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RESUMO

Neuromielite Optica (NMO) é uma desordem inflamatéria autoimune do sistema
nervoso central (SNC), caracterizada pelo ataque imune a bainha de mielina dos
neurdnios dos nervos Opticos e da medula espinhal, causando assim ataques
simultaneos ou sequenciais de neurite 6ptica (NO) e mielite transversa (MT). Apesar
de alguns pacientes apresentarem curso monofasica, a maioria tem a forma
recorrente da doengca com ataques repetidos de MT e/ou NO, designada NMO
recorrente remitente (NMO-RR). Devido ao reconhecimento recente da NMO como
uma doencga distinta da esclerose multipla, poucos estudos tém sido dedicados a
avaliar o comportamento das células T de pacientes com NMO-RR. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi analisar aspectos funcionais das células T de
pacientes com NMO-RR durante a fase de remissado clinica e correlacionar tais
eventos imunes com os déficits neuroldgicos. Para os nossos experimentos, células
mononucleares do sangue periférico (CMSP), obtidas de individuos saudaveis e de
pacientes com NMO-RR na remissdo clinica, foram estimuladas em cultura com
ativador policlonal de células T humanas, a fitohemaglutinina. Apds 3 dias de cultura
a proliferacdo e a produgcao de citocinas foram avaliadas através da captura de
timidina tritada e pela técnica ELISA, respectivamente. Nossos resultados
demonstraram que, quando comparado ao grupo controle, a proliferagdo e a
producdo de citocinas relacionadas ao fendtipo Th1, IL-2 e IFN-y, foram
significativamente inferiores nas culturas de células de pacientes com NMO-RR. Em
contraste, um dominio do fendtipo relacionado ao fenétipo Th17 foi observado nas
culturas dos pacientes com NMO-RR. Esse dominio fenotipico inflamatério nao foi
relacionado, a principio, a uma deficiéncia na produgdo de citocinas anti-
inflamatérias IL-10 e TFG-B. Interessantemente, a liberacdo de IL-21 e IL-6 pelas
células T policlonalmente ativadas correlacionou diretamente com o grau de déficit
neurolégico. Em resumo, apesar de preliminares, nossos resultados sugerem o
envolvimento de citocinas relacionadas ao fenotipo Th17 na imunopatogénese da
NMO-RR.

Palavras-chave: Neuromielite dptica. Citocinas. Proliferacdo das células T.



ABSTRACT

Neuromyelitis optica (NMO) is an autoimmune, inflammatory disorder of the central
nervous system (CNS) in which the immune system attacks myelin of the neurons
located at the optic nerves and spinal cord, thus producing a simultaneous or
sequential optic neuritis (ON) and transverse myelitis (TM). Although the disease can
be monophasic, the majority of the patients have a relapsing form of the disease with
repeated attacks of TM and/or ON, designed recurrent remittent NMO (RR-NMO).
Due the recent recognition of NMO as a distinct disease from multiple sclerosis, few
studies have been dedicated to evaluate de T cell behavioral in patients with RR-
NMO. Therefore, the objective of this study was to analyze the functional aspects of
T cells, such as proliferation and cytokine profile, in RR-NMO patients during clinical
remission and correlate them with neurological disability. For our experiments,
peripheral blood mononuclear cells, obtained from healthy individuals and from
patients with NMO-RR in clinical remission, were stimulated in cultures with human T
cell polyclonal activator, the phytohemaglutinin. After 3 days, the proliferation and
cytokine content were analyzed through [°H] thymidin up-take and ELISA technique,
respectively. Our results demonstrated that, as compared with control group, the
proliferation and production of Th1-related cytokines, IL-2 and IFN-y, were
significantly lower in cell cultures from NMO-RR patients. In contrast, a dominant
Th17-related phenotype was observed in cell cultures from NMO-RR patients. This
dominant inflammatory phenotype was not related, at primarily, to damage in the
production of anti-inflammatory cytokines IL-10 and TFG-B. Interestingly, the IL-21
and IL-6 release by polyclonally-activated T cells correlated directly with neurological
disabilities. In summary, although preliminary, our results suggest na involvement of
Th17-related cytokines in the immunepathogenesis of NMO-RR.

Key words: Neuromyelitis optica. Cytokines. T cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A neuromielite 6ptica (NMO) é uma doenga desmielinizante inflamatéria do
sistema nervoso central (SNC) que foi por muitas décadas considerada uma variante
da esclerose multipla (EM) (ARGYRIOU; MAKRIS, 2008). O reconhecimento da
NMO como nova condigdo nosoldgica e ndo uma variante clinica da EM passou pela
mudanga de um paradigma na concepgdo do diagndstico das doencgas
desmielinizantes. Contribuiram decisivamente para isto estudos de grupos
ocidentais e asiaticas, a introdugdo da ressonéncia magnética (RM) nos critérios de
diagndstico e, mais recentemente, a identificagdo de um auto-anticorpo detectado na
maioria dos pacientes com NMO, a IgG anti-aquaporina 4 (AQP4) (LUCCHINETTI et
al., 2002; LENNON et al., 2004; 2005).

A doencga afeta predominantemente o nervo 6ptico e a medula espinhal e
caracteriza-se clinicamente por dois eventos indices, neurite Optica (NO) e mielite
transversa aguda (MTA), ocorrendo simultaneamente ou separados no tempo por
dias, meses ou anos, com curso monofasico (NMO-monofasica) ou recorrente
(NMO-RR) (PITTOCK et al., 2006; WINGERCHUK et al., 2006).

Devido ao pouco tempo de reconhecimento como uma nova entidade
nosoldgica, estudos sobre o comportamento do sistema imune desses individuos

estao faltando, principalmente dentro do compartimento das células T.

1.2 CURSO E PROGNOSTICO

Conhecida como Doenca de Devic, a NMO foi originalmente descrita como
uma doenca do SNC caracterizada por mielite subaguda associada a amaurose
bilateral de evolugdo grave, monofasica e curso fatal (MIYAZAWA; FUJIHARA;
ITOYAMA, 2002). Recentes estudos imunopatolégicos e de imagem, porém, tem
sugerido que até 90% dos pacientes com NMO segue um curso de recaidas e
remissdo (NMO-RR) de mielite transversa e/ou neurite Optica e a maioria desses

apresenta imagem de ressonancia magnética (RM) com lesdes atipicas para EM.
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Estudos demonstraram que a NMO pode se apresentar de diferentes
formas. A neurite optica bilateral e mielite simultaneas ocorrem em quase um tergo
dos casos monofasicos e raramente nos individuos com a forma RR (Quadro 1).
Quando a neurite 6ptica bilateral e a mielite ocorrem dentro de 1 més, usualmente
aponta geralmente para NMO-monofasica. Aproximadamente 20% dos pacientes
com NMO-monofasica tém monoparesia ou paraparesias grave permanentes.
Pacientes com a forma reocorrente tém maior chance de recuperagao motora apds o
inicio do evento de mielite transversa, com melhora gradual sendo observado em
semanas. Tipicamente a NMO-RR tem curso pior do que a EM, sendo os eventos
indices mais severos que em pacientes com EM-RR (WINGERCHUK et al., 1999;
2007). Apds 5 anos da doenga, 50% dos pacientes com NMO-RR serdo incapazes
de andar sem ajuda e 32% morrem de falha respiratoria secundaria a lesdo aguda
da medula espinhal (LENNON et al., 2005). Alguns fatores sdo preditivos de pior
prognostico nos pacientes com NMO, tais como a presenca de outras doengas auto-
imunes, elevada frequéncia de ataques nos primeiros 2 anos da doenca e pobre
recuperacdo motora seguindo cada evento indice (KIRA, 2011). O progndstico é
ainda pior em pacientes de ancestralidade africana. Finalmente, sintomas
neuroldgicos indicando envolvimento fora dos nervos Opticos e medulares podem
ocorrer em até 15% dos pacientes com NMO e esses tendem a se manifestar como
encefalopatia, disfungédo tronco-cerebral (vémitos, perda auditiva, fraqueza facial,
neuragia trigemial, diplopia, ptose e nistagmo). Alguns podem também apresentar
nauseas e anormalidades hipotalamicas (POPPE et al., 2005; PITTOCK et al.,
2006). A maioria dos pacientes com sintomas no tronco-cerebral e hipotalamo tem
RM cerebral e 1gG-AQP positivos. Disfungbes enddcrinas, conhecidas como
sindrome de Vernant, tais como amenorréia secundaria, galactorréia com
hiperprolactemia, hipotireoidismo e diabetes insipidus também podem ser

observadas.
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1- Doenca de Devic: neurite 6ptica bilateral monofasica e mielite aguda, sendo a clinica
estritamente confinada as lesbes nessas areas. Nao ha lesbes cerebrais na RM fora dos

nervos opticos.

