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EM.
E.AE.
CSF
PHA
MBP
PLP

TGF-B
TNF-a
IFN-y

ConA
PBS
SBF
LPS
BSA
SNC
PMNC
APC
Ag

Abreviaturas.

Esclerose Multipla

Encefalomielite Experimental Autoimune
Liquido Céfalo Raquidiano
Fitohemaglutinina

Proteina Basica de Mielina
Proteolipoproteina

Fator Transformador de Crescimento

Fator de Necrose Tumoral o
Interferon Imune

Interleucina
Concanavalina A

Solugdo Salina Tamponada

Soro Bovino Fetal
Lipopolissacarideo (capsula de E. coli)
Soroalbumina bovina

Sistema Nervoso Central

Células Polimorfonucleares

Células Apresentadoras de Antigeno

Antigeno
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As caracteristicas clinicas e patologicas da Esclerose Multipla foram descritas por
Charcot em 1868 (McFARLIN & McFARLAND, 1982). O termo esclerose multipla,
esclerose em placas ou disseminada foi usado para descrever a ampla distribuicio de
lesdes da substéncia branca do Sistema Nervoso Central ( SNC ). As lesdes na Esclerose
Multipla podem ser encontradas proximo a circulagdo sangiiinea, nas areas perivasculares,
tendem a ser simétricas, havendo infiltrado de macrofagos, linfocitos e plasmocitos
(HAFLER & WEINER, 1989; McFARLIN & McFARLAND, 1982). A E.M. pode ser,
portanto, descrita como uma reagdo inflamatoria, que resulta na desmieliniza¢do dos
axonios da substdncia branca do SNC. Clinicamente apresenta caracteristica de doencga
cronica, que usualmente progride por anos ou décadas, nas formas de surto-remissdo ou
cronica progressiva primaria e secundaria (NAVIKAS & LINK, 1996).

A EM. ¢ uma doenga de jovens e adultos, sendo que a maioria dos pacientes
descrevem seus primeiros sintomas entre as idades de 20-40 anos. Raramente a doenga
aparece antes dos 15 ou depois dos 50 anos, embora algumas excegdes tenham sido
relatadas (LYNCH & ROSE, 1996). O aparecimento dos surtos s3o extremamente
indesejaveis, pois promovem o declinio da qualidade de vida do paciente.

A etiologia da E.M. nfio ¢ conhecida. A hipOtese mais aceita € que a doenga seja
resultado de algum evento infeccioso em individuos susceptiveis ao desenvolvimento de
doencas autoimunes. Atualmente, a maioria dos estudiosos aceita que a E.M. possa ser
enquadrada como doenga de natureza autoimune (WAKSMAN, 1985). Infecgdes virais,
ou por outro agente e mesmo 0s superantigenos estdo implicados na génese das doencas
autoimunes. A maioria das doengas autoimunes esta associada com um ou multiplos
genes, no entanto, os fatores ambientais também devem ser considerados. Estudos
realizados em gémeos monozig6ticos mostraram que o aumento do risco de contrair a
E.M. era muito variavel e dependia muito dos fatores ambientais (EBERS et al., 1987).
Um dos possiveis mecanismos pelos quais os virus ou outros agentes infecciosos levam
ao desenvolvimento da doenga autoimune, seria através do mimetismo molecular, onde o
agente infeccioso apresentaria estruturas que mimetizariam as proteinas do hospedeiro.
Uma resposta imune dirigida contra o patogeno poderia elimina-lo, mas simultaneamente

reagiria com um ou mais antigenos proprios do organismo, num processo cronico. Em



trabalho, recentemente realizado, os autores testaram um painel de 129 peptideos
derivados de bactérias ou virus, contra clones de células T especificos para proteina basica
de mielina (MBP) e mostraram que varios destes peptideos foram capazes de ativar os
clones de células T (WUCHERPFENNING & STROMINGER, 1995). A maior
dificuldade em se estabelecer a correlacdo entre o agente infeccioso e o aparecimento da
doenga autoimune se deve ao longo tempo que precede o aparecimento do quadro clinico.

A autoimunidade ¢ entendida atualmente, como um mecanismo fisioldgico normal.
Células reativas e anticorpos contra os diferentes componentes do organismo foram
descritos em individuos normais. O organismo convive com o0s clones auto-reativos e
autoanticorpos sem que os mesmos levem a qualquer tipo de dano. As doengas
autoimunes teriam inicio quando os mecanismos de tolerdncia aos antigenos proprios
fossem desequilibrados em individuos geneticamente predispostos. Refor¢ando essa idéia,
alguns autores mostraram a presenga de clones reativos a componentes da mielina, com
igual freqiiéncia em individuos normais e em pacientes portadores de EM. (OTA et al,,
1990, ZHANG et al., 1992).

Uma série de mecanismos imunoreguladores estdo envolvidos na manutengio da
tolerancia aos antigenos proprios, sendo os mais estudados a delecdo de clones auto-
reativos, a anergia clonal e mecanismos reguladores da resposta imune exercidos pelas
citocinas.

A delegio de clones auto-reativos tanto pode ocorrer no timo como na periferia,
sendo a apoptose o mecanismo melhor descrito. Apoptose € a palavra empregada para
descrever a seqiiéncia de eventos morfologicos no processo de morte celular, que envolve
a fragmentagfo nuclear e diminui¢do do volume da célula, com posterior fagocitose dos
fragmentos celulares. Como a morte celular programada é desencadeada ndo estd muito
claro, mas ha evidéncias de que altas doses do auto-antigeno, superantigenos ou até
mesmo antigenos exogenos possam causar a dele¢io de linfocitos imunocompetentes,

atraves da apoptose. Esta forma de morte celular ndo envolve necrose, ndo implicando

portanto, na destrui¢do da arquitetura do tecido.
Na anergia clonal, outro mecanismo de indugdo de tolerdncia imunologica,

observa-se que linfocitos T imunocompetentes, que escaparam a selegdo negativa do timo,



migram para a periferia, mas ndo respondem ao auto-antigeno. Para a célula T ser ativada,
ndo ¢ suficiente a ligagdo do TCR com o antigeno especifico ligado as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade de classe 1 ou 11 . S3o necessarios outros
sinais estimulatorios, provenientes da interagdo de uma variedade de pares de receptores e
contra-receptores. Os pares de moléculas co-estimulatorias melhor caracterizadas sdo o
B7.1 (CD80), B7.2 (CDB86) expressos nas células apresentadoras de antigeno e
CD28/CTLA-4 expressos nos linfocitos T. A interagio do CD3/TCR com o complexo
antigeno - MHC, na auséncia de co-estimulagdo, ndo somente levaria a falha na indugio
da resposta imune, mas resultaria na inativagdo funcional das células T maduras, levando-
as a um estado de anergia.

As citocinas que sdo produzidas no processo de ativagdo linfocitaria participam
ativamente tanto na potencializagdo da resposta imune, como na indugdo de tolerdncia
aos antigenos proprios. O modelo Thl / Th2 para diferenciacdo dos linfécitos T CD4"
propde que apos a ligagio com antigeno, as células T helper diferenciam-se em duas sub-
populagdes que sdo caracterizadas pelo padrio de citocinas secretadas. Os linfocitos CD4”
Thl secretam principalmente 1L.2 e IFNy, ativam macrofagos e mediam reagdes de
hipersensibilidade do tipo tardio. Os linfécitos CD4" Th2 produzem IL4, IL5 e IL10, sdo
importantes na sintese de IgE e podem suprimir a resposta imune celular. As citocinas
produzidas por cada um dos subgrupos de linfécitos atuam como seu proprio fator de
crescimento, assim como podem regular negativamente o desenvolvimento e a fungdo do
subtipo oposto. Este modelo de regulagio cruzada tem sido utilizado, com sucesso, para
explicar varios fendmenos imunolégicos, inclusive a resposta imune a agentes infecciosos
(MOSMANN et al., 1986, SHER & COFFMAN, 1992; PAUL & SEDER, 1994
ROMAGNANI, 1994). A polarizagdo de um ou outro fenétipo também parece ser
extremamente relevante nos mecanismos de autoimunidade.

Todo conhecimento somado sobre a resposta imune na Esclerose Miultipla
decorreu, principalmente, de estudos desenvolvidos no modelo experimental, a
encefalomielite experimental autoimune (E.A E.). A E.A E apresenta varias caracteristicas
em comum com a E.M. humana, tendo sido, portanto, exaustivamente estudada. Esta

muito bem descrito na literatura, que a E.AE. é causada por linfocitos T. Mais



recentemente foi demonstrado que a transferéncia adotiva de linfocitos T CD4" Thl,
especificos para componentes da mielina podem causar E.A.E. (ZAMVIL & STEINMAN,
1990). Da mesma forma , no modelo de Diabetes experimental obtida em camundongos
NOD (“ non obese diabetes” ) , a transferéncia adotiva de linfocitos T CD4" do tipo Thl,
especificos para antigenos pancreaticos, podem causar a doenga, enquanto linfocitos
especificos para o mesmo antigeno, do tipo Th2, protegem contra a mesma (KATZ et al ,
1995). Estes achados, entre outros, apoiam a conclusio que a EAE, a diabetes
experimental e, provavelmente outras doengas autoimunes orgao-especificas sdo causadas
por clones de linfocitos auto-reativos que apresentam o padrdo Thl.

