, com doenças infecciosas e outras 

comorbidades e os que faziam uso de qualquer suplemento vitamínico e/ou antioxidante 

que poderiam influenciar nos biomarcadores avaliados.   

 

4.5 Dados demográficos, epidemiológicos, antropométricos e clínicos 

  Foram coletados dados demográficos (idade, sexo, etnia), epidemiológicos (hábitos 

de vida como tabagismo), antropométricos [peso, altura e índice de massa corporal (IMC)] 

e clínicos (formas clínicas, EDSS e terapia para EM) dos indivíduos inseridos no estudo. 

Os dados foram coletados pela aplicação de um questionário padrão (Apêndice B), 

respondidos pelos pacientes ou seus responsáveis e pelos indivíduos do grupo controle. A 

etnia foi classificada de acordo com a autopercepção do indivíduo da cor da sua pele como 

caucasiano e não caucasiano (BRASIL, 2011). Os dados foram, também, obtidos por meio 

de consulta aos prontuários médicos e à base de dados LABHOS do Laboratório de 

Análises Clínicas (LAC) do HU/UEL. As medidas antropométricas avaliadas foram peso 

corporal (Kg) e altura (m), obtidas por interrogatório durante a aplicação do questionário. 

O IMC foi calculado como peso (Kg) dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em 

kg/m2. 

 A síndrome metabólica (SM) foi diagnosticada quando o indivíduo apresentou a 

combinação de, pelo menos, três componentes dos seguintes critérios: obesidade 

abdominal por meio de circunferência abdominal em homens > 94 cm e em mlheres > 80 

cm; triglicerídeos ≥ 150 mg/dL; lipoproteina de alta densidade (HDL)-colesterol em 

homens <40 mg/dL e em mulheres  < 50 mg/dL; pressão arterial sistólica (PAS) ≥130 

mmHg ou pressão arterial diastólica (PAD) ≥ 85 mmHg ou uso de medicamentos anti-

hipertensivos e glicemia de jejum  ≥ 100 mg/dL  (GRUNDY et al, 2005). 
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4.6 Coleta de Material Biológico 

Para análise dos marcadores laboratoriais, a coleta de sangue periférico, com 

anticoagulante ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e sem anticoagulante, foi realizada 

após um período de 12 horas de jejum. O material foi encaminhado imediatamente ao 

laboratório para registro, processamento e armazenamento das amostras. O material foi 

centrifugado a 3.000 r.p.m. por 15 minutos e alíquotas de plasma e soro foram armazenadas 

no freezer a -80°C até o momento de uso. Todos os pacientes e controles, bem como suas 

respectivas amostras, foram identificados por número e letra para garantir o anonimato e 

confidencialidade dos indivíduos e dos resultados obtidos.  

 

4.7 Marcadores Inflamatórios 

Os níveis plasmáticos de TNF-α, sTNFR1, sTNFR2 foram determinados por 

reagente customizados de imunofluorimetria utilizando multiplex (Novex Life 

Technologies, Frederick, MD, USA) para plataforma Luminex® (MAGPIX®, Luminex 

Corp, Austin, TX, USA). 

 

4.8 Análise Estatística  

As análises das tabelas de contingência (teste do χ2) foram empregadas para 

verificar as associações entre as variáveis categóricas e os grupos diagnósticos. O teste de 

Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuição. A 

transformação logarítmica (Ln) dos dados contínuos foi utilizada na análise quando as 

variáveis não estavam normalmente distribuídas ou quando não havia heterogeneidade de 

variância avaliada com o teste de Levene. Foram avaliadas as diferenças nas variáveis 

contínuas entre os grupos usando análises de variância (ANOVA). As variáveis categóricas 

foram expressas em número absoluto (n) e porcentagem (%) e as variáveis contínuas foram 

expressas como média ± erro padrão da média (SEM). As correlações entre o TNF-α, o 

sTNFR1 e o sTNFR2 e as citocinas foram avaliadas usando os coeficientes de correlação 

de Spearman. Os modelos lineares generalizados (GLM) foram empregados para avaliar 

os efeitos multivariados das variáveis explicativas (incluindo o diagnóstico) nas variáveis 

dependentes (TNF-α, sTNFR1 e sTNFR2) enquanto controlavam sexo, idade, etnia e IMC. 

Testes para efeitos entre indivíduos foram empregados para avaliar os efeitos univariados 

de variáveis preditoras significativas nas variáveis dependentes. O teste M de Box foi 

utilizado para testar a homogeneidade de covariância das matrizes. 
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A associação entre TNF-α, sTNFR1 e sTNFR2 e EM foi avaliada usando análise 

de regressão logística binária automática stepwise controlada por covariáveis (sexo, idade, 

etnia e IMC) que poderiam confundir a associação de interesse. Quatro modelos diferentes 

de análises de regressão logística binária automática stepwise foram empregados para 

delinear o TNF-α, sTNFR1 e sTNFR2 e as variáveis mais significativas que estão 

associadas com EDSS (<3,0 versus ≥3,0), formas clínicas (EMRR e formas clínicas 

progressivas) e progressão da incapacidade (MSSS <5,0 versus MSSS ≥5,0). Os valores de 

sTNFR1 e sTNFR2 também foram transformados em escore z para calcular uma nova 

pontuação composta refletindo a relação sTNFR1 / sTNFR2, ou seja, z Ln sTNFR1 – z Ln 

sTNFR2. A análise também incluiu odds ratio (OR) e intervalo de confiança (IC) de 95% 

avaliados usando os escores z. Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o 

programa IBM SPSS, versão do Windows 25. Os testes foram bicaudais e um valor de P < 

0,05 indicou resultados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um artigo 

científico original com o título “Tumor necrosis factor α and its soluble receptors are 

associated with disability, disability progression and clinical forms of multiple 

sclerosis”, foi submetido à Multiple Sclerosis Journal. 
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Abstract 

Background: The association between tumor necrosis factor (TNF)-α, soluble TNF receptor 

(sTNFR)1 and sTNFR2 with clinical characteristics of multiple sclerosis (MS) remains unclear. 