2- NMO-R: pacientes tém ataques repetidos de neurite Optica unilateral ou bilateral e mielite
com lesbes principalmente confinadas aos nervos O6pticos e medula-espinhal. Afeta
principalmente mulheres e tem o seu inicio numa idade mais avangada (inicio mais tardio) e
tem maior frequéncia de desordens auto-imunes associadas a auto-anticorpos séricos e
eventos indices menos severos, porém de pior prognostico. Nesse grupo também se
enquadram pacientes que apresentam sinais tronco-encefalicos menores tal como diplopia,

nausea, disartria e disfagia.

3- NMO-R com lesdes cerebrais assintomaticas ndo semelhantes as lesdes classicas da EM
(principalmente hipotalamo e tronco cerebral). Usualmente sdo pacientes com sorologia

positiva para IgG-NMO.

4- NMO-R com lesdes cerebrais assintomaticas semelhantes a EM e sao IgG-NMO positivos e
compreendem 10% das NMO-R.

5- NMO-R com lesdes cerebrais sintomaticas. Podem apresentar sintomas cerebrais tais
como: disturbios de consciéncia, agitagao, labilidade emocional, em associagdo aos sintomas
do tronco cerebral: desordem nos movimentos dos olhos, fraqueza facial, nauseas e disartria.
O exame histopatolégico dessas lesbes revela mudangas tipicas das descritas na medula de

pacientes com NMO.

6- NMO-R com doencas auto-imunes: ocorre em até 1 terco das pacientes com NMO, e
apresentam sintomas de outras doengas auto-imunes ou soropositividade para outras

doencgas auto-imunes.

7- Neurite optica recorrente isolada ou mielite aguda recorrente isolada (sindrome de alto risco
para NMO).

Quadro 1: Espectro da Neuromielite optica



1.3 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

A NMO definida de acordo com Wingerchuck e colaboradores (2006) &
uma doenga clinicamente diagnosticada em pacientes que apresentam ao menos
dois eventos agudos, neurite aguda e mielite (considerados critérios absolutos)
com o apoio de alguns achados laboratoriais tais como: 1) RM de cranio normal
no inicio da doenga, ou lesdes que n&o preencham critério de EM; 2) Analise de
imagem da medula espinhal revelando uma lesdo que se estende por mais de 3
segmentos vertebrais; 3) pleocitose (> 50 leucocitos/mm?® ou > 5 neutréfilos/mm?®)
e 4) sorologia positiva para IgG-NMO anti-AQP4.

Infelizmente, a positividade sorologica para 1gG-AQP4 ndo é critério
definitivo de NMO, desde que tanto casos de pacientes com EM classica com
positividade para IgG-AQP4 (5-10%) quanto pacientes com diagnéstico definitivo

de NMO e 1gG-AQP4 negativos tem sido descritos.

1.4 FATORES DE RISCO

Devido ao pouco tempo de reconhecimento como nova condigao
patoldgica, poucos trabalhos tém sido publicados sobre fatores de risco para a
NMO. Com relagdo ao haplotipo do HLA, estudos tém demonstrado uma
associacao entre o alelo HLA-DPB1*0501 com suscetibilidade a forma da NMO
no Japao, conhecida como optic-spinal MS asyan (OS-EM) (FUKASAWA et al,
2000). Em caucasianos, o HLA-DRB3 tem sido associado com elevado risco a
NMO (BRUM et al., 2009).

A correlagéo entre a incidéncia de NMO e doengas infecciosas também
foi assunto de alguns estudos cientificos e foi revisto por Kira (2011). Alguns
autores tém demonstrado a ocorréncia de doengas virais e bacterianas
precedendo ou se manifestando em associacdo com NMO. Numa série de
estudos da clinica Mayo, infeccbes virais prévias antecedente foram
identificadas em 30% dos pacientes com NMO-monofasica e em 23% dos
pacientes com a forma recorrente (WINGERCHUK et al.,, 1999). Em outros
estudos, o agente infeccioso foi identificado. O primeiro caso foi de um paciente

brasileiro cuja NMO abriu apés infecgdo com o virus da caxumba (MARQUES,

17
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1943). Mononucleose infecciosa aguda precedeu em 3 semanas a ocorréncia de
NMO num homem de 29 anos (WILLIAMSON, 1975), e casos de infeccao pelo
virus varicella zoster tém sido descritos precedendo a ocorréncia de NMO
(DOUTLIK et al., 1975; CHUSID et al., 1979; AL-DEEB et al., 1994; MERLE;
SMADJA; CORDOBA, 1998). Finalmente, infeccdo com Helicobacter pylori
parece ser mais frequente em individuos que desenvolvem NMO e que sao
positivos para IgG anti-AQP4 do que em pacientes com esclerose multipla
convencional (LI et al., 2009).

Acredita-se que infecgdes pré-existentes podem em parte contribuir para
o desenvolvimento de NMO via semelhanga molecular entre a proteina AQP4
bacteriana com a isoforma humana. Outra razdo, ndo excludente, para existir
uma associagao entre doencgas infecciosas e o desenvolvimento da NMO pode
estar atrelada aos efeitos pré-inflamatoérios dos produtos microbianos capazes
de favorecer maior permeabilidade da barreira hemato-encefalica, permitindo

assim livre acesso das células do sistema imune ao parénquima do SNC.

1.5 TRATAMENTO

Como revisto por Okamoto e colaboradores (2008), apesar de nao existir um
tratamento o6timo para a NMO, pulsoterapia com metilpredinisona por 5 dias
consecutivos € ainda a primeira linha de tratamento nas recidivas. Porém,
frequentemente, terapia com corticoides ndo esta associado com pronta melhora
clinica, ou mesmo controle na progressao dos ataques de mielite. A plasmaferese é
util na recuperagédo dos ataques agudos, mas nao previne as recaidas adicionais.
Tratamento profilatico utilizando terapia imunomoduladora padrdo usada em EM, tal
como interferon-beta (IFN-B) e acetato de glatiramer, tem eficacia limitada. Nesse
caso as opgbes podem ser a azatioprina mais predinisona (oral) por 18 meses.
Alguns artigos revelam algum beneficio clinico com o uso de mitoxantrone e
rituximab (anticorpo anti-CD20). Entretanto, pacientes com uma forma muito
agressiva da NMO podem apresentar recaida mesmo na auséncia de células B,

indicando que outros mecanismos imunes devam participar na patogénese da NMO.
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O melhor entendimento dos mecanismos moleculares e celulares envolvidos na
imunopatogénse da NMO contribuira no desenvolvimento de novas e mais efetivas

terapias.

1.6 PATOLOGIA E IMUNOPATOGENESE

Estudos tém demonstrado que na mielite transversa, a doenga neuroldgica €
causada por um processo inflamatoério que leva a necrose da substancia cinzenta e
branca da medula-espinhal com fibrose vascular. Lesdes crbnicas sao
caracterizadas por gliosi, degeneracéo cisticas, cavitagao e atrofia tanto da medula
espinhal quanto dos nervos 6pticos (LUCHINNETTI et al., 2002; KIRA, 2011).

Estudos anatomo-patoldgicos realizados em pacientes com NMO post-
mortem tém sugerido que no inicio ha um infiltrado perivascular proeminente de
polimorfonucleares, linfocitos B e poucos linfécitos T (LUCCHINNETI et al., 2002;
SAKUMA et al., 2004; CORREALE; FIOL, 2004). Além dos infiltrados inflamatérios,
as lesdes apresentaram deposicdo marcante de anticorpos, principalmente IgM, e
fragmentos das proteinas do sistema complemento, num padrdo de roseta
perivascular caracteristico (SCOLDING, 2005; KIRA, 2011). Seguindo o foco
perivascular ha intensa desmielinizagdo e necrose que coalescem dando origem a
grandes les6es com dano axonal. A matéria cinzenta medular pode ser diretamente
ou indiretamente afetada pela extensao das lesdes na matéria branca adjacente.
Essas areas de necrose sdo comumente vistas na medula-espinhal e menos
frequentemente observadas nos nervos épticos.

