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RESUMO

A neuromielite optica (NMO), ou doenga de Devic, € uma enfermidade inflamatoria
autoimune do sistema nervoso central (SNC), onde se observa a destruicdo da
bainha de mielina e a morte dos neurbnios localizados principalmente nos nervos
opticos e na medula espinhal, determinando assim o surgimento de graves quadros
de neurite éptica e mielite, que podem ocorrer simultaneamente ou separados por
intervalo de tempo variavel. Durante muito tempo a NMO foi considerada pelos
especialistas como um subtipo particular de esclerose multipla (EM). Todavia,
diferentes tipos de evidéncias, destacando-se aquelas relacionadas a patologia, aos
exames de neuroimagem, as respostas terapéuticas contribuiram fortemente para a
sustentacdo da tese de que a NMO é uma enfermidade distinta da EM. A
identificacdo de anticorpos especificos para a aquaporina-4 (AQP4-1gG),
considerado o principal canal de agua do SNC, no soro de mais de 2/3 dos
pacientes fez crescer o interesse dos pesquisadores, interessados em correlacionar
a presenga destes autoanticorpos com a gravidade da doenga, que no Brasil
corresponde a cerca de 15% das doengas desmielinizantes. Objetivos: avaliar se a
presenca do AQP4-IgG estd associada aos casos mais graves de NMO e se a
soropositividade pode ser considerada um fator preditivo de mal progndstico na
NMO. Métodos: 48 pacientes com NMO segundo os critérios de Wingerchuk (2006)
foram testados para AQP4-IgG. N6s comparamos status do AQP4-IgG com as
caracteristicas demograficas e clinicas iniciais dos pacientes em seus eventos
indices. Usamos o artificio de juntar no mesmo grupo (Modelo Devic), os pacientes
com maiores indices de disfun¢des motoras, visuais e esfincterianas. O estimador de
Kaplan-Meier e o teste Log-Rank foram empregados para avaliar a evolugéo e o
prognostico dos pacientes que atingiram o Modelo Devic. Resultados: 52,08% dos
pacientes estudados foram soropositivos. Nenhuma diferenca demografica foi
observada entre os pacientes. Os pacientes soropositivos apresentaram maiores
disfungdes no at nadir e at recovery e apresentaram pior prognéstico em cinco e dez
anos de evolugao da doenga. Conclus@es: Concluimos que a presenca do AQP4-
IgG nado constitui um mero epifenébmeno na NMO, estando associado a maior
gravidade e podendo ser considerada como um fator preditivo de mal progndstico.

Palavras-chave: Esclerose multipla; Neuromielite éptica; Aquaporina 4



ABSTRACT

The Neuromyelitis optica (NMO), or Devic’s disease is an autoimmune inflammatory
disease of the central nervous system (CNS), where it is observed the destruction of
myelin and death of neurons located mainly in the optic nerves and the spinal cord,
determining the emergence of severe cases of optic neuritis and myelitis, which may
occur simultaneously or separated by a short interval of time. For a long time NMO is
considered by specialists as a particular subtype of multiple sclerosis (MS). However,
different evidences highlighting relationship with  pathologic examination,
neuroimaging and therapeutic responses contributed strongly to support the theory
that NMO is a distinct disease out of MS. The identification of specific antibodies for
aquaporin-4 (AQP4-1gG), considered the main water channel, in the serum of more
than 2/3 of patients has held attention of researchers interested in correlating the
presence of such autoantibodies with the severity of the disease, which in Brazil
corresponds to about 15% of demyelinating diseases. Objectives: To assess
whether AQP4-1gG presence is associated with more severe cases of NMO and
secondarily if AQP4-l1gG seropositivity can be considered a poor prognosis predictor
in NMO. Methods: 48 patients with NMO according to the criteria Wingerchuk (2006)
were tested for AQP4-IgG. Authors compared the status of AQP4-IgG with
demographic and clinical characteristics of patients early in their indices events. We
arranged together in the same group (Devic’'s Model), patients with higher levels of
motor, visual and sphincter dysfunction. The Kaplan-Meier and log-rank test were
used to assess the evolution and prognosis of patients achieving the Devic’s Model.
Results: 52.08% of patients were seropositive. No demographic differences were
observed among patients. Seropositive patients had greater dysfunction in at nadir
and at recovery and had poorer prognosis in five and ten years of the disease.
Conclusions: The presence of AQP4-IgG is not a mere epiphenomenon in NMO,
which is associated with increased severity and may be considered as a predictor of
poor prognosis.

Keywords: Multiple sclerosis; Optic neuromyelitis; Aquaporin 4
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1 INTRODUCAO

A neuromielite optica (NMO), ou doenga de Devic, € uma enfermidade
inflamatoria autoimune do sistema nervoso central (SNC), onde se observa a
destruicdo da bainha de mielina e a morte dos neurdnios localizados principalmente
nos nervos opticos e na medula espinhal, determinando assim o surgimento de
graves quadros de neurite 6ptica e mielite, que podem ocorrer simultaneamente ou
separados por curto intervalo de tempo (DEVIC, 1895; WINGERCHUK et al., 2007).

No que concerne a distribuicio mundial, enquanto a EM ¢é altamente
prevalente nas populagdes caucasianas do hemisfério norte, a NMO €& mais
frequente entre os asiaticos (KIRA et al., 1999) e nas populagbes de descendéncia
africana (CABRERA-GOMEZ et al., 2009).

Cerca de 2/3 dos pacientes com NMO s&o do sexo feminino, tendo sido a
doenca por muito tempo considerada pelos neurologistas um subtipo particular de
esclerose multipla (EM).

Todavia, diferentes tipos de evidéncias, destacando-se aquelas relacionadas
a patologia, aos exames de neuroimagem (MANDLER et al., 1993; WINGERCHUK
et al.,, 1999) e as respostas terapéuticas (MANDLER, AHMED, DENCOFF, 1998;
WEEINSHENKER, 2001) contribuiram fortemente para a sustentacdo da tese de
que a NMO é uma enfermidade distinta da EM. Além disso, a identificacdo de
anticorpos especificos para a molécula de aquaporina-4 (AQP4) (LENNON et al.,
2004, 2005), considerada como o principal canal de agua do SNC, com expressao
constitutiva nas células astrogliais dos espagos subaracnéideos de todos os locais
de interface com sistema liqudrico (2006; JUNG et al., 1994a; NIELSEN et al., 1997;
NAGELHUS et al., 1998; MOBASHERI et al., 2007), fez crescer ainda mais o
interesse da comunidade cientifica, atenta para a possibilidade de se compreender
melhor a patogénese desta enfermidade, que passou ser definitivamente
considerada uma doenca distinta da EM (LENNON et al., 2004).

No Brasil, segundo Papais-Alvarenga e cols. (2002), a NMO é responsavel
por aproximadamente 15% das doengas desmielinizantes do SNC.

Embora no inicio a NMO tenha sido considerada uma doenga de evolugao
monofasica, a maior parte dos pacientes (> 80%) desenvolve a chamada forma
recorrente, intercalando surtos repetidos de mielite transversa (MT) e/ou neurite

optica (NO). De uma maneira geral, a evolugdo da NMO é mais desfavoravel do que
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a EM, havendo maior incapacidade neurologica, a qual pode ser revelada pelo
EDSS (Expanded Disability Status Scale), uma escala criada por Kurzke para
quantificar os diferentes graus de incapacidade dos pacientes com disturbios
neurolégicos (KURTZKE, 1983). Além disso, a perda de acuidade visual nos
pacientes com NMO também costuma ser mais grave (PAPAIS-ALVARENGA et al.,
2008), sendo mais refrataria ao tratamento com corticosterdides do que na EM,
mesmo quando estas drogas sao usadas em doses mais elevadas do que a habitual
(WINGERCHUK et al., 1999). Tal fato pdde ser experimentalmente demonstrado por
Linhares et al em 2013, quando células mononucleares periféricas de pacientes com
NMO em periodo de remissdo se mostraram significativamente mais resistentes ao
tratamento com dexametasona quando comparadas ao grupo controle, constituido
de individuos normais (LINHARES et al.,, 2013a). Ademais, tem sido levantada a
hipotese de que os quadros mais graves de neurite Optica e mielite associadas a
NMO podem estar relacionadas a positividade e possivelmente aos titulos dos
autoanticorpos anti-AQP4 (JARIUS et al., 2012; KISTER et al., 2013; MATTHEWS et
al., 2013; NARAPORN et al., 2013), o que tornaria estes anticorpos mais do que um
epifendmeno na imunopatogénese da NMO.

A neuroepidemiologia das doengas desmielinizantes idiopaticas no Brasil é a
principal linha de investigacdo do grupo de neurociéncias do programa de Poés-
Graduagao em Neurologia da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
(UNIRIO). Apés o reconhecimento da NMO recorrente como uma condi¢ao distinta
da EM (PAPAIS-ALVARENGA et al., 2002), um numero crescente de pacientes com
esta enfermidade vem sendo diagnosticado e acompanhados longitudinalmente no
Servigo de Neurologia, do Hospital da Lagoa, centro de referéncia do Ministério da
Saude para tratamento destas doencgas.

Nos estudos publicados pelos pesquisadores do grupo de
neurociéncias/CNPQ/UNIRIO, ficou demonstrado que as caracteristicas
demograficas desta coorte diferem das séries internacionais pela alta miscigenacéo,
com 60% de pacientes com origem afro-brasileira.

Embora a NMO seja uma doenca rara em todo o mundo, a frequéncia relativa
de NMO entre casos de EM variou entre 20% a 27% nos afrodescendentes
enquanto entre caucasianos do hemisfério norte € de apenas 1,2% (PAPAIS-
ALVARENGA et al., 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jarius%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22260418
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Esta pesquisa translacional visa proporcionar uma interface basica ao
estudo clinico das DDII e se baseia na colaboracao entre pesquisadores da UNIRIO
e os de Malaga (Espanha) visando preencher, uma lacuna existente no que diz
respeito a frequéncia de positividade do IgG NMO em pacientes brasileiros e sua

influéncia no curso clinico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS CLINICOS E O DIAGNOSTICO DA NMO

Clinicamente a NMO costuma se apresentar através de surtos agudos,
simultadneos ou recorrentes de NO ou MT extensa, que em pouco tempo pode levar
0s pacientes a graves incapacidades neuroldgicas. A NO da fase aguda da NMO
(Figura 1), caracteriza-se por déficit visual que pode ser completo ou nao, uni ou
bilateral, evoluindo com déficit de visdo para as cores ou sombras, com variados
graus de reversibilidade. Tudo isto podendo coexistir com exame de fundo de olho
normal ou com apenas moderado grau de papiledema. Ja nos casos cronicos, pode-
se observar a palidez da papila e a atrofia completa do nervo 6ptico (PAPAIS-
ALVARENGA et al., 2008).

Figura 1: RM de cranio indicando a caso de neurite 6éptica em paciente com NMO.
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Os surtos medulares da NMO se caracterizam por extensas lesdes
inflamatoérias que progressivamente podem levar a graves atrofias da medula
espinhal (Figura 2) que se manifestam clinicamente por sinais de sec¢ao completa
ou parcial da medula espinhal. Na fase aguda, pode haver paralisia com aboligdo
dos reflexos superficiais e profundos. Ja na fase crénica, observam-se os sinais de
liberagdo medular, como hiperreflexia, hipertonia espastica, espasmos em flexao ou
extensdo e o surgimento do sinal de Babinski. Frequentemente os sintomas de
mielite transversa se iniciam com os pacientes queixando-se de dores que comegam
na coluna vertebral e se estendem transversalmente. Ja os sinais de lesbes
posteriores da medula cervical caracterizam-se por sensacdes de choque que
percorrem longitudinalmente a coluna vertebral de cima para baixo e se irradia aos
quatro membros, quando o paciente flete o pescoco. As alteragdes esfincterianas
vao, em escala de gravidade, da urgéncia miccional até a perda total do controle dos
esfincteres, com a necessidade do uso de sondas de forma temporaria ou
permanente (PAPAIS-ALVARENGA, 2006).

A presencga de solugo, voémito, desvios da lingua, paralisia e alteragdes de
sensibilidade facial e surdez podem ser indicativos de doenga grave, devido ao
acometimento do tronco cerebral, o que pode ser constatado pela presenca de
lesdes inflamatérias no bulbo, ponte e mesencéfalo, observadas na ressonancia
magnética (RM). Os surtos Optico-medulares, isto €, os acometimentos simultédneos
dos nervos 6pticos (uni ou bilateralmente) e da medula s&o incomuns, todavia eles
podem ocorrer logo no inicio da enfermidade ou em qualquer momento nas formas
recorrentes (NAKASHIMA et al., 2006; WINGERCHUK et al., 2007).
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Figura 2: Ressonancia magnética indicando a progresséao da atrofia da medula espinhal apos
sucessivos surtos de NMO-recorrente (DIMITRIJEVIC, 2012).

Os critérios para o diagnostico da NMO sofreram muitas mudangas desde
que, em 1894, Eugene Devic sugeriu que a enfermidade poderia se tratar de uma
sindrome neuroldgica especifica. Todavia, somente em 1996 foi publicado o primeiro
estudo na literatura ocidental, que descrevia de forma consistente os perfis clinicos e
laboratoriais da NMO (O'RIORDAN, 1996).

Em 1999, uma proposta mais consistente, baseada em critérios clinicos,
epidemioldgicos, laboratoriais e radiolégicos foi apresentada por Wingerchuk e cols.
(2006) para o diagnéstico da NMO. Todavia, foi somente em 2004, apds a
identificacdo dos anticorpos anti-AQP4, que uma nova revisao dos critérios de
diagnostico de NMO foi apresentada pelo proprio Wingerchuk e cols. (2006). Nesta
revisdo, os autores passaram a incluir a dosagem sérica dos autoanticorpos anti-
AQP4 (IgG-NMO) como um dos critérios menores para o diagndstico desta
enfermidade. Assim, a NMO passou entdo a ser clinicamente definida quando os
pacientes apresentassem pelo menos dois eventos agudos de neurite e/ou mielite,

além da presenca de dois dos trés critérios a seguir: 1) RM de cranio normal, 2) RM
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da coluna vertebral apresentando lesdo extensa, acometendo mais de trés

segmentos vertebrais e 3) a positividade do anticorpo anti-AQP4 (Quadro 1).

Neuromielite éptica

Critérios absolutos

1. Neurite 6ptica

2. Mielite aguda

Critérios de suporte laboratorial (dois dos trés)

1. RM cerebral negativa no inicio

2. RM da medula espinhal com anormalidades de sinais
estendendo-se a mais do que 3 segmentos vertebrais
3. Positividade do IgG-NMO

Quadro 1: Critérios para diagndstico de NMO (WINGERCHUK et al., 2006)

A NMO tem a EM como o seu principal diagnostico diferencial. Todavia, nem
sempre é possivel, a primeira vista, firmar um diagndstico preciso, sendo
frequentemente necessario algum tempo até que isto possa ser feito por um
neurologista experiente. As principais caracteristicas que permitem o diagndstico
diferencial entre essas duas enfermidades podem ser resumidas no quadro abaixo
(Quadro 2).
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Principais diferencas entre NMO e EM

Caracteristicas Neuromielite Optica | Esclerose Multipla
Média de idade 39 anos 29 anos
Sexo (F:M) 9:1 2:1
Inicia sempre com surto 85% forma remitente-
Inicio e curso da doenga 80-90% do tipo recorrente recorrente
10-20% com curso 15% progressiva primaria
monofasico
Acometimentos bilaterais comuns incomum
Gravidade da perda da visdo Maior, com menor Menor, com melhor
recuperagao recuperagao
Incomuns comuns
Lesdes da substancia branca cerebral a MRI Cavitagbes frequentes CavitagOes raras

Mielite transversa : lesoes extensas acometendo + 3

segmentos da medula espinhal comum incomum
Bandas Oligoclonais Raramente (< 15%) Frequentes (85%)
Analise do liquor Pleiocitose frequente com
Pleiocitose e contetdo aumento de Pequena pleiocitose
proteico polimorfonucleares e células Mais baixo que na MNO

mononucleares

Proteinas mais elevadas que

na EM
Drogas Ineficazes podendo causar o Efetivas
imunomoduladoras agravamento

Tratamento

Adaptado: Hoorbakht, 2012 / Wingerchuk, 2007
Quadro 2- Principais diferengas entre NMO e EM

2.2 PROGNOSTICO E EVOLUGAO DA NMO

O progndstico da NMO costuma ser ruim, cerca de 50% dos pacientes
tornam-se incapazes de deambular, com grave perda da visdo em pelo menos um
dos olhos apds cinco anos apos inicio do primeiro surto, ndo obstante haja pacientes
que inexplicavelmente passem anos livres de novos surtos visuais ou medulares,
ainda que os seus surtos iniciais tenham sido graves. Outros enfermos, contudo,

desde o inicio ja apresentam nitidos sinais de evolugdo desfavoravel da sua
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enfermidade, quase sempre necessitando de cuidados de terapia intensiva desde o
principio, sobretudo quando ha sinais de mielites extensas muito altas, causando
problemas respiratorios (AKMAN — DEMIR et. al., 2011).

Os surtos medulares e do tronco cerebral, mais do que os surtos de NO e
eventuais lesdes cerebrais, costumam predispor os pacientes a complicacbes
graves, que vao desde a paralisia dos musculos envolvidos com a respiracao, até as
complicagdes infecciosas dos pulmdes e das vias urinarias. A presenga de produtos
microbianos circulantes pode levar a um aumento dos niveis séricos de citocinas
pro-inflamatérias, tais como a IL-6, IL-13 e fator de necrose tumoral TNF-q, liberadas
tanto pelos elementos da resposta imune inata quanto da adaptativa (CHEN;
SZODORAY; ZEHER et al., 2015; MORRIS et al., 2015). O aumento dos niveis
séricos dessas citocinas pode ter implicacbes diretas nas recaidas clinicas e no
agravamento das incapacidades neurolégicas, ja que aumentam a permeabilidade
da barreira hematoencefalica (BHE), favorecendo assim a passagem de produtos
soluveis e de células do sistema imune para dentro do parénquima cerebral
(GAVINS et al., 2012).

Os surtos 6pticos ou medulares costumam surgir abruptamente, ocorrendo
em poucas horas ou poucos dias, podendo fazer com que os pacientes necessitem
rapidamente de cuidados de terapia intensiva. Assim, embora a terapia
imunossupressiva, com corticoesteréide em altas doses na forma de pulso, ndo
produza na NMO os mesmos efeitos terapéuticos observados na EM, ela deve ser
instituida imediatamente apds a constatagao da existéncia de um novo evento 6ptico
ou medular.

N&o obstante alguns grupos de pesquisadores virem nos ultimos anos
tentando estabelecer correlagdes entre as elevagdes dos titulos dos anticorpos anti-
AQP4 e o desenvolvimento de novos surtos (JARIUS et al., 2008; WEINSTOCK-
GUTTMAN et al., 2008), ndo ha até o momento nenhum marcador seguro capaz de
predizer em que momento o paciente entrara em surto e muito menos ainda a
gravidade do mesmo.

As primeiras escalas de afericao de incapacidade surgiram em 1955, apés
os trabalhos pioneiros do neuroepidemiologista americano John F. Kurtzke com
pacientes de EM (KURTZKE, 1955). Apds alguns ajustes e revisdes, a escala
proposta Kurtzke por passou a ser utilizada por neurologistas do mundo inteiro
(KURTZKE, 1983, 1970) (Quadro 3).
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0.0 - Exame neuroldgico normal (FS grau 0).