Objective: To examine whether TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 are associated with MS diagnosis, 

disability, disability progression and clinical forms of MS.  

Methods: The study included 147 patients with relapsing-remitting MS (RRMS), 21 with 

progressive clinical forms (ProgMS) and 70 controls. Expanded Disability Status Scale (EDSS) 

evaluated disability as mild (EDSS<3.0) or moderate/high (EDSS≥3.0). Multiple Sclerosis Severity 

Score (MSSS) evaluated disability progression as no progression (MSSS<5) and progression 

(MSSS≥5). Baseline data of subjects MS and plasma levels of TNF-α, sTNFR1, sTNFR2 were 

obtained.   

Results: The MS diagnosis explained 44.6% and 12.3% of TNF-α and sTNFR2 levels, respectively. 

Moderate/high disability and disability progression were best predicted by sTNFR1 and age 

(positively) and ProgMS were best predicted by sTNFR1 (positively) and sTNFR2 (negatively), 

coupled with age and sex. A composite score reflecting the sTNFR1/sTNFR2 ratio showed a 

positive association with ProgMS after adjusting for age and sex.  

Conclusion: sTNFR1 and age were positively associated with disability and disability progression 

whereas sTNFR1 (positively) and sTNFR2 (negatively) were associated with ProgMS, suggesting 

a distint role of them in the immunopathological mechanisms of MS. 

 

Keywords: Multiple sclerosis; tumor necrosis factor (TNF)-α; sTNFR1, sTNFR2; disability; 

MSSS 
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Introduction 

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating immune-mediated 

disease, which affects the central nervous system (CNS). The etiology is multifactorial with a 

complex interrelation between genetic, epigenetic, hormonal, immunological, and environmental 

factors. Further, accumulating evidence suggests that the autoimmune inflammation in early MS is 

primarily mediated by an adaptive immune response and involves autoreactive T helper (Th)1, 

Th17, and B cells, as well as autoantibodies with reactivity against epitopes of the myelin proteins. 

However, the later chronic stages of the disease are characterized by a compartmentalized innate 

immune response in the CNS with activated microglia and macrophages.1   

Different mechanisms may explain the heterogeneity of MS regarding the clinical 

symptoms, clinical forms, disability, disability progression and therapeutic response presented by 

the affected patients. Cytokines and their receptors are among the possible mediators of this 

heterogeneity.1 High levels of tumor necrosis factor (TNF)-α were found in blood samples of MS 

patients as compared with controls2,3 and in cerebrospinal fluid of the patients with chronic 

progressive clinical forms of MS (ProgMS), suggesting that TNF-α could be associated with the 

diagnosis of MS as well as the progression of the disease over time.4,5 A previous study 

demonstrated that patients with ProgMS with disease progression presented higher levels of TNF-

α than those with ProgMS but without disease progression.6 

TNF-α and the soluble forms of its receptors (sTNFR)1 and sTNFR2 also have been 

investigated in the MS.7 A dual role of TNF-α in the CNS has been revealed. In many cases, 

neuroprotective activity has been associated with TNFR2, whereas TNFR1, directly and indirectly, 

promotes neurotoxicity, inflammation and cell death.2,8 One study reported increased serum levels 

of sTNFR2 in patients with primary progressive MS (PPMS) compared with other clinical forms 

of MS and healthy controls.9  

Immunobiologicals targeting the TNF-α are extremely successful in treating a number of 

immune mediated diseases; however, clinical trials using anti-TNF-α monoclonal antibodies as 

therapy in MS patients resulted in disease exacerbation.10 It is hypothesized that these paradoxical 

effects of anti-TNF-α are due to inhibition of TNFR2 signaling.11  
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To our knowledge, the association between TNF-α and sTNFR1 and sTNFR2 with clinical 

characteristics of MS patients remains unclear. Thus, the aim of study was to verify whether TNF-

α and its soluble receptors are associated with MS diagnosis, disability, disability progression and 

clinical forms of MS.  

 

Methods 

Subject characteristics 

        The study included 168 patients with MS enrolled from the Neurology Outpatient of 

the University Hospital, University of Londrina, Londrina, Paraná, Brazil. The diagnosis of MS 

was defined according to the McDonald criteria.12 Relapsing- remitting MS (RRMS) was diagnosed 

in 147 (87.5%) patients and progressive clinical forms in 21 (12.5%), including 4 (2.4%) with 

primary progressive MS (PPMS) and 17 (10.1%) with secondary progressive MS (SPMS). 

At the baseline visit, the disability was evaluated using the Expanded Disability Status Scale 

(EDSS),13 and the patients were divided into those with mild disability (EDSS< 3.0) or 

moderate/high disability (EDSS ≥3.0).5  To assess the disease progression, we used the Multiple 

Sclerosis Severity Score (MSSS), as proposed elsewhere14 and score ≥5.0 denoted higher than 

average speed of disability accumulation.15 As controls, 70 healthy individuals were selected 

among blood donors of the Regional Blood Bank of Londrina, from the same geographic region of 

the patients. None of the participants in the study presented clinical symptoms or laboratory 

markers of heart, thyroid, kidney, hepatic, gastrointestinal, or oncologic diseases. 

Demographic, epidemiological and anthropometric data (patients and controls), as well as 

clinical history and the use of therapy for MS before the inclusion in this study (for patients) were 

obtained using a standard questionnaire at the admission of the individuals, as previously 

described.3  Briefly, body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (m) 

squared and the ethnicity was self-reported as Caucasian and non-Caucasian. Tabagism was 

considered when the individuals were current smokers. Systolic blood pressure (SBP) and diastolic 

blood pressure (DBP) were measured and the mean of two measurements was used in the analysis 
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as describer elsewhere.3  Use of antihypertensive medication was an indication of systemic arterial 

hypertension (SAH).16  Diabetes mellius type 2 (DM) was defined as a fasting serum glucose ≥126 

mg/dL, a non-fasting serum glucose ≥ 200 mg/dL and/or use of hypoglycemic medication.17 

Dyslipidemia and metabolic syndrome (MetS) were defined as previously reported.18 

The protocol was approved by the Institutional Research Ethics Committees of University 

of Londrina, Paraná, Brazil (CAAE: 22290913.9.0000.5231) and all of the individuals invited were 

informed in detail about the research and gave written informed consent. 