Recentemente, células Th17, produtora de citocinas inflamatorias
interleucina-17 (IL-17), IL-6 e IL-21, tém ganhado muita atengdo nos estudos das
bases celulares das doengas auto-imunes (GRAEBER; OLSEN, 2012). No contexto
da NMO, no entanto, apenas dois estudos foram conduzidos na tentativa de delinear
a participacao dessas células na génese das lesbes medulares. Estudo publicado
por Ishizu e colaboradores (2005) demonstrou ndo apenas niveis elevados de IL-17
no liquor de pacientes japoneses com OS-EM, como identificou uma correlagéao
direta entre os niveis locais de IL8 e IL-17 com a extensdo das lesbes medulares

durante os ataques, independente do status sorolégico para IgG anti-AQP4.
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A producéo in situ de IL-8 deve garantir a infiltragao local de neutrdfilos, que
tém sido relacionadas a gravidade das lesdes. O nivel de mieloperoxidases, enzimas
secretadas por neutrofilos ativados capazes de danificar diferentes células da glia,
foi elevado no soro desses pacientes, especialmente durante as crises clinicas de
mielite. Finalmente, dentre as citocinas dosadas nesse estudo, apenas a IL-8
mostrou correlagao significativa com a pontuagao do EDSS (ANEXO A), escala para
medir o nivel de incapacidade neurolégica. Por outro lado, a extensédo das lesdes
medulares na RM correlacionou-se significativamente ndo apenas com os niveis de
IL-8 como também os de IL-17. Entretanto, estudo recente por Uzawa e
colaboradores (2010) em amostras de liquor de pacientes com NMO na fase ativa
da doenga revelou niveis significativamente superiores de IL-6 e IL-8. Quando as
mesmas citocinas foram avaliadas no soro desses pacientes, apenas os niveis de
IL-6 foram significativamente elevados em pacientes com NMO.

Em resumo, os achados obtidos em ambos estudos com pacientes asiaticos
com NMO sugerem o envolvimento de citocinas relacionadas a resposta Th17 na
patogénese da OS-EM. Entretanto, nenhum estudo foi ainda conduzido em

pacientes com NMO do ocidente, particularmente no Brasil.

1.7 O SISTEMA IMUNE

1.7.1 Introdugdo ao Sistema Imune

O sistema imune é formado por células cuja principal fungcdo é identificar
micro-organismos invasores e elimina-los ou confina-los. De maneira geral, os
componentes celulares do sistema imune sdo classificados em duas grandes
categorias: as células da imunidade natural (fagécitos e degranuladores) e da
imunidade especifica (os linfocitos T e B). Enquanto a primeira frente de combate ao
patdbgeno numa resposta imune primaria € executada pelas células da imunidade
natural, particularmente os fagocitos, um controle eficiente desses invasores
depende da agao imune tardia executada pelos linfocitos T e B. A capacidade da
resposta imune especifica, e particularmente as respostas efetoras mediadas pelos

linfocitos T, em eliminar com sucesso o invasor depende das habilidades funcionais
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de alguns subtipos de células da imunidade natural, particularmente as células

dendriticas (DCs - dendritic cells).

1.7.2 Ativacéo e diferenciacao dos linfécitos T efetores

Os linfocitos T dividem-se segundo a expressdo de duas moléculas de
superficie. Dessa forma, existem os linfécitos TCD4" e os TCD8". Os linfocitos
TCD4" s&o as células mais importantes da resposta imune, uma vez que regulam a
funcao de todas as outras células do sistema imune no combate as bactérias intra- e
extracelulares, fungos, protozoarios e helmintos. Ademais, as células T CD4" sdo
igualmente importantes para que os linfocitos TCD8" atuem na resposta contra virus.

As funcbes executadas pelos linfocitos T, embora sejam fundamentais,
dependem de sinais cognitivos e soluveis liberados por células apresentadoras de
antigenos (APC - antigen presenting cells), particularmente das células dendriticas
(DCs, dentritic cells).

Como APCs, as DCs sao capazes de fagocitar, processar e apresentar os
antigenos peptidicos acoplados as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC - major histocompatibility complex) aos linfocitos T.

Na dindmica dos primeiros eventos envolvidos na ativagdo da resposta
imune especifica, as DCs imaturas sdo capazes de, inicialmente, internalizar e
processar antigenos proteicos, mas possuem pouca capacidade de ativar células T
naives ou virgens. No entanto, a partir do reconhecimento com agonistas
imunogénicos, particularmente com diferentes ligantes dos receptores do tipo toll
(TLR - Toll-like receptors), essas DCs se tornam APCs eficientes (WATTS et al.,
2007).

In vivo, a partir da estimulagdo antigénica adequada, as DCs adquirem
mobilidade e migram para os ganglios linfaticos regionais ou tecidos linfoides
associados as mucosas, local no qual sera iniciada a ativagao dos linfécitos T.
Durante a migracdo, as DCs amadurecem e passam a expressar diferentes
moléculas de superficie necessarias ndo apenas para apresentacdo do antigeno
como também para uma adequada ativacao e diferenciacdo dos linfécitos T.

Durante a sinapse imune estabelecida entre a DC e os linfocitos T CD4", o

primeiro sinal € determinado pela apresentagcao de peptideos antigénicos acoplados
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as moléculas do MHC de classe Il aos linfocitos T expressando os receptores de
célula T (TCR - T cell receptor) antigeno-especificos (DUSTIN et al., 2006). O
segundo sinal se da pela ligagdo de moléculas da familia B7 (CD80/CD86), expresso
na superficie das DCs ao CD28, proteina expressa constitutivamente na superficie
dos linfocitos T. Esse sinal € independente do tipo de antigeno, mas em associagao
aos sinais bioquimicos induzidos através do TCR, a IL-2 é produzida, secretada e
reconhecida através do IL-20ByR pelos linfocitos TCD4" antigeno-especificos,
garantindo assim a linfoproliferacdo (DUSTIN et al., 2006; HENRICKSON; VON
ADRIAN, 2007).

Seguindo a expanséao clonal, um terceiro sinal ainda é necessario para uma
completa ativacdo das células TCD4". Esse terceiro sinal é principalmente mediado
através da secrecgdo de citocinas pelas DCs conduzindo os linfocitos T ativados a
diferenciagcao em diferentes fendtipos capazes de secretar padroes diferentes de
citocinas que regulam e coordenam varios ramos da resposta imune.

Nesse sentido, a secrecao de IL-12 pelas DCs induz a diferenciacdo das
células T CD4" em linfécitos T auxiliar 1 (Th1 - T helper 1) (FAZILLEAU et al., 2007;
HENRICKSON; VON ADRIAN, 2007). A diferenciagdo em Th1 depende da indugéo
pela IL-12 do fator de transcrigcdo T-bet (T-box transcription factor) (ZHU; YAMANE,
H.; PAUL, 2010). Esse fendtipo € responsavel pela secrecdo de grandes
quantidades de IFN-y e IL-2 e realizam a chamada resposta imune celular, por ativar
fagoécitos, células assassinas naturais (células NK - natural killer) e os linfocitos T
CD8". O IFN-y ndo apenas aumenta o poder microbicida dos fagocitos (neutréfilos e
macrofagos), a fungao litica das células NK, como também induz linfécitos B
humanos a produzir IgG1 e IgG3 (MCKINSTRY; STRUTT; SWAIN, 2010). A
resposta imune celular € fundamental para o combate a microorganismos que
causem infecgdes intracelulares (obrigatérios ou facultativos).

O controle de infecgbes virais € mediado pelos linfocitos TCD8*. Essas
células reconhecem antigenos peptidicos apresentados via MHC de classe | pelas
APCs, particularmente DCs. Uma vez ativados, esses linfocitos adquirem uma
funcao citotoxica (CTL - cytotoxic T lymphocytes) sendo entdo capazes de conduzir
as células infectadas a morte apoptética através da secregcdo coordenada dos
produtos estocados nos granulos citoplasmaticos dos CTLs, particularmente
granzimas e perforinas (COQUERELLE; MOSER, 2010). Como os CTLs também
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secretam citocinas como o IFN-y, esses linfécitos sdo capazes de amplificar as
respostas Th1, sendo assim também chamados de Tc-1 (Tc-1 - T cytotoxic 1)
(OBAR; LEFRANCOIS, 2010). Os linfécitos Th1 ativados pelas DCs maduras, por
sua vez, também auxiliam as células T CD8" através da secregédo de IL-2, permitindo
assim uma ativacédo eficiente e manutengcdo de memodria nos Tc-1 (HUSTER,
BOISSONAS; BUSH, 2006).