Baseado nesses dados, supde-se que nesses modelos as células Th2, com a mesma
especificidade para o antigeno, deveriam inibir o desenvolvimento da doenga. Os
resultados obtidos em varios laboratorios, no entanto, foram conflitantes. No modelo para
E.A.E., a transferéncia de clones de linfocitos Th2, especificos para neuroantigenos, ndo
foi capaz de proteger contra a doenga. Por outro lado, CHEN et al. (1994) obtiveram
protecdo contra a E.A E. transferindo adotivamente os clones Th2 e Th3 (produtores de
TGF B). A administragdo, “in vivo” de citocinas produzidas pelos linfocitos Th2, como a
1L4, 1L.10 e 1L3, resultou na melhora clinica, diminui¢do da desmieliniza¢@o e indugdo de
células Th2 (RACKE et al., 1994). Demonstrou-se também, que a tolerancia obtida pela
adiministracdo oral de componentes da mielina se deve a ativagdo de linfocitos T CD4" e
CD8" capazes de produzir IL4 ¢ TGF 8 (KARPUS et al., 1992; CHEN et al., 1994).

Observacgdes de varios laboratorios, utilizando células de pacientes portadores de
E.M., tém sugerido a participagdo de TNF o e IFN y na patogénese da doenga. Em
estudos utilizando-se tecido cerebral de pacientes portadores de E.M., determinados
autores encontraram IFN y associado a expressdo de antigenos de classe 11 nos astrocitos
das margens das lesdes, com infiltragdo de linfocitos CD4 expressando niveis aumentados
de receptores para IL2 (TRAUGOTT & LEBON, 1988). Utilizando técnicas de
imunohistoquimica nas lesdes agudas e cronicas da E.M., SELMA]J et al. (1991) puderam
identificar TNF o e TNF B, nio detectando porém, a presenga destas citocinas no sangue
periférico. Trabalhos mais recentes sobre a participagdo das citocinas e moléculas co-

estimulatorias no tecido cerebral de pacientes com E.M. mostraram que as moléculas B



7.1 eB 7.2 e IL12 p 40 predominavam nas placas de E.M. na fase aguda da doenga. As
moléculas B 7.1 foram identificadas nas areas de inflamacdo perivenular, enquanto que
ndo foram detectadas na area do parénquima normal. Estes achados sugerem que nos
eventos iniciais da inflamagio na E.M., as moléculas co-estimulatorias e IL12 participam
ativamente, criando um microambiente com condigdes otimas para o desenvolvimento das
células Thl (WINDHAGEN et al., 1995). Estudos empregando hibridizagdo “ in situ”
para detectar RNA mensageiro das citocinas presentes no cérebro de pacientes com E.M.
foram efetuados para 1L1B, 1L2, 1L4, 1L6, 1L10, TNF a e TGF i, Os autores
demonstraram a presenga de mRNA para todas as citocinas, sendo que nas regides com

desmieliniza¢do inflamatoria predominavam TNFo, 1IFN vy e 116, enquanto que nas regides

com lesdes inflamatorias, sem desmielinizagio, pequena quantidade de IFN vy e IL2 foi

detectada. Estas citocinas estavam localizadas nas regides perivasculares, onde se
observou infiltrado celular, mas ndo no tecido do parénquima, refor¢ando a idéia de que a
desmielinizacdio se deve as células circulantes que atravessam a barreira hemato-encefalica
(WOODROOFE & CUZNER, 1993).

Estudos dos niveis de citocinas quantificadas diretamente no liquido céfalo-
raquidiano estdo sendo realizados. SHARIEF & HENTEGES (1991) mostraram aumento
dos niveis de TNF o no CSF de cerca de 50% dos pacientes com E.M. cronica-
progressiva, comparada aos pacientes com a doenga estavel, que ndo apresentaram niveis
detectaveis, o mesmo valendo para individuos normais. Resultados similares foram
encontrados por TSUKADA et al. (1991). MAIMONE et al. (1991) encontraram niveis
superiores a 140 pg/ml de TNF o no CSF de pacientes portadores de E.M., em 23% dos
pacientes estudados, assim como em 29% de outras doengas neurologicas inflamatorias.

Em estudo desenvolvido com células derivadas do sangue periférico de pacientes
na fase ativa da doenga, utilizando a metodologia do PCR, RIECKMANN et al. (1995)
mostraram niveis elevados de TNF a. Utilizando clones de linfocitos derivados do sangue
periférico, MOKHTARIAN et al. (1994) também reportaram aumento na produgo de
citocinas pro-inflamatorias (IL2, IFNy, TNF a / TNF B) em linhagens celulares. Os
mesmos autores também demonstraram que na fase ativa da doenca havia diminuigdo

significativa da produgdo de TGF B, sendo que os linfocitos CD8" ¢ CD 45 RA eram a
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principal fonte dessa citocina. Em estudo longitudinal, onde se pesquisou a expressdo de
mRNA em pacientes com a doenga na forma de surto/remissdo, foi verificado que o
aumento da expressio de mRNA para TNF o precede, cerca de 4 semanas, o
aparecimento do surto, enquanto os niveis de 1L10 e TGF P estio diminuidos. Este
mesmo grupo ndo conseguiu correlacionar o grau de atividade da doenga com os niveis de
IL1, 1L4, 1L6, IFN vy (RIECKMANN et al., 1994). Alguns autores pesquisaram a possivel
correlagdo entre linfocitos que expressavam o haplotipo HLA-DR2, que € um marcador
associado a susceptibilidade ao desenvolvimento da E.M. com a producdo de TNF o . Os
resultados mostraram que linhagens de células T, de pacientes DR2-positivo,
provavelmente devido a ligagdo genética com o locus para genes de TNF a no

cromossomo 6, produziram maior quantidade de TNF a que os linfocitos do grupo de

individuos DR2- negativo (ZIPP et al., 1994). Esse autores porém, ndo encontraram
diferenga significativa com rela¢@o aos niveis de IFN y .

Clones de linfocitos T, especificos para MBP, derivados do sangue periférico e do
liquido céfalo-raquidiano de pacientes portadores de E.M., outras doengas neurologicas
de carater nio inflamatério e grupo controle normal foram estudados com relagdo a
produgdo de citocinas. Foi verificado que a maioria dos clones apresentaram o padrdo ThO
com relagdio as citocinas produzidas e nenhum clone apresentou o padrio Th2. Muito
interessante foi a observacdo que acima de 74% dos clones derivados de pacientes
portadores de E.M. apresentaram o padrdo Thl, ndo sendo isolado nenhum clone, com
esse padrio, de individuos normais ou de outras doengas neurologicas de carater
inflamatério (BROD et al., 1991). Testando diferentes neuroantigenos, inclusive peptideos
da molécula de MBP, outro grupo de autores mostrou aumento do numero de células
secretoras de 1IFN v, tanto no sangue como no CSF de pacientes com E.M. (OLSSON et
al., 1993).

Linhagens de células reativas a outros neuroantigenos componentes da mielina
também foram testadas com relagio a capacidade de produzir citocinas. Clones de
linfocitos reativos a proteolipoproteina (PLP) de pacientes com E.M., na fase aguda da
doenga produziram maior quantidade de IFN y e TNF o / TNF B, enquanto que os clones

dos mesmos pacientes estudados na fase da remissdo da doenga produziram, com maior
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freqiiéncia, TGF B e IL10 (CORREALE et al., 1995).

Com relagiio a atuagio das citocinas liberadas pelos clones de linfocitos Th2 sobre
o desenvolvimento da E.A E. ¢ EM., uma série de evidéncias mostram que as citocinas
como IL4, IL10 e TGF B podem inibir a reagéio inflamatoria desencadeada pelas células
Thi. Estudos imunohistoquimicos, realizados no tecido cerebral de animais com E.AE.,
mostraram a presenga de L2, TNF o e IFN y, ndo encontrando, no entanto, niveis
detectaveis de 1L4 durante a fase aguda da doenga (MERRIL & BENVENISTE, 1996,
KHOURY et al., 1992). Por outro lado, os niveis de IFN y decresciam e se tornavam
mesmo, ndo detectiveis, nos animais em recuperagdo, enquanto que oS niveis de 1L4,
1L10 e TGF B aumentavam nesta fase da doenga (KHOURY et al., 1992; KENNEDY et
al., 1992).

Também foi demonstrado que o tratamento “in vivo” com anticorpo anti-TNF o ou com
pentoxifilina, uma droga que seletivamente suprime a produgdo de citocinas associadas a
subpopulagdo Thl, mas ndo Th2, inibe a indugio da E.AE. (RUDDLE et al, 1990).

A interleucina 10, originalmente conhecida com fator inibidor da sintese de
citocinas (CSIF) ¢ um homodimero de 35-40 KDa produzida por linfocitos do tipo Th2 e
atua inibindo a sintese de outras citocinas produzidas por linfécitos do tipo Thl. No
modelo da E. A E., a presenga dessa citocina foi detectada no tecido cerebral de animais
na fase de remissio da doen¢a (KHOURY et al.,, 1992; KENNEDY et al., 1992). Também
foi observado por CHERNOFF et al. (1995) que na E.AE. a TL10 suprimia a produgdo de
TNFa por células T especificas para MBP e a expressao de moléculas MHC de classe I
induzida por IFNy sobre macrofagos. Observou-se além disso, que a administragdo
sistémica de 1110 previnia a indugdo da E.A E. em ratos (ROTT et al. , 1994).