1.0 - Nenhuma deficiéncia, sinais minimos em 1 FS (1 FS 1).

1.5 - Nenhuma deficiéncia, sinais minimos em 1 FS, excluindo funcédo cerebral grau 1 (mais de 1 FS 1).

2.0 - Deficiénciaminimaem 1 FS (1 FS 2, outros 0 ou 1).

2.5 - Deficiénciaminimaem 2 FS (2 FS 2, outros O ou 1).

3.0 - Deficiéncia moderada em 1 FS (1 FS 3, outros 0 ou 1) ou deficiéncia leveem 3 ou 4 FS (3 ou 4 FS 2, outros
0 ou 1), embora com marcha livre.

3.5 - Marcha livre, mas com deficiéncia moderadaem LFS(1FS3)elou2FS2,0u 2 FS3, ou 5FS 2 (outros 0 ou 1).

4.0 - Marcha livre sem drtese, independente, por 12 h/dia apesar de deficiéncia relativamente severa de 1 FS 4
(outros 0 ou 1) ou combinacdes de graus menores excedendo os limites dos passos anteriores, capaz de andar
sem auxilio e sem descanso por 500 metros.

4.5 - Marcha livre sem auxilio durante grande parte do dia, capaz de trabalhar o dia todo, pode, contudo, ter alguma
limitacdo para atividade livre ou requerer minima assisténcia; caracterizado por deficiéncia relativamente
severa consistindo de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combinacdes de graus menores € marcha livre por 300 metros.

5.0 - Marcha livre por 200 metros; deficiéncia severa atrapalhando as atividades diarias; geralmente 1 FS 5 (outros 0
ou 1) ou combinagdes de graus menores.

5.5 - Marcha livre por 100 metros; deficiéncia severa para impedir as Atividades de Vida Diaria (AVD), (1 FS 5, outros
OQoul).

6.0 - Auxilio intermitente ou unilateral (bengala, muleta, aparelho tutor, drtese) necessario para andar 100 metros
com ou sem descansar (+ de 2 FS 3).

6.5 - Auxilio bilateral constante para andar 20 metros (+ de 2 FS 3).

7.0 - Incapaz de andar 5 metros mesmo com auxilio, necessita de cadeira-de-rodas (CR) comum e faz transferéncia
sozinho, toca a CR por 12 h/dia (= de 1 FS 4; muito raramente s6 1 FS 5).

7.5 - Incapaz de andar mais que poucos passos, restrito a CR, pode precisar de auxilio para transferéncia, toca a CR,
mas ndo pode se manter na CR comum o dia todo. Pode necessitar de CR motorizada (+ de 1 FS 4+).

8.0 - Essencialmente restrito ao leito ou CR, pode ficar na CR boa parte do dia, mantém muitos cuidados pessoais,
geralmente tem o uso efetivo dos membros superiores (FS 4 em muitos sistemas).

8.5 - Restrito ao leito boa parte do dia, tem alguma fungdo de membros superiores; mantém alguns cuidados
pessoais (FS 4 em vérios sistemas).

9.0 - Dependente no leito; pode se comunicar e se alimentar (FS 4 na maioria).

9.5 - Totalmente dependente no leito, incapaz de deglutir ou se alimentar (todos os FS 4 ou 5).

10.0 - Morte devido as complicages da Esclerose Miiltipla

Quadro 3 Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS) (KURTZKE, 1983, 1970)
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2.3 TRATAMENTO

A abordagem terapéutica da NMO pode ser dividida em tratamento de curto
prazo, para o controle do surto agudo, e o tratamento imunomodulador de longo
prazo, para reduzir o risco de novos surtos.

Os corticosterdides sdo as drogas de escolha para o tratamento dos surtos
agudos, uma vez que reduzem o edema inflamatorio, restauram a integridade da
BHE e inibem a liberagao de citocinas pro-inflamatorias (BARNES, 1998).

Dos corticoesteroides disponiveis no mercado, a metilprednisolona é a mais
utilizada para a terapia das formas agudas de todas as doengas desmielinizantes,
todavia, estas drogas ndo se mostram inteiramente eficientes para a prevencao de
novas recaidas de NMO, na qual, frequentemente, as doses empregadas para o
tratamento dos surtos ndo se mostram tao eficazes quanto para a EM (FILIPPINI et
al., 2000).

Outra opgao de tratamento para NMO ¢é plasmaférese, geralmente indicada
nas situagcdes de falha terapéutica para a indugao de remissao dos surtos com 0s
corticosterdéides (KEEGAN et al., 2002).

Nos ultimos anos, varias classes diferentes de farmacos com propriedades
imunossupressoras tém sido usadas isoladamente ou de forma combinada,
objetivando a profilaxia de novos surtos nos pacientes com NMO. Uma dessas
substancias € a azatioprina, que combinada a prednisona oral, tem se mostrado
razoavelmente eficaz na prevengao de surtos por periodos relativamente longos
(MANDLER et al., 2001).

Drogas imunomoduladores aprovadas pelo Food and Drug Adminstration
(FDA) dos Estados Unidos da América para o tratamento da EM, também tém sido
testadas na NMO, nao havendo, contudo, até o momento, comprovacao da eficacia
dessas substancias no tratamento desta doenca (RIZVI; AGIUS 2004). Dessas
drogas imunomoduladoras, trés versdes diferentes de interferons beta: o IFN-1a e o
IFN-1b intramusculares e IFN-1a subcutaneo, estdo disponiveis no mercado para o
tratamento de EM. Elas inibem a proliferagcdo de leucécitos e a apresentacdo de
antigenos, modulam a produgao de citocinas e direcionam a cascata de sinalizagéo
intracelular para a secregdo de produtos antivirais, apresentam atividade anti-

proliferativa e imunomoduladora, através da liberagdo de citocinas antinflamatérias,
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as quais sao capazes de impedir a transmigracao de células do sistema imune
através da BHE pela inibicdo da atividade das metaloproteinases (RIZVI; AGIUS
2004). Apesar de todas as vantagens terapéuticas apresentadas, a eficacia dos
interferons no tratamento da NMO ainda nao pode ser confirmada.

Além dos interferons, os anticorpos monoclonais humanizados dirigidos para
varios marcadores das células do sistema imune tém mostrado resultados
promissores na modificagdo do curso da EM (VIRLEY, 2005) e possivelmente da
NMO. Entre esses anticorpos é possivel destacar os monoclonais direcionados para
o CD52 (alemtuzumabe), CD25 (daclizumabe) e para CD20 (rituximabe e
ocrelizumabe) (KIM et al., 2011).

O rituximabe e o ocrelizumabe sado capazes de promover a deplecéo de
células B (CD20"), reduzindo assim a produgédo de anticorpos, tais como a IgG anti-
AQP4 nos pacientes com NMO (KIM et al., 2011), cujos niveis séricos curiosamente
podem até se elevar na segunda semana apos o inicio da terapia com o rituximabe.
Tal fenébmeno se deve provavelmente a existéncia de plasmdcitos de vida longa que,
por ndo expressar o marcador CD20, sdo insensiveis a agado do rituximabe
(NAKASHIMA et al., 2006).

Outras opgdes de tratamento que precisam ser mais bem investigadas
incluem o mitoxantrone, uma droga com propriedades imunossupressoras, aprovada
pelo FDA para os casos de EM refratarias ao tratamento com IFN-beta, e outras
substancias como o cladribine, fingolimode, teriflunomide, firategraste, laquinimode e
o fumarato oral.

Esses achados demonstram a dificuldade atual em tratar a NMO. Esta
dificuldade, em parte, esta associada a nossa escassez de conhecimento a respeito

da imunopatologia da neuromielite optica.

2.4 OS ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DA NMO

As lesbes da NMO se caracterizam pelo carater agudo e padrao
vasculocéntrico dos infiltrados inflamatérios, os quais sdo frequentemente
acompanhados por areas isoladas ou coalescentes de necrose que podem
acometer, simultaneamente ou ndo, os nervos Opticos e segmentos extensos da

medula espinhal, sendo o tronco cerebral e o cérebro raramente atingido. E possivel
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observar, além dos elementos celulares proprios da imunidade adaptativa (células B
e T), uma infiltragdo macica de macrdfagos, eosindfilos (172 a 215 células/mm?) e
neutréfilos (64 a 688 células/mm?), em conjunto com a proliferacdo microglial e
vascular (LUCCHINETTI et al., 2002).

Apesar da expressao dos receptores das quimiocinas CCR5 e CXCRS3
terem sido observados em leucécitos presentes em todas as lesdes de NMO, a
marcagado imunologica para ambas as moléculas foi mais intensa nos leucdcitos
perivasculares localizados nas areas de desmielinizagdo. Ademais, no exame
histoquimico, as lesbes perivasculares sdo marcadas pela perda perivascular de
AQP4 associada a deposicdo de imunocomplexos contendo produtos ativados da
cascata do complemento, particularmente os da homopolimerizagdo do componente
C9 do complemento (LUCCHINETTI et al., 2002). A analise dos isotipos das
imunoglobulinas (Igs) depositadas evidenciou imunoreatividade mais pronunciada
para IgM e IgG (SORENSEN et al., 1999).

Nas figuras abaixo, é possivel comparar os aspectos histopatoldgicos
distintos das lesdes agudas de NMO e EM, tornando mais evidente que se tratam de

doencas diferentes com aspectos histopatolégicos bastante distintos (Figuras 3 e 4).
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Figuras 3 e 4: Aspectos histopatologicos das lesdes agudas de NMO.

As lesdes crbnicas sao caracterizadas por gliose, degeneragédo cistica e
cavitagdo, com atrofia do tecido do sistema nervoso, incluindo o nervo 6ptico. O

aumento no numero de vasos sanguineos com paredes espessadas e hialinizadas
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também fazem parte do quadro histopatoldgico, juntamente com a perda de mais de
90% da imunorreatividade para AQP4, sobretudo nas lesbes perivasculares da
substancia cinzenta central. As perdas de imunorreatividade para AQP4 sao
significativamente maiores nas lesées de NMO se comparadas com as da EM, ndo
se observando o mesmo com relagao a proteina basica da mielina. A coloracéo para
proteina fibrilar acida glial (GFAP) é fraca no interior das lesbes, todavia € muito
forte na astrogliose observada das regides perilesionais, onde curiosamente é
acompanhada pelo aumento da expressdo de AQP4 (MISU et al., 2006, 2007)
(Figura 5).

Apesar dos estudos relatarem claramente o envolvimento dos diferentes
tipos de leucocitos na génese da NMO, poucos trabalhos foram conduzidos na
tentativa de delinear o carater funcional dessas células, particularmente dos

linfocitos T, os quais sao essenciais para o desenvolvimento das respostas imunes.

2
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NMO: (A) Ha evidente aumento no nimero de vasos sanguineos hialinizadas com paredes espessadas
pela infiltragdo de colageno no interior da lesdo (Movat, mag x 100). (B) A figura enfatiza a infiltracdo de

colageno da parede do vaso (verde com Movat, mag x 400). | \.ocuvicF. Brain. 2002 Jul;125(Pt 7):1450-61.

Figura 5: Lesao de NMO com hialinizag&do dos vasos e infiltragdo de colageno
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3 IMUNOPATOGENESE DA NMO: AS MOLECULAS DE AQUAPORINA, OS
ANTICORPOS ANTI-AQUAPORINA-4 E O PAPEL DAS CELULAS T, COM
SUAS RESPECTIVAS CITOCINAS

3.1 AS MOLECULAS DE AQUAPORINA

Embora a etiopatogenia da NMO seja ainda desconhecida, a imunidade
humoral sempre pareceu desempenhar um papel relevante na imunopatogénese da
enfermidade, sobretudo por conta das caracteristicas dos processos inflamatorios
das lesdbes que sempre demonstraram a presenca de imunocomplexos
perivasculares contendo moléculas de IgG e IgM, produtos da degragacao do
complemento e a presenga de elementos da resposta imune inata (neutréfilos e
eosindfilos) e macréfagos em grande quantidade, contendo restos de mielina
fagocitados. Além disso, células de resposta imune adaptativa como os linfécitos B e
T (principalmente Th1 e Th17), se encontram também fortemente representados
(WINGERCHUK et al., 1999; LUCCHINETTI et al., 2002; ARGYRIOU; MAKRIS,
2008; LEFKOWITZ; ANGELO,1984).

Os estudos que se seguiram a descoberta dos anticorpos anti-AQP4
também identificaram perdas significativas das moléculas alvo destes anticorpos,
nas regides centrais das lesbes dos nervos Opticos, da medula espinhal e do
tegmento mesencefalico, onde as moléculas de AQP4 se encontram representadas
sobre os pés das células astrogliais (ROEMER et al., 2007; SINCLAIR et al., 2007).

Todavia, os trabalhos que mostraram as perdas de AQP4 nas lesdes de
NMO sé foram possiveis apos a identificacdo, através de estudos com
imunofluerescéncia indireta (LENNON et al., 2004) dos autoanticorpos voltados para
as moléculas de aquaporinas descritas pouco tempo antes por Peter Agree et al.
(2008).

As moléculas de aquaporinas constituem uma familia de proteinas integrais
de membranaas, quais s&o altamente conservadas ao longo da escala filogenética,
e sao responsaveis pelo fluxo principalmente, mas nao exclusivamente, de agua
entre os meios intra e extracelulares. Estas estruturas constituem os principais

canais de agua do SNC. Elas podem ser observadas em todas as regides do
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encéfalo e medula, mas sobretudo nas areas de interface com o sistema liquérico
(Figura 6).

Figura 6. Distribuicdo normal de AQP4 nos tecidos do SNC (PITTOCK et al., 2006).

Dos 13 diferentes tipos de moléculas de aquaporina identificadas, a AQP4,
cujo gene no homem se encontra no cromossoma 8, representa o principal canal de
agua do SNC (Quadros 4 e 5) ( Figura 7 ) (VERKMAN, 2005).
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Aquaporina Orgao Permeabilidade
AQPO Cristalino Agua
AQP1 Hemacias, rim, pulmao, olho, endotélio vascular Agua, K*, Na*, CO?, NH®
AQP2 Rim, ducto deferente Agua
AQP3 Rim, pele, olho, colon Agua, glicerol

Cérebro, musculo esquelético, rim, pulmao, i
AQP4 . . ) Agua
estdbmago, intestino delgado
AQP5 Glandulas salivar e lacrimal, pulmé&o, cornea Agua
AQP6 Rim Agua, anions
AQP7 Tecido adiposo, rim, testiculo Agua, glicerol
Testiculo, rim, figado, pancreas, intestino delgado, , .
AQP8 ] Agua, uréia
célon

AQP9 Figado, leucécitos, cérebro, testiculo Agua, glicerol
AQP10 Intestino delgado Agua, glicerol

Fonte: Mollecular cell Biology, 2004: Vol 5 687-698 / Genome Biology, 2006: Vol 7:206

Quadro 4: Localizagdo das moléculas de aquaporina nos tecidos dos mamiferos e sua
permeabilidade

E uma das moléculas mais abundantes no cérebro
E particularmente prevalente em membranas dos astrécitos na interface entre sangue-SN e
SN-liquor

Regulagao do volume extracelular

Fluxo de potassio

Circulagao de fluido cerebrospinal

Reabsorg¢ao de fluido intersticial

Depuracéo de residuos

Neuroinflamacéao

Osmosensibilidade

Migragao celular

Sinalizagdo via Ca**

E necessario para a fungdo normal da retina e do ouvido interno

Quadro 5: Fungéo das moléculas aquaporina -4 (AQP4)

As moléculas de aquaporina sdo muito importante em varios processos

fisiologicos, sendo o conhecimento desses essenciais para as futuras intervengdes
em processos patolégicos (FURMAN et al., 2003; JIN; ROSSI; VERKMAN, 2011)
(FIGURA 8).
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A semelhanca das demais aquaporinas, as moléculas de AQP4 estdo
reunidas nas membranas celulares na forma de tetrdmeros, os quais podem ser
observados a microscopia eletronica através de técnicas de criofraturas (HIROAKI
et al., 2006). Os mondémeros, em forma de ampulhetas, apresentam um poro central
de aproximadamente 2,8 angstrons (A), os quais permitem a passagem em altissima
velocidade de uma unica molécula de agua por vez, isto €, na forma de gas, com um
rendimento médio de 3x10° moléculas por monémero por segundo (KOZONO et al.,
2002; DOMENE et al., 2003; HIROAKI et al., 2006; VON HEIJNE, 2006).

As analises algoritmicas e de sequenciamento dos aminoacidos das
moléculas das aquaporinas revelaram a existéncia de seis dominios
transmembranicos em alfa-hélice, unidos por cinco “loops”, dos quais trés (A, C e E)
sdo extracelulares e dois (C e D) estdo voltados para interior das células. Revelou
também a existéncia de sequéncias altamente conservadas de asparagina-prolina-
alanina entre o segundo e terceiro e entre o0 quinto e sexto dominios
transmembranicos, os quais sdo responsaveis pelo encurtamento dos loops e pelo
dobramento da molécula sobre si mesma, dando ao monémero o seu aspecto
habitual em forma ampulheta (JUNG et al.,, 1994b; COOPER; BORON, 1998;
NAKHOUL et al., 1998; COOPER et al., 2002; YOOL, 2002; UEHLEIN et al., 2003;
YU et al.,, 2006; WANG et al., 2007). A unido de quatro mondémeros resulta na
formacao de um quinto poro central adicional para o qual tem sido proposto se tratar
de um canal dependente de cGMP, para a passagem de ions, gases e outros
solutos pequenos (Figura 7) (ANTHONY et al., 2000).
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Residuos de aminoacidos mais importantes Mondémero AQP em forma de ampulheta
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Figura 10. Representacdo esquematica de um tetramero de aquaporina. A e B) aminoacidos formadores dos poros centrais; C, D e E)
representa¢do esquematica do ponto mais estreito (2,8 A) da molécula. A estrutura dos poros de um mondémero de AQP-1, que é
atravessado por uma molécula de agua de cada vez, de acordo com o gradiente osmético. A poro central esta rodeado por residuos de
arginina (Arg) e histidina (His), cuja caraga positiva repelem os prétons de hidrogénio das moléculas de agua. Dois outros aminoacidos
polares, glutamina (Glu) e cisteina (Cys) também participam deste poro. O fluxo de dgua que atravessa a membrana por meio dos
mondmeros em forma de ampulheta pode ser bloqueado através da ligagdo de atomos de mercurio (Hg) aos residuos de cisteina dos poros.
* Quinto poro central adicional.