Por outro lado, na presenca de niveis elevados de IL-4, os linfécitos TCD4"
se diferenciam em Th2, através da indugdo de um programa de diferenciagéo
envolvendo o fator de transcricdo GATA-3 (GATA-3 - frans-acting T-cell-specific
trancription fator) (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Esses linfécitos medeiam resposta
imune humoral através da secrecédo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 permitindo assim a
ativacao dos linfécitos B produtores de IgE (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). A
resposta dos linfécitos Th2 esta envolvida no combate as infestacées por helmintos e
na patogénese das reacdes de hipersensibilidade do tipo | (MAKANI; JEN; FINN,
2008; ZHU; YAMANE; PAUL, 2010).

Mais recentemente, a secrecdo de duas citocinas, a IL-1B e a IL-23, pelas
DCs maduras tém sido implicadas na indugdo de Th17 em humanos, através da
indugdo do fator de transcricio ROR-yt (ROR-yt - retinoic acid-related orphan
receptor yt) (GUTCHER; BECHER, 2007). As células Th17 produzem nao apenas IL-
17 como também IL-21, TNF-a, IL-6 e IL-1B, que dentre muitas funcbdes destaca-se a
capacidade de induzir as células imunes e parenquimatosas a secretar IL-8, principal
quimiocina envolvida no recrutamento de neutréfilos para a area de infecgao
(MIOSSEC, 2009). Ademais, as células Th17 também induzem os linfocitos B a
secretarem diferentes isotipos de IgG (ANNUNZIATO et al., 2007). A resposta imune
mediada por células Th17 vem sendo associada ao combate as bactérias
extracelulares e fungos (MATSUZAKI; UMEMURA, 2007). No entanto, as células
Th17 tém sido ligadas ao surgimento de doengas imunomediadas (GRAEBER;
OLSEN, 2012), como as doengas auto-imunes que podem ser facilitadas pelo

possivel déficit funcional ou quantitativo das células T reguladoras.
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1.7.3 Os linfécitos T reguladores

Como todo sistema, a resposta imune necessita ser rotineiramente regulada,
caso contrario, sua atuagdo, mesmo que seja contra invasores indesejaveis, eleva o
risco do desenvolvimento de doengas imunomediadas (COSTANTINO; BAECHER-
ALLAN; HAFLER, 2008). Nesse sentido, sabe-se, por exemplo, que respostas Th1
e, principalmente Th17, exacerbadas estdo envolvidas na génese de doengas auto-
imunes (GRAEBER; OLSEN, 2012), enquanto as citocinas secretadas pelas células
Th2 sado protagonistas nas reacdes alérgicas mediadas pela IgE (MCKINSTRY;
STRUTT, T.M.; SWAIN, 2010). Assim, muitos trabalhos tém demonstrado que o
controle das respostas imunes é fundamental e & particularmente executado pelos
linfécitos T reguladores (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008).

Com base na expressao de determinados marcadores, os linfécitos T
reguladores constituem uma populagao diversa, com algumas caracteristicas em
comum, como a hiporresponsividade a estimulos antigénicos e fungdes
imunossupressoras (SAITO et al., 2007). Dentre eles se destacam dois principais
subtipos: os linfécitos reguladores do tipo 1 (Tr-1) e, os mais recentemente
descobertos, os linfocitos TCD4" naturais (nTreg) (ALUVIHARE; KALLIKOURDIS;
BETZ, 2004; SAITO et al., 2007).

As nTreg sdo primariamente originadas no timo e expressam grandes
quantidades da cadeia a do receptor para IL-2 (CD25) na superficie e, no citosol, o
fator transcricional FoxP3 (FoxP3 - forkhead winged helix) (SHEVACH et al., 2006).
Em humanos, essas células ainda expressam os marcadores de membrana
CD45RO0, CD62L, GITR (GITR - glucocorticoid induced TNF receptor) (SHEVACH et
al., 2006) associada a nao-expressao do receptor para IL-7 (CD127) (LIU et al.,
2006). Quando ativadas pelas DCs, as nTregs suprimem a proliferagcdo e a fungéo
dos linfécitos TCD4" ou TCD8" efetores por diferentes mecanismos, como por
exemplo através da secregao das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B (TGF-(3 -
transforming growth factor-B) (DIECKMANN et al., 2001; LEVINGS;
SANGREGORIO; RONCAROLO, 2001; PICCIRILLO; SHEVACH, 2001; STEPHENS
et al., 2001; GROHMANN et al., 2002; WING et al., 2002; FALLARINO et al., 2003;
NAKAMURA et al., 2004; LEE et al., 2009).

Apesar de ter uma origem central, muitos artigos tém demonstrado que

células do tipo nTreg-similes podem ser induzidas a partir de linfocitos TCD4*CD25
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virgens quando ativados pela DCs na presenca de TGF-B (FANTINI et al., 2004;
POLANCZYK et al., 2006; TAIl et al., 2008). Recentemente, alguns trabalhos
sugeriram as Tregs induzidas (iTregs) podem representar a classica populagao de
linfécitos Th3 (XU; KITANI; STROBER, 2010).

Os linfécitos Tr-1 constituem outra subpopulacdo que tem sido implicada na
regulacdo da resposta imune (ALUVIHARE; KALLIKOURDIS; BETZ, 2004). A
diferenciagdo dessa subpopulacdo depende da secrecdo de IL-10 pelas DCs
tolerogénicas que expressam a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO)
(MAHNKE; ENK, 2005; PENNA; GIARRATANA; AMUCHASTEGUI, 2005). Até o
presente momento, ndo existem marcadores de superficie ou intracelulares
identificados em linfocitos T que se diferenciaram em Tr-1, exceto sua capacidade
de secretar TGF-B e principalmente IL-10 quando ativados via TCR (RONCAROLO
et al., 2001; LEVINGS; SANGREGORIO; SARTIRANA, 2002). Apesar da maioria
desses linfocitos serem TCD4", linfocitos TCD8" Tr-1-similes ja foram descritos
(STEINBRINK et al., 1999).

No contexto da imunoregulacao, as citocinas IL-10 e TGF-B inibem tanto a
expressao de moléculas co-estimuladoras e a secregao de citocinas inflamatorias
pelas DCs imunogénicas, quanto agem diretamente sobre os linfocitos T efetores,
suprimindo a proliferacdo e suas fung¢des efetoras (GROUX et al., 1997; STROBL,;
KNAPP, 1999).

Diante dos conhecimentos atuais da heterogeneidade na diferenciagao dos
linfécitos T, faltam trabalhos centrados na investigagdo dessas diferentes
subpopulagdes nos pacientes com NMO, o que pode nos fornecer pistas valiosas
quanto aos disturbios imunes implicados na doenga. Consequentemente, um melhor
conhecimento das bases moleculares da NMO pode ajudar no desenvolvimento de

novas e mais eficazes imunoterapias.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar in vitro o comportamento funcional das células T de pacientes com NMO-RR

na remissao clinica.

2.2 ESPECIFICOS

1 - Analisar o nivel de proliferacdo das células T seguindo estimulagao
policlonal em culturas de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de
pacientes com NMO-RR e comparar com individuos saudaveis (grupo controle);

2 - Avaliar a viabilidade das células T policlonalmente ativadas nas culturas
de CMSP de pacientes com NMO-RR e individuos saudaveis;

3 - Caracterizar o perfil de citocina nos sobrenadantes das culturas de CMSP
contendo linfocitos T policlonalmente ativados obtidos de pacientes com NMO-RR e
individuos saudaveis; e

4 - Correlacionar os niveis de citocinas produzidos in vitro com o grau de

déficit neuroldgico nos pacientes com NMO-RR.
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3 METODOLOGIA

3.1 SELECAO DOS PACIENTES

Para o nosso estudo 20 pacientes (2 homens e 18 mulheres; idade média
40,7 = 15.1 anos) com diagnéstico de neuromielite Optica recorrente-remitente
(NMO-RR) foram recrutados a partir do servigo de Neurologia do Hospital da Lagoa
(RJ), coordenado pela investigadora Prof®. Dr®. Regina Maria Papais Alvarenga,
Médica neurologista e professora Associada de Neurologia da UNIRIO. O grau de
incapacidade neurolégica foi avaliado a partir da avaliagdo da pontuagdao do EDSS
pela Dr® Regina Alvarenga no momento em que o estudo foi realizado. Todos os
pacientes estavam em remisséo clinica e nenhum recebia qualquer tratamento com
drogas imunomoduladoras, tal como IFN-B, por ao menos 1 més. Com relagéo a
sorologia para anticorpos anti-aquaporina-4 (AQP4), 18/20 pacientes fizeram o teste
e apenas 8/18 foram positivos para IgG anti-AQP4 (dados obtidos do prontuario
médico). As caracteristicas dos individuos estudados estdo apresentados na Tabela
1. Como controle, amostras de sangue periférico foram colhidos de 20 individuos
saudaveis pareados quanto a idade, sexo, cor e indice de massa corpérea.