 

Laboratory biomarkers 

Venous blood samples were drawn under fasting state, with and without anticoagulant at 

admission. Plasma and serum were separated through centrifugation (2,500 rpm for 15 min) and 

aliquots were stored at -80 °C until analysis. A panel of TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 were 

determined using customized immunoflorimetric assay (Novex Life Technologies, Frederick, 

USA) for the Luminex® plataform in MAGPIX instrument.   

 

 Statistical Analysis  

Analyzes of contingency tables (χ2 test) were employed to check the associations between 

categorical variables and diagnostic groups. The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess 

normality of distribution. Logarithmic (Ln) transformation of continuous data was used in the 

analysis when the variables were not normally distributed or when there was heterogeneity of 

variance as assessed with the Levene test. We assessed the differences in continuous variables 

between groups using analyzes of variance (ANOVA). Categorical variables were expressed as 

absolute number (n) and percentage (%) and continuous variables were expressed as mean ± error 

standard of main (SEM). The correlations between TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 were assesses 

using Spearman correlation coefficients. Multivariate general linear model (GLM) analysis was 

used to assess the effects of explanatory variables (including diagnosis) on dependent variables 

(TNF-α, sTNFR1, and sTNFR2) while controlling for sex, age, ethnicity, and BMI. Tests for 
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between-subject effects were employed to assess the univariate effects of significant predictor 

variables on the dependent variables. Box's M statistic was used to test for homogeneity of 

covariance matrices. 

The association between TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 and MS was evaluated using 

automatic stepwise binary logistic regression analysis controlled for covariates that may confound 

the association of interest. Four different models of automatic stepwise binary logistic regressions 

analyzis were employed to delineate TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 and the most significant 

variables that are associated with disability (EDSS<3 versus ≥3), disability progression (MSSS<5 

versus MSSS≥5) and clinical forms (RRMS versus ProgMS). The values of sTNFR1 and sTNFR2 

were also transformed as z score and a composite score reflecting the sTNFR1/sTNFR2 ratio 

(namely z Ln sTNFR1-z Ln sTNFR2), was computed. The analysis also included the odds ratio 

(OR) and 95% confidence interval (CI) evaluated using the z scores. All statistical analyses were 

performed using IBM SPSS windows version 25. Tests were 2-tailed and an alpha level of 0.05 

indicated statistically significant results. 

 

Results 

Characteristics of the subjects 

The mean age at MS diagnosis and disease duration were 34.6 years (±0.85) and 7.8 years 

(±0.54), respectively; 87 (55.1%) patients presented moderate/high disability (EDSS≥3) and 71 

(44.9%) patients presented mild disability (EDSS<3). When the disability progression was 

evaluated, 79 (54.9%) patients showed progression and 65 (45.1%) showed no progression. 

According to the MS therapy, 14 (8.4%) patients were without treatment, 96 (57.5%) were treated 

with interferon β, 46 (27.5%) were treated with glatiramer acetate, 10 (6.0%) were using 

natalizumab and 1 (0.6%) was using fingolimod (data not shown).  

Table 1 shows the baseline data of the MS patients and controls. We did not use p-

corrections to interpret the multiple results of univariate tests presented in Table 1 as these results 

were used to delineate the most significant predictor variables to be used as independent 

explanatory variables in the binary logistic regression analyses. MS patients did not differ in the 
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variables age, sex, ethnicity, BMI, smoking, SAH, the presence of MetS and the levels of sTNFR1 

when compared to controls (p>0.05). MS patients showed higher levels of TNF-α, sTNFR2 than 

controls. It should be stressed that these biomarker results were not adjusted for possible extraneous 

variables including age, sex, BMI, and ethnicity. As shown in Figure 1, patients with moderate/high 

disability showed higher levels of TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 than those with mild disability 

(P=0.029, P=0.002 and P=0.019, respectively). Moreover, patients with diability progression 

showed higher levels of sTNFR1 and sTNFR2 than those with no disability progression (P<0.001 

and P=0.005, respectively), but only patients with ProgMS showed higher levels of sTNFR1 when 

compared to those with RRMS (P=0.038).   

 

Associations with MS diagnosis  

Table 2 shows the results of a multivariate GLM analysis with TNF-α, sTNFR1 and 

sTNFR2 as dependent variables and diagnosis as the primary explanatory variable while adjusting 

for age, sex, BMI, and ethnicity. We found that MS diagnosis, age, and BMI had significant effects 

on the levels of TNF-α and its receptors, whereas sex and ethnicity did not. Tests for between-

subject effects showed that MS diagnosis was positively associated with TNF-α with an effect size 

of 44.6% and sTNFR2 with an effects size of 12.3%. BMI showed a modest positive effect on both 

sTNFR1 and sTNFR2, and age was positively associated with sTNFR2. The GLM model showed 

equivalence of covariance matrices (P=0.066) and the dependent variables presented equal 

variances (P>0.05). In Table 3, we showed the estimated marginal means values (in z scores) of 

TNF-α, as well as sTNFR1 and sTNFR2 in MS patients and controls. TNF-α and sTNFR2 were 

significantly higher in patients with MS than controls, while sTNFR1 did not differ from controls. 

Multivariate GLM analysis showed that there were no significant effects of SAH (F=0.98, 

df=3/184, P=0.403, n=35), smoking (F=0.32, df=3/185, P=0.296, n=21), DM (F=0.24, df=3/182, 

P=0.866, n=12), MetS (F=1.22, df=3/184, P=0.302, n=46), and the drug state of the patients 

(F=1.51, df=12/471, P=0.117) on the three TNF data (data not shown).  