Figura 7: moléculas de aquaporina (LINHARES, 2013b)

Seis variantes alternativas para as moléculas de AQP4 (AQP4a, AQP4b,
AQP4c, AQP4d, AQP4e e AQP4f) foram identificadas. Destas, as isoformas
‘AQP4a-M1”, de 34-KDa e “AQP4c-M23”, de 23KDa, estdo presentes nos tecidos
numa razdo de trés AQP4-M23 para cada AQP4-M1, respectivamente. Nas
membranas celulares, as moléculas de AQP4 estdo organizadas em conjuntos de
formato ortogonal (OAPs), os quais tém sido observados na superficie de células do
sistema nervoso e varios outros tecidos ha pelo menos 30 anos (LANDIS; REESE,
1974; RASH; STAEHELIN; ELLISMAN, 1974; HATTON; ELLISMAN, 1982; LU et
al., 1996; NEELY et al., 1999). A isoforma M1 (32KDa) apresenta 22 aminoacidos a
mais, a partir da extermidade N-terminal, do que a isoforma M23 (Kda). Apesar das
duas principais isoformas de AQP4 serem ambas capazes de formar OAPs, os
complexos formados por isotipos M23 sdo maiores e mais estaveis. Todavia, é
possivel observar OAPs de tamanho intermediarios, formados por heterotetrameros

resultantes da unido das isoformas M1 e M3, reunidas duas a duas. Embora o



35

significado biolégico deste tipo de organizagédo na superficie das células ndo esteja
suficientemente esclarecido, admite-se que isto favoregca a permeabilidade da agua
e, dada a estreita proximidade fisica existente entre as moléculas de AQP4 e
moléculas que compdem o citoesqueleto, contribuir também para a manutengao da
polaridade e 0 aumento da adesividade celular (YANG et al., 1997; VAN HOEK et
al., 2000; FURMAN et al., 2003; RASH et al.,, 2004; SILBERSTEIN et al., 2004;
HIROAKI et al., 2006; NICCHIA et al., 2008, 2009; STRAND et al., 2009; ROSSI et
al., 2010).

Imagens de criofraturas das
membranas de células CHO (Chinese
hamster  ovary). Como  outras
aquaporinas, AQP4 forma tetrameros.
Tetrameros de M23-AQP4 organizam-
se em grandes OAPs, mas, as
| isoformas M1-AQP4 parecem inibir ou
limitar a formacdo destes OAPs.
A) Em células CHO tranfectadas com
. M1-AQP4, muitos tetrameros estdo
presentes  isoladamente  (setas);
. apenas poucos (<5%) estdo
organizados em OAPs (2-12
tetrameros; circundados pela linha
« oval). B) Em células transfectadas com
& i\ M23-AQP4 grandes OAPs (indicados
por circulos) sdo detectados na
membrana plasmatica, muitos deles
contem 100 ou mais tetrameros. C)
#%% Em células transfectadas com ambas
“ as isoformas (M1 e M23), as
moléculas de AQP4 formam OAPs
intermediarios (indicado por circulos),
similares aqueles observados nos pés
terminais dos astrécitos D) Detalhe
em grande aumento de um OAP
formado por M23-AQP4. Furman, C. S.
, et al. Aquaporin-4 square array
assembly: opposing actions of M1 and
r, M23 isoforms. Proc. Natl Acad. Sci.
“ USA 100, 13609-13614 (2003).

Figura 8: Distribuigdo normal dos isotipos M1 e M23 nas membranas celulares, vista através
da técnica de criofraturas (FURMAN et al,. 2003; JIN; et al., 2011).

Através de técnicas de dupla marcagcdo e microscopia eletrbnica
(Immunogold electron microscopy), foi demonstrada a localizagdo das moléculas de
AQP4 junto ao Kir4.1, um membro da familia de reguladores da entrada de potassio,
o qual permite que o influxo de potassio seja maior que o afluxo nas células gliais do
cérebro (BUTT; KALSI, 2006; OLSEN; SONTHEIMER, 2008) e junto ao ai-

syntrophin, uma familia de cinco proteinas de 60 kDa, cuja expressao esta
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principalmente confinada ao cérebro, e que estdo associadas a distrofina do
complexo distroglican (TINSLEY et al., 1994; NEELY et al., 2002; MASAKI et al.,
2010; NICCHIA et al., 2010; YURCHENCO, 2011). Ha fortes evidéncias de que este
complexo macromolecular possa ser ainda maior, isto se levarmos em consideragao
que anticorpos anti-AQP4 sido capazes de promover a downregulacdo do EAAT2
(Excitatory Amino Acid Transporters), um transportador de glutamato pertencente a
familia dos transportadores de neurotransmissores, 0s quais servem para extinguir o
efeito excitatorio do glutamato através da remogao deste neurotransmissor da fenda
sinaptica das células gliais (ANDERSON; SWANSON, 2000; HINSON et al., 2008).
Os anticorpos Anti-AQP4 produzidos por linfécitos B juntamente com as
proteinas de complemento podem induzir a lise de astrocitos. Na auséncia de
complemento, o complexo macromolecular formado pelo AQP4 e EAAT2 pode ser
endocitado juntamente com o0s anticorpos anti-AQP4, permitindo que o
neurotransmissor (glutamato) permanega mais tempo na fenda sinaptica, levando ao

efeito excitotdxico sobre os neurénios observados na NMO (Figura 9).

Efeito excitotoxico do glutamato
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Figura 9: Efeito Excitotoxico dos anticorpos anti-AQP4 sobre os astrécitos (LINHARES, 2013b).
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3.2 OS ANTICORPOS ANTI-AQP4

Um conjunto de evidéncias sugere um possivel papel neurotoxico dos
anticorpos anti-AQP4 na NMO. Dessas evidéncias uma das mais importantes foi a
demonstracédo de que os astrécitos de culturas, tratados com o soro inativado de
pacientes portadores de NMO, permaneceram com suas membranas integras, mas
as moléculas de AQP4 foram endocitadas com concomitante perda de EAAT2. Este
achado indica que as moléculas de AQP4 e EAAT2 coexistem como complexos
macromoleculares na superficie celular e que a ligagdo com anticorpos a uma
estrutura pode implicar na perda concomitante de fungdo da outra (HINSON et al.,
2008). Isto passou a constituir um dos pilares da hipétese da neurotoxicidade dos
anticorpos anti-AQP4 na NMO (Figura 11), cuja ligacdo aos seus alvos na
membrana dos astrocitos pode desencadear diversos efeitos potencialmente
neuropatogénicos, seja como resultado da endocitose dos complexos moleculares
de AQP4 seja pela ativacdo do complemento, com a lise das células e a
subsequente perda de AQP4 e EAAT2 (MISU et al., 2007; ROEMER et al., 2007;
HINSON et al., 2008), determinando a quebra da homeostasia tecidual, que se da
em decorréncia do aumento da permeabilidade da BHE e aumento do influxo de
células inflamatorias para dentro do SNC (ROEMER et al., 2007) (Figura 10).
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Figura 10: Relagdes entre as proteinas do citoesqueleto com a AQP4, EAAT2 e Kir4 .1
(LINHARES, 2013b).

O complexo distroglicano é formado por um conjunto de proteinas
transmembranares as quais sdo essenciais a manutengdo da integridade celular,
conectando as proteinas da matriz extracelular ao citoesqueleto. Este complexo é
também necessario para a montagem das jungdes sinapticas e neuromusculares.

Varias moléculas ndo associadas diretamente a esta fungdo, como as
aquaporinas, o EAAT2 e o Kir4d.1, parecem estar fisicamente ligadas a este
complexo macromolecular, que tem sido relacionado também a diversas
enfermidades, como as distrofias musculares.

Os estudos complementares que se seguiram a descoberta destes
anticorpos e que empregaram as células HEK 293, ou seja, células que expressam
uma das duas principais isoformas de AQP4 (M1 ou M23), demonstraram que o0s
anticorpos da subclasse IgG1 (com especificidade de 98%) e em propor¢cdes muito
menores o0s da subclasse 1gG2 e 1gG3 e 1gG4 (KIRA , 2011a, 2011b), oriundos do

soro de pacientes com NOM, mas nao dos grupos controles, sdo os que se ligam
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com maior especificidade ao AQP4, sobretudo aos epitopos do terceiro dominio
extracelular das isoformas M23 nos OAPs, se comparadas aos mesmos dominios
nos OAPs formados pelas isoformas M1 ou ainda de moléculas de AQP4 fora de
OAPs (TANI et al., 2009; MADER et al., 2010; CRANE et al., 2011; VERKMAN et al.,
2011). Apesar de ter sido demonstrado que os anticorpos IgG, que se ligam com alta
especificidade (99%) as isoformas M1 e M3, estéo significativamente associados a
um numero maior de surtos e portanto as formas mais graves da doenga (JARIUS;
WILDEMANN , 2010a; KETELSLEGERS et al.,, 2011), e que as analises pelo
“Western blot” terem demonstrado que os anticorpos que reconhecem epitopos
especificos das sequéncias lineares da isoforma M23 sejam os mais especificos
para a NMO (MARMETTO et al., 2009; YU et al., 2011), ha indicios de que os
anticorpos anti-AQP4 n&o sejam fabricados dentro do tecido sistema nervoso dos
pacientes (JARIUS et al., 2011) e que também n&o sejam capazes de atravessar a
BBB de individuos normais (BRAD et al., 2009). Todavia, ha também indicios de que
a entrada dos anticorpos anti-AQP4 e de células imunitarias para dentro do tecido do
sistema nervoso possa ser facilitada pelos ja descritos anticorpos anti-células
endoteliais (tight junction proteins), observados por Shizu e cols. (2012) em 71,4%
dos casos de NMO por eles estudados (SHIMIZU et al., 2012).

Além dos autoanticorpos da classe G (IgG 1), cerca de 10% dos pacientes
com NMO apresentam também em seu repertorio de moléculas de imunoglobulinas,
autoanticorpos anti-AQP4 carregando isotipos de classe M (IgM), cujo significado
clinico ainda nao foi esclarecido (JARIUS et al., 2010b).

Apesar das moléculas de AQP4 serem muito conservadas ao longo da
escala filogenética, havendo uma forte homologia entre as formas M1 e M23 dos
homens e dos camundongos de 92,9% e 94,7%, respectivamente, essas diferengas
nao parecem ser suficientes para interferir de forma significativa com as moléculas
de AQP dos roedores, razao pela qual os resultados obtidos pela
imunofluorescéncia indireta usando tecido de SNC de ratos e camundongos podem
ser tidos como confiaveis (LU et al., 1996; HEYMANN; ENGEL, 1999; ZARDOYA,;
VILLALBA, 2001; HINSON et al., 2007; KALLURI et al., 2011).

O percentual de positividade dos soros dos pacientes com NMO, que
raramente ultrapassa os 70%, pode variar muito, de acordo as séries de pacientes
estudadas e ainda de acordo com o método empregado (FAZIO et al., 2009; KIM et

al., 2011; JARIUS et al., 2014). Além disso, estes mesmos anticorpos podem estar
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presentes também no soro de individuos com neoplasias (PITTOCK; LENNON,
2008) ou surgir ainda no curso de doencgas infecciosas ou autoimunes, como o lupus
eritematoso, Sindrome de Sjogren, esclerose multipla e miastenia gravis, cujo
receptor de acetilcolina curiosamente parece estar também associado ao complexo
receptor da AQP4 (JACOBSON et al., 2001; PITTOCK et al.,, 2008; KARIM;
MAJITHIA, 2009; MATSUSHITA et al.,, 2009; MCKEON et al., 2009; TANAKA K;
TANAKA M, 2010).

Apesar das evidéncias apontadas acima sugerirem fortemente uma
participacdo dos anticorpos anti-AQP4 na etiopatogenia da NMO, algumas
consideragdes podem por em “xeque” o real papel dos anticorpos na enfermidade.
Em primeiro lugar, mesmo na presenga de altos titulos de anticorpos anti-AQP4,
alguns pacientes permanecem em remissdo (NAKASHIMA et al., 2006), havendo
ainda casos onde os anticorpos estdao presentes em individuos que nunca
apresentaram qualquer manifestacdo neurolégica de NMO (PITTOCK; LENNON,
2008). Pelo fato das moléculas de AQP4 se encontrarem sobre os pés dos
astrocitos além da barreira hematoencefalica, parece haver a necessidade de
fatores adicionais que rompam a barreira e favorecam a entrada dos anticorpos
(Figura 11).
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Figura 11: Células astrogliais com seus pés apoiados sobre os vasos sanguineos do SNC. (Fonte:
http://www.grupoescolar.com/pesquisa/astrocitos.html)

Além do mais, alguns estudos sugerem que os titulos de anti-AQP4 n&o tém
relacdo com a gravidade dos surtos (HINSON et al., 2009; MATSUSHITA, 2009).

Em modelos animais, tem sido demonstrada a necessidade da presencga de
células T especificas para diferentes antigenos, tais como proteina basica da
mielina, proteina proteolipidica e glicoproteina de oligodendrécito como pré-requisito
para o desenvolvimento de uma doenga semelhante a NMO (MINOHARA et al.,
2001; BRAD et al., 2009).

Outra questao que merece ser considerada € que nao obstante a presenca
de AQP4 sobre os pés dos astrécitos de diferentes partes do SNC n&o ha nada, até
o momento, que justifique o predominio das lesbes no nervo Optico e na medula
espinhal, deixando de fora outros sitios igualmente ricos em moléculas de AQP4,
tais como e substancia cinzenta cerebral, o cerebelo ou ainda a retina, cujas células
de Mdller sdo os equivalentes aos astrocitos ricos em AQP4. Esta questao também

pode ser estendida para as regides fora do SNC, como a mucosa gastrica, 0s
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tubulos renais, os musculo esquelético, os testiculos e os pulmdes os quais sdo da
mesma forma, ricos em moléculas de AQP4 (LENNON et al., 2005; WINGERCHUK
et al., 2007; KIRA, 2011b).

As justificativas apresentadas para os problemas relacionados acima talvez
contribuam para explicar os motivos pelos quais os filhos de mulheres com NMO nao
nasgam com a doenga, ndo obstante suas maes sejam anti-AQP4 positivas e os
anticorpos (IgG) em questdo atravessem facilmente a barreira placentaria. E
possivel que expliquem ainda as perdas de AQP4 no centro das lesbes quando
estas deveriam ocorrer principalmente nas regides perivasculares onde ha uma
densidade maior de moléculas de AQP4 e uma maior deposi¢gédo de anticorpos e

subprodutos da degradag&o do complemento (MISU et al., 2006; 2007) (Figura 12).
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7):1450-61 T

Figura 12. Comparagéao entre a imunorreatividade para AQP4 em lesdes de NMO e EM.

Embora alguns pesquisadores admitam que os anticorpos anti-AQP4 sejam

os responsaveis pela NMO, pelas razbes apresentadas acima parece haver também
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entre os especialistas uma tendéncia em admitir que estes anticorpos podem surjir
secundariamente no curso da enfermidade. Todavia, mais do que um mero
epifendmeno, € provavel que esses anticorpos tenham uma participagao
verdadeiramente efetiva na patogénese da NMO, justificando assim o fato da sua
presenca ter sido adotada como um dos critérios menores para o diagndstico da
doencga, sendo inclusive em alguns casos considerada como um fator preditivo de
gravidade da enfermidade (WINGERCHUK et al., 2006).

Todavia, apesar de estar presente em um numero significativo alto de
pacientes e de se ligarem com alta especificidade a um antigeno bem definido, as
moléculas de IgG1 isoladas de individuos com NOM nao sao, por si sO, capazes de
induzir neuromielite éptica, mesmo se inoculadas com complemento no peritdnio ou
diretamente na veia de camundongos (BRADL et al., 2009). Além disso, quando
esses anticorpos foram injetados em ratos jovens, quando a BBB nao se encontra
ainda bem formada, ao contrario do se poderia esperar, nao foi possivel observar o
surgimento de qualquer alteragdo neurolégica (BRADL et al.,, 2009). No entanto,
uma doenca semelhante a NMO pode ser produzida se esses mesmos anticorpos
forem injetados diretamente por via intratecal ou no peritbnio dos animais apos a
indugao de encefalite alérgica experimental (EAE), o que indica a necessidade de
células T previamente ativadas nos sitios de inflamagdo (BRADL et al., 2009;
KINOSHITA et al., 2009; SAADOUN et al., 2010).

Varias interpretacdes diferentes tém sido dadas para os fatos assinalados
acima, até mesmo a de que, apesar da grande semelhanga entre as moléculas de
aquaporina-4 humanas e dos camundongos, as moléculas de anti-AQP4 s&o as
mesmas e, podendo haver problemas quanto a acessibilidade dos anticorpos
injetados aos epitopos dos antigenos dentro do tecido do sistema nervoso central
dos animais. Entretanto, a dificuldade que os anticorpos tém de atravessar a BBB
nao parece estar relacionada apenas com a questdo das imunoglobulinas serem ou
ndo xenogénicas, uma vez que até mesmo nas regides circunventriculares, onde as
jungdes entre as células endoteliais ndo sao tdo apertadas, os anticorpos tém
dificuldade para entrar em concentragdes elevadas o suficiente para causar danos
ao tecido na auséncia de inflamagédo e de células encefalitogénicas (BRADL et al.,
2009). Apesar de tudo, como ja destacamos, alguns autores vém chamando a

atencao para a existéncia de uma relagao direta entre os titulos de anti-AQP4 com
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atividade e a gravidade da NMO (JARIUS et al., 2008; WEINSTOCK-GUTTMAN et
al., 2008).

Cumpre ressaltar ainda que, na imunopatogénese de varias doencgas
autoimunes para as quais ja se identificou a presencga de autoanticorpos e antigenos
especificos circulantes, frequentemente é possivel observar a presenca de titulos
elevados desses autoanticorpos sem que, contudo, haja aumento clinicamente
identicicavel da atividade da doencga e vice-versa. Assim, apds o quanto foi visto, &
possivel admitir que o surgimento e a evolugdo de efermidades como a NMO néao
decorram exclusivamente da presenca dos anticorpos anti-AQP4, mas sim de um
conjunto muito mais complexo de fatores, envolvendo a ruptura do delicado
equilibrio entre células B, células T efetoras e T reguladoras (MAURI; BLAIR, 2010;
MATSUSHITA et al., 2010).

3.2.1 OS ANTICORPOS ANTI-AQP4 E A SUA RELACAO COM A GRAVIDADE DA
DOENCA

Desde a descoberta dos anticorpos anti-AQP4 e a sua inclusdo como um
dos critérios (menores) para o diagnostico da doenca, diferentes grupos de
pesquisadores vém discutindo a real participacdo desses anticorpos na
imunopatogénese desta enfermidade. Entretanto, pelas razdes apontadas acima,
nao foi possivel até o momento definir de forma inconteste se a presenca dos
anticorpos constitui um fator que possa ser considerado com preditivo de gravidade
(SIRITHO et al.,, 2014), o que tem levado varios grupos de pesquisadores a se
ocuparem desta tarefa.

Numa revisao sistematica conduzida com fito de se identificar as publicacbes
que nos ultimos 6 anos deram conta da possivel relagdo entre a soropositividade
dos anticorpos anti-AQP4 e a gravidade das manifesta¢des clinicas da NMO, nos
encontramos, usando como base de dados MEDLINE/Pubmed, Biblioteca Virtual em
Saude (BVS), SciELO e Lilacs, 206 trabalhos usando como palavra-chave:
seropositive and seronegative neuromyelitis optica.

Na base de dados MEDLINE/Pubmed, foram selecionados como filtros
trabalhos em humanos, publicados entre setembro de 2006 e 5 de setembro de
2014 (data da realizacdo da busca) e os idiomas inglés, francés, espanhol e

portugués.
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Os critérios de inclusdo dos artigos foram:

° Tipos de estudo: estudos observacionais, retrospectivos ou
prospectivos, que avaliaram aspectos demograficos, clinicos e paraclinicos de
pacientes com neuromielite optica;

o Amostragem incluindo pacientes de qualquer faixa etaria, sexo,
racaletnia, com o diagnéstico de Neuromielite Optica estabelecido pelos
critérios de Wingerchuk (2006).

o Data de publicacéo: setembro de 2006 a 5 de setembro de 2013;

Os critérios de exclusé&o dos artigos foram:

o Artigos de revisao

o Relatos de caso

o Estudos interessados na analise de outros aspectos diferentes
dos objetivos da analise, isto é, anticorpos anti-AQP4 na neuromielite optica.