O fator transformador de crescimento B pertence a uma familia de polipeptideos
que apresentam a capacidade de, tanto induzir, como inibir a liberago de outras citocinas.
Estudos “in vitro” mostraram que o TGF B inibe a proliferagdo de linfocitos T (KEHRL et
al, 1986, SIELP et al, 1988, LEE & RICH, 1991) e atividade das células NK
(ORTALDO et al., 1991). O fator transformador de crescimento [ (TGF B) inibe a
sintese de citocinas produzidas por macrofagos e diminui a expressao de MHC classe 11
(ESPEVIK et al, 1987, CZARNIECKI et al., 1988). O TGF B também inibe a
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proliferagdo de células T dependentes de IL2 e expressdo de receptores para IL2
(ORTALDO et al., 1991).

Experimentos mostraram que o TGF B tem a capacidade de antagonizar a agdo do
IFNy e TNFo (TISUNAWAKI et al., 1988). Outros relatos demonstraram a capacidade
do TGF B de inibir a liberagdo de citocinas pelas células Th1l. Além disso, foi demonstrado
que a administragdo de TGFP reduz significativamente a migracio de linfécitos para o
interior do SNC “in vivo”, de maneira dose-dependente, sugerindo um importante papel
dessa citocina na redugdo da infiltragdo de linfocitos no SNC na E.AE. (FABRY et al,,
1995). Na E.AE. foi demonstrado que camundongos oralmente tolerizados com epitopos
encefalitogénicos apresentaram aumento na secreg¢io de TGF B (MILLER et al., 1993).

Diante das evidéncias da importante contribui¢do das citocinas no controle das

doengas autoimunes e¢ dos poucos estudos existentes, em nosso meio, abordando o
aspecto imunoldgico das doengas autoimunes do sistema nervoso central, e ainda diante
da possivel utilizagdo da quantificag@o das citocinas na clinica médica, o presente trabalho
teve como objetivo determinar os niveis de citocinas pro e anti-inflamatéria produzidas

por células do sangue periférico de pacientes portadores de E-M.



OBIETOS



O presente tabalho teve como objetivos:

1. Quantificar as citocinas com agio inflamatoria , como TNF et e IFN v,

produzidas por células do sangue periférico de pacientes portadores de E.M.

em surto e remissio.

2. Quantificar as citocinas com a¢do anti-inflamatorias como IL 4, IL 10, e TGF

B produzidas por células do sangue periférico de pacientes portadores de

E.M. em surto e remissio.



MATERIAIS E MET0DOS



2.1.Casuistica: Foram estudados pacientes com Esclerose Multipla, com
diagnéstico definitivo avaliado de acordo com os critérios de POSER et al. (1983), do
Departamento de Neurologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP) e do Departamento de Neurologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Santa Casa de S3o Paulo. O grupo controle foi obtido a partir de individuos
normais, selecionados entre funcionarios, alunos e professores da UNICAMP, de acordo

com a faixa etaria e sexo do grupo estudado.

2.2.Anticorpos e citocinas: Como padrio do ensaio biologico para
quantificar TGFp utilizou-se TGF-$; humano natural ultrapuro (GENZIME, USA). Para a
quantificagido do TNF-c, foram utilizados anticorpo monoclonal anti-TNF-o humano
purificado, obtido em camundongo (Pharmigen,CA,USA), TNF-o humano recombinante
obtido em E. coli (Pharmingen,CA,USA) e anticorpo monoclonal anti-TNF-oo humano
biotinilado, obtido em camundongo (Pharmingen, CA, USA), 1L-10 recombinante
humano, obtido em celulas nig T infectadas com Baculovirus (Pharmingen, CA, USA),
anticorpo monoclonal anti IL-10 humano biotinilado, obtido em rato (Pharmingen, CA,
USA), anticorpo monoclonal anti-IL-10 humano purificado, obtido em rato (Pharmingen,
CA, USA). Anticorpo monoclonal anti 1L.-4 humano purificado (Pharmingen, CA, USA),
anticorpo monoclonal anti IL-4 humano biotinilado (Pharmingen, CA, USA), IL-4
humano recombinante (Pharmingen, CA, USA). Anticorpo monoclonal anti IFN-y humano
biotinilado obtido em camundongo (Pharmingen, CA, USA), anticorpo monoclonal anti
IFN-y humano purificado, obtido em camundongo (Pharmingen,CA,USA), IFN-y humano
recombinante (Pharmingen,CA,USA).
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2.3.0btencdo de proteina bisica de mielina humana (MBP): A
proteina basica de mielina foi obtida de acordo com o método descrito por DEIBLER et

al. (1972),

2.4.0btencéio de células mononucleares: Sangue periférico dos pacientes
com E.M. e de individuos normais foi colhido de maneira estéril em tubos heparinizados.
As células mononucleares foram obtidas apos separagdo em gradiente de Ficoll-Hypaque

(d=1.077).

2.5.Produciio de Citocinas: As células foram separadas em gradiente de
ficoll-hypaque e estimuladas com PHA(10pug/ml) e MBP humana (25ug/ml), por periodos
de 48 horas para produgio de 1L-10 e 72 horas para produgido de TGF-B, 40 horas para
IL-4 e 60 horas para IFN-y (ABRAMS et al., 1992; KENNEDY et al., 1992). Tubos
estéreis com 1 ml de suspensdo de linfocitos receberam os antigenos descritos acima e os
mesmos foram colocados em incubadora com sistema de CO, Apds o tempo de
incubagdo os tubos contendo a suspensdo celular foram centrifugados a 1500 rpm/10 min

e 0s sobrenadantes foram armazenados a - 85 ° C até a realizagdo das determinagées.

2.6.0btenciio de TNFo de pacientes portadores de E.M. e individuos

normais.

Os niveis de TNF-a estdo sendo quantificados utilizando-se sangue total,
de acordo com método descrito por CHOFFON et al (1992). Coleta-se sangue de
pacientes portadores de E.M. e de individuos normais em tubos estéreis e heparinizados
onde sd@o colocados 2 ml de sangue e cada um dos tubos recebe um mitégeno ou antigeno.

As células foram estimuladas com PHA (10pg/ml), LPS (0,1pug/ml) e MBP humana

(25ug/ml). Os tubos foram colocados em incubadora com sistema de 5% de CO2, por
periodo de 2 horas. Os tubos, contendo o sangue, foram centrifugados a 2000 rpm/15
min, e as amostras foram colocadas em pequenas concentragtes e conservados a - 85° C

até o momento da determinagéo.
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2.8. Quantificacao de Citocinas:

2.8.1. Quantificacio dos Niveis de TNF-a do Plasma de Pacientes

Portadores de E.M. em Surto, Remissio e de Individuos Normais:

O anticorpo monoclonal de camundongo anti TNF-oo humano purificado
(Pharmingen, CA, USA) foi diluido em PBS estéril na concentragio de 2.0 ug/ml e
adicionado em placas de 96 pogos (Costar, USA) com posterior incubagido por 18 horas a

4°C. Apos este periodo foram feitas 2 lavagens com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-

se 200pl de PBS/SBF 10%, para bloquear as reagdes inespecificas, as microplacas foram
deixadas por 2 horas a temperatura ambiente. Terminado esse periodo, lavou-se 3 vezes
com PBS/Tween 20 a 0.05%. e, em seguida, foram adicionados 100ul de plasma dos
pacientes portadores de E.M. ou de individuos normais, obtido como descrito no item
2.6., e do padrdo TNF-a recombinante humano purificado (Pharmingen, CA, USA), nas
diferentes concentracGes. Novamente a microplaca foi incubada a 4°C por 18 horas.
Passado esse tempo, lavou-se 4 vezes com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se 100ul
do anticorpo monoclonal anti TNF-o¢ (camundongo anti-humano) (Pharmingen, CA,
USA) marcado com biotina, diluido em PBS/10% SBF (Microbiologica, RJ, Brasil) na
concentragdo 2,0 pg/ml. A placa foi incubada por 45 minutos a temperatura ambiente e,
em seguida foram feitas 6 lavagens com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se entdo
100ul de avidina - peroxidase (Sigma, USA) diluida a 1:400 em PBS/SBF 10%. Incubou-
se a microplaca por 30 minutos a temperatura ambiente. Terminado o periodo de
incubagdo, lavou-se 8 vezes com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se 100pul do

substrato para peroxidase(OPD, tampdo citrato e H,0,), incubando-se por,

aproximadamente, 30 minutos. Para bloquear a reagdo, adicionou-se H2SO4 4N. As
leituras foram realizadas no leitor de ELISA (Labsystems Multskan -MS) a 492nm.
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2.8.2. Quantificacio dos Niveis de IFN-y do Sobrenadante de Cultura
de Linfécitos do Sangue Periférico de Pacientes Portadores de E.M.

em Surto, Remissio ¢ de Individuos Normais:

O anticorpo monoclonal de rato anti-IFN-y humano purificado
(Pharmingen, CA, USA) foi diluido em PBS estéril na concentragdo de 2.0 pg/ml e
adicionado em placas de 96 pogos (Costar, USA) com posterior incubagdo por 18 horas a
4°C. Ap0s este periodo foram feitas 2 lavagens com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionado
200ul de PBS/SBF 10%, para bloquear as reagGes inespecificas, as microplacas foram
deixadas por 2 horas a temperatura ambiente. Terminado esse periodo, lavou-se 3 vezes

com PBS/Tween 20 a 0.05%. e, em seguida foram adicionados 100l do sobrenadante de

cultura de linfocitos dos pacientes portadores de E.M. ou de individuos normais, obtido
como descrito no item 2.6., e do padrao IFN-y recombinante humano (Pharmingen, CA,
USA), nas diferentes concentragdes. Novamente, a microplaca foi incubada a 4°C por 18
horas. Passado esse tempo, lavou-se 4 vezes com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se
100ul do anticorpo monoclonal de rato anti IFN-y humano (Pharmingen, CA, USA)
marcado com biotina, diluido em PBS/10% SBF (Microbiologica, RJ, Brasil) na
concentra¢do 2,0 ug/ml. A placa foi incubada por 45 minutos a temperatura ambiente e,
em seguida, foram feitas 6 lavagens com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se entdo
100pl de avidina- peroxidase (Sigma, USA) diluida a 1:400 em PBS/SBF 10%. Incubou-
se a microplaca por 30 minutos a temperatura ambiente. Terminado o periodo de
incubagdo, lavou-se 8 vezes com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se 100ul do
substrato para peroxidase (OPD, tampdo citrato e H,0,), incubando-se por,
aproximadamente, 30 minutos. Para bloquear a rea¢do, adicionou-se H2SO04 4N. As

leituras foram realizadas no leitor de ELISA (Labsystems Multskan -MS) a 492nm.
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2.8.3. Quantificacdo dos Niveis de IL- 4 no Sobrenadante de Cultura
de Linfécitos do Sangue Periférico de Pacientes Portadores de

E.M. em Surto, Remissio e de Individuos Normais:

0 anticorpo monoclonal anti-11.-4 humano purificado
(Pharmingen,Ca,USA) foi diluido em PBS na concentragio de 0,5 pg/ml e adicionado em
placas de 96 pogos (Nunc-Immuno Plate, GERMANY) com posterior incubagéo por 18
horas a 4°C. Apos este periodo foram feitas 5 lavagens com PBS/tween 20 a 0,05 % e
adicionado 100ul de PBS/BSA 0,1%, para bloquear as reagOes inespecificas, as

microplacas foram deixadas por 1 hora a temperatura ambiente. Terminado esse periodo,

lavou-se 5 vezes com PBS/Tween 20 a 0.05%. e, em seguida foram adicionados 100ul do
sobrenadante de cultura de linfocitos dos pacientes portadores de E.M. ou de individuos
normais, obtido como descrito no item 2.6., ¢ do padrio IL-4 recombinante humano
(Pharmingen,CA,USA) nas diferentes concentra¢cdes. A microplaca foi incubada por 2
horas a temperatura ambiente. Passado esse tempo, lavou-se 5 vezes com PBS/Tween 20
a 0.05% e adicionou-se 100ul do anticorpo monoclonal anti IL-4 biotinilado
(Pharmingen,CA,USA), diluido em PBS/BSA 0,1% na concentracdo 0,5 pg/ml. A placa
foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente e, em seguida foram feitas 5 lavagens
com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionou-se entdo, 100ul de HRP-estrepto, diluida a
1:1500 em PBS/BSA 0,1%. Incubou-se a microplaca por 1 hora a temperatura ambiente.
Terminado o periodo de incubagdo, lavou-se 5 vezes com PBS/Tween 20 a 0.05% e
adicionou-se 100ul do substrato para peroxidase (OPD, tampido citrato e H,0,),
incubando-se por, aproximadamente, 15 minutos. Para bloquear a reagdo, adicionou-se
H2S504 4N. As leituras foram realizadas no leitor de ELISA (Labsystems Multskan -MS)
a 492nm.
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2.8.4. Quantificacio dos Niveis de IL-10 do Sobrenadante de Cultura
de Linfocitos do Sangue Periférico de Pacientes Portadores de E.M.

em Surto, Remissiio e de Individuos Normais:

O anticorpo monoclonal de rato anti-IL-10 humano purificado
(Pharmingen, CA, USA) foi diluido em PBS estéril na concentragio de 2.0 pg/ml e
adicionado em placas de 96 pogos (Costar, USA) com posterior incubagdo por 18 horas a
4°C. Apos este periodo foram feitas 2 lavagens com PBS/Tween 20 a 0.05% e adicionado
entdo, 200ul de PBS/SBF 10%, para bloquear as rea¢des inespecificas, as microplacas

foram deixadas por 2 horas a temperatura ambiente. Terminado esse periodo, lavou-se 3

vezes com PBS/Tween 20 a 0.05%. e, em seguida foram adicionados 100ul do
sobrenadante de cultura de linfocitos dos pacientes portadores de E.M. ou de individuos
normais, obtido como descrito no item 2.6., ¢ do padrio IL-10 recombinante humano
(Pharmingen, CA, USA), nas diferentes concentragdes. Novamente a microplaca foi
incubada a 4°C por 18 horas. Passado esse tempo, lavou-se 4 vezes com PBS/Tween 20 a
0.05% e adicionou-se 100pl do anticorpo monoclonal rato anti IL-10 humano
(Pharmingen, CA, USA) marcado com biotina, diluido em PBS/10% SBF
(Microbiologica, RJ, Brasil) na concentragio 1,0 pg/ml. A placa foi incubada por 45
minutos a temperatura ambiente, e, em seguida foram feitas 6 lavagens com PBS/Tween
20 a 0.05% e adicionou-se entdo 100ul de avidina-peroxidase (Sigma, USA) diluida a
1:400 em PBS/SBF 10%. Incubou-se a microplaca por 30 minutos a temperatura
ambiente. Terminado o periodo de incubagdo, lavou-se 8 vezes com PBS/Tween 20 a
0.05% e adicionou-se 100pl do substrato para peroxidase (OPD, tampao citrato e H,0,),
incubando-se por, aproximadamente, 30 minutos. Para bloquear a reacdo, adicionou-se

H2804 4N. As leituras foram realizadas no leitor de ELISA (Labsystems Multskan -MS)
a492nm,
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2.8.5. Quantificacdo de TGFp:

Utilizou-se o método biologico de quantificagdo de TGFp, baseado na
propriedade do TGF inibir o crescimento das células epiteliais (CCL64).

Foram colocados 100 pl de suspensdo de células da linhagem CCLG64,
ressuspendidas em meio RPMI completo acrescido de SBF 5%, em placas de cultura de
96 wells (Costar, CA, USA) a concentragio de 2x10° células /ml e a placa foi incubada
por 24 horas em estufa com CO, 5% , a 37° C. Apos esse periodo foram adicionados 100

ul dos sobrenadantes de cultura de linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores

de EM. e de individuos normais. Colocou-se também 100ul de TGFp humano natural
ultrapuro, em diferentes concentragdes, incubando-se por 24 horas em estufa de CO, 5% a
37°C. Em seguida, as células em cultura foram marcadas com 1 uCi de [H]-Timidina e
mantidas por mais 24 horas em estufa de CO, 5% a 37°C. Terminado esse periodo, o
sobrenadante da cultura foi desprezado e adicionou-se 200 pl de tripsina (1:250), com a
finalidade de soltar as células aderentes. A lavagem das células foi realizada no coletor de
células (PHD cell-harvester-Cambrige Technology Inc.) e a inibi¢do da proliferagdo das

células CCL64 foi avaliada através do cintilador § (Beckman, USA).
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ANALISE EST47ISTIC0H



Para analise estatistica dos dados utilizou-se o teste t Student, ao nivel de
significancia de 5%.
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RESULTADOS



Niveis de TNF o Plasmatico de Pacientes Portadores de E.M. em Remissdo e
de Individuos Normais, Produzidos por Células Estimuladas por PHA, MBP e
LPS.

Nas tabelas I, Il e 1III e figura 1 temos os resultados das determinagdes de TNF «
quando as células de 31 pacientes com a doenga em remissdo, 13 pacientes em surto e 17
individuos normais foram estimuladas por PHA; os dados mostram que a variagdo entre as
determinagdes é muito grande 0-1388 pg/ml para os pacientes em remissdo, 61,0 - 1780,0
pg/ml pacientes em surto e 0 - 618,7 pg/ml para os individuos normais; este nivel de

variagdo € normalmente observado em estudos clinicos dessa natureza, tendo em vista a

variagdo genética dos individuos, tempo e severidade da doenga.

Analisando separadamente, € possivel verificar que 17 dos 31 pacientes em remiss&o
estudados, apresentaram aumento da produg@o de TNF a, em relagdo ao controle sem
estimulo (54%). Com relagdo ao grupo de pacientes em surto, quando os mesmos tiveram
as células do sangue estimulados pelo PHA, houve 100% de aumento da producio de
TNF a quando se comparou com as mesmas células sem estimulo. Com relag@o ao grupo
normal 11 dos 13 individuos tiveram aumento da produgdo de TNF a, utilizando PHA
como estimulo (87%). Do ponto de vista estatistico foi possivel verificar que ha aumento
significativo na produgdo da TNF a pelo grupo de pacientes portadores de E.M. em surto
(p=0,02), quando se comparou com a produgdo dessa citocina pelo grupo de individuos
normais.