In order to delineate the best biomarkers associated with MS we have carried out different 

hierarchical logistic regression analyses. We found that TNF-α is the single best predictor of MS 
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diagnosis (x²=107.18, df=1, P<0.001, Nagelkerke=0.742) with an Odds ratio of 20.10 and 95% 

confidence intervals of 12.98-193.30 (lower and upper limit); 96.9% of all subjects were correctly 

classified with a sensitivity of 100% and a specificity of 79.3% (data not shown).  

 

Associations with disability, progression of disease and clinical forms of MS 

In order to delineate the best biomarkers associated with the disability (EDSS≥3 versus 

EDSS<3), disability progression (MSSS≥5 versus MSSS<5) and clinical forms (RRMS versus 

ProgMS) we have carried out different automatic stepwise regression analyses with disability, 

progression and clinical subtypes as dependent variables. Table 4, regression #1 shows that 

EDSS≥3 was best predicted by sTNFR1 and age (both positively), while TNF-α and sTNFR2 had 

no significant effects. With this model, 73.6% of all cases were correctly classified with a sensitivity 

of 74.6% and a specificity of 73.8% (R² Nagelkelke=0.262, x2=34.37, df=2, P<0.001). Entering 

drug state, BMI, smoking, HAS, ethnicity, DB and MetS showed that these variables were not 

significant predicting EDSS ≥3 (data not shown).  

Logistic regression #2 shows that MSSS≥5 was best predicted by sTNFR1 and age (both 

positively) and that TNF-α and sTNFR2 have no significant effects. With this model, 66.0% of all 

cases were correctly classified with a sensitivity of 58.5% and specificity of 72.2%, (R² 

Nagelkelke=0.170, x2=19.62, df=2, P<0.001). Entering drug state, BMI, smoking, HAS, DM, 

ethnicity and MetS showed that smoking was a significant predictor (F=5.69, df=1, P=0.017) and 

that the effects of sTNFR1 remained significant (F=8.18, df=1, P=0.004) (data not shown).   

Regression #3 shows that the ProgMS was best predicted by sTNFR1 (positively) and 

sTNFR2 (negatively), coupled with age and sex. With this model, 86.9% of all cases were correctly 

classified with a sensitivity of 66.7% and specificity of 89.8%, (R² Nagelkelke=0.285, x2=27.43, 

df=4, P<0.001). Consequently, we have computed a score reflecting the sTNFR1/sTNFR2 ratio. 

Table 4 regression #4 shows that ProgMS was significantly and positively associated with this ratio 

after adjusting for age and sex. With this model, 86.3% of all cases were correctly classified with a 

sensitivity of 66.7% and specificity of 89.1%, (R² Nagelkelke=0.285, x2=27.43, df=3, p<0.001). 

Moreover, 1000 bootstraps showed that the composed score zLn sTNFR1–zLn sTNFR2 had a 
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significant effect (P=0.019) with a B value of 0.693, bias of 0.066 and standard error (SE) of 0.354 

(95% CI 0.180-1.526). Entering drug state, BMI, smoking, HAS, DM, ethnicity and MetS, the 

analysis showed that BMI had a protective effect on the ProgMS (F=4.81, df=1, P=0.028) and that 

the effects of zLn sTNFR1-zLn sTNFR2 remained significant (F=6.37, df=1, P=0.012).  

Discussion  

The main findings of the present study are that increased TNF-α and sTNFR2 levels are 

associated with MS, as well as increased levels of sTNFR1 coupled with age are positively 

associated with moderate/high disability and disability progression. Moreover, increased sTNFR1 

levels combined with lower sTNFR2 levels, increasing age and male sex increase risk towards the 

ProgMS, suggesting that high levels of sTNFR1 may be a risk factor while high levels of sTNFR2 

may exert a protective role modulating the immunopathological mechanisms of MS. As such, a 

newly proposed score reflecting the sTNFR1/sTNFR2 ratio could be an important biomarker to 

evaluate the development of the ProgMS. 

Our results also demonstrated that the MS diagnosis can exert a strong effect of 44.6% in 

the levels of TNF-α. The higher levels of TNF-α observed in the present cohort of MS patients 

compared to controls are consistent with previous studies,2,6,19 as well as regarding to sTNFR1 and 

sTNFR2.3 TNF-α is considered the principal mediator of inflammatory response and is increased 

in CSF and peripheral mononuclear cells during relapses of MS suggesting that this cytokine exerts 

an important effect in the pathogenesis and progression of the disease.1  

The higher levels of sTNFR2 observed in MS patients of the present study, as well as its 

association with the MS diagnosis show the vital role of this receptor in the modulation of the 

immune response, most likely through its interactions with T regulatory cells (Tregs).20 The 

relevance of TNFR2 signaling for neuroprotection and tissue regeneration was initially showed in 

TNF-α and TNFR2 knockout mice that showed delayed proliferation of oligodendrocyte progenitor 

cells (OPCs) and demyelination, demonstrating that tissue regeneration is dependent on the 

signaling of TNF-α via TNFR2.21  In this way, our results suggest that sTNFR1 and sTNFR2 could 

contribute to the development of ProgMS; while sTNFR1 may act as a harmful factor for 

neurodegeneration, sTNFR2 may act as a protective factor involved in the remyelination.21 
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Using binary logistic regression analysis to predict the models for high disability in MS 

patients, we observed that older patients with higher levels of sTNFR1 showed increased 

moderate/severe disability, as well as more disability progression than younger participants with 

lower levels of sTNFR1. These results underscore age as one independent factor for disability and 

disability progression.22-24 The positive association between sTNFR1 with increased disability in 

