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INTRODUCAO

Aneuromielite ptica (NMO) é uma doenca desmielinizante de fundo autoimune 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 condicao nosoldgica e ndo uma variante clinica da EM passou pela mudanga de um paradigma
na concepgao do diagnéstico das doencas desmielinizantes. Contribuiram decisivamente para isto estudos de séries ocidentais e asiaticas, a introdugdo da ressonancia magnética
(RM) nos critérios de diagndstico e, mais recentemente, a identificagdo de um auto-anticorpo detectado na maioria dos pacientes com NMO, a lgG anti-aquaporina 4 (AQP4)
(LENNON et al., 2004, 2005; LUCCHINETTI et al., 2002). Acredita-se que a doenca se manifesta a partir do ataque imune a bainha de mielina aos nervos épticos e da medula espinhal,
caracterizado, clinicamente, por dois eventos indices, neurite dptica (NO) e mielite transversa aguda (MTA) (PITTOCK et al., 2006; WINGERCHUK et al., 2006). Entretanto, devido ao
pouco tempo de reconhecimento da NMO como uma doenga desmielinizante do SNC distinta da EM, poucos estudos foram publicados sobre os diferentes mecanismos genéticos
e ambientais em elevar o risco a patologia. 0 melhor entendimento desses fatores possibilitara a aquisicdo de conhecimentos valiosos acerca das bases moleculares e celulares
da NMO, podendo assim ajudar no desenho de novas e mais eficazes ferramentas terapéuticas. Nesse sentindo, estudos recentes publicados pelo nosso grupo demonstraram
uma frequéncia elevada de células T (D4+ produtoras de interleucina (IL)-6 e IL-21 no sangue periférico de pacientes com NMO na fase de remissao clinica que foi diretamente
correlacionada a progressdo da doenca. Adicionalmente, a liberagdo dessas citocinas pelas células T (D4+ foi significativamente menos sensivel a inibicao sequindo o tratamento
da cultura com doses farmacoldgicas de corticoide, potente droga utilizada no controle das crises agudas de déficits neuroldgicos (LINHARES et al., 2013). Esses resultados esto de
acordo com outros estudos que sugerem a participacdo das células Th17 na NMO (ISHIZU et al., 2005; UZAWA et al., 2010; KIRA, 2011). Epidemiologicamente, um dos principais
fatores de risco relacionados ao desenvolvimento e/ou exacerbagao de desordens autoimunes é a recorréncias de doencas infecciosas (MILLS, 2011). Acredita-se que diferentes
produtos microbianos podem favorecer doencas autoimunes tanto por amplificar a expansdo do fenétipo Th17 quanto por danificar o status funcional das células T requladoras
(Tregs). As T regs sdo linfécitos importantes em inibir processos inflamatdrios autoagressivos por produzir, por exemplo, grandes quantidades de citocinas anti-inflamatorias, tais
como IL-10 e o fator  de crescimento transformado (TGF-B) (WING & SAKAGUCHI, 2010). Nesse sentido, outro trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo (BARROS etal.,
2013) demonstrou uma elevada responsividade imune in vitro das células T (D4+ a um isolado intestinal de Escherichia coli levando a uma produgéo descontrolada de citocinas
relacionadas ao fendtipo Th17 com reduzidos niveis de IL-10. Apesar de muito interessantes, esses dados revelam alteragdes funcionais das células T de pacientes com NMO quando
estimulados in vitro. Entretanto, para aumentar a nossa compreensdo sobre o impacto dos eventos imunes e progressao da doenga, algumas andlises imunes in vivo sdo necessdrias.

OBJETIVO
0 presente estudo tem como objetivo avaliar a relacdo entre o perfil de citocina no sangue periférico de pacientes com NMO com marcadores clinicos de progressao.