. Estudos restritos a uma faixa etaria;

o Estudos em animais;

o Diagnéstico de NMO n&o baseado nos critérios de Wingerchuk
(2006).

As analises dos trabalhos permitiram identificar 40 publicacbes com as
palavras-chave seropositive and seronegative neuromyelitis optica. Destes
trabalhos, em 16 (40%) os autores encontram pelo menos um tipo de correlagéo
entre a presengca ou auséncia dos anticorpos anti-AQP4 com as diferentes
apresentagoes clinicas da NMO. Assim, Akman-Demir e cols. (2011), demonstraram,
numa série de 35 pacientes turcos com NMO, que 60% (21) eram anti-AQP4
positivos e destes 11 tinham um EDSS de 6.0 ou mais, enquanto apenas 2
pacientes soronegativos tinham graves incapacidades neuroldgicas (p < 0,05). Os
casos soropositivos tinham EDSS médio de 5,1 +/-2,2, comparado com 3,3 +/- 1,7
dos soronegativos (p < 0,01).

Houve uma maior tendéncia de soropositividade entre as mulheres e
predominancia de cursos monofasicos entre os soronegativos, ndo havendo
diferengas significantes entre soropositivos e soronegativos quanto a duragao da

doenca, idade do inicio da doenga e o numero de surtos.
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You e cols., (2010), em estudo de uma série de 41 pacientes, demonstraram
que 29 pacientes (70,7%) eram soropositivos para anti-AQP4. Destes pacientes, a
maior parte teve lesbées longitudinais medulares mais graves.

Lai e cols. (2011) demonstraram a presenga dos anticorpos anti-AQP4 em
11 (32,4%) dos 34 pacientes por eles estudados. Cinco pacientes soropositivos
tiveram neurite Optica recorrente mais grave e com titulos de anticorpos
significativamente mais elevados do que os seis pacientes que tiveram um unico
episédio de NO. Os pacientes soropositivos tiveram desfecho visual
significativamente pior do que os pacientes soronegativos (p = 0,025). Durante uma
média de 32 meses de “follow-up”, dois de 11 pacientes soropositivos (18,2%)
desenvolveram mielite transversa clinicamente incompleta, ndo havendo sintomas
correlatos entre os pacientes soronegativos (LAl et al., 2011).

Contrastando com os autores acima citados, Jiao e cols. (2013) né&o
encontraram diferengas significantes entre os grupos soropositivos (67%) e
soronegativos (37%) de 163 pacientes com NMO de uma coorte da Clinica Mayo.

Resultados semelhantes aos obtidos por Jido et cols. (2013) também foram
encontrados por Chanson e cols. (2013), que ndo encontraram correlagao entre os
titulos de anticorpos antiAQP4 e a gravidade da enfermidade.

Na China, Yang e cols. (2013) relataram que o titulo médio de anticorpos
anti-AQP4 foi significativamente maior nos pacientes com NMO do que em pacientes
com outras doencgas autoimunes do SNC. Além disso, demonstraram que o0s
pacientes anti-AQP4-positivos tiveram maior numero de surtos de mielite transversa
acometendo mais de trés segmentos, e mais episddios de neurite Optica do que os
pacientes soronegativos.

No Japao, Takahashi e cols. (2007) observaram que de 21 pacientes com
NMO, quinze eram NMO-IgG-positivo e seis foram NMO-IgG-negativo. Os titulos
mais elevados de anticorpos anti-AQP4 foram associados com a cegueira completa
e lesdes medulares mais extensas na RM. A extensdo das lesbes da medula
espinhal na RM foram positivamente correlacionados com os titulos de anticorpos
anti-AQP4 no nadir de exacerbagdes. Alguns doentes que tiveram lesdes menores
(aproximadamente 1 a 2 segmentos vertebrais) da medula espinhal na RM também
foram soropositivos com baixos anti-AQP4 titulos de anticorpos, mas tinham outras
caracteristicas clinicas e de ressonancia magnética sugestivas de NMO. Os titulos

de anticorpos Anti-AQP4 se tornou menor apds o uso de metilprednisolona em alta
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dose, e um “follow-up” dos pacientes mostrou que os titulos de anticorpos anti-AQP4
permaneceu baixo em periodos livres de recidiva sob imunossupressao. Os autores
concluiram que os titulos de anticorpos anti-AQP4 tém implicacdes clinicas
significantes na imunopatogénese da NMO (TAKAHASHI et al., 2007).

Em Taiwan, Wang e cols. (2011a) observaram que 41% dos seus 34
pacientes com NMO eram anti-AQP4 positivos e que o grau de incapacidade
neurologica avaliado pela escala de EDSS foi significativamente maior nos pacientes
soropositivos.

Num estudo multicéntrico conduzido por Jarius e cols. (2012) foi
demonstrado que, na analise sistematica das caracteristicas clinicas e paraclinicas
associadas as doencgas do espectro da NMO em pacientes caucasianos de acordo
com positividade dos anticorpos anti-AQP4, os pacientes soropositivos eram
predominantemente do sexo feminino (p <0,0003) e experimentaram recaidas
clinicas mais graves. A acuidade visual durante os surtos de neurite 6ptica aguda foi
mais frequente entre os pacientes soropositivos (p <0,002). Os sintomas motores
foram mais comuns nospacientes soropositivos, a carga total de lesdo da medula
espinal foi maior (p <0,006), e lesbes com 3 ou mais segmentos vertebrais, bem
como todo o envolvimento da medula espinal, foram mais frequentes (p <0,003 e p
<0,043). Por outro lado, NO bilateral no inicio foi mais comum nos soronegativos (p
<0,007), como também foi a simultaneidade de NO e mielite (p <0,001). O tempo
para o diagnéstico de NMO foi menor no grupo de soronegativos (p <0,029). O curso
da doenga foi mais frequentemente monofasico nos soronegativos (p <0,008). Os
pacientes soropositivos e soronegativos nao diferiram significativamente em relagao
a idade de inicio e tempo de recaida, as taxas de reincidéncia anual, resultado de
recaida (completa, parcial, sem recuperag¢ao), aumento anual do EDSS, indice de
mortalidade, lesdes cerebrais supratentoriais, lesdes de tronco encefalico, histéria de
carcinoma, frequéncia de infecgdes precedentes ao diagnostico, bandas
oligoclonais, ou pleocitose no liquido cefalorraquiano. Tanto o tempo de recidiva
quanto o tempo de diagndstico foram maiores quando a doenga comegou com NO
(p <0,002 e p <0,013). Os sintomas motores ou tetraparesia seguindo-se a primeira
mielite no primeiro ano foram identificados como possiveis preditores de gravidade
da doenca (Quadro 6).
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Referéncia N° % de | Sexo @/ NO em MT em Surtos Relacéo Conclus@es mais
pc anti- 3 pc anti- pc anti- entre relevantes dos
co | AQP4 AQP4+ AQP4+ positivida autores
m + de do
NM anticorpo
(@) e

gravidade
da doencga
(EDSS)

Takahashi et al., 21 74,5 Q>3 + + + NMO + Os titulos de anti-

2007. Surtos + | frequente | frequente | frequente | grave em | AQP4 tem

Brain graves Q@ | e+ grave | e + grave | e + grave pc anti- implicagdes clinicas

em pc em pc em pc AQP4+ e imunoldgicas
anti- anti- anti- significativas na
AQP4 AQP4 AQP4+ NMO

You et al., 2010. 41 70,7 Q>4 + + + NMO + A soropositividade

Zhonghua Yi Xue Surtos + | frequente | frequente | frequente | grave em | esta relacionada

Za Zhi graves @ | e +grave | e +grave | e+ grave pc anti- com sintomas mais

em pc em pc em pc AQP4+ graves e pode

anti- anti- anti- predizer um

AQP4 AQP4 AQP4+ agravamento da
NMO

Akman-Demir et 35 60 Q>4 + + + NMO + O anticorpo anti-

al., 2011. Surtos + | frequente | frequente | frequente | grave em | AQP4 pode ter um

J Neurol graves @ | e+ grave | e + grave | e + grave pc anti- importante

em pc em pc em pc AQP4+ significado

anti- anti- anti- prognéstico

AQP4 AQP4 AQP4+ indicando um curso
mais grave da
doenca

Wang et al., 34 41 Q>4 + + + NMO + Lesdes medulares

20112, frequente | frequente | frequente | grave em | extensas

Eur Neurol e+ grave | e + grave | e + grave pc anti- conjuntamente com

em pc em pc em pc AQP4+ a testagem do

anti- anti- anti- anticorpo, pode

AQP4 AQP4 AQP4+ permitir um
diagnodstico precoce
de NMO e auxiliar
nas decisbes
terapéuticas

Jarius et al., 119 | 78,3 >4 + + + NMO + O curso da doenga

2012. Surtos + | frequente | frequente | frequente | grave em | é mais monofasico

Neuroinflamation graves Q@ | e + grave | e +grave | e + grave pc anti- em pc soro

em pc em pc em pc AQP4+ negativos
anti- anti- anti-
AQP4+ AQP4 AQP4+
Jiao et al., 2013. 163 67 >Q do + + + NMO + Taxa de recaida,
Neurology que & frequente | frequente | frequente | grave em evolugdo da
nos anti- | e + grave | e + grave | e + grave pc anti- incapacidade e
AQP4 em pc em pc em pc AQP4+ outras
6:1 anti- anti- anti- caracteristicas
AQP4 AQP4 AQP4+ clinicas nédo
diferiram
significativamente
nos anti-AQP4+ e
anti-AQP4-
Yang et al., 2013. 53 73,6 >4 + + + NMO + A presencga do
Neurosci. frequente | frequente | frequente | grave em anticorpo anti-
e+ grave | e + grave | e + grave pc anti- AQP4 foi mais
em pc em pc em pc AQP4: comum em @, se
anti- anti- anti- AQP4+ mostrando um fator
AQP4 AQP4 AQP4+ (3,2); preditivo de
AQP4- gravidade na NMO
(2,5)

Quadro 6: Principais estudos que correlacionam a positividade do anticorpo com o curso da NMO.
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3.3 O PAPEL DAS CELULAS T E SUAS RESPECTIVAS CITOCINAS NA
ETIOPATOGENESE DA NMO

Além do envolvimento de imunidade humoral, marcado sobretudo pela
presenga de autoanticorpos citotoxicos, as células T parecem também ter um
importante papel na iniciagdo e na perpetuagéo do estado de autoagressao na NMO,
posto que que as agdes das células B sdo amplamente dependentes das diferentes
subpopulagdes de células T e de suas citocinas (ROMAGNANI, 2014). Em modelos
experimentais onde se tentou induzir NMO em animais mediante a injecao de
anticorpos anti-AQP4 extraidos de pacientes com NNO, a inducdo de uma doenca
‘NMO-like” sé ¢é possivel mediante a inoculagdo prévia de linfécitos T
encefalitogénicos especificos para proteina basica de mielina, oriundos de outros
animais com encefalomielite alérgica experimental (EAE) (KRISHNAMOORTHY et
al., 2006).

Ja a entrada de linfécitos T especificos para antigenos do sistema nervoso
central no interior deste tecido sem uma prévia ruptura da BHE s6 pode ser bem
entendida se houver um trafico normal de células T entrando e saindo de dentro do
SNC. Os experimentos classicos com encefalomielite alérgica experimental (EAE)
revelaram que quando as células T CD4" especificas para a proteina basica de
mielina (MBP) sao injetadas no peritdnio de ratos, elas podem ser encontradas no
interior do SNC dos animais apenas 12 horas apds a inoculagdao, com as alteracdes
neurolégicas se desenvolvendo entre 4 a 5 dias apos (SWANBORG, 2001). Foi
relatado ainda que linfécitos T ativados podem ter livre acesso ao interior do CNS,
mesmo quando esta ativagao for feita por antigenos nao relacionados aquele tecido,
sugerindo que o fluxo de células imunoreativas que entram e deixam o sistema
nervoso pode ser maior do que sempre se imaginou (SMORODCHENKO et al.,
2007; WESTLAND et al., 1999).

Com efeito, o fluxo continuo de células T e mondécitos dentro SNC tem sido
amplamente confirmado (BECHMANN et al.,, 2001; HICKEY, 2001) com a
identificacdo de varias rotas alternativas de entrada e saida de células, o que faz
crer que a BHE n&o tenha, a principio, sido projetada para manter os leucdcitos
inteiramente fora do tecido do SNC como foi, por tanto tempo, apregoado pelos
patologistas (MEDAWAR, 1948, RANSOHOFF; KIVISAKK; KIDD, 2003;
ENGELHARDT et al., 2005).
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Da mesma forma, a hipétese de que os antigenos cerebrais deveriam ficar
retidos dentro do cranio devido a auséncia de vasos linfaticos, também foi
gradativamente deixada de lado, uma vez que foi demonstrada a fuga de moléculas
soluveis de dentro do cranio para a mucosa nasal e em seguida para os linfonodos
cervicais, através dos nervos olfatorios e da lamina cribriforme (CSERR; KNOPF,
1992; WELLER et al.,1996) (Figura 13).

Figura 13: O possivel caminho das células do sistema imune do encéfalo para a periferia
(Antunes — Atlas de Anatomia. 42 Ed)

Através de técnica de fluorescéncia, foi possivel observar um trajeto
semelhante para linfécitos T ativados oriundos de lesdes ou dos ventriculos laterais,
uma vez que essas ceélulas podem rapidamente ser encontradas nos linfonodos
cervicais (GOLDMANN et al., 2006).

Assim, o fluxo regular de células mononucleares no SNC tem sido visto
como um processo normal (fisiolégico) dentro das operagdes internas do sistema
imune (HICKEY, 1999; ENGELHARDT, 2006). Este turnover de células imunitarias

para o tecido do sistema nervoso vem sendo estudado ha muitos anos, passando a
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ser mais bem compreendido apds a aquisi¢gdo dos anticorpos monoclonais, como o
anti-?Ifa4 integrina (Natalizumabe), cujo efeito primario € o de interferir com a
transmigracdo de células T do interior dos vasos sanguineos para os tecidos
(YEDNOCK et al., 1992; COISNE et al., 2009).

Pohl e cols. (2011) induziram células T especificas para o receptor AQP4 em
ratos Lewis e avaliaram o seu papel patogénico na presenca e na auséncia de
autoanticorpos anti-AQP4 provenientes de pacientes com NMO. Eles demonstraram
que as células T especificas induzem inflamacdo no cérebro dos animais, tendo
como principal alvo as células astrogliais limitantes que permitem a entrada dos
anticorpos patogénicos anti-AQP4 e induzem lesdes semelhantes as da NMO no
cérebro e na medula espinhal. Além do mais, a transferéncia de células T
aquaporina-4 especificas provocou leve miosite (subclinica) e nefrite intersticial. Os
autores demonstraram ainda que a expressdo conformacional dos epitopes
reconhecidos pelos anticorpos anti-AQP4 é induzida nas células renais através de
citocinas pro-inflamatorias, como o Interferon-gama. Os trabalhos destes autores
tém proporcionado ainda as bases para a hipotese de que as lesbées de NMO sao o
resultado de uma combinacdo de fatores envolvendo as células T e a resposta
imune humoral contra aquaporina-4, como pode ser visto (LINHARES et al., 2013a)
(Figura 14).
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Figura 14: Sintese da Imunopatogénese da NMO (LINHARES, 2013b).

Estudos conduzidos por Matsuya e cols. (2011) demonstraram, através da
expressdo de um marcador especifico de células T (CD69), haver aumento
significativo da frequéncia dessas células especificas para proteina proteolidica
(PLP) e para a propria AQP4 no sangue de pacientes com NMO que eram AQP4-
IgG positivos, e que estavam em periodo de surto da doenga. Nesses mesmos
estudos foi possivel identificar uma correlagao direta entre os niveis de ativacdo das
células T e a atividade da doenca. Entre os principais intervenientes da resposta
imune adaptativa, os linfécitos T CD4 se destacam, ndo somente pelo rigido

processo de selec¢ao intratimica a qual sdo submetidos durante sua ontogenia, como
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também pelo conjunto de citocinas produzido pelas diferentes subpopulagbes de
célutas T que se diferenciam apds deixar o timo. A grande plasticidade biolégica
das células T faz com que o delicado equilibrio entre as diferentes subpopulacdes
dessas células possa se deslocar no sentido de uma populagdo especifica, na
dependéncia de fatores estimuladores externos e internos, como os PAMPS
(padrdées moleculares associados aos patégenos) (MATSUYA et al., 2011; CHEN, et
al., 2015) e DAMPs (padrées moleculares associados aos danos teciduais) (KANG,
et al., 2015).

Esta ativacdo e a diferenciacdo das células T CD4" em diferentes
subpopulagdes fenotipicas € extremamente dependente do reconhecimento, por
parte de seus receptores de antigenos (TCR), de peptideos acoplados as moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (HLA) de classe Il expressas na
superficie das células apresentadoras de antigenos (APC), e particularmente do
grau de maturidade das células dendriticas (DCs), conforme pode ser visto na figura
abaixo, onde se observa a dependéncia da diferenciacdo das células T virgens do
estado de diferenciacdo das células dendriticas e de suas citocinas. Vé-se ainda
(Figura 15) que, a grande plasticidade biolégica entre as células Th1, Th2 e Th17
pode reverter o seu processo de diferenciacdo, na dependéncia das citocinas
presentes no microambiente onde estd se desenrola, ou ainda garantir a

diferenciagcdo com a produgdo de autocrinas (Figura 15).
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Figura 15: Plasticidade biolégica entre as subpopulacdes células T e a dependéncia destas ao grau
de maturidade das células dendriticas (LINHARES, 2013b).

A despeito da identidade antigénica dos alelos de HLA ainda nao ter sido
devidamente identificada, as analises dos TCRs realizadas em pacientes japoneses
tém revelado uma expansao preferencial de poucas familias de TCR (VB1 e VB13)
na populacao de células T encefalitogénicas (WARABI et al., 2006), sugerindo que a
génese das lesdes esteja restrita a um numero limitado de autoepitopos, entre eles,
os presentes na propria molécula de AQP4.

Trabalhos experimentais realizados com ratos revelaram que as células T
especificas para determinantes de AQP4 s&o capazes de dirigir suas agdes para os
astrécitos perivasculares e periventriculares, determinando, apds induzir inflamacéao
e a subsequente entrada de anticorpos para dentro do tecido do SNC (cérebro e

medula espinhal), uma doenca semelhante a NMO (POHL et al., 2011).
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A indugado de células T helper e células T reguladoras exigem encontros diretos
entre as células T virgens e células dendriticas (DCs). A ativagao das células T e a
proliferacdo, em ambas as situacdes, € dependente da dindmica das interacdes
instrutivas entre as células T e as DCs. Assim, por exemplo, os contatos entre as

células T virgens e DCs s&o mais estaveis durante a indugao das células T helper do

que durante a indugéo das células tolerogénicas (KUSHWAH et al., 2011).