MS patient is in aggrement with previous, as well as with ProgMS,9 suggesting that TNF-α could 

be signaling via sTNFR1. These results could be explained by the fact that sTNFR1 can exacerbate 

neurodegeneration mediated by activation of nuclear factor kappa B (NF-𝜅B) signaling pathway in 

endothelial cells and can induce the expression of cell adhesion molecules thereby promoting the 

transmigration of immune cells into the CNS parenchyma.25 Moreover, in glial cells, in particular 

microglia and astrocytes, enhanced sTNFR1 signaling will thus greatly enhance the inflammatory 

response thereby promoting neurodegeneration.21,26  TNF-α, via sTNFR1, can also in vitro mediate 

direct apoptosis of neurons by activation of caspase 827 and elevated levels of TNF-α and activated 

caspase 8 in spinal cord injury models further support the notion of TNF-α mediated direct neuronal 

cell death in vivo.28 In this way, our results support the hypothesis that sTNFR1 is a factor that is 

more associated with disability progression in MS patients and that therapy targeting this receptor 

could be useful for the treatment of them.11  

The positive associations between sTNFR1 levels and disability, disability progression and 

ProgMS, as well as the negative association between sTNFR2 and ProgMS, may underscore the 

key role of these molecules in the immune- inflammatory pathophysiology of MS.29,30,5  Although 

sTNFR1 and sTNFR2 are strongly correlated with each other, they have distinct roles in immune 

responses, apoptosis, and inflammatory renal injury.31,32 TNFR2 is expressed on cells within 

specific lymphocyte populations, including Treg cells7 and has an important role in apoptotic cell 

death and in thymocyte and cytotoxic T cell proliferation.33,34  When the TNFR2 signaling pathway 

is activated, it increases Treg stability, expansion and function. Under inflammatory conditions, the 

membrane TNFR2 can be shed into the plasma (where the receptor is measurable as the sTNFR2) 

thereby attenuating TNF-α signaling.20  
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Furthermore, the results of the present study showed that age and sTNFR1 were the best 

predictors of ProgMS, suggesting that sTNFR2 may exert a protective role in these clinical forms. 

We also showed that age was associated with the ProgMS, while male sex was positively associated 

with this condition. Although men have a lower risk of developing MS than women, previous 

studies have suggested that male sex is a risk factor for a progressive onset of the disease, poor 

recovery after initial attacks, more rapid accrual of disability and an overall more malignant course. 

Conversely, females are more likely to manifest benign MS outcome.35,36 

ProgMS is characterized clinically by the accumulation of neurological disability, 

independent of relapses, and can present as the initial disease course (PPMS) or more commonly 

after an initial relapsing phase of the disease (SPMS).37  Degeneration of chronically demyelinated 

axons is a prominent feature of the progressive MS brain and a major cause of irreversible 

neurological disability, besides the damage or dysfunction of astrocytes and microglia 

activation.38,39  Whereas the proinflammatory and neurodegenerative effects of TNF-α are primarily 

mediated by soluble TNF-α and thus by TNFR1, signaling via membrane TNF, predominantly via 

TNFR2, is mainly neuroprotective and supports tissue homeostasis and regeneration.21  

The present results should be discussed taking into account some limitations. First, the 

cross-sectional design of the study does not allow to make causal inferences. Second, the sample 

size of patients with ProgMS was rather modest. However, the study used the MSSS scale, which 

is currently the best available rating scale to measure speed of disability accumulation in MS.40,41   

To our knowledge, the present study is the first to evaluate the association between TNF-

α, sTNFR1 and sTNFR2 with disability, disability progression, and clinical forms of MS. Taken 

together, our results support the hypothesis of the distint role of TNF-α and its receptors in the 

immunopathogenesis of MS, with a clear evidence of a neurodegenerative role of sTNFR1 in the 

disability, disability progression, and clinical forms, while high levels of sTNFR2 associated with 

the presence of MS, as well as with ProgMS, may be a compensatory and protective response to 

modulate the immunopathological mechanisms involved in the disease. These results also suggest 

that the specific blockage of TNFR1 could be a possible therapy approach for the treatment of 

patients with MS, mainly those with ProgMS who do not respond to the current therapies.  
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Table 1 Socio-demographic, clinical and inflammatory biomarker data in patients with multiple sclerosis 

and controls 

 

All results of analyses of variance (F values). X2: results of analyses of contingency tables. Continuous 

variables were expressed as mean and SEM and categorical variables were expressed as absolute number (n) 

and percentage (%). BMI: body mass index; SAH systemic arterial hypertension; MetS: metabolic syndrome; 

TNF- α: tumor necrosis factor α; sTNFR1: soluble tumor necrosis factor receptor 1; sTNFR2: soluble tumor 

necrosis factor receptor 2; IL-6: interleukin 6; IL-17: interleukin 17; IFN- γ: interferon γ; IL-2: interleukin 2; 

IL-10: interleukin 10; IL-4: interleukin 4. *These variables were processed in Ln transformation. 

 

Characteristics Controls (n=70) MS (n=168) F/X2 df P value 

Age (years)  45.16 (0.97) 42.02 (1.06) 3.17 1/236 0.076 

Sex   

Male/Female  

 

17 (24.3)/ 53 75.7) 

 

49 (29.2)/119 (70.8) 

 

0.587 

 

1 

 

0.443 

Ethnicity   

C/NC 

 

54 (77.1)/16 (22.9) 

 

132 (78.6)/36 (21.4) 

 

0.059 

 

1 

 

0.808 

BMI (kg/m2) 26.25 (0.50) 25.53 (0.39) 1.063 1/235 0.304 

Smoking (Y/N) 7 / 63 19 / 147 0.11 1 0.746 

Diabetes mellitus (Y/N) 13 / 44 10 / 158 13.17 1 <0.001 

SAH (Y) 13 / 44 33 / 135 0.26 1 0.609 

MetS (Y) 17 (24.3) 43 (25.9) 0.068 1 0.794 

TNF-α (pg/mL)* 1.20 (0.60) 60.55 (26.09) 336.24 1/236 <0.001 

sTNFR1(pg/mL)* 981.33 (56.43) 1047.66 (31.02) 0.344 1/195 0.588 

sTNFR2 (pg/mL)* 1435.86 (68.75) 2020.18 (52.82) 21.55 1/195 <0.001 

IL-6 (pg/mL)* 7.16 (2.24) 20.65 (8.50) 369.10 1/175 <0.001 

IL-17 (pg/mL)* 0.55 (0.29) 31.41 (14.95) 141.07 1/175 <0.001 

IFN-γ (pg/mL)* 1.50 (0.27) 12.11 (6.44) 5.88 1/175 0.016 

IL-2 (pg/mL)* 0.91 (0.22) 8.82 (5.32) 152.74 1/175 <0.001 

IL-10 (pg/mL)* 0.29 (0.20) 25.30 (9.52) 469.10 1/175 <0.001 

IL-4 (pg/mL)* 1.51 (1.00) 71.22 (47.99) 280.76 1/175 <0.001 
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Table 2 Results of multivariate GLM analysis with tumor necrosis factor (TNF)-α and TNF receptor sTNFR1 

and sTNFR2 as dependent variables 

 