Independente do grupo (paciente ou controle), nés excluimos individuos
tabagistas cronicos, com alto consumo de alcool ou com obesidade modrbida,
condi¢cdes conhecidas em alterar o status funcional do sistema imune.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da UNIRIO
(ANEXO B) e as amostras do sangue periférico de cada participante s6 foram
colhidas ap6s cada individuo ter dado o seu acordo por escrito, através da

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO A).

3.2 CULTURAS DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO E
ESTIMULO

Para o nosso estudo 20mL de sangue periférico foram colhidos utilizando
agulhas e seringas estéreis contendo heparina. O plasma e as células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas através de centrifugagao

do sangue total sobre um gradiente de densidade Fycoll-Hypaque. As CMSP foram
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colhidas, lavadas trés vezes com solugao de HANK e entdo resuspensas em 1mL de
RPMI-1640. O numero de células viaveis foi calculado através do método de
exclusao do azul de Trypan usando uma camara de Neubauer.

Para os experimentos funcionais, 1 x 10° CMSP/mL viaveis foram cultivadas
em placas de 96 pocos de fundo chato em 0,2mL de meio RPMI 1640 completo ou
numa placa de 24 pocos em 1mL de meio RPMI 1640 completo. O meio RPMI 1640
€ considerado completo apds a adigao de 2mM de L-glutamina (GIBCO, Carlsbad,
CA, USA), 10% de soro fetal bovino, 20U/ml de penicilina, 20 pg/ml de
estreptomicina e 20mM de tampao HEPES. A fim de induzir a ativacao policlonal das
células T, todas as culturas de CMSP (1 x 10%/mL) foram mantidas por 3 dias com
fitohemaglutinina (PHA, 1ug/mL), tempo correspondente ao pico de resposta das
células T a PHA. Todas as culturas de células foram incubadas em uma estufa

Umida a 37°C em atmosfera a 5% de CO..

3.3 TESTE DE VIABILIDADE

Com objetivo de determinar a viabilidade celular, culturas de CMSP (1 x
106/mL) foram mantidas em placas de 24 pogos na presenga ou auséncia de PHA
(1ug/mL) por 3 dias. Apos 24, 48 e 72 horas de cultura, a porcentagem de células
vivas/mortas foi avaliada através do teste de exclusao do azul de trypan. Para tanto,
no final de cada tempo de cultura (24,48 e 72 horas), aliquotas de 50 uL da
suspensdo celular foram colocadas em tubos contendo 50 pL do corante azul de
trypan (0,4%). As células viaveis (ndo coradas) e mortas (azuis) foram entéo
contadas em microscopio optico apdés 3 a 5 minutos utilizando a camara de
neubauer. Para verificar a porcentagem (%) de células viaveis a seguinte equacgao
foi aplicada: células viaveis (%) = (numero total de células viaveis por mL/ numero

total de células por mL) x 100.

3.4 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Culturas de CMSP (1 x 10°/mL) foram mantidas por 3 dias na presenca de

PHA (1pug/mL) e o nivel de proliferacdo das células T foi determinado através da
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incorporacgdo do nucleotideo timidina tritiada ([*H] TdR, 1 uCi/poco) adicionado as
culturas 8 horas antes do término da incubagao (3 dias). As células foram recolhidas
utilizando um coletor automatico e a incorporacao da timidina no DNA foi aferida
utilizando liquido de cintilagdo. Os resultados sdo apresentados como média *

desvio-padrao da contagem por minute (cpm).

3.5 DETERMINACAO DE CITOCINAS

A fim de se dosar o conteudo de citocinas in vitro, sobrenadantes das
culturas de CMSP, ativadas ou ndo com PHA, foram submetidos a técnica ELISA
usando kits BD OptEIA seguindo as instrugdes do protocolo fornecido pelo fabricante
(BD, Pharmigen, San Diego). Brevemente, 50uL dos sobrenadantes (diluidos 1:10)
foram adicionados a cada poco contendo anticorpo primario anti-citocina. Apos 2
horas de incubacdo, 100uL do anticorpo secundario (previamente tratado com a
enzima conjugada estreptavidina-horseradish peroxidase) foram adicionados em
cada poco e adicionalmente incubados por 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, 100uL de substrato TMB (3, 3'5,5-tetrametilbenzidina) foram
adicionados aos pogos e a reacao foi revelada 30 minutos apds através da adigcao
de uma solugdo de parada (acido fosfoérico a 1M). As placas foram lidas a 450nm em
leitor de ELISA (Dynex Technologies, USA). Para o nosso estudo, nés dosamos as
seguintes citocinas: IL-1B, IL-6, IL-10, TGF-B, IL-4, IL-21, TNF-a, IFN-y e IL-17.
Citocinas humanas recombinantes variando de 10-500 pg/mL foram usadas para

construir curvas-padrao.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas dos ensaios de proliferagdo e dosagem de
citocinas foram conduzidas usando o programa de grafico GraphPad Prism verséo
5.0 para Windows (GraphPad). O teste nao-paramétrico U de Mann-Whitney foi
utiizado para determinar se os dois grupos (saudaveis x pacientes) eram
estatisticamente diferentes para cada variavel analisada. A correlacdo de Sperman

foi aplicada para aferir o grau de correlagao entre a produgéo de citocinas em cultura
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com a pontuacdo do EDSS de cada paciente com NMO-RR. A significancia em

todos os experimentos foi definida como p < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA RESPOSTA PROLIFERATIVA E VIABILIDADE CELULAR EM
CULTURAS DE CMSP DE PACIENTES COM NMO-RR

A NMO tem sido considerada uma doenga de fundo auto-imune cujo
envolvimento das células T tem sido pouco explorado. Portanto, nosso primeiro
objetivo foi avaliar o comportamento proliferativo das células T desses pacientes em
resposta a PHA, um potente ativador policlonal das células T humanas. Como
demonstrado na Figura 1A, quando comparado ao grupo controle, o nivel de captura
de timidina pelas células T ativadas foi significativamente inferior nas culturas
obtidas dos pacientes com NMO-RR. A menor expansao policlonal das células T nas
culturas dos pacientes com NMO deve estar relacionada a maior morte celular, como
observado na Figura 1B.

Tabela 1: Caracteristicas dos individuos

Controle’ (n=20) NMO? (n= 20)

Média de Idade em anos (dp) 38,7 (14,9) 40,2 (15,1)
homens (%) 50 20
EDSS?®[média (variagdo)] NA* 5,96 (3-9)
IgG anti-AQP4 positivo (%)° NA 44 4

"Individuos saudaveis e * pacientes com NMO recorrente-remitente na remisséo clinica.
3Expanded Disability Status Scale.
*Nao analizado.

® Positividade para IgG sérica anti-aquaporin-4 (AQP4). Obtido do prontuario médico.
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Figura 1: Resposta proliferativa e viabilidade celular em culturas de CMSP derivadas de
pacientes com NMO-RR. CMSP (1 x 108/mL) purificadas de pacientes com NMO-RR (n=20)
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e de individuos saudaveis (controle, n=20) foram mantidas em cultura na auséncia (meio) ou
na presenga do ativador policlonal de células T, a fitohemaglutinina (PHA, 1 ug/ml), por 3
dias. Em (A) temos a proliferacao determinada pela captura de timidina radioativa (cpm) e
em (B) a porcentagem de viabilidade celular aferida pela contagem de células vivas/mortas
em azul de trypan 24, 48 e 72 horas apds inicio da cultura. Os dados apresentados nas
figuras destacam a média £ desvio-padréo assim como os valores de p.

