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A encefalite autoimune é uma condi¢éo
rara, que resulta de uma resposta imune
inadequada, dirigida a antigénios do sistema
nervoso central, causadora de inflamacgdo
do cérebro e comprometimento do seu
normal funcionamento.

A produgdo de autoanticorpos que
reconhecem proteinas (antigénios) do
sistema nervoso central € comum e a sua
detecdo & muito Util para o diagndstico
desta doenga.

Estes autoanticorpos podem ser detetados
no soro efou no liquido cefalorraquidiano
(LCR) do doente e s@o categorizados em
dois grupos:

Autoanticorpos contra antigénios de
superficie dos neurénios - que se ligam a

antigénios sindpticos e da superficie celular e
sdo considerados patogénicos, uma vez que
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tém um importante papel nos mecanismos
de lesdo e no desenvolvimento da doenga
(Figura1a).

Autoanticorpos contra antigénios
intracelulares dos neurénios - que
reconhecem antigénios nucleares ou
citoplasmadticos.

Estes estdo geralmente associados a
Sindromes Neuroldgicas Paraneopldsicas
(causadas pela presenga de um tumor),
ndo sendo considerados diretamente
patogénicos, mas sendo Uteis como
biomarcadores (Figura 1B).
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Figura 1] Tipos de autoanticorpos associados a Encefalite Autoimune. A, Autoanticorpos contra antigénios da
superficie celular. B, Autoanticorpos contra antigénios intracelulares citoplasmaticos ou nucleares.
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1. Testes disponiveis em
laboratérios de diagnéstico

A identificagdo dos autoanticorpos &
crucial para o diagnéstico precoce e o
inicio do tratamento, de forma a melhorar o
prognéstico destes doentes. Os laboratorios
de diagndstico usam uma estratégia

de identificag&o em dois passos: 1) uma
técnica de rastreio baseada em testes de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e 2) uma
técnica confirmatéria que é dependente do
tipo de autoanticorpo a pesquisar.

Testes de rastreio usando IFI

Numa primeira fase, com o objetivo de
despistar a presenga de anticorpos neuronais
no soro e/ou no LCR dos doentes, & utilizado

o método de imunofluorescéncia indireta em
tecido de rato.

Este teste consiste na incubacdo do soro efou
LCR do paciente com tecido nervoso animal.
Se existentes, os autoanticorpos presentes

na amostra ligam-se ao antigénio alvo e séo
posteriormente detetados usando anticorpos
anti-imunoglobulina humana conjugados
com um fluoréforo, através da observagdo de
padrées de fluorescéncia (Figura 2).
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Testes confirmatorios

Numa segunda fase, sdo usados testes
comerciais para identificagcdo da
especificidade dos anticorpos detetados
por IFI.

A maioria dos testes de detecgdo de
anticorpos com alvos intracelulares utilizam o
método de imunobloting. Este método recorre
a membranas de nitrocelulose impregnadas
com antigénios alvo com diferentes
especificidades (Figura 3).

Apés incubagdo com o soro e/ou LCR

do doente, é adicionado um segundo
anticorpo anti-imunoglobulina humana,
conjugado com uma enzima, que se liga

aos anticorpos do doente, formando um
complexo. A presenga do segundo anticorpo
é, posteriormente, detetada usando um
reagente que precipita e muda de cor por
acdo enzimdtica. Esta técnica permite

a detecdo de mdultiplos autoanticorpos
associados a encefalites autoimunes.

A

B

Figura 2 | Imunofluorescéncia Indireta, técnica usada na fase de triagem do soro e/ou LCR do doente.
No exemplo, amostra com anticorpos anti-NMDAR em hipocampo (A) e cerebelo (B) de rato.
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soro e/ou LCR do doente anticorpo secundério precipitado sélido (mudanga de cor na membrana)
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D. Exemplo de testes positivos para a presencga de anticorpos anti-Yo e anti-Hu

Figura 3 | Kits comerciais de imunoblot detetam autoanticorpos intracelulares.