Com relagéio a producdio de TNF o em resposta ao estimulo “ in vitro” com a
MBP (figura 2), a variagdo individual também foi muito grande, sendo de 0 - 862,0 pg/ml
para o grupo de pacientes em remissdo, 4,8 - 1352,0 pg/ml no grupo de pacientes em
surto € 0 - 390,0 pg/ml nos individuos normais. Os resultados mostram que 15 dos 31
pacientes em remissdo (48%) apresentaram niveis superiores ao grupo que ndo foi
estimulado com o neuroantigeno. Nossos dados também mostram que 11 dos 13 pacientes
em surto (84%) apresentaram aumento da producio de TNF o em resposta ao

neuroantigeno. Em relagéio ao grupo de individuos normais, 4 dos 17 (23%) individuos
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estudados apresentaram niveis de TNF o superiores aos observados no grupo de células
ndo estimuladas (liberagdo espontinea) (tabelas I, II e TII). Do ponto de vista estatistico,
houve aumento da produgdo de TNF o tanto no grupo de pacientes em remissdo
(p=0,02) quanto no grupo de pacientes em surto (p=0,004) em compara¢do com O grupo
de individuos normais.

Com relagdo aos niveis de TNF o produzidos pelas células estimuladas pelo LPS
de E. coli , espressos na figura 3, os resultados mostram que houve variagdo de 0 - 798,0
pg/ml no grupo de pacientes em remissdo, 0 - 3633,0 pg/ml no grupo de pacientes com a
doenga em atividade e 0 - 485,0 pg/ml nos individuos normais. O estimulo com LPS foi
capaz de aumentar a producdo de TNF o de 10 dos 31 pacientes com E.M. em remissio

estudados (32%), 8 dos 13 pacientes em surto (61%) e 6 dos 17 (59%) dos if?éﬁviduos

normais (tabelas I, Il ¢ III). Observamos que ndo houve diferenga- estatisticamente

significante entre os grupos estudados (p > 0,05).
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Figura 1. Niveis de TNFa no plasma de pacientes portadores de
Esclerose Miiltipla (surto “S” e remissiio “R”) e de individuos normais
“N”, quande as células foram previamente estimuladas por PHA

(10pg/mi).
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Figura 2. Niveis de TNFo no plasma de pacientes portadores de
Esclerose Miiltipla (surto “S” e remissiio “R”) e de individuos normais
“N”, quando as células foram previamente estimuladas por MBP

(25pg/mli).
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Figura 3. Niveis de TNFo no plasma de pacientes portadores de
Esclerose Multipla (surto “S” e remissfio “R”) e de individuos normais
“N”, quando as células foram previamente estimuladas por LPS

(0,1pg/ml).
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Niveis de IFN y Produzidos por Células de Pacientes Portadores de E.M. em

Atividade, Remissido e de Individuos Normais.

Foram estudados 15 pacientes com Esclerose Multipla em remissdo, 11 com
doenga em atividade e 12 individuos normais. A variagdo individual foi de 0 - 2199,0
pg/ml no grupo de pacientes coma doenga em remissdo, 0 - 3969,0 pg/ml na fase ativa e
531,0 - 3390,0 pg/ml quando as células foram estimuladas com PHA. A PHA ¢ um
mitogeno policlonal inespecifico normalmente utilizada como ativadora da produgo de
IFN y . Linfocitos de 12 dos 15 pacientes com a doenga em remissido (80%) tiveram a
produgdo de IFN y aumentada pelo estimulo com PHA, 8 dos 11 individuos com a doenga

em atividade (72,7%) tiveram aumento da produgdo de IFNy. Com relagdo aos individuos

normais, as células dos 5 dos 12 pacientes (41,6%) produziram mais IFN y que as mesmas
células sem estimulo (liberagdo espontinea) (Resultados expressos na figura 4 e tabelas
1V, Ve V).

Os resultados apresentados na figura 5 e tabelas IV, V e VI mostram que quando
as células dos 3 grupos de individuos foram estimuladas pelo neuroantigeno, também a
variagdo individual foi observada, sendo que o grupo de pacientes com E.M. em remissdo
variou de 0 - 1587,0 pg/ml, 0 - 1730,0 pg/ml no grupo com a doenga em atividade e no
grupo de individuos normais 0 - 2648,0 pg/ml. Dos pacientes em remissdo estudados, 3
dos 15 produziram IFN y quando as células foram ativadas pelo neuroantigeno (20%).
Com relagéo ao grupo de individuos normais 2 dos 9 (22,2 %) também produziram IFN y
quando as células foram ativadas pelo neuroantigeno (MBP) e 5 dos 11 (45,5%) pacientes
com a doenga em atividade também apresentaram produgdo aumentada de 1FN v,
Analisando do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenga quanto a produgio de IFN y
no grupo de pacientes em remisséo (p> 0,05) e no grupo de pacientes em surto (p > 0,05)

quando comparado ao grupo de individuos normais.
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Figura 4. Niveis de IFNy no sobrenadante de cultura de linfécitos do
sangue periférico de pacientes portadores de Esclerose Miltipla (surto
“8§” ¢ remissiio “R”) e de individuos normais “N”, quande as células

foram estimuladas por PHA (10pg/mi).
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Figura 5. Niveis de IFNy no sobrenadante de cultura de linfécitos do

sangue periférico de pacientes portadores de Esclerose Multipla (surto “S”

e remissio “R”) ¢ de individuos normais “N”, quando as células foram
estimuladas por MBP (25pg/ml).
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Niveis de IL4 no Sobrenadante de Células de Pacientes Portadores de E.M.

em Atividade, Remissio e de Individuos Normais.

Foram estudados 17 pacientes com a doenga em remissdo, 8 em atividade e 11
individuos normais. As tabelas VI, VIII e IX mostram que basicamente ndo houve
produgdo de IL4 pelos pacientes com a doenga em atividade ou em remissdo. No grupo de
pacientes com a doenga em remissdo, apenas um paciente (LMD) teve niveis detectaveis
de IL4. No grupo de individuos normais, os valores dessa citocina variaram de 0,74 a
743,0 pg/ml, sendo que 100% tiveram niveis maiores quando as células foram estimuladas

com PHA. Apenas 2 individuos normais responderam ao estimulo com MBP.
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Niveis de IL10 no Sobrenadante de Células de Pacientes Portadores de E.M.
em Atividade, Remissiio e de Individuos Normais, Estimulados por PHA e

MBP.

Foram estudados 15 pacientes com doenga em remissdo, 8 em atividade e 17
individuos normais. Resultados apresentados na figura 6 e tabelas X, XI e XII mostram
que no grupo de pacientes a variacdo individual foi de 496,6 - 5123,9 pg/ml, no grupo
com a doencga em remissdo, de 164,5 - 1231,4 nos pacientes em surto € de 266,5 - 3336,1
pg/ml nos individuos normais, quando as células foram estimuladas por PHA. No grupo
de pacientes com a doenga em remissdo 86 % responderam ao estimulo com PHA,
produzindo IL10, quando se comparou os niveis de IL10 sintetizados pelas células ndo
estimuladas;, 75 % dos pacientes com a doenga em atividade e 76 % dos individuos
normais.. Do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenga entre o grupo com a doenga
em remissdo e de individuos normais (p=0,81). O grupo de individuos com a doenga em
atividade, no entanto, produziram niveis de IL10 significativamente menor que 0s
individuos normais (p=0,005).

Com rela¢do ao neuroantigeno, as determinagdes variaram de 606,6 - 3045,8
pg/ml no grupo de pacientes com a doenga em remissdo, 0 - 1100,5 pg/ml com a doenga
em atividade e 121,8 - 2861,5 pg/ml nos individuos normais. Houve aumento da produ¢do
de IL10, quando se comparou a liberagdo espontdnea em 80 % dos individuos com a
doenca em remissdo, 87 % em atividade e 76 % em nos individuos normais. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa quando foi analisada a produgio de IL10 do grupo
de pacientes com a doenga em remissdo (p=0,57). O grupo de pacientes com a doenga em
atividade produziram menos IL10 quando comparado ao grupo de individuos normais

(p=0,02). (Figura 7 e tabelas X, X1 e XI1).
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Figura 6. Niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de linfécitos do sangue
periférico de pacientes portadores de Esclerose Miiltipla (surte “S” e
remissfio “R”) e de individuos normais “N”, quando as células foram

previamente estimuldas por PHA (10pg/mi).
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Figura 7. Niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de linfécitos do
sangue periférico de pacientes portadores de Esclerose Miiltipla (surto
“S”e remissiio “R”) e de individuos normais “N”, guando as células

foram previamente estimuladas por MBP (25ug/ml).
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Niveis de TGF B do Sobrenadante de Células de Pacientes Portadores de

E.M. em atividade, remissio e de Individuos Normais.

Foram estudados 15 pacientes com doenga em remissdo, 7 em atividade e 15
individuos normais. A figura 8 e tabelas XIII, XIV ¢ XV mostram que no grupo de
pacientes, a variagdo individual foi de 10,0 - 3710,0 pg/ml no grupo com a doen¢a em
remissdo, de 128,6 - 1350,0 pg/ml nos pacientes em surto e de 9,91 - 2700,0 pg/ml nos
individuos normais quando as células foram estimuladas por PHA.