No entanto, o tempo necessario aos diferentes tipos de resultados funcionais
continua a ser uma questao em debate (HUGUES et al., 2006). Na auséncia de
qualquer sinal inflamatério, o destino mais provavel das células T, que reconhecem
peptideos apresentados pelas DCs, é entrar em profundo estado de anergia
(HUGUES et al., 2006). Portanto, a ativacdo eficiente das células T depende
normalmente da ativagdo prévia das células DCs por produtos microbianos,
particularmente os padrées moleculares associados aos patdégenos (PAMPs), que
sao reconhecidos por diferentes tipos de receptores de reconhecimento de padrao
molecular (PRR), como com, por exemplo, os da familia de receptores do tipo Toll
(TLRs) (WATTS et al., 2007).

As DCs, tanto de origem mieldide (mDC) quanto plasmocitéide (pDC),
surgem de precursores da medula 6ssea que normalmente fazem homming em
diferentes o6rgaos e tecidos (BONASIO et al., 2006). Essas DCs residentes
encontram-se primariamente em estado de imaturidade e incapacitadas de ativar
células T virgens (HUGUES et al., 2006). Entretanto, a exposigdo aos diferentes
estimulos inflamatdrios, tais como os agonistas de TLR, transformam as DCs em
APCs eficientes. As mDCs e pDCs podem usar diferentes PRRs para captar os
“sinais de perigo”. Assim, nas pDCs, por exemplo, a expressao de niveis elevados
de TLR-7 e TLR-9 possibilita-as a responder a motivos presentes em nucleotideos
expressos nas fitas de RNA virais e a DNA bacteriano respectivamente (CAO; LIU,
2007). Em contrapartida, outros membros da familia TRL, como o TRL4, séao
expressos em grandes quantidades nas mDCs, reconhecendo PAMPs de natureza
glicolipidicas,  polissacaridicas ou glicopolissacaridicas, tais como o0s
lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-negativas (WATTS et al., 2007).
Recentemente Linhares e cols. (2013a) demonstraram a existéncia de elevados
niveis de LPS no sangue periférico de pacientes com NMO em periodo de remissao

clinica. A origem dessas moléculas ainda ndo esta clara, mas os autores discutem a
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possibilidade de isso estar relacionado as infecgdes urinarias recorrentes dos
pacientes ou ainda ser o resultado de translocacbes de bactérias de origem
intestinal.

Esses mesmos autores demonstraram ainda que a proliferacdo de células
mononucleares periféricas dos pacientes se da de forma mais intensa quando estas

sao tratadas com a Echerichia coli, se comparadas a outras bactérias (Figura 16).

Tabela 1: Analise comparativa da proliferagao in vitro das células mononucleares

periféricas de pacientes com NMO e individuos normais frente a diferentes

patogenos.
Controle1 NMO2
indice de estimulacao
C. albicans 4,57 + 2,35 578 +£1,75
S. aureus 3,55 £ 2,96 2,37 + 2,61
E. coli
CSMP 3,75 = 2,15") 9,96 + 3,07
CMSP livres de células CD4 NA 3,01£1,11%
CMSP livres de células CD19 NA3 9,07 £ 3,45
CMSP livres de células CD8 NA 7,77 £4,22

Fonte: (LINHARES et al., 2013a)

Figura 16: proliferacéo in vitro de pacientes NMO e individuos normais

Uma resposta semelhante péde ser obtida no que diz respeito a proliferagao
celular e a producdo de IL-17, em culturas tratadas com LPS e E. coli, com
respostas mais exuberantes sendo observada em ambos os casos nas culturas
tratadas com a E. coli (Figura 17).
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Figura 17: Proliferagao celular e produgéo de IL-17 em culturas de CMSP de pacientes com NMO em
resposta ao LP -Culturas de CMSP (1 x 10%/mL) obtidas de pacientes com NMO (n=20)
foram ativadas tanto com 5 x 10° UFC/mL de E. coli ou com LPS (100 ng/mL). Apds 5
dias, a proliferagcao celular, avaliada através da captura de timidina, e a produgao de IL-17,
determinada pelo ELISA, foram conduzidas (LINHARES, 2013a).

A expressao diferencial desses receptores pode ter grande impacto na
dindmica das respostas imunes mediadas pelos linfécitos T contra diferentes
estimulos antigénicos.

A ativagao eficiente das células T virgens pelas DCs maduras, também
chamadas de DCs imunogénicas, depende nado apenas da apresentacdo de
peptideos antigénicos, mas também das interagdes cognitivas entre moléculas
coestimuladoras, tais como os membros da familia B7 (B7-1/CD80 ou B7-2/CD86),
expressos na superficie das DCs ativadas e as moléculas de CD28, expressas na
superficie dos linfécitos T virgens. Esses sinais sdo fundamentais para que as
células T produzam IL-2 e subsequentemente proliferem (SU-Y1 et al., 2005).

Outra importante alteragao fenotipica das células T ativadas pelas DCs € o
aumento na expressao de moléculas de adesao, como a integrina VLA-4 (Very Late
Antigen-4), envolvida nos processos de transmigracao dos linfocitos do sangue para
as areas lesadas (YEDNOCK et al., 1992; COISNE et al., 2009).

Muito do conhecimento acumulado acerca da dindmica de entrada das
células T no parénquima cerebral tem sido adquirido através dos estudos utilizando
anticorpos monoclonais (mAb) anti-f4 integrina (Natalizumabe), cujo principal efeito

primario é o de interferir com o transmigragédo das células T do interior dos vasos



58

sanguineos para os tecidos (YEDNOCK et al., 1992; COISNE et al., 2009),
bloqueando a interacdo do VLA-4 com a molécula de adesdo pertencente a
superfamilia das imunoglobulinas, o VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein), a qual
€ expressa sobre o endotélio vascular (LASSMANN et al.,1991; MILLONI et al.,
2010).

No local das lesdes, as células T participam ativamente no processo
inflamatorio, seja diretamente, através suas fungdes citotoxicas, seja indiretamente,
pela secrecdo de um conjunto de citocinas envolvidas na coordenagdo dos

diferentes eventos imunolégicos que se desenrolam no local (KLEINEWIETFELD;
HAFLER, 2014). A diferenciagdo dos linfocitos T, particularmente as células T CD4"

virgens em diferentes fendtipos capazes de secretar padrbes alternativos de
citocinas é extremamente dependente de fatores solluveis (citocinas), produzidas
pelas DCs durante a formagdo das suas sinapses imunologicas com as células.
Desta forma, a secrecado de IL-12 pelas DCs mieldides induz a diferenciacdo de
células T CD4" em linfécitos T auxiliar 1 (Th1 — T helper 1) (FAZILLEAU et al., 2007).
Esta diferenciacao ainda é dependente da indug¢ao do fator de transcricdo T-bet (T-
box transcription factor) (ZHU, 2010) nas células T. Esse fendtipo (Th1) é
responsavel pela secre¢cdo de quantidades significativas de IL-2 e interferon IFN-y,
os quais ativam fagocitos, células NK (natural killer) e os linfocitos T CD8*. O IFN-y
aumenta ndo apenas o poder microbicida dos fagocitos (neutréfilos e macréfagos) e
a funcédo litica das células NK, mas também induz os linfécitos B humanos a
produzirem as subclasses IgG1 e IgG3 de imunoglobulinas (MCKINSTRY; STRUTT;
SWAIN, 2010). A resposta imune celular induzida pelas células Th1 é fundamental
para o combate as infec¢gées causadas por parasitas intracelulares obrigatorios ou
facultativos (bactérias ou protozoarios; ademais, por auxiliar as células T CD8", os
linfécitos Th1 sdo também essenciais na resposta as infec¢des virais (HUGUES et
al., 2006).

Os linfocitos T CD8" s&o ativados através do reconhecimento de antigenos
peptidicos apresentados via MHC de classe | pelas pCDs (CARBONE; HEATH,
2003). Uma vez ativados, esses linfécitos adquirem classicamente uma fungéo
citotoxica, sendo entdo capazes de conduzir as células infectadas a morte por
apoptose, através da secrecdo coordenada dos produtos estocados nos seus

granulos citoplasmaticos, tais como as granzimas e as perforinas (COQUERELLE;



59

MOSER, 2010). Como os linfocitos T citotoxicos (CTLs) também secretam citocinas,
como o IFN-y, esses linfocitos sdo capazes de potencializar as respostas Th1, sendo
assim também chamados de Tc-1 (OBAR; LEFRANCOIS, et al., 2010).

Por outro lado, a presenca de niveis elevados de IL-4, os linfocitos T CD4"
se diferenciam em Th2, através da indugdo de um programa de diferenciagéo
envolvendo o fator de transcricdo GATA-3 (do inglés: trans-acting T-cell-specific
trancription fator) (ZHU; YAMANE;PAUL, 2010). Esses linfocitos medeiam resposta
imune humoral através da secrecéo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 permitindo assim a
ativagao dos linfécitos B produtores de IgE (ZHU; YAMANE, 2010). Os linfécitos Th2
estdo envolvidos no combate as infestacbes por helmintos e na patogénese das
reagcdes de hipersensibilidade do tipo | (MAKANI; JEN; FINN, 2008; ZHU et al.,
2010).

Mais recentemente, a secrecdo das citocinas IL-6 e IL-23 pelas DCs
maduras tém sido relacionadas a diferenciacdo de células de fendtipo Th17 em
seres humanos, através da indugcdo de fatores de transcricio como ROR-C
(GUTCHER; BECHER, 2007). Citocinas como IL-6 e IL-1B sdo fundamentais na
ativagdo dos programas genéticos envolvidos na diferenciagdo Th17, induzindo a
expressao de receptores para IL-23 sobre as células T de meméria. Embora a IL-23
tenha sido considerada inicialmente como uma citocina importante para a
diferenciagdo das células Th17, esta funcdo logo foi descartada, ja que o seu
receptor (IL-23R), presente na superficie da maioria das células T de memodria e nas
células T ativadas, ndo € observado sobre as células T virgens (KASTELEIN,
HUNTER; CUAI, 2007).

Assim, ficou claro que, embora a IL-23 nao fosse a responsavel direta pela
diferenciagdo das células Th17 inflamatorias, ela era essencial para que isto
ocorresse de forma sustentada, sendo importante ainda para o completo
amadurecimento do potencial inflamatério dessas células (MCGEACHY et al., 2007).

Os linfocitos Th17 foram definidos inicialmente como uma subpopulagéao de
células T CD4" que tinha a IL-17 (IL-17A) como assinatura imunoldgica
(AGGARWAL et al., 2003). Os estudos subsequentes revelaram que os linfécitos
Th17 fabricavam também IL-6, IL-22 (LIANG et al., 2006) e a sua prépria IL-21 que
associada ao TGF[I é capaz de induzir & diferenciacdo de novos clones de células
Th17, através de importantes algcas de retroalimentacdo positiva que contribuiam

para a sustentacao da diferenciacéo deste fendtipo (Figura 18).



60

E'/Thl\? 1 74 lmunidzde pd parssitas

intraeelulzte

L, £ 19 I11‘rlunld<';ldi3 huima iz,
"'""""""""'""""'* imunidads pers

helmintos, sergis

B

r % D&a nsolvimenta de

] -Q--«Il-i“':'-lvi-g«- %W dasngss subsinnones £t

5 ; murzas s 8 &N L irmun idads

. parE M tpheraioeds

E .,

o \\ IL-22, Foit Cantrodz da stividade das
@ LT elulzs ThET, imunidade

i muLases
RPN FEIE 2 L lmunidade pf parasitas

Th:l 25"“’1 e st laras s

Futuimunidhs de

Figura 18: Diferenciagdo de células T CD4+ “naive”. A diferenciacédo das diferentes subpopulagdes de
células T a partir de precursores indiferenciados (naive) € um processo complexo que
depende da acdo combinada de varias citocinas, como mostrado na figura. Entretanto,
outros mediadores, como o0 SOCS1 e SOCS2 (ndo mostrados) também parecem ser
essenciais nas diferentes etapas destas diferenciacdes (LINHARES, 2013b).

Assim, dentre as principais subpopulacées de linfécitos T helper
intervenientes na resposta imune (Th1, Th2, Th9, Th17 e Th22), tem sido possivel
observar um claro desvio no sentido da subpopulacdo Th17 e de suas citocinas. Tal
desvio tem sido relatado ndo somente por pesquisadores do nosso grupo
(LINHARES, 2013a), mas também por outros autores, como Ishizu e cols em 2005,
demonstraram uma ativacédo do eixo IL-17/II18 no liquor de pacientes em surtos de
NMO.

Num estudo conduzido por Wang e cols. (2011), a frequéncia de células T
(CD4+ ou CD8+) produtoras de IL-17 foi positivamente relacionada a produgao
sistémica de IL-23 no sangue periférico, tanto de pacientes com EM quanto de NMO
em periodos de surtos (WANG et al., 2011b).

O envolvimento do fendtipo Th17 também foi descrito por MIHARA e cols.,

em 2012, quando destacaram a ativagdo do mesmo eixo IL-17/IL-8 no liquor dos
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pacientes com NMOR durante as crises de mielite transversa (ISHIZU et al., 2005).
Este dado é extremamente relevante, considerando que pode explicar a elevada
infiltracdo de neutrdfilos detectada em mais de 60% das medulas espinhais de
pacientes com NMO que morreram e foram necropsiados (KIRA, 2011a). O
recrutamento de neutréfilos pode contribuir para o dano local, através da producao e
liberacdo de substancias toxicas, tais como as metaloproteinases, elastases e
radicais livres derivados do oxigénio, contribuindo para a destruicdo da neuroglia
local e aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefalica (KIRA, 2011a). No
estudo anteriormente citado realizado por Ishizu e cols. (2005), os niveis IL-8 e IL-17
se relacionaram diretamente com a extensdo das lesbes medulares. Em
contrapartida, Uzawa e cols. (2010) demonstraram haver uma correlagcdo direta
entre a intensidade das lesbes medulares e os niveis séricos e liquoricos de outra
citocina, desta feita com a IL-6. Todavia, em nenhum dos dois trabalhos indicados
acima houve qualquer mengao a produgao da IL-21, uma citocina produzida por
linfécitos Th17 que participa de importantes algas de retroalimentagao positivas que
levam a diferenciagdo e a consolidacido da diferencioagdo dos novos clones de
células Th17 (Figura 3) (KORN et al., 2007; ZHOU et al., 2007).

Mais recentemente, Wang e cols. (2011) demonstraram haver altos niveis de
IL-21 no soro de individuos com NMO, mas nao nos soros de pacientes com outras
doencas desmielinizastes, como a esclerose multipla, durante o periodo de surto
(WANG, et al., 2011). Neste estudo, contudo, os autores nao verificaram a relagao
entre os niveis sistémicos de IL-21 e gravidade da enfermidade. Recentemente foi
relatado que a producéo de citocinas pelas células T CD4" ativadas de pacientes
com NMO durante o periodo de remissao apresenta uma estreita correlagao positiva
com a produgao de IL-21 e IL-6 e a gravidade da doenga, indicada pelo grau de
incapacidade neurolégica (EDSS) (LINHARES, 2013a).

Os aumentos relativos de producgao de IL-6 e IL-21 pelas células T CD4+
pode contribuir para a potencializacdo da atividade das células B durante os
periodos de surto de NMO. Spolski e cols (2009), demonstraram que a IL-21 é
também por uma subpopulacdo em particular de linfécitos T CD4+, denominadas
células T auxiliares foliculares, as quais estdo presentes nos centros germinativos
dos linfonodos, contribuem para proliferacdo de células B, para a troca dos isotipos

das imunoglobulinas e ainda para a maturagdo das afinidades dos idiotipos dos
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diferentes clones de linfocitos B, inclusive o de células potencialmente
autoagressoras, produtoras de autoanticorpos (SPOLSKI et al., 2009).

N&o obstante a presenga de anticorpos anti-aquaporina-4 seja observada,
em algumas séries de pacientes, na maior parte dos enfermos com NMO e ainda
que alguns pesquisadores tenham encontrado uma correlagao direta entre os niveis
séricos destes anticorpos com extensdo das lesbes medulares (TAKAHASHI et al.,
2007), nado foi possivel para outros autores observarem as mesmas relagdes
(FUJIHARA; LEITE, 2013).

Esses dados encontram suporte nos argumentos ja apresentados aqui que
pdem em xeque o papel dos anticorpos anti-AQP4 na imunopatogénese da NMO.
Diante disso, parece clara a necessidade da presenca de células T para preencher
as possiveis lacunas deixadas pelos linfécitos B e os seus autoanticorpos anti-AQP4
na patogénese da NMO. Além do mais, outros autoanticorpos, de outras classes,
voltados para epitopos de diferentes autoantigenos, podem estar também envolvidos
na patogénesa da NMO. Neste contexto, os estudos realizados por Matsuya e
colaboradores (MATSUYA et al., 2011) em pacientes com NMO soropositvos
demonstraram que, embora a resposta das células T para um conjunto de peptideos
derivados de AQP4 peptideos tenha sido significantemente mais elevada nos
pacientes com NMO, tanto os individuos saudaveis quanto os pacientes com EM
também reagiam da mesma forma a alguns epitopos de AQP4.

Apds o quanto foi visto acima, torna-se clara a necessidade de se tentar
estabelecer uma correlagao precisa entre os titulos dos anticorpos anti-AQP4 e as

caracteristicas clinicas dos pacientes com NMO.
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4 HIPOTESE

A presencga dos anticorpos anti-AQP4 estaria diretamente associada as formas

mais graves da enfermidade?
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5 OBJETIVO

5.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a frequéncia do anticorpo IgG NMO em pacientes com NMO

no Rio de Janeiro e sua influéncia no progndstico.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar caracteristicas demograficas e clinicas entre pacientes

soropositivos e soronegativos.

2. Analisar a associagdo da positividade do anticorpo IgG NMO com

variaveis demograficas e clinicas.

3. Analisar a morbidade em 5 e 10 anos de doenca de pacientes

soropositivos e soronegativos.

4. Analisar a mortalidade de pacientes soropositivos e soronegativos.
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6 MATERIAL E METODO

6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional e retrospectivo de coorte para analise

de prognostico em pacientes com NMO.

6.2 POPULAGCAO DE ESTUDO

Os participantes fazem parte de uma coorte de pacientes com doencgas
desmielinizantes idiopaticas inflamatdrias (DDII) atendidos no servigo de Neurologia
do Hospital Federal da Lagoa (HFL) desde sua criagdo em 1985. O ambulatério para
atendimento a pacientes com Esclerose Multipla e outras doencas desmielinizantes
é referéncia no Estado do Rio de Janeiro e atende a 75% do total de casos. Trata-se
de um hospital publico geral do Ministério da Saude, de médio porte, situado na
zona sul da cidade do Rio de Janeiro, regido administrativa AP2 onde os pacientes
sao atendidos por demanda espontanea e encaminhamento de outros servigos
publicos, conveniados e privados do Estado do Rio de Janeiro. A equipe
neuroldgica € formada de neurologistas do Ministério da Saude e docentes da
UNIRIO, com especializagao e treinamento especifico para diagndstico e tratamento
de DDII.