All the results of analyses of variance (F values); df: degree of freedom; BMI: body mass index; TNF- α: 

tumor necrosis factor α; sTNFR1: soluble tumor necrosis factor receptor 1; sTNFR2: soluble tumor necrosis 

factor receptor 2;  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Type test 

Dependent 

variables 

Explanatory 

variables 

F/X² df P value Partial Eta 

square 

Multivariate TNF-α 

sTNFR1 

sTNFR2 

Diagnosis 62.61 3/188 <0.001 0.500 

Sex 0.12 3/188 0.948 0.002 

Age 6.05 3/188 0.001 0.088 

BMI 3.80 3/188 0.011 0.057 

Ethnicity 0.77 3/188 0.513 0.012 

Between 

subject 

effects 

TNF-α Diagnosis (+) 153.04 1/190 <0.001 0.446 

sTNFR1 BMI (+) 5.98 1/190 0.015 0.031 

sTNFR2 Diagnosis (+) 26.67 1/190 <0.001 0.123 

 Age (+) 18.21 1/190 <0.001 0.087 

 BMI (+) 9.26 1/190 0.003 0.046 
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Table 3 Model-generated estimated marginal means in z scores (SE) of TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 in 

multiple sclerosis (MS) patients and controls. These results were obtained by the GLM analyses shown in 

Table 2   

 

 

TNF- α: tumor necrosis factor α; sTNFR1: soluble tumor necrosis factor receptor 1; sTNFR2: soluble 

tumor necrosis factor receptor 2 *These variables were processed in Ln transformation; the analysis was 

adjusted for age, sex, body mass index and ethnicity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controls MS F df P value 

(Ln) TNF-α (z scores) -1.163 (0.131) 0.498 (0.064) 68.89 1/126 <0.001 

(Ln) sTNFR1 (z scores) -0.038 (.194) 0.087 (0.095) 2.18 1/126 0.112 

(Ln) sTNFR2 (z scores) -0.731 (.175) 0.196 (0.086) 6.51 1/126 0.012 
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Table 4 Result of binary logistic regression analysis with an increased disability (EDSS score ≥3), disease 

progression (MSSS≥5) and progressive clinical forms of multiple sclerosis as dependent variables 

 

EDSS: Expanded Disability Status Scale; MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score; ProgMS: progressive 

clinical forms of multiple sclerosis; df: degree of freedom; OR: odds ratio; CI: confidence interval; sTNFR1: 

soluble tumor necrosis factor receptor 1; sTNFR2: soluble tumor necrosis factor receptor 2; sTNFR1 and 

sTNFR2 are entered in z scores of Ln transformations; zsTNFR1_zsTNFR2 is computed as z score of Ln 

sTNFR1 – z Ln sTNFR2.  Model 1#: Sensitivity=74.6, Specificity=73.8%, correct cases=73.6%, R² 

Nagelkelke=0.262 (X2=19.62, df=2, p<0.001); Model 2#: Sensitivity=58.5%, Specificity=72.2%, correct 

cases=66.0%, R² Nagelkelke=0.170 (X2=19.62, df=2, p<0.001); Model 3#: Sensitivity=66.7%, 

Specificity=89.8%%, correct cases=86.9%, R² Nagelkelke=0.285 (X2=27.43, df=4, p<0.001); Model 4#: 

Sensitivity=66.7%, Specificity=73.8%, correct cases=89.1%, R² Nagelkelke=0.285 (X2=27.43, df=3, 

p<0.001); 

 

 

 

Dependent  

variables 

Explanatory 

variables 

Wald df P value OR 95% CI  

Model # 1 EDSS ≥3  Age 19.82 1 <0001 1.069 1.038 - 1.101 

 sTNFR1 7.36 1 0.007 1.653 1.150 – 2.377 

Model # 2 MSSS ≥ 5 Age 4.82 1 0.028 1.031 1.003 – 1.059 

 sTNFR1 9.92 1 0.002 1.90 1.274 – 2.835 

Model # 3 ProgMS Age 14.20 1 <0.001 1.084 1.039 - 1.130 

 Male sex 4.75 1 0.029 3.219 1.125 – 9.214 

 sTNFR1 3.88 1 0.049 2.048 1.003 – 4.179 

 sTNFR2 4.01 1 0.045 0.495 0.251 – 0.986 

Model # 4 ProgMS Age 16.32 1 <0.001 1.084 1.043 – 1.128 

 Male sex 4.76 1 0.029 3.222 1.126 – 9.218 

 zsTNFR1_zsTNFR2 5.09 1 0.024 2.000 1.095 – 3.655 
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Figure 1 - Plasmatics levels of TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 according to the disability, disability 

progression and clinical forms of multiple sclerosis (MS) 

EDSS: Expanded Disability Status Scale; < 3: mild disability; ≥ moderate/high disability; TNF: tumor 

necrosis factor; sTNFR1: soluble tumor necrosis factor receptor 1; sTNFR2: soluble tumor necrosis factor 

receptor 2; MSSS: Multiple Sclerosis Severity Score; < 5: no progression; ≥ 5: progression; RRMS: 

relapsing-remitting multiple sclerosis; SPMS: secondary progressive multiple sclerosis; PPMS: primary 

progressive multiple sclerosis.   
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6 CONCLUSÕES 