4.2 ANALISE DO PERFIL DE CITOCINA EM CULTURAS DE CELULAS T
ATIVADAS DE PACIENTES COM NMO-RR

Como descrito na introducdo, o tipo de resposta imune especifica é
principalmente determinado pela rede de citocina produzida pelas células T.
Portanto, nosso proximo objetivo foi avaliar o perfil de citocina produzido pelas
células T policlonalmente ativadas de pacientes com NMO-RR. E importante
ressaltar que nao houve producido espontanea de citocinas nos poc¢os sem adicao
do ativador policlonal de células T (s6 com meio de cultura). Quando comparado ao
grupo controle, niveis significativamente inferiores de citocinas relacionadas ao
fenétipo Th1 (IL-2 e IFN-y) foram detectados nas culturas de células T ativadas de
pacientes com NMO-RR (Figura 2). Com relagdo as citocinas relacionadas ao
fendtipo Th2 (IL-4 e IL-5), nenhuma diferenca foi observada entre os grupos
estudados (controle x NMO-RR) (Figura 3). Por outro lado, niveis significativamente
superiores de citocinas relacionada (IL-6) ou definidora do fendétipo Th17 (IL-21)
foram detectados nos sobrenadantes das culturas contendo células T ativadas de
pacientes com NMO-RR, quando comparado ao grupo controle (Figura 4).

Finalmente, muitos estudos tém indicado que doencas auto-imunes estao
associadas a disturbios funcionais no compartimento das células T reguladoras
produtoras de citocinas anti-inflamatérias (KITANI et al., 2003; MCGEACHY;
STEPHENS; ANDERTON, 2005; BELKAID, 2007; MAYNARD et al., 2007; LI,
FLAVELL, 2008; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008; SHEVACH, 2009). Diante
do exposto, nosso proximo objetivo foi quantificar os niveis de citocinas anti-
inflamatdrias (IL-10 e TGF-B) nos sobrenadantes das culturas dos grupos controle e
de pacientes com NMO-RR. Como demonstrado na Figura 5, no entanto, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos (controle x NMO-RR) com relacédo a

producdo dessas citocinas nas culturas contendo células T ativadas.
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Figure 2: Produgdo de citocinas relacionadas ao fendétipo Th1 em culturas de CMSP de
pacientes com NMO-RR. O ativador policlonal de células T (PHA, 1 ug/ml) foi adicionado as
culturas de CMSP (1 x 10°/mL) obtidas de pacientes com NMO-RR (n=20) e de individuos
saudaveis (controle, n=20) e produgdo de IL-2 e IFN-y foi aferida no final do 3° dia através
da técnica ELISA, como descrito na metodologia. O grafico destaca os valores médios de

cada citocina em cada grupo estudado e os valores de p estao indicados na figura.
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Figure 3: Produgdo de citocinas relacionadas ao fenétipo Th2 em culturas de CMSP de
pacientes com NMO-RR. Culturas de CMSP (1 x 10%/mL) obtidas de pacientes com NMO-
RR (n=20) e de individuos saudaveis (controle, n=20) foram ativadas por 3 dias na presenca
de PHA (1 ug/ml) e a producéao de IL-4 e IL-5 foi avaliada pela técnica ELISA, como descrito
na metodologia. O gréfico destaca os valores médios de cada citocina em cada grupo

estudado e os valores de p estdo indicados na figura.
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Figure 4: Producao de citocinas relacionadas ao fenétipo Th17 em culturas de CMSP de
pacientes com NMO-RR. O ativador policlonal de células T (PHA, 1 ug/ml) foi adicionado as
culturas de CMSP (1 x 10°/mL) obtidas de pacientes com NMO-RR (n=20) e de individuos
saudaveis (controle, n=20) e produgéo de citocinas relacionadas (A) e especificas (B) do
fendtipo Th17 foram dosadas nos sobrenadantes pela técnica ELISA, como descrito na
metodologia. O grafico destaca os valores médios de cada citocina em cada grupo estudado
e os valores de p estdo indicados na figura.
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Figure 5: Producao de citocinas relacionadas as células T reguladoras em culturas de CMSP
de pacientes com NMO-RR. Culturas de CMSP (1 x 10%/mL) obtidas de pacientes com
NMO-RR (n=20) e de individuos saudaveis (controle, n=20) foram ativadas por 3 dias na
presenga de PHA (1 ug/ml) e a producao de IL-10 e TGF-f foi avaliada pela técnica ELISA,
como descrito na metodologia. O grafico destaca os valores médios de cada citocina em
cada grupo estudado e os valores de p estao indicados na figura.

4.3 CORRELACAO ENTRE O PERFIL DE CITOCINA E O EDSS DOS PACIENTES
COM NMO-RR

Como a NMO é uma doenga inflamatéria do sistema nervoso central, nosso
ultimo objetivo foi relacionar os niveis de citocinas inflamatorias com déficits
neurologicos, indicado pelo EDSS. Das citocinas inflamatérias dosadas nos
sobrenadantes das culturas contendo células T ativadas de pacientes com NMO-RR,
apenas a IL-6 e IL-21 correlacionaram positivamente com a pontuacdo do EDSS
(Figura 6). Ademais, apesar de n&o termos observado nenhuma diferenga na
presenca de IgG anti-AQP4 com o EDSS do paciente, nés observamos uma
tendéncia dos pacientes com sorologia positiva para IgG0AQP4 em produzir niveis
superiores de IL-21 (p= 0.097) e IL-6 (p = 0.086).
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Figura 6: Correlacdo entre a producdo de IL-6 e IL-21 com o EDSS nos pacientes com
NMO-RR. A figura destaca a correlagédo entre a produgéo in vitro de IL-6 e IL-21, liberadas
pelas células T ativadas pelo PHA (1ug/mL), e a pontuagado do EDSS de cada paciente com
NMO-RR.
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5 DISCUSSAO

A neuromielite optica (NMO) é uma desordem inflamatoria imuno-mediada
do sistema nervoso central (SNC) caracterizada, na maioria dos pacientes, por
episodios de mielite transversa e/ou neurite 6ptica (DEVIC, 1894; WINGERCHUK et
al., 2007). Apesar da identificagdo em 2004 de IgG especificos para diferentes
antigenos do SNC (LENNON et al., 2004; PITTOCK et al., 2006), os mecanismos
moleculares e celulares da NMO permanecem a serem elucidados. Desde que
células T sdo necessarias para resposta imune humoral mediada pelos linfécitos B
(LENNON et al., 2005), estudos sobre o comportamento dessas células nos
pacientes com NMO estdo faltando, e resultados obtidos pelo nosso estudo, apesar
de preliminares, demonstrou dominio do fenétipo Th17 mesmo em pacientes com
NMO-RR na remissao clinica. Ademais, a produc¢ao in vitro de citocinas relacionadas
a esse fendtipo foi diretamente relacionada a déficits neuroldgicos.

Em nosso estudo, a extensao da proliferagao das células T em resposta ao
PHA, ativador policlonas dos linfocitos T, foi significativamente inferior em culturas
de células de pacientes com NMO-RR, quando comparado ao grupo controle, isto &,
individuos saudaveis. A menor proliferacao das células T observada nos pacientes
com NMO deve estar relacionada, ao menos em parte, a menor produgéo de IL-2
em cultura. A IL-2 € uma citocina fundamental na indugcdo de expansao clonal nas
células T humanas (MILLS et al., 1993). Estudos também tém demonstrado que
menor resposta proliferativa das células T a mitdgenos em pacientes com esclerose
multipla (EM) foi relacionada a menor producdo de IL-2 (MERRIL et al., 1984;
KILLESTEIN et al., 2002). Em nosso estudo, outra razdo, ndo excludente, para
menor linfoproliferacdo em culturas dos pacientes com NMO-RR deve estar
relacionada a maior morte celular seguindo ativagdo com PHA.

Com relagao a determinacéo do fenotipo dominante em culturas de células T
policlonalmente ativadas, nds ndo observamos nenhuma diferenca na producéo de
citocinas relacionadas ao fenétipo Th2, a IL-4 e IL-5, entre os grupos estudados, isto
€, individuos com NMO-RR e saudaveis. Por outro lado, a producdo de IFN-y,
citocina relacionada ao fenétipo Th1, foi significativamente inferior nas culturas de
pacientes com NMO-RR. Uma possibilidade para menor producdo de citocinas

relacionadas ao fenotipo Th1 pode estar relacionada a maior tendéncia desse
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fendtipo de sofrer morte celular induzida por ativacdo através da ativacdo de
caspases via Fas (CD95) (AKKOC et al., 2008).

Em nosso sistema, quando comparado ao grupo controle, niveis superiores
de IL-6 e IL-21, associada a uma tendéncia a liberar mais IL-17, foi observada nas
culturas de pacientes com NMO, mesmo na fase de remissao clinica.