A partir do reconhecimento da NMO como uma condi¢éo distinta da EM ao
final da década de 90, os casos inicialmente diagnosticados como EM e que
preenchiam critérios de NMO (1999) foram reclassificados. Em 2006 um novo critério
de diagnostico foi proposto para NMO (WINGERCHUK et AL., 2006), incluindo o
anticorpo 1IgG NMO entre os critérios laboratoriais e, a seguir, foi introduzida a
classificagao das Sindromes do Complexo NMO, incluindo a NMO, sindromes NMO
limitadas e formas 6ptico espinhais da EM asiatica. (WINGERCHUK et al., 2007).

Entre 2009 e 2011 os neurologistas do HFL fizeram uma revisdo de
diagndstico de todos os casos de DDIl atendidos consecutivamente neste periodo
(casos antigos e novos) aplicando os novos critérios de diagnéstico de NMO e
também de EM (Figura 19).
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DIAGNOSTICO GERAL DAS DOENCAS DESMIELINIZANTES

Doengas Desmielinizantes Idiopaticas Inflamatérias - DDII

N=943
] ] ! l l I
EM NMOSD CIs ADEM Doencas Raras
N= 653 N= 212 N= 58 N= 17 N= 3

Figura 19: Espectro das doencas desmielinizantes idiopaticas no Hospital da Lagoa (EM:
Esclerose Multipla; NMOSD: Sindromes do Complexo da Neuromielite Optica;
CIS: Sindrome Clinica Isolada; ADEM: Encefalomielite Disseminada Aguda)

Para este estudo foram considerados elegiveis os casos de NMO definida
pelos critérios de Wingerchuk e cols. (2006) atendidos no periodo de 2009 a 2011 e
com testagem do anticorpo anti-AQP4. Foram excluidos pacientes com sindromes
NMO limitadas, NMO sem investigacdo do anticorpo e a EM &éptico espinhal além
daqueles sem informacgdes clinicas completas sobre a evolucéo clinica atualizada

até margo de 2015.

6.3 COLETA DE DADOS
O levantamento de dados foi realizado retrospectivamente nos registros
meédicos hospitalares onde esta descrita a anamnese e registrados dados do exame
neuroldgico. As informagdes foram colocadas planilha SPSS. O resultado do exame
do anticorpo IgG NMO realizado pelo método da imunofluorescéncia indireta foi

extraido de listas enviadas pelos laboratérios.
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6.4 DEFINIGAO DE CASO

A NMO foi caracterizada por, no minimo, dois eventos indices, neurite éptica
(uni ou bilateral) e mielite transversa (completa ou parcial), de instalagédo aguda ou
subaguda, ocorridos simultaneamente (no mesmo dia) ou separados entre si por
dias, semanas, meses ou anos. Na presengca de um evento adicional foi
caracterizada a forma recorrente, Sinais clinicos de envolvimento do tronco cerebral
ou cérebro ndo excluiram diagnoéstico. Todos os pacientes apresentavam, no minimo,
dois dos trés dados laboratoriais: RM normal ou n&o sugestiva de EM, extensa leséo
na medula espinhal pela RM (> trés segmentos vertebrais) e positividade do anticorpo
IgG NMO (WINGERCHUK et al., 2006).

6.5 DEFINICAO DOS DESFECHOS

- A morbidade da doenga foi avaliada pelas sequelas neuroldgicas;
- Disfuncéo visual uni ou bilateral;

- Disfungéo visual grave em pelo menos um dos olhos;

- Disfungcdo motora grave em um ou mais membros;

- Disfuncéao sensitiva grave;

- Disfuncéo esficteriana grave;

- EDSS igual ou maior que 6;

- EDSS igual ou maior que 7;

- Modelo DEVIC - Disfungao visual bilateral grave (NOB) e Disfungdo motora
grave em um ou mais membros, tornando o paciente restrito a cadeira de
rodas ou ao leito (DEVIC);

- No caso de auséncia dos desfechos os casos foram censurados ao final de 5
e 10 anos de seguimento. Foi considerado o tempo entre a primeira

manifestacdo neuroldgica e a instalagcao das sequelas;

- Mortalidade - 6bito relacionado a evolugdo da doenga, sendo computada a

data constante no prontuario do paciente.
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6.6 VARIAVEIS INDEPENDENTES E DESCRITIVAS
» Variaveis demograficas

- ldade na primeira manifestagcao neuroldgica: foram anotadas a data de nascimento
completa e a idade em anos na data do primeiro evento neurologico. Na analise

estatistica a idade foi estuda como variavel continua e dicotébmica.

- Raga/Cor/Etnia: referiam-se aos dados de identificagdo conforme atributos
adotados pelo IBGE que classifica raga/cor nas seguintes categorias: branca, preta,
amarela, parda e indigena e sem informagdo. Na analise estatistica os pacientes

foram classificados em Afrobrasileiros (pretos e pardos) ou Brancos

- Presenca de outras doencas imunomediadas - foi verificado o relato em prontuario
das seguintes doengas autoimunes — LES, Miastenia gravis, Sindrome de Sjogren,

Diabetes tipo 1, Psoriase, Colite ulcerativa.

» Variaveis relacionadas ao curso clinico da NMO

Na definicdo de evento foi mantida a definicdo de manifestagdo neurolégica aguda
indicativa de comprometimento do SNC com duragdo minima de 24 horas.
Considerando-se que as lesdes inflamatérias na NMO sio localizadas em
topografias distantes no SNC (nervo 6ptico e medula espinhal, tronco cerebral,
cérebro) cada novo evento agudo foi computado de forma independente, exceto
quando ocorrendo no mesmo dia.

A classificacdo dos eventos neuroldgicos foi sindrémica: Optico (uni ou
bilateral), Medular (medular completo - motor, sensitivo e esfincteriano ou medular
parcial), Optico-medular (quando estas manifestacdes ocorrerem dentro de 24

horas), Tronco cerebral ou Cerebral.

% - Primeiro evento neuroldgico
+ - Eventos indices — NO e MT
+ - Intervalo entre os Eventos indices (em meses)
+ - Intervalo de tempo (em meses) entre os eventos indices que marcam a
conversao de uma sindrome NMO limitada em NMO.
+ - A gravidade das manifestagbes neuroldgicas at nadir, at recovery dos
eventos indices e no ultimo follow up foram analisadas pela escala de

disfuncao visual e medular desenvolvida para mensurar sequelas da NMO.
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(Wingerchuk et al.,1999) onde o escore minimo (zero) indica exame
neurolégico normal e o escore maximo (7 na escala visual, 6 na escala
motora, 4 na escala sensitiva e 4 na escala esfincteriana) indicam perda da
funcdo. A disfungado grave visual ou motora é indicada por escores iguais ou
maiores do que 4 enquanto a disfungdo grave sensitiva e esfincteriana, por

escores iguais ou maiores do que 3.

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado um estudo descritivo, utilizando a média e desvio padrao para as
variaveis continuas e a distribuicdo da frequéncia absoluta e relativa para as
variaveis categoricas. O teste qui-quadrado foi utilizado para comparar grupos

quanto as variaveis.

A avaliacdo da associagdo entre as variaveis demograficas e clinicas e a
presenca do anticorpo foi realizada pela analise bivariada, por meio de odds ratio

(OR) brutas e ajustadas, assumindo-se intervalos de 95% de confianga.

Foi aplicado o método de Kaplan-Meier visando identificar possiveis
diferengas no tempo para alcangar os desfechos (NOB, PLEGIA OU MODELO
DEVIC) entre os grupos soropositivos e soronegativos. Foi considerado como
censura aqueles que completaram 5 e 10 anos de seguimento livres da ocorréncia

dos desfechos.

O teste de log rank foi usado para medir a diferenga do tempo para alcangar

os desfechos entre os grupos.
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7 RESULTADOS

7.1 COMPARACAO ENTRE PACIENTES NMO DE ACORDO COM O IGG STATUS

Dos 48 pacientes com NMO estudados, 25 foram soropositivos para anti-
AQP4 e 23 soronegativos, com média de idade na primeira manifestagcéo
neurolégica da doenga de 28,4 (DP +13,84) anos e 35,87 (DP £13,9) anos
respectivamente. Considerando os grupos, o ano de inicio dos soropositivos foi 1999
(1976-2006) e dos soronegativos, 2002 (1983-2008) e o tempo de doenga, entre

soropositivos de 14 anos (4 a 39) e entre soropositivos de 11 anos (4 a 32).

As caracteristicas demograficas demonstradas na tabela 1 evidenciam que
somente a idade de inicio da doenca apresentou significancia estatistica na

comparagao entre os grupos, com inicio mais precoce nos pacientes soropositivos.
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Tabela 1: Distribuigdo das caracteristicas demograficas segundo o IgG NMO
status (Todos os pacientes)

Anti-AQP4 (+) Anti-AQP4 (-)
N (%) N (%)
Variavel Valor de p*
Raca/cor da pele
Branca 8 (32,0%) 13 (56,5%) 0,145
Nao branca 17 (68,0%) 10 (43,5%)
Sexo
Masculino 1(4,0%) 4 (17,4%) 0,180
Feminino 24 (96,0%) 19 (82,6%)
Idade ao inicio da doenca
0-30 anos 16 (64,0%) 8 (34.8%) 0,043
30 anos ou mais 9 (36,0%) 15 (62,5%)
Tempo de doenga
0-14 anos 10 (40,0%) 14 (60,9%) 0,248
14 anos ou mais 15 (60,0%) 9 (39,1%)
Doencgas imunoldgicas
associadas
Sim 2(8%) * 3 (13,0%)** 0,600
Nao 23 (92,0%)

20 (87,0%)

*LES, Miastenia gravis
tipo 1

** Sindrome do anticorpo antifosfolipideo (2), diabetes
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Na Tabela 2 nés estudamos os dados relativos as caracteristicas clinicas iniciais dos
48 pacientes com NMO segundo a positividade ou ndo dos anticorpos anti-AQP4.
Neste estudo, observamos que a NO foi a manifestagcdo clinica mais comum nos
individuos soropositivos (48%) contra 34,8% dos pacientes soronegativos. As
manifestacbes encefalicas fora dos nervos opticos, como as lesbes de tronco
cerebral e encefalopatias foram da mesma forma mais comuns nos pacientes
soropositivos (Tabela 2). Em contrapartida, 60,9% dos pacientes soronegativos
desenvolveram inicialmente mielite transversa (MT), se comparado aos 28% dos
pacientes soropositivos. Apesar de manifestacbes como a neurite Optica e mielite
transversa terem se mostrado diferentes entre os dois grupos, ndo houve diferengas
estatisticamente significativas entre os mesmos.

O mesmo pode ser dito com relacédo ao tipo de evento indice. Apesar de nao
ter sido possivel identificar diferengas estatisticamente significativas, observamos
uma maior tendéncia a NO, no grupo soropositivo (56,0%) e a MT no grupo
soronegativo (60,9%) (Tabela 2).

No que diz respeito aos intervalos de tempo entre os eventos indices, também
nao foi possivel observar diferengas significativas entre os grupos nos intervalos
considerados, dados pela mediana (10 meses), (Tabela 2).

Com relagdo ao evento indice visual, ambos os grupos apresentaram uma
frequéncia maior de NO bilateral, sem que, contudo, tivesse sido possivel observar
diferencas significativas entre os grupos soropositivo e soronegativo (Tabela 2).

Sobre o evento indice medular, a MT completa foi mais frequente (73,9%) nos
pacientes soronegativos, contra 60% dos pacientes soropositivos. Apesar da
diferenca, esta também nao se mostrou estatisticamente significativa (Tabela 2).

Quando analisamos as disfungdes neuroldgicas at nadir e at recovery, nao foi
possivel observar qualquer diferenga significativa entre os grupos soropositivo e
soronegativo no que diz respeito as fungbes visuais, sensitivas, motoras e

esfincterianas apos o primeiro surto (Tabela 2).
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Tabela 2: Distribuigdo das caracteristicas clinicas segundo o status IgG-NMO

IgG-NMO + 1gG-NMO -

Variavel N = 25(%) N =23 (%) P OR (95%Cl)
Manifestacéo inicial
Neurite 6ptica (NO) 12 (48,0) 8 (34,8)
Mielite transversa (MT) 7 (28,0) 14 (60,9)
Optico medular (OMT) 1(4,0) 0(0,0)0 0,133 -
Sindrome de tronco cerebral 3(12,0) 1(4,3)
Encefalopatia 2 (8,0) 0 (0,0)
Evento indice (E)
NO 14 (56,0) 9(39,1)
MT 9 (36,0) 14 (60,9) 0,129 -
OoMT 2(8,0) 0(0,0)
Intervalo entre os Els (meses)
<10 meses 13(52,0) 12(52,2)
0,990 0,993 (0,320-3,085)
[1 10 meses 12 (48,0) 11 (47,8)
El visual
NO bilateral 14 (56,0) 12 (52,2) 0.790 1,167 (0.374-3,637)
NO unilateral 11 (44,00 11(47,8) ’ ’ ’
El medular
MT Completa 15(60,0) 17 (73,9) 0.307 0,529 (0.155-1,806)
MT Parcial 10 (40,0) 6 (26,1) ' ’ ’ ’
Disfuncéo visual "at nadir"
Escore 24 22 (88,0) 20 (87,0) 0.913 1,100 (0,199-6,088)
Escore < 4 3(12,0) 3(13,0) ' ’ ’ ’
Disfunc¢dao visual "at recovery"
Escore 24 12 (48,0) 12 (52,2)
0,773 0,846 (0,272-2,629)
Escore < 4 13(52,0) 11 (47,8)
Disfuncdo motora "at nadir"
Escore 2 4 14 (56,0) 14 (60,9)
0,732 0,818 (0,259-2,587)
Escore <4 11 (44,0) 9(39,1)
Disfuncdo motora "at recovery"
Escore =4 22 (88,0) 20 (87,0) 0.913 1,100 (0,199-6,088)
Escore < 4 3(12,0) 3(13,00 ’ ’ ’
Disfuncéo sensitiva "at nadir"
Escore =24 6 (24,0) 8 (34,8) 0.412 0,592 (0.169-2,080)
Escore <4 19 (76,00 15(65,2) ' ’ ’ ’
Disfuncéo sensitiva "at recovery”
Escore 24 1(4,0) 0 (0,0)
0,332 0,511 (0,386-0,676)
Escore <4 24 (96,0) 23 (100,0)
Disfunc¢ao esfincteriana "at nadir"
Escore 2 3 8 (32,0) 7(30,4)
0,907 1,076 (0,317-3,653)
Escore <3 17 (68,0) 16 (69,6)
Disfuncdo esfincteriana "at recovery"
Escore 2 3 3(12,0) 2(8,7)
0,708 1,432 (0,217-9,444)
Escore < 3 22 (88,0) 21(91,3)
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Na tabela 3, n6s analisamos a distribuicdo das caracteristicas clinicas no
ultimo “follow up” segundo a positividade ou negatividade dos anticorpos anti-AQP4.

No que diz respeito a disfungcdo visual, a neurite Optica bilateral foi mais
comum nos pacientes soropositivos, acometendo 15 dos 25 pacientes estudados
(60%), se comparado aos 21,7 % dos pacientes soronegativos (5 de 23). Ja as
lesdes visuais unilaterais foram mais comuns entre os pacientes soronegativos
atingindo 18 dos 23 pacientes estudados. As diferengas entre os dois grupos
estudados mostram-se bastante consistentes, com elevado nivel de significancia
(p=0,007) (tabela 3).

Também se mostraram significantes (p=0,03) as diferencas relacionadas a
gravidade das disfung¢des visuais observadas nos dois grupos estudados. Oitenta e
oito por cento (22 de 25) dos pacientes soropositivos apresentaram um “escore”
maior ou igual a 4, contra 60% (14 de 23) dos pacientes soronegativos que
apresentaram “escore” semelhante (Tabela 3).

No que concerne a gravidade das disfun¢gdes motoras, estas se mostraram,
da mesma forma, mais significativas entre os pacientes soropositivos. Sessenta e
quatro por cento destes pacientes teve um “escore” igual ou maior do que 4. Em
contrapartida, 78% (18 de 23) dos pacientes soronegativos. A comparagao efetuada
entre os dois grupos demonstrou claramente uma maior gravidade no que diz
respeito a gravidade das disfungdes motoras no grupo de pacientes soropositivos
(p=0,003), havendo menos de 1% de chance de os resultados terem sido obtidos
casualmente (Tabela 3).

Resultados semelhantes foram obtidos com relacdo a disfungdo esfincteriana
com p=0,025, para um “escore” igual ou maior do que 3; e para as disfungdes
sensitivas, com p=0,05, para um “escore” igual ou superior a 4 para as disfungdes
mais graves (Tabela 3).

Quando utilizamos EDSS como forma de avaliacdo das disfuncdes
neurologicas e admitimos os graus maior ou igual a 6 ou maior ou igual a 7 (Tabela

[{e )

3, indicativos de maior gravidade, foi possivel observar valores de “p” extremamente
significativos, proximos de zero, o que indica mais uma vez que a presenga dos
anticorpos anti-AQP4 contribui significativamente para a maior gravidade da NMO.

Com o fito de juntar num mesmo grupo os principais parametros indicativos de
gravidade na NMO, criamos o chamado Modelo Devic, visto que a escala EDSS né&o

contempla um dos dois principais “eventos indices” da neuromielite optica, isto €, a
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neurite Optica. Assim, agrupamos dentro do Modelo Devic os valores minimos
correspondentes aos maiores graus de disfungao neurolégica dentro das diferentes
escalas e comparamos os resultados nos dois grupos de pacientes (soropositivos e
negativos). Assim, foi possivel demonstrar que os enfermos que apresentavam
maiores disfungdes neuroldgicas globais eram justamente os do grupo soropositivos,

com o valor de “p” proximo de zero (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo das caracteristicas clinicas na ultima avaliacdo de acordo com
a positividade do anticorpo

Variavel 'I%G_';‘g'(?/;’ IgG-NMO - P OR (95%CI)
B %) N =23 (%)
Disfuncéo visual
NO bilateral 15 (60,0) 5(21,7) 0.007 5400 (1,511-19,207)
NO unilateral 10 (40,0) 18(78,3) ' ’ ’ ’
Gravidade da disfunc¢dao visual
Escore 24 22 (88,0) 14 (60,9)
0,030 4,714 (1,086-20,472)
Escore <4 3(12,0) 9(39,1)
Gravidade da disfuncao motora
Escore 24 16 (64,0) 5(21,7)
0,003 6,400 (1,772-23,110)
Escore < 4 9 (36,0) 18 (78,3)
Gravidade da disfuncéo sensitiva
Escore =4 ©(240) 143 0,054 6,947 (0,767-62,964)
Escore < 4 19(76,0) 22(95,7) ’ ’ ’
Gravidade da disfuncéo esfincteriana
Escore 23 12 (48,0) 4(17,4) 0,025 4385 (1,156-16,636)
Escore < 3 13(52,00) 19(82,6) ' ’ ’ ’
EDSS
26,0 16 (64,0) 4(17,4)
0,001 8,444 (2,184-32,658)
<6,0 9 (36,0) 19 (82,6)
EDSS
27,0 15 (60,0) 2(8,7)
0,000 15,750 (3,005-82,542)
<7,0 10 (40,0) 21 (91,3)
Modelo DEVIC
Visual bilateral e motora graves 13 (52,0) 1(4,3)
0,000 23,833 (2,770-205,043)
Outros 12 (48,0) 22(95,7)

Na Tabela 4, n6s comparamos os pacientes que desenvolveram o Modelo
Devic aos demais pacientes. Quatorze dos quarenta e oito pacientes estudados
preencheram o Modelo Devic, definido por grave disfungdo visual bilateral e

paraplegia/tetraplegia (Tabela 4). Destes pacientes 93,0% eram mulheres e 63,0 %
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afrodescendendes. Dos quatorze que atingiram o desfecho de grave disfuncao

motora e visual (modelo Devic), somente 1 paciente era soronegativo, com uma

mediana de tempo de 11 anos de doenga (minimo de 4 e maximo de 35 anos).