Autoanticorpos com alvos extracelulares  a sua expressdo na superficie celular.
Para a detecdo de anticorpos extracelulares, As células sdo incubadas com o soro ou

sdo usados testes baseados em linhas o LCR do doente e os anticorpos que se
celulares (CBA, cell-based assay) que ligam sdo identificados pelo método de
utilizam células transfetadas com o DNA imunofluorescéncia indireta (Figura 4).
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Figura 4 | Kits Comerciais Celulares, usados para a identificagdo de autoanticorpos extracelulares. A seta indica o
padrdo citoplasmatico tipico das células transfetadas.

Técnicas de diagnéstico laboratorial 3



2. Testes disponiveis em
laboratérios de investigagéo

Existem doentes com manifestacgdes clinicas
tipicas de encefalite autoimune, nos quais
ndo sdo detetados autoanticorpos no soro
e/ou LCR. Esta condigdo é designada por
Encefalite Autoimune Seronegativa (EAS).

Em 2016, foram elaborados critérios clinicos
de diagnéstico de EAS (Graus et al,, 2016), que
possibilitam o diagnéstico desta entidade, na
auséncia de autoanticorpos detetados pelas
técnicas convencionais.

Nestes casos, podem ser realizados testes
adicionais em laboratérios de investigacdo
especializados que possibilitem a
confirmacgdo do diagndstico, sobretudo
quando a suspeita de encefalite autoimune
€ muito forte.

Numa primeira fase, a pesquisa de
autoanticorpos é realizada utilizando o
método de imunohistoquimica indireta, de
maior sensibilidade para a detegcéo destes
anticorpos.
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Nesta técnicq, realiza-se a incubag¢do do
soro e/ou LCR do doente em seccdes de
tecido neural animal, tipicamente de rato.
Os anticorpos ligados aos antigénios
tecidulares sdo detetados através

de anticorpos anti-imunoglobulina
humana conjugados com uma enzima.
Este método permite a identificagdo de
padrdes caracteristicos de acordo com a
especificidade do anticorpo presente
(Figura 5A).

As culturas de células neuronais primdrias
sdo uma metodologia complementar

que permite a confirmagdo da ligagdo

dos possiveis autoanticorpos & superficie
neuronal. Neste método, células embriondrias
isoladas de cérebros de rato sdo cultivadas
durante 2-3 semanas para a sua maturacgdo,
antes de serem expostas ao soro ou ao LCR
do doente. Os autoanticorpos sdo detetados
usando anticorpos anti-imunoglobulina
humana conjugados com um fluoréforo
(Figura 5B).

Figura 5|
Imunohistoquimica
) indireta em seccgoes
"Gy derato (A) e
Imunocitoquimica em
3 culturas de células
neuronais primarias
(B); técnicas usadas
na descoberta de
novos anticorpos.
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Em resumo, a maioria dos laboratérios de
diagnéstico dependem dos testes comerciais,
estando limitados & IFl, imunoblots e CBAs
disponiveis como ensaios IVDR.

A utilizagdo de kits comerciais com multiplas
especificidades antigénicas &€ muito Util, mas
estd limitada aos antigénios disponiveis,
estando documentados falsos positivos e
negativos, em particular perante resultados
positivos fracos. E sempre importante
estabelecer o resultado laboratorial com a
apresentagdo clinica do doente, sendo que
um teste positivo ndo significa por si sé o
diagnostico de encefalite autoimune, nem
um teste negativo o exclui.

E importante a articulagdo com laboratérios
de referéncia nacionais/internacionais
com experiéncia na identificagcdo de novos
autoanticorpos sempre que ndo se consiga
a identificagdo de nenhum autoanticorpo
apesar de uma alta suspeita clinica ou
quando os resultados laboratoriais ndo séo
concordantes com o contexto clinico.

O projeto UNITED de estudo das encefalites
seronegativas poderd ter um importante
contributo nestes casos.
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