A diferenciacao e sobrevida das células Th17 humanas dependem da IL-1(3
e IL-23 (COSTA; MATTANA; DA SILVA, 2010; MORRISON; BALLANTYNE, 2011).
Recente estudo por Wang e colaboradores (2011) demonstraram elevada frequéncia
de células produtoras de IL-17, tanto CD4" quanto CD8*, associada a elevada
producao sistémica de IL-23 no sangue periférico de pacientes com EM e NMO-RR
durante as recaidas. Estudo recente publicado pelo nosso grupo demonstrou que a
producao de IL-23 foi superior nas culturas de mondécitos de pacientes com NMO-RR
ativadas com lipopolissacarideo bacteriano (LPS), quando comparado ao grupo
controle (LINHARES et al., 2012). Esses resultados sugerem que células
apresentadoras de antigenos, tal como mondcitos, ativados por produtos
microbianos podem executar um papel facilitador na diferenciacdo dos linfocitos T
em Th17 em pacientes com NMO-RR. Apesar de nds nido termos observado uma
diferencga significativa na producéo de IL-17, existe a possibilidade de que, durante
as crises clinicas, niveis dessa citocina sejam superiores aos observados durante as
fases de remissao clinica.

Alguns estudos tém demonstrado que durante as recaidas, citocinas
relacionadas ao fendtipo Th17 possam executar um papel importante na patogénese
das lesbes medulares de pacientes com NMO-RR (MIHARA et al, 2012). A
presenca do eixo IL-17/IL-8 tem sido documentada no liquor dos pacientes com
NMO-RR durante as recidivas (ISHIZU et al., 2005), o que deve aumentar o
recrutamento de neutrdfilos detectado em quase 60% dos espécimes autopsiadas
da medula espinhal nos casos 6bito por NMO (KIRA, 2011). O recrutamento de
neutréfilos garante a liberagdo e agao litica das mieloperoxidases e elastase, duas
enzimas produzidas pelos neutréfilos que sao capazes de danificar a barreira
hemato-encefdlica e a formacdo de extensiva lesdo na medula espinhal (KIRA,
2011). Durantes as recidivas, enquanto alguns autores tém demonstrado uma
relacdo positiva entre os niveis liquéricos de IL-8 com a extensdo das lesdes
medulares na ressonancia magnética (ISHIZU et al., 2005), outro estudo mais

recente demonstrou uma estreita correlagao entre os niveis de IL-6 com a extensao
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da mielite (UZAWA et al., 2010). Esses dois estudos, porém, ndo dosaram os niveis
de IL-21 nem no sangue nem no liquor. Recentemente, Wang e colaboradores
(2011) demonstraram elevados niveis séricos de IL-21 durante as crises clinicas em
pacientes com NMO asiaticos, mas ndo em pacientes com EM. Em nosso
laboratdrio, estudos conduzidos por outros alunos também tém falhado em detectar
niveis elevados de IL-21 nas culturas contendo células T ativadas de pacientes com
EM na fase de remissdo clinica (manuscrito em preparagédo). No entanto, faltam
dados sobre a rede de citocina em nossas pacientes durante a recidiva.

Apesar da infiltracido de neutréfilos ser encontrada na maioria das lesdes da
medula espinhal de pacientes que vieram a 6bito por NMO-RR, intensa deposigao
de imunoglobulinas e fixagcdo do complemento tém sido descritos em todos os casos
da doenca (MATIELLO et al., 2007; MIHARA et al., 2012), e, como observado em
nosso estudo, aumento relativo de IL-6 e IL-21 pelas células T ativadas in vitro de
pacientes com NMO-RR deve contribuir para o envolvimento da imunidade humoral
durante a fase ativa da doenga. Nesse contexto, tanto a IL-21 quanto a IL-6 tém sido
descritas como citocinas estimuladoras de células B (SPOLSKI et al., 2009). Mais
recentemente, estudo demonstrou que a IL-21 é também produzida por um subtipo
de células T CD4" conhecido como células T auxiliadoras foliculares, ou Thf. As
células Thf sdo capazes de auxiliar as respostas imunes humorais por induzir a
formagdo de centro germinativo nos foliculos dos 6rgdos linfoides e,
consequentemente, promover a proliferacdo das células B, troca de cadeia pesada e
hipermutacdo somatica das imunoglobulinas (SPOLSKI; LEONARD, 2009). Esses
dados sugerem, portanto, um provavel envolvimento do eixo IL-6/IL-21, em adigdo a
dupla IL-17/IL-8, na patogénese da NMO-RR.

Entretanto, nos pacientes estudados aqui, a minoria foi IgG-AQP4 positivos
(35,3%), e apenas um leve tendéncia foi observada entre os niveis de IL-21 e IL-6 e
a soropositividade para IgG anti-AQP4. A falta de correlagdo entre soropositividade
para IgG-AQP4 e as citocinas IL-6 e IL-21 pode ser explicada pelo baixo numero de
pacientes estudados. Entretanto, até o momento n&o existe uma posi¢cao consensual
entre a presenca de IgG anti-AQP4 e gravidade e curso da doenga (KIRA, 2011).

Varios estudos em modelos experimentais e em humanos tém demonstrado
que deficiéncias nos mecanismos de regulagcdo imune sao fatores de risco centrais
para o desenvolvimento de desordens auto-imunes (KITANI et al., 2003;
MCGEACHY; STEPHENS; ANDERTON, 2005; BELKAID, 2007; MAYNARD et al.,
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2007; LI; FLAVELL, 2008; VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008; SHEVACH,
2009; BUCKNER, 2010). Muitos dos mecanismos moleculares envolvidos no
controle da resposta imune inflamatoria sdo mediados pela produgédo de citocinas
anti-inflamatérias, tais como IL-10 e TGF-B, pelos linfécitos T reguladores
(BUCKNER, 2010). Em nosso estudo, no entanto, excessiva produgao de citocinas
relacionadas ao fenétipo Th17 nao foi atrelada a deficiéncia producao de citocinas
anti-inflamatdérias. Nenhuma diferenga significativa na producgéo de IL-10 e TGF- [ foi
observada nas culturas de individuos com NMO-RR e saudaveis em nosso estudo.
Esse resultado, no entanto, ndo descarta a possibilidade de uma refratariedade das
células Th17 as agbes imunosupressoras dessas ctiocinas durante as crises

clinicas.
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6 CONCLUSOES

As CMSP dos individuos com NMO-RR proliferaram menos em resposta a
um ativador policlonal das células T, a fitohemaglutinina. Isso pode estar relacionado
tanto a menor producgao in vitro da citocina IL-2 quanto a menor viabilidade celular.

Quando comparado aos individuos saudaveis, niveis inferiores de citocinas
relacionadas ao fendétipo Th1 (IFN-y e IL-2), mas n&o do tipo Th2 (IL-4 e IL-5), foram
detectadas nas culturas de CMSP de pacientes com NMO-RR.

Por outro lado, niveis significativamente superiores de citocinas relacionadas
ao fendtipo Th17 (IL-6 e IL-21) foram quantificados nos sobrenadantes das culturas
de CMSP de pacientes com NMO-RR. Ademais, uma tendéncia em liberar mais IL-
17, citocina tipica do fendtipo Th17, foi também observada nas culturas dos
pacientes.

Maior tendéncia de produzir citocinas relacionadas ao fendétipo Th17 em
pacientes com NMO nao foi atrelada a danos na producéo in vitro de citocinas anti-
inflamatorias (IL-10 e TGF- B).

Interessantemente, uma relagao direta foi observada entre a produgao de IL-
6 e IL-21 e 0 EDSS dos pacientes com NMO.

Em resumo, nossos resultados indicam que, mesmo na remissao clinica, as
células T de pacientes com neuromielite dptica recorrente-remitente produzem niveis

elevados de IL-6 e IL-21 que parecem estar atreladas a incapacidade neurolégica.
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ANEXO A - Expanded Disability Status Scale (EDSS)

Os sistemas funcionais avaliados no ambito da escala EDSS.
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Funcdes Piramidais - movimento voluntario

Funcdes do Tronco Cerebral - movimento dos olhos, sensacédo e movimento da face, engolir

Fungdes Visuais (ou Opticas)

Funcdes Cerebrais (ou Mentais)- memoria, concentragdo, humor

Funcdes Cerebelares - coordenagdo do movimento ou equilibrio

Funcdes Sensitivas

Funcdes Intestinais e Vesicais

Outras Funcdes - incluindo a fadiga

A Escala EDSS".
EDSS Déficit neuroldgico

0 Exame neuroldgico normal

1 Auséncia de incapacidade funcional e exame com achados anormais minimos

2 Incapacidade funcional minima em apenas um sistema funcional

3 Capaz de andar sem ajuda, mas com incapacidade moderada em um dos
sistemas funcionais

4 Capaz de andar sem ajuda pelo menos 500 metros, mas tem incapacidade
grave em um dos sistemas funcionais

5 Capaz de andar sem ajuda pelo menos 200 metros, mas a incapacidade é muito
grave para estar apto para o trabalho a tempo inteiro

6 Precisa de uma bengala, muleta ou outra ajuda para andar 100 metros, com ou
sem pausas

7 N&o consegue andar mais de 5 metros, mesmo com ajuda, pode mover a
cadeira de rodas e transferir-se sem ajuda

8 Restringido a cadeira, cama ou cadeira de rodas, bragos funcionais mas
necessita de assisténcia para a transferéncia

9 Acamado e totalmente dependente, bragos ndo funcionais, mas pode comer e
falar

10  Morte devida a EM (muito raro)

'Expanded Disability Status Scale (KURTZE, 1983)



ANEXO B - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa CEP-UNIRIO
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-UNIRIO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO

TTDD:232
Assunto: Projetos de Pesquisa — Avaliagio.