Comparando as caracteristicas clinicas iniciais da doenca n&do houve diferenga entre

0s grupos, exceto quanto a gravidade da disfungao visual e esfincteriana na fase de

remissao (at recovery) dos eventos indices visual e medular.

Tabela 4: Modelo DEVIC comparado aos demais pacientes

Varivel M[;)ecil/?::o Outros o OR (95%CI)
N=14 () N34
Manifestacdo inicial
Neurite dptica (NO) 7 (50,0) 13 (38,2)
Mielite transversa (MT) 3(21,4) 18 (52,9)
Optico medular (OMT) 0(0,0) 1(2,9) 0,069 -
Sindrome de tronco cerebral 2 (14,3) 2 (5,9)
Encefalopatia 2 (14,3) 0(0,0)
Evento indice (E)
NO 8 (57,1) 15 (44,1)
MT 5(35,7) 18 (52,9) 0,500 -
OMT 1(7,1) 1(2,9)
Intervalo entre os Els (meses)
<10 meses 6 (42,9) 19 (55,9) 0412 0,592 (0.169-2,080)
71 10 meses 8 (57,1) 15 (44,1) ’ ’ ’
El visual
NO bilateral 9 (64,3) 17 (50,0) 0367 1,800 (0,499-6,496)
NO unilateral 5(35,7) 17 (50,0) ’ ’ ’
El medular
MT completa 10 (71,4) 22 (64,7) 0653 1,364 (0,351-5,203)
MT parcial 4 (28,6) 12 (35,3) ’ ’ ’
Disfuncdo visual "at nadir"
Escore 24 14 (100,0) 28 (82,4)
0,093 1,500 (1,211-1,858)
Escore < 4 0(0,0) 6 (17,6)
Disfuncdo visual "at recovery"
Escore 24 3(21,4) 21 (61,8)
0,011 0,169 (0,040-0,721)
Escore < 4 11 (78,6) 13 (38,2)
Disfuncdo motora "at nadir”
Escore =24 10 (71,4) 18 (52,9) 0238 2,222 (0,581-8,494)
Escore < 4 4 (28,6) 16 (47,1) ’ ’ ’
Disfuncdo motora "at recovery"
Escore =24 12 (85,7%) 30 (88,2%) 0.810 0,800 (0,129-4,960)
Escore < 4 2 (14,3%) 4 (11,8%) ’ ’ ’

Disfuncéo sensitiva "at nadir"
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Escore =24 4 (28,6) 10 (29,4) 0954 0,960 (0,243-3,794)
Escore < 4 10 (71,4) 24 (70,6) ’ ’ ’
Disfunc¢do sensitiva "at recovery"
Escore 24 1(7,1) 0 (0,0)
0,115 0,277 (0,174-0,439)
Escore < 4 13 (92,9) 34 (100,0)
Disfuncéo esfincteriana "at nadir"
Escore 2 3 6 (42,9) 9 (26,5)
0,266 2,083 (0,565-7,676)
Escore < 3 8 (57,1) 25 (73,5)
Disfungéo esfincteriana "at recovery"
Escore =2 3 4 (28,6) 1(2,9) 0008 13,200 (1,320-
Escore < 3 10 (71,4) 33(97,1) 132,014)

7.2 ANALISE DE SOBREVIDA

Analisamos por curvas de Kaplan Meier o tempo (em anos) para pacientes
soropositivos e soronegativos alcangcarem o MODELO DEVIC. Entre 25 pacientes
soropositivos 13 desenvolveram o modelo DEVIC (13/25 — 52,0%) e entre os
soronegativos apenas 1 (1/23 — 4,34%).

Considerando o tempo total de doenga, e aplicando-se o teste do Log Rank
observa-se diferenca estatisticamente significante nesta distribuicdo (p= 0,002)
(Figura 20).
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Figura 20: Curva de Kaplan Meier demonstrando o tempo total de doencga para pacientes
soropositivos e soronegativos alcangarem o modelo DEVIC
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Considerando o tempo de doencga de 5 anos , e aplicando-se o teste do Log
Rank oberva-se tendéndia nesta distribuicdo ( p 0,059). No tempo de doenca de 10
anos, fica confirmado pelo Teste Log Rank a diferenga entre os grupos

soropositivos e soronegativos (Figura 21).
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Figura 21: Curva de Kaplan Meier demonstrando o tempo (em 10 anos) para pacientes
soropositivos e soronegativos alcangarem o modelo DEVIC

7.3 MORTALIDADE

Até marco de 2015, 9/48 (19%) dos pacientes com NMO (88,9% mulheres e
66.7% afro brasileiras) foram ao ébito. O tempo para o 6bito variou de quatro a 16
anos, com uma média de 9,88 anos e desvio padrao de 4,59 anos e uma mediana
de 11 anos.

Embora a soropositividade para o anticorpo anti-AQP4 tenha sido
comprovada na maioria destas pacientes (7/9) o teste Log-Rank nao demonstrou

diferenca significativa entre os grupos (p=0.214).
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8 DISCUSSAO

A neuromielite optica € uma doenca autoimune que por muito tempo foi
considerada como uma forma variante de esclerose multipla. Apesar das diferencas
clinicas, histopatolégicas e radioldgicas terem sido identificadas ao longo dos anos,
a descoberta dos anticorpos anti-AQP4 em 2004 contribuiu para reforcar as
diferengas entre essas duas enfermidades que a esta altura ja eram consideradas
como doengas distintas. Esses anticorpos, quase sempre da subclasse IgG1, ligam-
se com alta afinidade sobretudo aos epitopos do terceiro dominio extracelular dos
tetr@meros das isoformas M23 de AQP4 (TANI et al., 2009; MADER et al., 2010;
CRANE et al.,, 2011; VERKMAN et al., 2011). Essas moléculas se encontram
predominantemente na forma de OAPs sobre a superficie das células, formando
complexos macromoleculares com importantes estruturas do citoesqueleto, além das
moléculas de EAAT2 e Kir4.1 presentes nas membranas dos pés terminais dos
astrocitos das regides de interface com o sistema liquorico (HINSON et al., 2008).

Desde a descoberta dos anticorpos anti-AQP4, a maior parte dos
pesquisadores, acreditou que os anticorpos fossem essenciais ao desenvolvimento
da NMO, dada as multiplas fungdes da AQP4 nas células e suas implicagdes na
fisiologia do SNC como um todo. Embora essa hipétese se mostrasse tentadora, ela
ia de encontro as observacbes dos casos de NMO, muito bem estabelecidos
segundos os critérios de Wingerchuk e cols. (2006), que se mantinham
soronegativos ao longo de toda a evolugdo de enfermidade. Da mesma forma
intrigante, eram os casos de pacientes que apresentavam outras doencgas
autoimunes, eram soropositivos para anti-AQP4 e apresentavam manifestacoes
neuroldgicas.

Um dos principais objetivos deste trabalho € estudar numa coorte de pacientes
provenientes do Centro de Referéncia em Esclerose Multipla do Rio de Janeiro, a
positividade dos anticorpos anti-AQP4 em pacientes com NMO e a sua correlacao
com as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes, tais como o
prognostico, a mortalidade e morbidade da doencga nestes enfermos.

Em nossa série, ndo houve correlacdo entre a soropositividade e o sexo, a
raca, o tempo de evolugdo da doencga e a presenga de co-morbidades autoimunes,
ao contrario de varios trabalhos (tabela 1) onde foi possivel observar uma correlagéao

positiva entre a soropositividade e o sexo feminino.
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O dado mais interessante da primeira fase das analises foi demonstragao da
correlagao positiva entre a soropositividade e a idade dos pacientes; havendo alto
grau de significancia da positividade (0,043) em pacientes mais jovens (0 — 30 anos).
Os motivos para isto ndo nos parecem muito claros. Sabe-se que doencas
autoimunes sdo mais frequentes em pessoas mais velhas do que a faixa de idade
apresentada pelos pacientes soropositivos. Isto podera estar relacionado
diretamente aos fatores que levam a ruptura inicial da barreira hematoencefalica e a
quebra de tolerancia aos autoantigenos do SNC. Todavia, isto ndo passara apenas
do terreno especulativo.

Outro dado que chamou a atencdo em nossos resultados € que ndo houve
correlagdo significativa entre a soropositividade com as caracteristicas clinicas
iniciais da doencga, com o tipo de evento indice, bem como o intervalo e a gravidade
destes mesmos eventos. Da mesma forma, ndo houve correlagao significativa a
recuperagao dos pacientes at recovery das lesdes visuais, motoras, sensitivas e
esfincterianas (Tabela 2). Todavia, apesar do baixo nivel de significancia entre os
eventos correlacionados, € possivel observar algumas tendéncias nas diferengas
entre os percentuais que vao se acentuando com o passar do tempo e atingir nivel
de significancia na medida em que a doenca evolui. Assim, quando olhamos para a
4, as diferengcas nao significativas apontadas se acentuam e passam a ser
significativas para praticamente todos os parametros estudados, com os pacientes
soropositivos atingindo em sua maioria 0 Modelo Devic.

Tomados em conjunto, esses resultados demonstram inequivocamente a
influéncia da positividade dos anticorpos anti-AQP4 na gravidade da NMO; o que vai
ao encontro das observacbes de muitos autores (quadro 6), os quais fizeram as
mesmas comparagdes e chegaram a conclusdes semelhantes.

A evolugao desfavoravel dos pacientes soropositivos torna-se ainda mais clara
guando olhamos para o numero de pacientes que atingiram o Modelo Devic. Dos 25
pacientes soropositivos, 13 (52%) atingiram esta forma mais grave da enfermidade,
contra apenas 1 (4,3%) dos soronegativos. Ficou da mesma forma patente a
dificuldade na recuperagao visual e esfincteriana dos pacientes soropositivos que
chegaram ao Modelo Devic.

As analises de sobrevida trouxeram neste estudo informacdoes preciosas
quanto ao tempo que os pacientes soropositivos e soronegativos levaram para

alcancar o ponto de maior gravidade da NMO (Modelo Devic). Considerando um
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tempo de 5 anos, as analises das curvas de Kaplan Meier, ja demonstra uma clara
tendéncia do pior prognostico entre os pacientes soropositivos, o que pbde ser
confirmado através do teste do Log Rank (p=0,059). O mesmo teste aplicado para
um tempo de 10 anos mostrou inequivocamente que a doenga € mais grave nos
pacientes soropositivos (p=0,002).

Com relacdo a mortalidade, apesar da maior parte dos pacientes que
morreram terem sido soropositivos (7 de 9 pacientes), o teste Log-Rank nao

demonstrou diferenga signitiativa (p=0,214) entre os grupos.

+ Os anticorpos anti-AQP4 e imunopatologia da NMO

Os resultados apresentados neste trabalho apontam claramente para o
envolvimento dos anticorpos anti-AQP4 na imunopatogénese da NMO, tirando-o da
condicdo de mera condigao de adjuavante para um elemento ativo e determinante
de gravidade. Todavia, muitas questdes sem resposta ainda sem resposta merecem
ser consideradas no diz respeito a forma como esses anticorpos atuam.

Uma dessas questdes € que esses anticorpos ndo se mostravam patogénicos
ou sao capazes de reproduzir experimentalmente a enfermidade, quando injetados
em camundongos e ratos, mesmo se inoculados com complemento humano
diretamente na veia dos animais. Tal impossibilidade de reproducéo experimental da
doenga desponta como um contrassenso, posto que sejam as moléculas de AQP4
dos cortes de SNC desses animais, 0os antigenos para os quais os anticorpos
humanos se acham voltados com alta afinidade nos ensaios de imunofluorescéncia
indireta. Ademais, moléculas de IgG, que cruzam facilmente a barreira placentaria,
nao se mostram capazes de causar alteragdes neuroldgicas nos bebés de mulheres
com NMO, ao contrario de boa parte das doengas autoimunes conhecidas
(PALMEIRA et al., 2012).

Entretanto, ensaios muito bem conduzidos, “in vitro”, demonstram que estes
mesmos anticorpos anti-AQP4, purificados do soro dos pacientes, quando na
presenca de complemento, sdo capazes de induzir a lise de células alvo, quando na
presenca de complemento, ou induzir a interiorizacdo dos complexos
macromoleculares de membrana que contém AQP4 e EAAT2.

Mas como explicar tantos paradoxos envolvendo um anticorpo numa doenca

autoimune?
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Problemas como este vém sendo levantados por diferentes grupos de
pesquisadores, que como 0 NOSSO grupo, ja ha algum tempo chamando a atencéao
para o papel das células T na imunopatogénese da NMO.

Naturalmente que o repertorio de imunoglobulinas que compdéem o sistema
imune de um individuo é formado por muitos bilhdes de tipos diferentes de
moléculas de anticorpos multiespecificas, capazes de se ligar com afinidade variavel
tanto aos antigenos proprios quanto nao proprios. Dentro deste repertorio, observa-
se a ocorréncia normal de autoanticorpos tanto de classe M (IgM), produzidos por
células B1, quanto da classe G (IgG), produzido pelas demais células B (NAGELE et
al., 2013). Sabe-se ainda que a sobrevivéncia ou ndo de um clone autoagressor de
linfocitos B depende, além do imprescindivel encontro casual com o seu respectivo
autoantigeno, da agdo moduladora exercida pelas citocinas produzidas por clones
especificos ou ndo de células T helper, cuja atividade pode ser controlada ou nao
por citocinas de células T reguladoras, como a IL-10 e o TGF-[J]. Assim, a simples
presenca clones de células B autoagressoras e seus respectivos autoanticorpos,
nao constitui em nenhuma hipétese uma condi¢gdo unica, necessaria e suficiente,
para o desenvolvimento da doenga autoimune. Ao contrario, varias combinacdes de
eventos parecem concorrer para que a doenga autoimune uma vez iniciada se
perpetue.

Nosso grupo, assim como outros pesquisadores, tem demonstrado que o
estado de autoagressao na NMO decorre da ativagdo do eixo IL-8/IL-17, seja no
sangue periférico, seja no liquor (ISHIZU et al., 2005, LINHARES et al., 2013a). Este
aparente estado de hiperatividade Th17, com aumento das citocinas relacionadas a
este fendtipo, pode ser observado tanto no soro quanto no liquor de pacientes com
NMO, sejam eles soropositivos ou nado (LINHARES et al.,, 2013a). Além disso,
ensaios “in vitro” demonstraram também a existéncia de respostas significativamente
mais elevadas das células mononucleares periféricas dos pacientes com NMO as
bactérias Gram negativas, como a Escherichia coli (BARROS et al., 2013), assim
como, respostas anormalmente baixas dessas mesmas células aos efeitos inibitorios
sobre a proliferacdo celular e a producdo de citocinas provocados pelos
glicocorticoides (dexametasona). Estes resultados justificam de certa forma a
necessidade de doses terapéuticas muito elevadas de corticoides para controlar os
surtos de NMO (LINHARES et al., 2013a).
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A exacerbacao do perfil fenotipico Th17 dos pacientes com NMO ajudam a
explicar o padrao inflamatoério caracteristico da doenca, isto €, de infiltrados ricos em
linfécitos T (CD4+ e CD8+), células B e elementos proprios da resposta imune inata,
como eosindfilos, polimorfonucleares e macréfagos. Além disso, € possivel observar
a deposicao de subprodutos da ativacdo do complemento e de imunocomplexos,
com a intensa hialinizagdo dos vasos sanguineos e a escassez de moléculas de
aquaporina-4 no centro das lesdes da maioria dos casos (Figura 5) (MISU et al.,
2006, 2007).

Embora este padréao inflamatério no SNC dos pacientes com NMO seja bem
caracteristico, nao fazendo distingdo se os pacientes sdo soropositivos ou
soronegativos, os imunocomplexos encontrados nas lesbées ndo podem, em
nenhuma hipoétese, serem atribuidos exclusivamente a deposi¢ao de anticorpos anti-
AQP4 ligados aos respectivos epitopos-alvo das moléculas AQP4, ja que em pelo
menos 30% dos casos de NMO sao soronegativos. Diante disto, uma pergunta
imediatamente se impde: de onde ent&o estariam vindo esses imunocomplexos?

A resposta a esta questdo parece vir de dentro da prépria fisiologia do sistema
imune, ja que a simples abertura da microcirculagdo pela ativagcdo endotelial
induzida por citocinas e quimiocinas inflamatérias € suficiente para que
imunocomplexos de varias etiologias diferentes ou autoanticorpos entrem nos sitios
inflamados e 14 se depositem. Portanto, a presenca de anticorpos anti-AQP4 no soro
de pacientes com NMO nao nos parece em hipétese alguma condigdo “sine qua
non” para o desenvolvimento desta enfermidade. Todavia, por suas caracteristicas
“citotoxicas”, a sua presenga pode e deve agravar significativamente a doenca,
como ficou muito bem estabelecido em nossos resultados.

Em nossos estudos, embora ndo tenha sido possivel observar diferencas
significativas quanto a idade, sexo ou raga, foi possivel demonstrar que foram
justamente os pacientes soropositivos aqueles que evoluiram para as formas mais
graves da doencga (forma Devic). Embora esses resultados contrastem com aqueles
relatos apresentados por JIAO e cols. (2013) e CHANSON e cols. (2013), eles vao
ao encontros das observacgdes feitas por TAKAHASHI e cols. (2007), WANG e cols.
(2011), YANG e cols. (2013) e JARIUS e cols. (2012) (Quadro 6). Este ultimo autor,
num estudo multicéntrico envolvendo 175 pacientes com sindrome do complexo da
NMO, dos quais 119 tinham histéria de NO e MT, demonstrou que os enfermos

soropositivos, os quais eram predominantemente do sexo feminino, apresentaram
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recaidas clinicas mais graves ao longo do tempo. Além do mais, a perda da
acuidade visual durante os surtos de neurite 6ptica aguda (NO) foi mais frequente e
mais grave nos pacientes soropositivos, da mesma forma que os pacientes por nos
estudados.

Tudo isto contribui para a confirmacédo da hipotese de que a soropositividade
esta relacionada a gravidade da NMO e que os anticorpos anti-AQP4 nao sdao um
mero epifendmeno na doenga, mas contribuiem decisivamente para o desfecho da
mesma.

Tomados em conjunto, nossos resultados indicam claramente a participagao
dos anticorpos anti-AQP4 com um fator determinante de agravamento da NMO.
Todavia, por quanto foi visto acima também, ndo é possivel afirmar que os
anticorpos anti-AQP4 sejam os elementos iniciadores da enfermidade, ja que estes
podem estar ausentes em cerca de 30% dos casos (FAZIO et al., 2009; KIM et al.,
2012) ou ainda estar presente no soro de individuos com outras doencgas
autoimunes ou com alergias alimentares, através de mimetismos moleculares, com
ou sem manifestagdes outras neurologicas (VOJDANI et al., 2015).