No grupo de pacientes com a doenga em remissdo 27% responderam ao estimulo
do PHA, produzindo TGFp, quando se comparou os niveis de TGFp sintetizados pelas

células ndo estimuladas, 57% dos pacientes com a doenca em atividade e 7% dos

individuos normais. Do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenca entre o grupo com
a doenga em remissdo e de individuos normais (p=0,88). Embora o grupo de individuos
com a doenga em atividade tenham produzido niveis de TGFp significativamente menor
que em individuos normais, estes valores no atingiram significincia estatistica (p > 0,05).
Com relagdo ao neuroantigeno, as determinagdes variaram de 103,9 - 4330,0
pg/ml no grupo de pacientes em remissdo, de 12,1 - 2290,0 pg/ml com a doen¢a em
atividade e de 9,13 - 3500,0 pg/ml nos individuos normais. No grupo de pacientes em
remissdo, quando as células foram estimuladas pelo neuroantigeno observamos que 47%
apresentaram niveis de TGF B aumentados, 57% dos pacientes em surto e 20% dos
individuos normais tiveram seus niveis de TGF B também aumentados. Em termos
estatisticos esses valores ndo foram significativos (P > 0,05) (Figura 9 e tabelas XIII, XIV

e XV).
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Figura 8. Niveis de TGFf no sobrenadante de cultura de linfécitos do
sangue periférico de pacientes portadores de Esclerose Multipla (surto
“S” e remissiio “R”) e de individuos normais “N”, quando as células

foram previamente estimuladas por PHA (10ug/ml).
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Figura 9. Niveis de TGFp no sobrenadante de cultura de linfécitos do
sangue periférico de pacientes portadores de Esclerose Miltipla (surto
“S”e remissfio “R”) e de individuos normais “N”, quando as células

foram previamente estimuladas por MBP (25ug/ml).
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DISEUSSHO



O presente estudo visou quantificar as citocinas com efeito pro-inflamatorio (TNF
o ¢ IFN y) e anti-inflamatério (IL4, IL10 e TGF ) produzidas por células do sangue
periférico de pacientes portadores de E.M. A E.M. é uma doenga inflamatéria, de carater
autoimune, compartimentalizada no SNC. No entanto, essa doenga pode ser considerada
sistémica, diante de inumeras alteragdes imunologicas observadas também no sangue
periférico (HAFLER & WEINER, 1989). Isto justifica plenamente nosso trabalho, que foi
desenvolvido utilizando-se células do sangue periférico. O objetivo principal foi verificar
se a determinagdo dos niveis de citocinas com efeito pré e anti-inflamatorio se
correlacionava com a atividade da doenga. Nio foi nossa preocupagio, nesse trabalho,
estudar a populagdo celular responsavel pela sintese destas citocinas.

Estudos desenvolvidos no modelo experimental autoimune (E.A E.), mostraram
que as citocinas produzidas pela subpopulagdo de linfocitos Thl estdo envolvidas na
patogénese da doenga. O aumento da producdo de TNF a e IFN y esta descrito tanto nas
regides de lesdes da EM., como no liquido céfalo-raquidiano e por células do sangue
periférico de pacientes portadores de E.M., principalmente na fase ativa da doenga. O
TNF o potencializa as reagSes inflamatorias na E.M., pois age ativamente no
recrutamento de macrofagos para o local da lesdo e estes promovem a destruigio tecidual;
o TNF o pode aumentar a expressdo de moléculas de adesdao ICAM-1 e VCAM-1 sobre
as células endoteliais que facilitam a passagem das células inflamatérias rompendo, dessa
forma, a barreira hemato-encefalica.

Nossos dados confirmaram a importante participagdo do TNF o na EM.. A
variagéo individual entre as determinagdes dos niveis de TNF o estudados foi grande. Esta
variagdo € aceitavel em estudos clinicos dessa natureza, uma vez que ndo temos
uniformidade entre os diferentes individuos estudados. Os pacientes sdo diferentes quanto
a bagagem genética, gravidade e tempo da doenga e a utilizagio ou ndo de medicamentos.
Ponderando as variagdes observadas, foi possivel verificar que 54% dos pacientes em
remissdo ¢ 34% dos pacientes com a doenga em atividade apresentaram aumento da
producdo de TNF a, quando as células foram estimuladas com PHA, atingindo valores
significativos para o grupo de pacientes em surto (p=0,02). Quando as células foram

estimuladas pelo neuroantigeno (MBP), verificou-se que 48% dos pacientes em remissdo
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84% dos pacientes em surto apresentaram aumento na produgdo de TNF o quando
comparado ao grupo de individuos normais, sendo que esses indices atingiram niveis
significativos, tanto para o grupo de pacientes em surto como nos pacientes na fase de
remissdo da doenga (p=0,02 e p=0,004), respectivamente. Nao foi observado aumento
estatisticamente significativo entre os trés grupos quando a produgdo de TNF a foi
ativada com LPS de E. coli um potente ativador dessa citocina (p > 0,05).

Nossos dados, de uma forma geral, estdo em concorddncia com varios autores,
que previamente mostraram que o TNF a, pela acio mielino-toxica, exerce importante
papel no desenvolvimento da E.M. Muito interessante foi a observa¢do que células
ativadas pelo neuroantigeno, induzem ativagio da producio de TNF « tanto no grupo de

pacientes com a doenga em atividade, como em menor propor¢do, no grupo de pacientes

em remissao.

Estes dados estdo em concordancia com BROD et al., (1995) e CORREALE et al.
(1995) que também verificaram aumento dos niveis de TNF o por células especificas para
antigenos componentes de mielina, tanto MBP como PLP. Embora os niveis de TNF o
estejam aparentemente elevados no grupo de pacientes coma doenga em atividade, o fato
de verificarmos que os pacientes em remissdo também apresentam aumento dessa citocina
quando estimulados pelo neuroantigeno, pode ser explicado pela presenca de células auto-
reativas circulantes, especificas para MBP (OTA et al., 1990). Nosso trabalho ¢ relevante
na medida em que da inicio ao estudo da resposta imunologica em pacientes com a doenga
no SNC. No entanto, fica a critica das determinagdes de apenas um ponto, ou seja, uma
Unica determinagdo, sendo que o ideal seria o estudo longitudinal. A dificuldade principal
nesse tipo de estudo € a grande variagdo clinica observada de paciente para paciente. Com
a introdugdo de métodos de diagnostico como a ressondncia nuclear magnética, foi
possivel verificar que mesmo na auséncia dos sintomas clinicos, os processos de
desmielinizagdo estdo presentes em pacientes com E.M.. Por outro lado, muitos pacientes
levam anos sem ter a exacerbagdo clinica, o que dificulta muito o seguimento longitudinal,
em termos de avaliagdo imunolégica.

O IFN y ¢ tido como uma citocina pro-inflamatoria, pois modula a expressdo de

antigenos MHC de classe II na superficie de células apresentadoras de antigenos. As
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células do SNC normalmente ndo expressam moléculas do MHC. Na presenga de IFN v,
no entanto, astrocitos, microglias e células endoteliais passam a expressar a molécula de
classe 11 e a apresentar neuroantigenos. (McCARNON et al., 1986) ou a ativar a fung¢do
dos linfocitos T citotoxicos.

O IFN vy ativa os macrofagos que sdo os efetores dos mecanismos de
desmielinizacio (PRINEAS & GRAHAN , 1981), através da liberagdo de proteinases que
degradam as proteinas componentes da mielina. O IFN y também induz a expressdo de
moléculas de adesdo que regulam a migragio de linfocitos para os sitios de inflamagéo,
facilitando a entrada destas células inflamatorias no SNC.

Em nosso estudo, ndo foi possivel verificar diferenga significativa entre os niveis
de IFN y produzidos por células de pacientes portadores de E.M. em atividade, em
remissdo e do grupo de individuos normais. Embora existam varias evidéncias da atuagdo
do IFN y ao nivel do sangue periférico, essa maior produgio ndo pode ser verificada. E
possivel que o método de ELISA empregado ndo tenha sensibilidade suficiente para
determinar os niveis de IFN y. Nesse tipo de estudo, muitas vezes ¢ preferivel o emprego
de SPOT-ELISA, que quantifica a produgdo de citocinas ao nivel de uma tUnica célula,
como ja foi descrito por OLSSON et al._, (1993).

Embora varios pesquisadores tenham demonstrado aumento de IFN y no SNC e
sangue periférico, nossos dados estdo de acordo com outros autores que também ndo
observaram a alterag@o dos niveis de IFN y nos pacientes portadores de E.M. em atividade
(MUSETTE et al., 1996).

A questdo se o IFN y ¢ importante para a indu¢do da E.A.E. também foi feita
utilizando-se animais que tiveram desativados os genes responsaveis pela sintese desta
citocina, sendo verificado que mesmo na auséncia do IFN vy, os animais faziam E.A E com
a mesma gravidade e incidéncia (FERBER et al., 1996). Esses dados mostram que o IFNy
tem importancia na manuten¢do da inflamagio, mas ndo na indu¢do da E.AE..

Varios estudos demonstraram que na completa auséncia de 1L4, ou em presenca
de relativamente grande quantidade dessa citocina, as células T desenvolvem fenétipo
Thl e Th2, respectivamente (LIBLAU et al., 1995). No modelo da E. A E, linfocitos CD4
Thl, quando adotivamente transferidos, causam a doenga. No entanto, quando 1L4 foi
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administrada juntamente com células encefalitogénicas, a doenga foi suprimida e células
Th2 puderam ser isoladas do bago dos animais recipientes (RACKE et al., 1994).