 Os níveis de TNF-α e sTNFR2 foram mais elevados nos pacientes com EM do que 

nos controles, enquanto que os valores de sTNFR1 não diferiram entre os dois grupos 

diagnósticos;  

 O diagnóstico de EM exerceu um   efeito considerável nos níveis séricos de TNF-α 

e um efeito modesto nos níveis séricos de STNFR2 enquanto que o IMC e idade mostraram 

um efeito modesto nos níveis séricos de TNF-α e seus receptors solúveis;  

 As variáveis idade e aumentos nos níveis de sTNFR1 foram positivamente 

associadas com a incapacidade dos pacientes com EM; 

 Pacientes com níveis elevados de sTNFR1 e aumento da idade mostraram maior 

chance, embora modesta, de progressão da doença;  

 Idade, sexo masculino e níveis elevados de sTNFR1 foram variáveis positivamente 

associadas com as formas clínicas progressivas de EM, enquanto que o aumento dos níveis 

de sTNFR2 pode exercer um efeito protetor para o desenvolvimento das formas 

progressivas da EM.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Algumas limitações devem ser consideradas como o delineamento transversal do 

presente estudo e o número limitado de pacientes com as formas clínicas progressivas da 

EM. No entanto, o uso da escala de MSSS para avaliar a progressão da doença e a análise 

estatística robusta que considerou as principais variáveis confundidoras para os 

biomarcadores avaliados, fortalecem o estudo e garantem a confiabilidade dos resultados 

obtidos.     

Ao nosso conhecimento, o presente estudo é o primeiro a avaliar a associação entre 

TNF-α, sTNFR1 e sTNFR2 com o diagnóstico de EM, bem como com a incapacidade, 

progressão da doença e formas clínicas de EM. Os dados obtidos neste estudo suportam a 

hipótese de que o TNF-α e seus receptores estão envolvidos na imunopatogênese da EM, 

com uma clara evidência do papel do sTNFR1 na incapacidade, progressão da doença e 

formas clínicas. Além disso, nossos resultados mostraram que os altos níveis de sTNFR2 

associados à presença de EM podem ser explicados como uma resposta compensatória 

exercendo um efeito protetor para modular os mecanismos imunopatológicos envolvidos 

na doença. Esses resultados também sugerem que o bloqueio específico do TNFR1 pode 

ser uma abordagem terapêutica possível para o tratamento de pacientes com EM, 

principalmente aos que apresentam com formas clínicas progressivas que não respondem 

às terapias atualmente disponíveis para o seu tratamento. 
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APÊNDICE A 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE 1) 

Por favor, leia cuidadosamente este consentimento e não hesite em perguntar sobre qualquer 

dúvida que tenha.  

O (A) senhor (a) está sendo convidado (a) a participar, voluntariamente, de um projeto de 

pesquisa com o título “O papel do polimorfismo genético do fator de necrose tumoral beta (TNF-

β) e o desenvolvimento e curso clínico de esclerose múltipla, na população brasileira”. O estudo 

será desenvolvido sob a coordenação da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, do 

departamento de Patologia, Análises Clínicas e Toxicológicas do Centro de Ciências da Saúde da 

UEL (telefone 43-3371-2321) com a colaboração do professor Dr. Damacio Ramón Kaimen-

Maciel, do departamento de Clínica Médica do Centro de Ciências da Saúde (43-3371-2234) e 

demais professores da UEL.  Cabe ao (a) senhor (a) decidir se pretende participar ou não. Caso não 

tenha condições de ler e/ou compreender as informações contidas neste termo, o mesmo poderá ser 

assinado e datado por um membro da sua família ou responsável legal.  

O projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar uma possível associação entre o gene do 

TNF-beta, uma molécula inflamatória, e a chance de desenvolvimento e curso clínico da esclerose 

múltipla. Neste momento em que o senhor (a) está sendo convidado (a) a participar do estudo, o 

diagnóstico de esclerose múltipla e as formas de tratamento já foram definidos pela equipe médica 

responsável pelo seu atendimento e a sua participação ou não no trabalho depende exclusivamente 

da sua vontade e não irá absolutamente modificar os rumos do seu tratamento, seja qual for a sua 

opção (participação ou não no estudo).  

A sua participação no estudo implica na utilização de uma amostra do seu sangue, que foi 

coletada durante sua participação em dois projetos de pesquisa desenvolvidos anteriormente, 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da UEL, coordenados pelo 

professor Dr. Damacio Ramon Kaimen-Maciel e com a participação de outros pesquisadores. Os 

projetos estudaram o papel de outros fatores genéticos, como o sistema HLA e o CCR5, no 

desenvolvimento da esclerose múltipla. O primeiro projeto foi sobre “Genotipagem do sistema de 

antígeno leucocitário humano (HLA) classe II em pacientes com esclerose múltipla” e teve como 

objetivo avaliar uma possível associação entre os genes do sistema HLA e a chance de 

desenvolvimento e curso clínico da esclerose múltipla (Parecer n. 206/05 de 15 de setembro de 

2005). Com a amostra de DNA extraído do sangue coletado, determinou-se os alelos dos genes do 

sistema HLA por métodos de biologia molecular. Os resultados obtidos demonstraram que existe 

uma associação do HLA com o risco de desenvolvimento e o curso clínico da esclerose múltipla e 

sugerem que o genótipo do HLA pode ser um biomarcador para a doença.  

O segundo projeto que o (a) senhor (a) participou foi “Polimorfismo genético do receptor 

de quimiocina CCR5 e a susceptibilidade e curso clínico da esclerose múltipla” e teve como 
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objetivo avaliar uma possível associação entre o gene do receptor de uma proteína envolvida na 

resposta inflamatória e a chance de desenvolvimento e curso clínico da esclerose múltipla (Parecer 

n.207/05, de 15 de setembro de 2005). Com a amostra de DNA extraído do sangue coletado, 

determinou-se os alelos do gene CCR5 por métodos de biologia molecular. Os resultados obtidos 

demonstraram que existe uma associação entre este gene e presença das lesões observadas na 

ressonância nuclear magnética dos pacientes com esclerose múltipla, sugerindo um papel deste 

fator genético no curso clínico da doença e que o genótipo do CCR5 pode ser um biomarcador para 

a doença.  