METODOLOGIA

Pacientes: Para o nosso estudo 20 pacientes adultos (02 homens e 18 mulheres) com diagndstico de NMO recorrente remitente (NMO-RR), segundo os
critérios de Wingerchuck e colaboradores (2006), foram recrutados do Hospital Federal da Lagoa (Rio de Janeiro, Brasil) e que tiveram os seus sequintes
parametros imunoldgicos avaliados em nosso laboratério: 1) Quantificacdo de citocinas in vitro e in vivo, através da técnica ELISA (Kits OptEIA ELISA, BD,
Pharmigen, San Diego, CA); 2) Dosagem dos niveis plasmaticos de LPS pelo teste LAL. A dosagem das citocinas in vitro foi realizada nos sobrenadantes
obtidas das culturas de células T (D4+ policlonalmente ativadas por 3 dias com a fitohemaglutinina (PHA, a 1 ug/mL) ou de mondcitos ativados por 24
h com LPS (100 ng/mL). Como controle da normalidade, esses mesmos pardmetros imunoldgicos foram quantificados em individuos adultos saudaveis,
pareados pela idade e género (n=20). No grupo dos pacientes, todos os parametros laboratoriais acima mencionados foram avaliados durante a fase
de remissao da doenca. 0 status de incapacidade dos pacientes foi avaliado pela Professora Regina Alvarenga, neurologista de nosso grupo utilizando a
escala do EDSS. Ademais, informagdes adicionais serdo colhidas a partir dos prontudrios médicos, tais como: etnia e a ocorréncia de doencas infecciosas
e transtornos de humor (depressdo maior). Escala EDSS: Sequindo a avaliacdo da extensdo dos disttrbios nos sistemas funcionais, os pacientes com NMO
sao estadiados utilizando a escala chamada Expanded Disability Status Scale (EDSS), que mede o grau de incapacidade neuroldgica do paciente (KURTZKE,
1983). 0 EDSS possui 10 itens com valores variando de 0 a 10, com pontuacéo aumentando em meio ponto conforme o grau de incapacidade do paciente,
dando maior enfoque a capacidade de deambulacdo do paciente (principalmente quando o EDSS é > 4,0). Esta classificacdo vai desde o normal, que
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é zero, até a incapacidade mdxima, quando os valores de EDSS sao superiores a 6. A cima do valor 6 0s pacientes os pacientes ficam restritos a cadeira
de rodas. Andlise estatistica: Todas as analises estatisticas dos ensaios foram conduzidas usando o programa de grafico GraphPad Prism versao 5.0 para
Windows. A significincia em todos os experimentos foi definida como p < 0,05.

RESULTADOS

Com relacdo a andlise do perfil de citocinas nos plasmas, nossos resultados demonstraram que a IL-6 foi significativamente superior nos plasmas dos pacientes com
NMO-RR quando comparado ao grupo controle. Dentre os pacientes, maiores niveis circulantes de IL-6 foram dosados em pacientes que apresentavam repetidas
infeccdes (geralmente urindrias) e com maior nlimero de recaidas nos dltimos dos anos de seguimento clinico. Ademais, quanto maior o nivel in vivo de IL-6 maior a
severidade de progressdo da doenca, determinada pela pontuacéo do EDSS. Como esperado, os niveis dessa citocina foi diretamente correlacionado a quantidade de
LPS nos plasmas dos pacientes com NMO-RR. Quanto a producdo de citocinas pelas culturas de mondcitos estimulados com LPS, nossos resultados demonstraram que
niveis significativamente maiores de IL-6 e IL-23 foram detectados no grupo dos pacientes, quando comparado ao grupo controle. Dentre os pacientes, a produgdo de
IL-6, mas ndo de IL-23, foi significativamente maior em pacientes com formas mais severas da NMO. Como essas duas citocinas tém sido atreladas ao favorecimento e
expansao do fendtipo Th17 (MILLS, 2008), nosso préximo passo foi observar se essas citocinas seriam capazes de potencializar a produgdo de citocinas sabidamente
relacionadas ao fenétipo Th17 em culturas de células T (D4 policlonalmente ativadas com PHA. De fato, sobrenadantes das culturas de mondcitos dos pacientes,
ativadas com LPS, amplificaram a producéo de IL-21 e IL-17, enquanto diminuiu a liberacdo de IL-10, conhecida citocina anti-inflamatoria e envolvida na regulacao
da resposta imune.

CONCLUSAO

Apesar de preliminares, nossos dados apresentados aqui revelam os efeitos deletérios da IL-6 na NMO por favorecer a ativacdo das células TCD4+ em Th17, conhecido
fenétipo envolvido em desordens inflamatdrias de fundo autoimune. Ademais, nosso estudo revelou o impacto adverso de produtos microbianos na progressao da doenca,
devendo este fendmeno deve estar atrelado, ao menos em parte, a inducao de sintese da IL-6.
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