Estes achados mostraram a importante participagdo da 1.4 na imunorregulagido
das doencas inflamatorias autoimunes do SNC. Quantificando IL4 de células do sangue
periférico de pacientes com E.M, no entanto, ndo fomos capazes de encontrar niveis
detectaveis dessa citocina, tanto nos pacientes em remiss3o, como naqueles que
apresentaram a doenga em atividade.

Tanto a IL4, como outras citocinas produzidas por linfocitos Th2, como a IL10
tém a fungdo de antagonizar os efeitos das citocinas produzidas por linfécitos do tipo
Th2. Em nosso estudo, demonstramos que os niveis de IL10 estavam significativamente

diminuidos no grupo de pacientes que apresentavam a doenca em atividade. Estes dados

estdo em concordancia com outros autores que também observaram a presenga de IL10
no tecido cerebral de pacientes com a doenga em remissdo, ao passo que essa citocina ndo
foi observada na fase de atividade da doenga (RIECKMANN et al., 1994).

Uma série de abordagens imunoterapéuticas tem sido empregadas tanto no modelo
experimental como em pacientes, com o objetivo de se reduzir os danos das doengas
autoimunes. Alguns autores verificaram que a administra¢io oral de MBP reduzia a
severidade da E.A.E. através da ativagdo de células com fung¢do supressora (LIDER et al.,
1989). Estudos posteriores mostraram que a reducdo da severidade da E.AE. pela
indugdo da tolerancia oral a MBP estava associada ao aumento da producio de TGFB
(MILLER et al., 1991, MILLER et al., 1993). Recentemente, utilizando-se esse mesmo
modelo experimental, os autores descreveram uma terceira subpopula¢do de linfocitos,
Th3, que seriam as células que preferencialmente produzem TGFB (CHEN et al., 1995).
Foi demonstrado também, que a transferéncia adotiva deste tipo de células a animais
recipientes, protegiam contra a indugiio de E.A.E. (CHEN et al., 1995). Na Esclerose
Multipla, MOKHTARIAN et al. (1994) demonstraram a redugdo da sintese de TGFp em
células do sangue periférico de pacientes com a doenga em atividade. Nossos dados
mostram que ha uma visivel diminui¢do da produg@o de TGFp pelas células dos pacientes
com E.M em atividade, quando se comparou com a produgdo dos pacientes com a doenga

em remissdo e de individuos normais, esses valores, no entanto, ndo atingiram niveis
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estatisticamente significativos provavelmente, devido ao nimero muito pequeno de casos
estudados.

Nosso estudo mostra que a exacerbagdo da E.M pode ser resultado do
desequilibrio da produgdo de algumas citocinas com efeito pré e anti-inflamatorio. Os
fatores que influenciam a polarizagdo dos diferentes fenotipos, no entanto, nio estio bem
conhecidos. Citocinas presentes no microambiente de diferenciagio dos linfocitos
influenciam na maturagdo de um ou outro subtipo de linfécito. A 1L-4 e 1L-12 sdo as
citocinas envolvidas nesse processo que foram methor estudadas. A TL12 esta envolvida
na diferenciagdo dos clones Thl produtores de IFN y (KAPLAN et al., 1996) enquanto
IL4 presente no microambiente orienta a diferenciagdo de clones Th2 (NICHOLSON &
KUCHROQO, 1996).

As moléculas co-estimulatorias exercem um papel central na ativagdo das células T
e recentemente uma série de evidéncias tém associado a maior ou menor expressdo dessas
moléculas com a produgdio de determinados padrdes de citocinas. Recentemente, os
autores mostraram que a administragdio de anticorpos anti-B7.1 simultaneamente com a
imunizagdo de camundongos com PLP 139-151 reduzia a severidade da E.A E., enquanto
que os anticorpos anti-B7.2 ndo inibiram a indug¢do de clones especificos para PLP, mas
alteraram o padrdo do clone, produzindo predominantemente células Th2. A transferéncia
adotiva desses clones previnia e revertia a E.A.E. Este estudo, portanto, sugere que 0s
anticorpos anti-B7.1 bloqueiam a ativagdo dos clones Thl e, conseqiientemente inibem a
progressdo da E.AE. (KUCHROO et al, 1995). Trabalhando com a molécula co-
estimulatoria expressa nos linfocitos T (CTLA-4), os autores mostraram que o anticorpo
anti-CTLA-4 administrado antes do aparecimento da E.AE. reduzia a incidéncia,
severidade e duragdo da doenga. A analise histologica do cérebro de animais tratados com
0 anticorpo, mostrou que o tratamento com anti-CTLA-4 inibia os clones Thl e
aumentavam a producdo de citocinas pelos clones Th2, sugerindo que a ligagio com

CTLA-4 Ig leva a protegdo para E.A.E. (KHOURY et al., 1995).

Nosso trabalho € relevante na medida em que chama a atengdo para o
comprometimento imunolégico de doengas autoimunes do sistema nervoso central, que

sdo pouco estudadas no nosso meio. Embora a EM. seja prevalente no hemisfério norte,
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recentes relatos da Associag@o Brasileira de Esclerose Maltipla, mostraram que o nimero
de casos novos registrados em S@o Paulo estd sendo preocupante. Ndo temos a
informag8o, no entanto, se a doenga esta realmente aumentando no nosso meio, ou se
devido a maior aten¢do que a mesma vem recebendo, o diagndstico estd sendo mais
acurado. O presente estudo também visou uma maior integra¢do entre as cadeiras basicas

e a clinica e, acreditamos que no final, os pacientes serdo beneficiados.
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CONCLUSOES




1. Pacientes portadores de E.M. apresentaram aumento da producgio de TNF a,
quando as células do sangue periférico foram estimuladas por PHA e proteina

basica de mielina (MBP).

2. Os niveis de IFN y ndo diferiram no grupo de pacientes com a doenga em

remissdo e do grupo de individuos normais.

3. Néo se detectou niveis de IL4 tanto no grupo de pacientes com E.M. em

atividade como no grupo de pacientes coma doenga em remissdo.

4. Os niveis de 1L.10 estavam significativamente diminuidos no grupo de pacientes

com E.M. em atividade, tanto quando as células foram estimuladas por PHA como
pela MBP.

5. Néo houve diferenca significativa na produgdo de TGF B no grupo de pacientes
com EM. em remissdio. O grupo de pacientes com a doenga em atividade
apresentou niveis reduzidos da citocina, embora ndo tenha atingido valores

estatisticamente significativos.
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APENDICE



Quadro LDados dos Pacientes Portadores de Esclerose Multipla.

26.09.95

24 M DEFINITIVO
24.09.95 25
27.05.96 26 F DEFINITIVO
EPML 24.09.95 36
25.03.96 137 F DEFINITIVO
22.05.96
JC.B. 31.10.95 35 M DEFINITIVO
E.M.OM. 11.12.95 45 F DEFINITIVO
MMG.V. 31.10.95 34 F DEFINITIVO
M.D.C.GF. 20.03 96
05.06.96 t50 ¥ DEFINITIVO
8T 20.03.96 40 F DEFINITIVO
HCT. 20.03.96
13.03.96
24.04.96 25 F DEFINITIVO
26.06.96
C.C. 20.03.96 48 F DEFINITIVO
Ca 20.03.96 12 F HD.
M..A.C. 06.03.96
26.06.96 31 F DEFINITIVO
FPS. 6.03.96 46 F DEFINITIVO
MTM. 06.03.96 44 F DEFINITIVO
RM.B. 06.05.96 36 M DEFINITIVO
AMF. 27.02.96 52
15.04.96 F DEFINITIVCG
10.06.96 ¢33
CMG. 06.03.96 45 F DEFINITIVO
D.G.IL 29.05.96 23 ¥ DEFINITIVO
IPS. 29.05.96 44 M DEFINITIVO
FD.GP. 27.05.96
06.05.96 37 F DEFINITIVO
26.08.96
LMD, 27.05.96 47 F DEFINITIVO
8.FP.S. 04.03.96 34 ¥ DEFINITIVO
N.N.AO, 04.03.96 35 M DEFINITIVO
BE.D.8. 29.04.96 26 M DEFINITIVO
AGG. 08.05.96 55 F DEFINITIVO
T.T.N. 24.04.96 29 M DEFINITIVO
1B.S. 29.05.96 39 M DEFINITIVO
M.R. 20.03.96
08.05.96 25 F DEFINITIVO
MERECM. 06.05.96 36 ¥ DEFINITIVO
MAMER. 06.05.06 49 F DEFINITIVO
F 20.06.96 30 F DEFINITIVO
L.P. 19.08.96 35 F DEFINITIVO
C A.S. 17.06.96 38 M DEFINITIVO
A.L.S. 17.06.96 27 M DEFINITIVO
WMLM. 19.06.96 35 ¥ DEFINITIVO
[ 19.06.96 48 M DEFINITIVO
N.CB. 11.11.96 40 M DEFINITIVO
CR.B. 06.05.96
13.05.96 27 ¥ DEFINITIVO
LML 26.06.96 28 ¥ DEFINITIVO

H.D. = HIPOTESE DIAGNOSTICA
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Quadro II. Quadro Clinico dos Pacientes Portadores de