Outra hipétese envolvendo os autoanticorpos e ser considerada é que durante
a instalagdo do processo inflamatério, havendo ou nao anticorpos anti-AQP4
presentes no microambiente, a exposicao a diferentes DAMPs pode levar a quebra
de tolerancia para varios autoantigenos diferentes (RUBARTELLI et al., 2007). Isto é
0 que teoricamente se espera; mas quando os cortes de tecido de sistema nervoso
central sdo expostos ao soro de pacientes soropositivos, sdo as moléculas de AQP4
as uUnicas que aparentemente sido marcadas. Havendo outros autoanticorpos, a
inexisténcia de marcagdo em tecidos xenogénicos, s6 pode ser explicada se as
moléculas alvo nao forem suficientemente conservadas ao longo da escala
filogenética, o que ndo é o caso das moléculas das aquaporinas. Isto se repetiria
também nos testes de ELISA e naqueles com células transfretadas (HEK 293) com
genes de AQP4, ja que em ambos os casos trabalhamos com antigenos especificos
e nao com pool total de antigenos do SNC. Embora uma resposta precisa nao possa
ser dada neste momento, alguns autoanticorpos nao relacionados especificamente a
NMO vém sendo relatados em outras doencas do complexo da NMO, como, por
exemplo, os anticorpos anti-MOG, descritos sobretudo em pacientes soronegativos.

Moléculas de anticorpos normalmente nido estdo presentes nos tecidos. Elas

sdo produzidas por linfécitos B principalmente dentro dos linfonodos, os quais
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concentram os antigenos dispersos pelo corpo. Elas estdo presentes no soro,
tomando parte de uma extensa rede de conectividade através das interacbes com os
idiotipos de outras moléculas de anticorpos e dos receptores de antigenos das
células T. No soro, as moléculas de anticorpos atuam como neutralizantes de
antigenos soluveis, elas favorecem a fagocitose de microrganismos e a ativagéo das
proteinas do complemento. Elas tém acesso ao interior dos tecidos, inicialmente
lesados ou n&o, no bojo de um conjunto de eventos que levam a ativagao endotelial
e a transmigracao de células e moléculas para o interior das areas inflamadas.

A producgao de autoanticorpos pelas células B fora dos linfonodos, ou seja, no
interior dos tecidos lesados € algo questionavel e somente em poucos casos, como
na EM, por exemplo, tem sido possivel observar. Todavia, mesmo na EM esbogos
rudimentares de centros germinativos de linfonodos foram descritos e relacionados a
producao das bandas oligoclonais (TOURTELLOTTE et al., 1984).

Existem muitas controvérsias sobre o real papel das células B e seus
anticorpos na manutengao de respostas autoimunes prolongadas. Anticorpos s&o
moléculas multiespecificas, capazes de se ligar com afinidade variavel a diferentes
antigenos sejam eles préprios ou ndo. Dentro da extensa rede de conectividade de
interacdes idiotipicas de que participa, o niumero de células de um clone de linfécitos
B e seus respectivos anticorpos pode variar em fungdo da presenca de agentes
perturbadores externos ou simplesmente como resultado de interagdes estruturais
internas do préprio sistema imune, onde clones de células autoagressoras podem
naturalmente aparecer e desaparecer como fruto da deriva natural de um sistema
dindmico e cadtico. Assim, a questao fundamental ndo € se os clones de B células
autoagressoras existem ou nao, até porque as células B n&o passam por critérios de
selecdo clonais tao rigidos quanto as células T. O importante é saber se as células B
autoagressoras, que normalmente tomam parte da rede de idiotipica, sdo capazes
sustentar respostas autoimunes prolongadas, juntamente com as células T (JERNE
1985,1989; ERLANGER et al., 1989).

Respostas inflamatdrias com morte excessiva de células e dificuldade de
eliminacao de tecidos necrosados, assim como de debris apoptéticos, podem fazer
proliferar e escapar ao autocontrole células B potencialmente autoagressoras. Esse
auto reatividade pode estar voltada para diferentes tipos de DAMPs, inclusive par
moléculas de TLRs. Assim, células B engajadas, pela ativacdo de seus receptores

de antigenos ou de TLRs podem levar a quebra de tolerancia e ao desenvolvimento
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da doenca autoimune, caso haja um adequado assessoramento das células T
(MARTINS et al., 2015; SUURMOND; DIAMOND, 2015).

O resultado da combinagéo de anticorpos com antigenos (préprios ou ndo) € a
formagdo de macromoléculas de imunocomplexos, cujo depdsito constitui uma das
principais caracteristicas do quadro histopatolégico da NMO. Essas macromoléculas
formam-se normalmente no organismo sao eliminadas principalmente por
macrofagos, através da endocitose via receptores de Fc. A deposigdo dos
imunocomplexos nos tecidos depende, entre outras coisas, das caracteristicas
fisico-quimicas dos mesmos e das propriedades locais da microcirculagdo. Os rins
sdo Orgaos especialmente susceptiveis a esta deposicao e a subsequente formacéao
de vasculites, dadas peculiaridade de seus tufos glomerulares (PETI-PETERDI,
KIDOKORO; RIQUIER-BRISON, 2015). Assim, nas glomerulonefrites pos-
estreptocdcicas, no lupus eritematoso sistémico e na doenca do soro o paciente
podera rapidamente evoluir para a insuficiéncia renal na dependéncia da extensao
das lesbes. Entretanto, os imucocomplexos podem ser formados nos proprios
orgaos-alvo de deposi¢cdo, como na glomerulonefrite de Goodpasture (HELLMARK;
SEGELMARK, 2014). Em ambos os casos, a ativagao endotelial com a liberagcédo de
citocinas quimioatraentes (IL-8, IL-17), induzira a migracdo de células fagociticas
como macrofagos, polimorfonucleares e até mesmo eosindfilos, assim como a
fixagdo e a deposicédo de proteinas do complemento. Estes processos inflamatorios
nao parecem diferir muito daqueles observados na NMO, contando aparentemente
com a mesma acao imunomoduladora primaria dos linécitos Th17 (ZHANG et al.,
2013).

Curiosamente, doencas produzidas por imunocomplexos, com
imunopatogénese diferente da tradicional doencga soro ja haviam sido descritas por
John Auer, cinco anos antes da descoberta das moléculas de anticorpos por
Landsteiner em 1925. Auer em seu classico trabalho de 1920 (AUER, 1920)
demonstrou que a simples pincelagem de xilol nas orelhas de coelhos previamente
sensibilizados com albumina bovina e a subsequente inoculacao intravenosa desta
mesma albumina gerava "imunocomplexos” em quantidade suficiente para necrosar
as orelhas dos animais e até mesmo mata-los de glomerulonefrite aguda. Esta
pequena curiosidade citada aqui nesta discussdo, pode representar um dos
principais pilares de sustentagcdo da fisiopatologia de inflamatdrias, sejam elas de

natureza autoimune ou nao. E por que nao dizer da propria NMO?
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Doengas como a NMO tém certamente mecanismos patogénicos muito
complexos e provavelmente envolve diversos processos imunopatogénicos
diferentes. Um possivel fenbmeno que ndo esta relacionado diretamente a
deposicdo de imunocomplexos, mas que pode perfeitamente contribuir para a
deposicdo dos mesmos e facilitar a entrada de anticorpos anti-AQP4 especificos nas
lesdes € a chamado fendbmeno de Schwartzman, descrita originalmente pelo médico
americano Gregory Schwartzman (SHWARTZMAN, 1928; KARSNER; MORITZ,
1934). Este fenbmeno constitui uma reagdo necrética da pele sensibilizada
previamente com lipopolissacarideos (LPS) seguida a inje¢ao sistémica de LPS.

Recentemente foi demonstrado por pesquisadores do nosso grupo a existéncia
de niveis significativamente elevados de lipopolissacarideos (LPS) no soro de
pacientes com NMO (BARROS et al., 2013). Os motivos para este aumento de LPS
ainda nao sao claros, mas € possivel que as manipulagdes das vias urinarias nos
pacientes com infecgdes crdnicas ou recorrentes sejam as fontes desses LPS.
Assim, inflamacbes “latentes” do SNC de pacientes com NMO, provocadas por
diferentes fatores, inclusive virais, poderiam ser reativadas constantemente pela
presenca de LPS (PAMPs- padrdes moleculares associados a patégenos), o que
levaria a liberagao sistémica de citocinas inflamatérias como a IL-6, IL-1 e TNF-alfa
(LUHESHI,1998).

Nos pacientes com NMO uma conjungdo de fatores pode concorrer para o
agravamento dos surtos, sobretudo naqueles soropositivos. A entrada dos
autoanticorpos anti-AQP4 pode ser facilitada pela abertura da microcirculagao local
provocada por citocinas quimioatraentes (quimiocinas) (HEADLAND; NORLING,
2015; SANKOWSKI; MADER; VALDES-FERRER, 2015) produzidas por células do
proprio tecido do sistema nervoso, bem como pelas células endoteliais ativadas e
pelas células da imunidade inata e adquirida que foram atraidas e imobilizadas nos
sitios de inflamagdo. Anticorpos dirigidos para componentes de complexos
juncionais das células endoteliais descritos em 71,4% dos pacientes com NMO
(SHIMIZU et al., 2012.) também podem contribuir para a quebra da barreira
hematoencefalica e facilitar a entrada de autoanticorpos e de células potencialmente
autoagressoras para o interior do SNC.

Outra questdo que nao pode deixar de ser considerada, mas que
frequentemente é negligenciada na maior parte das discussdes sobre o assunto, é

que de uma maneira geral as reagbes de autoagressdo ocorrem pela acdo de
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autoanticorpos ou por células (linfocitos T citotoxicos CD8+, células NK e linfocitos
Th17) ou por ambos.

Revisando a literatura sobre NMO, nado identificamos qualquer publicagao
fazendo mengdo a existéncia de aspectos histopatoldgicos diferentes entre as
lesbes de pacientes soropositivos e soronegativos. Além do mais, os trabalhos
realizados mostrando as diferencas radiolégicas entre os dois grupos, enfatizam
muito mais as questdes relacionadas ao numero, a extensdo e a consequente
gravidade das lesbes do que as questdes relacionadas a co-localizacdo destas
mesmas lesdes com as areas de maior concentracdo de aquaporina-4 propriamente
ditas. Estudos comparativos realizados através de imagens (RM) demonstraram que
0os pacientes soropositivos tinham lesdes significativamente (p < 0,05) mais
evidentes no trato corticoespinhal, nos terceiro e quarto ventriculos. Além disso, as
lesbes medulares extensas nestes pacientes acometiam predominantemente as
regides subependimarias e a substancia cinzenta central da medula. Enquanto a
maior parte dos enfermos soronegativos apresentavam lesées na medula toracica,
os doentes soropositivos demonstravam comprometimentos cervicotoracicos
compativeis com uma maior gravidade da enfermidade. Apesar das fortes
evidéncias indicando diferengas quanto a co-localizacdo das lesdes e as areas de
maior densidade de moléculas de AQP4, ndo ha, até o momento, relatos de
diferengcas quanto aos aspectos histopatolégicos das lesdes de pacientes
soropositivos e soronegativos. Assim, as diferengas clinicas apontadas até aqui tém
sido sustentadas mais por questdes relacionadas a localizacdo das lesbes do que
pelas diferengas na imunopatogénese das mesmas, o que em ultima analise seria a
verdadeira responsavel.

Outro fato que nao pode deixar de ser considerado € que nao existe, até onde
podemos verificar trabalhos na literatura demonstrando que pacientes soronegativos
se tornem soropositivos e vice-versa. Embora variagdes na concentragdo de um
dado anticorpo possam ocorrer normalmente dentro do sistema imune em fungao
das flutuacdes naturais do repertério de idiotipos das células B, ndo existe relato de
que essas flutuagdes possam fazer surgir e desaparecer num mesmo paciente os
autoanticorpos anti-AQP4. Diante disso, e diante das diferencas marcantes
observadas por nés no que diz respeito a evolugido clinica dos pacientes
soropositivos e soronegativos, € possivel admitir, a menos que se comprove a

soroconversao ou soronegativagdo num mesmo individuo, a existéncia dois
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diferentes tipos de paciente com NMO, isto &, os anti-AQP4 positivos e os anti-AQP4
negativos. Tal diferenca implicaria em progndsticos e tratamentos diferentes. Admitir
esta diferenga parece ser a tendéncia de boa parte dos autores, cujas publicagdes
confrontam as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com NMO
(QUADRO 6).

Outro dado extraido de nossas analises que chama atencéo é a questao da
idade. A positividade dos anticorpos foi significativamente maior nos pacientes mais
jovens, os quais por sua vez levaram menos tempo para atingir o Modelo Devic.

Embora ndo sermos capazes de dar uma explicagao satisfatoria para isto, é
possivel especular que os individuos mais jovens contam com um repertorio de
células potencialmente autoagressoras maior do que os individuos mais velhos. As
analises dos receptores de antigenos das células T (TCR) potencialmente
autoagressores de pacientes com NMO tém se mostrado significativamente altos, se
comparado aos pacientes com EM. Além disso, tem sido relatada a existéncia de
uma correlagéo direta entre o numero destes clones com o maior grau na escala do
EDSSS (WARABI et al., 2006).

Apos quanto foi visto acima, € possivel afirmar que ha consideravel numero
de evidéncias de que a positividade dos anticorpos anti-AQP4 contribui
decisivamente para a maior gravidade desses pacientes. Em nossa série foi possivel
demonstrar a existéncia de uma correlacéo positiva entre os pacientes considerados
mais graves, isto €, que apresentavam a “forma Devic’ da NMO com a
soropositividade, o que esta de acordo com dados disponiveis na literatura (Quadro
6).
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9 CONCLUSAO

» Através da técnica da imunofluorescéncia, nés demonstramos que o
numero de pacientes com NMO soropositivos foi de 52,08%, o que se

aproxima bastante das estatisticas mundiais.

» Em nosso trabalho ndo foi possivel demonstrar qualquer diferenca
significativa entre os pacientes soropositivos e soronegativos no que
diz respeito ao sexo, a raca, ao tempo de doenca e a presenca de

comorbidades auto imunes.

» Os pacientes soropositivos foram os que apresentaram uma menor

meédia de idade no inicio da doenga.

» A adogcdo do Modelo Devic mostrou-se muito utii como forma de
avaliacdo da gravidade da NMO. Tendo sido possivel demonstrar que

dos 14 pacientes que atingiram o Modelo Devic, 13 eram soropositivos.

» Pelas analises das curvas de sobrevida, foi possivel observar uma
clara tendéncia dos pacientes soropositivos de alcancarem o Modelo

Devic da NMO em 5 anos de evolugcao da enfermidade.

» A tendéncia dos pacientes soropositivos atingirem a forma mais graves
da doeca atingiu nivel de ignificancia estatistica quando o tempo de 5

anos de evolucao da enfermidade foi extendido para 10 anos.

» Finalmente foi possivel concluir que a soropositividade implica em pior
prognoéstico para os pacientes, ficando claro que os anticorpos anti-
AQP4 nao constituem de forma alguma um mero epifenbmeno na

neuromielite optica.
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10 ETICA

Os pacientes portadores de NMO, convidados a realizar o estudo genético e
laboratorial em Malaga, assinaram termo de consentimento informado para coleta e
envio de amostras de sangue para o Hospital Regional Universitario Carlos Haya
(Malaga - Espanha). Os projetos de estudo da associagdo HLA — EM/NMO estao
cadastrados na Proé-reitoria de pesquisa da UNIRIO e foram aprovados pelo Comité

de Etica do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROLOGIA
MESTRADO EM NEUROLOGIA

Titulo do Projeto

FREQUENCIA DA POSITIVIDADE DO ANTICORPO IGGNMO E SUA INFLUENCIA NO
CURSO CLINICO - ANALISE DE UMA COORTE DE PACIENTES DO RIO DE JANEIRO

Investigador Principal: Professora Doutora Regina Maria Papais Alvarenga -
Professora de Neurologia da UNIRIO. Tel.: 22642123.

EXPLICACAQO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PARTICIPANTES

1. Propoésito do estudo

O proposito deste estudo € avaliar a frequéncia dos anticorpos anti-aquaporina-4 em
pacientes com neuromielite 6ptica e discutir o seu papel na imunopatogénese da
enfermidade. Visa ainda destacar, mediante as analises das correlagdes clinicas, se
esses anticorpos dotados de alta especificidade para a AQP-4 podem funcionar

como marcador (preditor) de gravidade para a NMO.

2. Procedimentos

Durante a consulta clinica com o médico, uma vez estabelecido o diagndstico de
NMO, o médico fara algumas perguntas de relevancia para o nosso estudo. Essas
perguntas objetivam avaliar relatos de intercorréncias clinicas de relevancia
imunoldgica, tais como o numero de episddios de surtos ao ano, ocorréncia de
reacdes alérgicas e de outras imunopatologias, com definicdo do tipo de desordem

imunoldgica de fundo autoimune. Apds a entrevista, e com o consentimento oral e
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por escrito do paciente, o0 médico ira colher o volume total de 20 mL de sangue
periférico que sera utilizado para realizar uma avaliagao quantitativa e qualitativa e

quantitativa dos anticorpos anti-AQP4.

3. Riscos e desconfortos

A aplicacao das perguntas nao oferece nenhum tipo de risco ou desconforto. Caso
vocé esteja se sentido desrespeitado, pode interrompé-lo a qualquer momento. A
obtengao do sangue periférico sera conduzida por seu médico e utilizara todo o

material sob condi¢cbes adequadas.

4. Beneficios

Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes
resultados poderao fornecer informacdes importantes relacionadas a NMO. Mas,
eles podem nao |he trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios
anos de estudos em um numero elevado de pacientes. No entanto, caso os achados
sejam significativos, o seu médico tera acesso a todos eles e podera, caso julgue

necessario, apresenta-los a voceé.

5. Alternativas para a participacao

Sua participacédo nesse estudo € voluntaria. Vocé podera interromper a entrevista ou
nao permitir a coleta de seu sangue a qualquer momento, sem nenhum problema
para vocé. Vocé também podera se retirar do estudo a qualquer momento sem

nenhum prejuizo quanto ao seu atendimento pela equipe médica hospitalar.

6. Custos e compensacdes
Vocé nao pagara nada para participar nesse estudo. Vocé nao sera pago por estar

no estudo.

7. Confidenciabilidade
Este estudo envolve informagdes confidenciais. Essas informacgdes serdao mantidas
estritamente confidenciais entre os membros envolvidos na pesquisa. Qualquer

publicacao cientifica dos resultados ndo identificara voceé.
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8. Direito de se retirar da pesquisa
Sua participacao € voluntaria. Vocé nao é obrigado a participar nessa pesquisa.

Vocé € livre para interromper a qualquer momento sua participacéao.

9. Perguntas ou problemas

Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, entre em contato
com Dra. Regina Maria Papais Alvarenga (tel.: 2264-2123) ou Dra. Camila Rodrigues
de Almeida (tel.: 2264-2123).

10. Consentimento

Uma vez que vocé leu (ou lhe foi explicado) e entendeu o proposito desse estudo, os
procedimentos que serao realizados, os riscos e beneficios, e vocé
VOLUNTARIAMENTE concorda em fazer parte desse estudo, favor assinar seu

nome abaixo.

Nome do Individuo entrevistado:

Assinatura do Individuo entrevistado

Eu expliquei o propdsito do estudo para o paciente. Ao meu entender, ela entendeu

0 propdsito, procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador

Nome da testemunha:

Assinatura da Testemunha Data: RJ, / /20
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