A amostra de sangue coletada durante a sua participação nestes dois projetos de pesquisa 

foi armazenada no freezer, sob a responsabilidade da professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche, 

no Laboratório de Análises Clínicas do HU, e foi identificada com número, sem a possibilidade da 

identidade do (a) senhor (a) ser revelada a outras pessoas que não participam do estudo. Solicitamos 

sua autorização para que esta amostra possa ser utilizada no desenvolvimento de um novo projeto 

de pesquisa para o estudo de um outro gene chamado fator de necrose tumoral beta (TNF-beta) para 

avaliar se existe associação entre este gene e o desenvolvimento e progressão da esclerose múltipla. 

O mesmo estudo já foi realizado em outras populações mundiais mas não foi realizado na população 

brasileira, e os resultados poderão contribuir para o melhor conhecimento do desenvolvimento da 

doença assim como a possibilidade de se sugerir novas formas de tratamento da doença na nossa 

população.   

 Sua decisão para permitir a utilização da amostra armazenada é voluntária e em qualquer 

momento o (a) senhor (a) pode retirar o consentimento e deixar de participar do estudo, sem 

qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na instituição.  Não haverá necessidade de 

coletar amostras de sangue específicas para este projeto de pesquisa.  Neste documento, solicitamos 

também ao (a) senhor (a) a autorização para que o material armazenado possa, posteriormente, ser 

armazenado para uso futuro. Comprometemos a submeter à análise do Comitê de Ética em Pesquisa 

os novos projetos de pesquisa.    

Informamos que os dados pessoais fornecidos e os resultados do exame realizado serão 

mantidos sob sigilo e somente serão utilizados para fins de pesquisa. Durante todas as etapas do 

projeto, os participantes serão identificados por um número codificado que será utilizado nas 

análises posteriores para garantir a preservação da integridade do indivíduo, garantir o anonimato 

e evitar a quebra de confidencialidade. Ao final do projeto, os resultados serão divulgados em forma 

de artigos científicos e comunicações em eventos científicos, sempre mantendo o sigilo da 

identidade dos participantes. 

Declara que está completamente esclarecido sobre a forma como a pesquisa será realizada, 

não tendo nenhuma dúvida sobre sua natureza e a ausência de riscos na sua participação. Declara 

também que está ciente de que sua participação é voluntária, de que será informado sobre os 
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resultados da análise genética do gene TNF, objeto deste estudo, durante o seu atendimento, de não 

terá nenhum ônus e de que poderá se recusar ou abandonar a pesquisa em qualquer momento sem 

que haja penalização ou prejuízo algum para seu atendimento e tratamento. Está ciente também que 

o seu tratamento continuará sendo conduzido pelo seu médico e que nenhum pagamento ou 

benefício será feito ao participante ou aos familiares pela participação no presente estudo.   

Eu estou disposto a participar dessa pesquisa e compreendi as condições acima descritas, 

concordo voluntariamente a participar desse estudo. 

Assinaturas 

Paciente ou representante legal (caso o paciente esteja impossibilitado de assinar ou compreender 

o conteúdo deste TCLE) 

Nome:________________________________________________________________ 

Assinatura:____________________________Local e data: ____________________ 

Profissional que obteve o TCLE 

Nome:_________________________________________________________________ 

Assinatura:__________________________    Local e data: ____________________ 

 

Pesquisador responsável:  Nome: Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche 

Endereço: Departamento de Patologia, Análises Clínicas do Centro de Ciências da Saúde, Hospital 

Universitário de Londrina. Av. Robert Koch, 60, Vila Operária, CEP 86038-440;  

Fone: 43-3371-2321 (Imunologia), 43-3371-2670 (Diagnóstico Molecular)  

Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina:   

Fone: 43-3371-2490 
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APÊNDICE B: Questionário Projeto EM 
Dados demográficos Nº no projeto: 

Nome  

Endereço  

Telefone  

Data de nascimento  

Imunomodulador  (   ) IFN-β1a    (   ) IFN-β1b    (   ) Glatiramer    (   ) Natalizumab   

Corticóide (   ) Pulsoterapia   (   ) Corticóide oral                 mg 

Outros medicamentos   

Doenças associadas  

Etnia (   ) Caucasiano      (  ) Negro     (   ) Mulato     (   ) Asiático   

Cor da pele (   ) Branca    (   ) Negra    (   ) Pardo     (   ) Amarela      

Exposição solar diária (    ) Não se expõe ao sol diariamente 

(    ) Baixa exposição ( ≤ 20 min/dia ) 

(    ) Exposição solar adequada (> 20 min/dia) 

Usa protetor solar? (    ) Sim  (   ) Não Frequência: 

Tabagismo (    ) Sim          (     ) Não 

Consumo de álcool (    )  Sim         (     ) Não 

Profissão  

 

Hábitos de dieta 

(   ) Suplementação alimentar  (   ) Antioxidante   

(   ) Vitamina                                (   ) Dieta específica 

Obs.: 

Dados Clínicos 

IMC: Peso:  Altura: Circunferência: 

Forma clínica (  ) RR     (  ) SP     (  ) PP     (  ) CIS     (  ) não definida 

EDSS 2013  

Atividade da doença (  ) Remissão    (  ) Surto 

N° de surtos/ ano  

 

RMN 

N° lesões: (  ) Gd+    (  ) Gd- Data RMN: 

Local: 

Tipo de RMN: 

Inflamação/ Infecção (   ) Sim    (   ) Não Qual? 

Pós Menopausa (   ) Sim    (   ) Não Data última menstruação: 
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ANEXO A –Parecer do Comitê de Ética Envolvendo Seres Humanos da UEL 

 