Protocolo CEP-UNIRIO: 0042/2011 FR 460879 CAAE: 0050.0.313.000-11

Projeto de Pesquisa: Avaliagio fenotipica e funcional doa Linfécitos T de pacientes com
neuromielite optica.

Versdo do Protocolo e Data: 09/09/2011.

Pesquisador(a) Responsavel: Cleonice Alves de Melo Bento.

Institui¢ao: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO.

Sumario do protocolo:

- Objetivos: avaliar o perfil imunolégico de pacientes com neuromielite 6ptica (NMO) em
resposta a diferentes estimulos antigénicos; avaliar a proliferacio dos linfocitos T mediante
ativagdo por diferentes antigenos e patogenos; a frequéncia de diferentes subpopulagoes de
células T no sangue periférico de pacientes com Neuromielite Optica; a frequéncia e a
situagdo funcional das células dendriticas no sangue periférico dos pacientes em questdo; o
impacto de diferentes neurotransmissores do stress na funciio in vitro das células T dos
pacientes com NMO; quantificar a produgfio n vivo ¢ in vitro de citocinas relacionadas aos
fendtipos inflamatérios e anti-inflamatérios de células T nos pacientes com NMO.

- Samula do Projeto: o projeto tem como foco o estudo da neuromielite éptica, doenca
desemielinitizante do sistema nervosa central. O status funcional de células imunolégicas de
pacientes serd avaliado. Serfio utilizados pacientes do Hospital da Lagoa, com critério de inclusdo
o diagnostico dos diversos tipos de NMO, ¢ exclusio obesidade morbida, consumo de dlcool e
tabaco. Ocorrerd a coleta de 20 mL de sangue para quantificagio de células imunolégicas e estudo
de cultura de células para avaliagdo de proliferagio e viabilidade celular. Para as anélises
estatisticas serdo utilizados testes ndo paramétricos.

- Comentdrios do Relator: projeto de relevéncia cientifica e adequadamente discutido na sua
introdugao, justificativa e metodologia. Foi descrito o destino da cultura de celular; defini¢o
pelo pesquisador do perfodo de tempo para selegdo dos pacientes na metodologia e\ou
esgotamento amostral; O cronograma estd adequado.

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: estd de acordo com as Normas da
Resolugdo 196/96.

Comité de Etica em Pesquisa CEP-UNIRIO
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO
Avenida Pasteur, 296 — Urca — Rio de Janeiro - RJ - Cep: 22290-240
Telefones: 21- 5427771 E-mail: cepunirio09@email.com ¢ cep-unirio@unirio.br
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-UNIRIO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO

e O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deveré rubricar

todas as folhas de Termo de Consetimento Livre e Esclarecido — TCLE -
apondo sua assinatura na tltima pagina do referido Termo.

e O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubircar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assintaura

na tltima pagina do referido Termo.

- Informo que a autorizagfio para posterior publicag@o fica condicionada 4 apresentagdio do
resumo do estudo proposto a apresentagao.

Diante do exposto, o Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro — CEP —UNIRIO, de acordo com as atribui¢des definidas na Resolugdo CNS196/96
e suas complementares, manifesta-se pela aprovagdo do protocolo de pesquisa proposto.

Emitimos, portanto, parecer que classifica o projeto como APROVADO.

Rio de Janeiro, 18 de novembro de 2011.

Fabiana Barbosa Assurﬁpﬁé& débouza
Coordenadora do CEP-UNIRIO

Fabiana B. Assumpgao de Souza
Coprdenadora
CEP = UNIRIO
PROPG-DPQ

Comité de Etica em Pesquisa CEP-UNIRIO
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO
Avenida Pasteur, 296 — Urea - Rio de Janeiro — R~ Cep: 22280-240.
Telefones: 21- 5427771 E-mail: cepunirio09@email com e cep-uniriof@unirio.br
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Departamento de Microbiologia e Parasitologia
Laboratério de Imunofisiologia e Imunopatologia dos linfécitos T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto:

“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite 6ptica”
Investigador Principal: Dra. Cleonice Alves de Melo Bento - Professora de
Imunologia da UNIRIO.

Tels.: 2531-7906/ 2558-7586 / 9883-8948

EXPLICACAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PARTICIPANTES

1.1- Propdsito do estudo

O proposito desse estudo é avaliar o impacto de diferentes eventos imunes em
pacientes com neuromielite dptica (NMO) e compara-los com individuos saudaveis. Assim
podemos identificar alguns parametros que possam estar implicados na NMO.
1.2- Procedimentos

Durante a consulta clinica com o médico, uma vez estabelecido o diagnéstico de
NMO, o médico fard algumas perguntas de relevancia para 0 nosso estudo. Essas perguntas
objetivam avaliar relatos de intercorréncias clinicas de relevancia imunologica, tais como o
nimero de episodios de surtos ao ano, ocorréncia de reacdes alérgicas e de outras
imunopatologias, com definicdo do tipo de desordem imunoldgica de fundo auto-imune.

Ap0s a entrevista, e com o0 consentimento oral e por escrito do paciente, 0 médico ird
colher o volume total de 20 mL de sangue periférico que sera utilizado para realizar uma

avaliacdo quantitativa e qualitativa de seu sistema imune.
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1.3- Riscos e desconfortos
A aplicagéo das perguntas ndo oferece nenhum tipo de risco ou desconforto. Caso vocé esteja
se sentido desrespeitado, pode interrompé-lo a qualquer momento. A obtencdo do sangue
periférico sera conduzida por seu médico e utilizara todo o material sob condi¢des adequadas.
1.4- Beneficios
Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes resultados poderéo
fornecer informagGes importantes relacionadas a NMO. Mas, eles podem nédo lhe trazer
beneficios imediatos, desde que s@o 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 vocé.
1.5-Alternativas para a participagdo

Sua participagdo nesse estudo é voluntéaria. Vocé poderd interromper a entrevista ou
ndo permitir a coleta de seu sangue a qualquer momento, sem nenhum problema para voce.
Vocé tambem podera se retirar do estudo a qualquer momento sem nenhum prejuizo quanto
ao seu atendimento pela equipe médica hospitalar.
1.6- Custos e compensagoes

Vocé ndo pagara nada para participar nesse estudo. Vocé ndo sera pago por estar no
estudo.
1.7- Confidenciabilidade

Este estudo envolve informacdes confidenciais. Essas informacdes serdo mantidas
estritamente confidenciais entre 0s membros envolvidos na pesquisa. Qualquer publicacdo
cientifica dos resultados nédo identificara vocé.
1.8- Direito para se retirar da pesquisa

Sua participagdo é voluntaria. Vocé ndo € obrigado a participar nessa pesquisa. VVocé é
livre para interromper a qualquer momento sua participacao.
1.9- Perguntas ou problemas

Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, entre em contato com
Dr®. Regina Maria Papais Alvarenga ou Dr® Cleonice Alves de Melo Bento, professora e
Imunologista da UNIRIO tel: 2264-2723 ou 2531-7906.
1.10- Consentimento

Uma vez que vocé leu (ou lhe foi explicado) e entendeu o proposito desse estudo, 0s
procedimentos que serdo realizados, os riscos e beneficios, e vocé VOLUNTARIAMENTE

concorda em fazer parte desse estudo, favor assinar seu nome abaixo:
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Nome do Individuo entrevistado:

Assinatura do Individuo entrevistado:

Eu expliquei o proposito do estudo para o paciente. Ao meu entender, ela entendeu o
proposito, procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador:

Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

Data:
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