Esclerose Maltipla

AL.S. 26.09.95 REMISSAQ
M.L.C. 24.09.95 SURTO CORTICOSTEROIDES
REMISSAO SIMEDICAMENTO
EP.M.L. 24.09.95 SURTO CORTICOSTEROIDES
25.03.95 REMISSAO S/MEDICAMENTO
22.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
J.C.B. 31.10.95 SURTO CORTICOSTERQCIDES
E.M.O.M., 11.12.95 SURTO CORTICOSTEROIDES
M.M.G.V. 311095 SURTO CORTICOSTEROIDES
M.D.C.G.F. 20.03.96 REMISSAO CORTICOSTEROIDES
15.06.96 SURTO S/MEDICAMENTO
8.7, 20.03.96 REMISSAQ BACOFLEN
H.C.T. 13.03.96 SURTO IFNB
20.03.96 REMISSAQ IFNR
24.04.96 REMISSAO CORTICOSTEROIDES
26.06.96 REMISSAO FRONE,
C.C. 20.03.96 REMISSAQ CORTICOSTEROIDES
Ca 20.03.96 REMISSAQ PRE IFNB
M.AC 06.03.96 REMISSAQ NAO TRATADO
26.06.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
FP.S. 06.03.96 SURTO NAQ TRATADO
M.TM, 06.03.96 REMISSAQ NAQ TRATADO
RM.B. 06.05.96 REMISSAQ BACOFLEN
AMLF. 27.02.96 SURTO NAQ TRATADO
15.04.95 REMISSAO S/MEDICAMENTO
10.06.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
C.M.G. 06.03.96 REMISSAC S/MEDICAMENTO
D.G.I 29.05.96 SURTO METICORTEN
JP.S, 29.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
F.D.G.P. 06.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
27.05.96 SURTO S/MEDICAMENTO
26.08.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
L.M.D. 27.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
S.E.P.S. 04.03.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
N.N.AO. 04.03.96 PSEUDO SURTO S/MEDICAMENTO
E.D.S, 29.04.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
AGG. 08.05.96 REMISSAQ SMEDICAMENTO
T.L.N. 24.04.96 SURTO S/MEDICAMENTO
JB.S, 29.05.96 SURTO S/MEDICAMENTO
MLR. 20.03.96 REMISSAO PRE IFNB
08.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
M.R.C.M 06.05.96 REMISSAQ TRYPTANOL
M.A.M.R. 06.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
F 20.06.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
L.P, 19.08.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
C. A8 17.06.96 | REMISSAQ/PSEUDO SURTO S/MEDICAMENTO
A LS. 17.06.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
M.M. 19.06.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
C.V. 19.06.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
N.C.B. 11.11.96 REMISSAQ S/MEDICAMENTO
C.R.B. 06.05.96 REMISSAO S/MEDICAMENTO
13.05.96 REMISSAOQ SMEDICAMENTO
LML, 26.06.96 SURTO SIMEDICAMENTO
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Tabela LNiveis de TNFo (pg/ml) no Plasma de Pacientes Portadores de Esclerose
Miiltipla em Remissdo. ‘
. PACIENTES PHAUIOe/ml) MBPQ230e ml

LPS Lpe/ml sem estimulo

ALS. (26.9.95) N.D. N.D. N.D. N.D.
M.D.C.G.F.(20.03.96) ND. ND. N.D. ND.
S.T. (20,03.96) 26.5 N.D. ND. 28.0
C.C. (20.03.96) 329.3 262.0 264.4 202.1
Ca (20.03.96) 238.0 571 4959 N.D.
M.A.C. (06.03.96) 403.3 N.D. 50.7 ND.
M.T.M.(06.03.96) 4451 302.3 3.8 3.8
C.M.G. (06.03.96) 712.6 882.3 699.4 393.7
JB.S. (29.05.96) 795.6 641.6 232.5 56.8
E.P.M.L.(20.03.96) 1383.8 571.8 ND. N.D.
E.P.M.L. (20.05.96) N.D. N.D. N.D. N.D.
LMD, (27.05.96) 1372.0 863.0 736.1 745.1
M.L.C. (27.05.96) 786.0 483.0 437.0 610.3
N.N.A.O. (04.03.96) 393.7 5117 4383 518.9
ED.S. (29.04.96) 733.1 535.7 N.D. N.D.
AM.F. (10.06.96) N.D. N.D. ND. N.D.
AG.G. (08.05.96) N.D. N.D. N.D. N.D.
M.R. (20.03.96) 113.0 86.5 73 N.D.
C.R.B. (13.05.96) 410.6 137.9 61.6 N.D.
AMLF. (15.04.96) N.D. N.D. N.D. N.D.
M.R. (08.05.96) 974.9 925.6 798.0 770.4
M.AMR. (06.05.96) 4154 432.2 5385 5309
C.R.B. (20.03.96) N.D. ND. N.D. N.D.
F.D.G.P.(06.05.96) 997.8 468.3 615.1 494.8
C.A.8 (17.06.96) 2. 8.2 134.8 395
ALS. (17.06.96) ND. N.D. ND. ND.
ML.M. (19.06.96) 95.0 66.0 26.0 310
C.V. (19.06.96) 289.0 238.5 254.0 188.0
F. (20.06.96) 133.0 915 24.0 31.0
M.RM.C. (17.06.96) ND. ND. N.D. N.D.
HLC.T. (13.03.96) N.D. N.D. ND. ND.

MN.D.= NAG DETECTAVEL

Tabela II. Niveis de TNFw (pg/ml) no Plasma de Pacientes Portadores de Esclersse
Multipla em Surto.
PACIENTES PHAUOUg/ml) MBPOSpg/mly LPSWO Liig/ml) SEM

. ESTIMULO

M.L.C. (24.09.95) 92.9 37.5 N.D. 32.7
E.P.M.L.(24.09.95) 254.1 92.9 N.D. 61.6
J.C.B. (31.10.95) 136.2 497.2 90.5 N.D,
M.M.G.V.(31.10.95) 61.6 92.9 64.0 49.6
EM.OM.(11,12.96) 160.3 104.9 121.8 56.8
H.C.T. (20,03.96) 70.0 4.8 NI 457
F.P.S, (06.03.96) 995.2 788.5 944.7 658.7
AJLF, (27,02.96) 1708,9 1352.0 3633.0 962.9
D.G.1L (29.05.96) 940.0 716.2 593.5 385.3
F.D.G.P.(27.05.96) 524.9 403.4 400.9 355.2
SRS, (04.03.96) 153.5 N.D, N.D, N.D,
T.T.N. (24.04.96) 603.1 627.1 N.D, N.D,
LMLL. (26.06.96) 118.0 456.0 231.5 35.0
J.B.S. (29.05.96) 127.8 70.0 206.0 N.D.
MLD.C.G.F.(05.06.96) 564.6 §88.3 4491 4419

N.D. =MAQ DETECTAVEL
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Tabela IIL Niveis de TNFa (pg/ml) no Plasma de Individuos Normais.
INDIVI DLOS  PHA(Ibue/ml) MBPOSus/mb LPS(U lag/ml)  sem estimalo

1 144.6 N.D. 167.5 70.0
2 165.5 187.9 286.6 2277
3 1194 49.6 14.7 26.7
4 5309 2433 342.3 3155
8 192.8 68.8 353.1 287.8
6 618.7 390.1 4854 438.7
7 N.D. 12.3 MN.D. 14.7
8 54.4 61.6 49.6 N.D.
9 61.6 92.9 64.0 49.6
10 370.9 N.D. 203.7 168.7
11 506.8 184.3 97.6 351
12 N.D. ND N.D. N.D.
13 131.4 N.D. N.D. N.D.
14 N.D. N.D. N.D. N.D.
15 N.D. N.D. N.D. N.D.
16 129.0 N.D. 1923 113.0
17 49.9 N.D. N.D. N.D.
N.D. = NAOD DETECTAVEL
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Tabela IV. Niveis de IFN-y (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de
Linfécitos do Sngue Periférico de Pacientes Portadores de Esclerose

Mualtipla em Remissio.

PACIENTES PHA(Oue/mb . MBPOSasml)  sem estimulo
N.C.B, (11.11.96) 1730,0 N.D N.D.
C.R.B. (20,03.96) 43000 358,1 N.D.
AMLE, (15,04.96) 4727 MN.D. N.D.
R.M.B. (06.05.96) 19620 MN.R. N.D.
F.D.G.P. (02.09.96) 1453,6 MN.D. ND,
F.D.G.P, (62.06.96) 21996 N.D. N.D.
MLA.C. (26.06.96) 1295.8 NI N.ID.
C.R.B, (13.05.96) N.D, N.D. N.D.
F.D.G.P, (27.05.96) 841,0 N.D. NI,
H.C.T, (26.06.96) 1496.,8 N.D. N.D.
LML, (27.05.96) 852,3 15870 4765
EJP.M.L. (25,03.96) 95,1 N.D. NI,
L.P, (10.08.96) 628,7 §714,2 N.R.
M.A.M.R.(06.05.96) 346.9 382,6 6024
C.R.B. (13.05.96) 4370 4972 820,4

N.D.== Niie Dectdvel

Tabela V. Niveis de IFN-y (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de

Linfécitos

do Sangue Periférico de Pacientes Portadores de Esclerose Miiltipla em

S.F.P.8, (04.03.96)

PHA (10 ugml

MBP (25u0/mi)

sem estimulo

3969,0 166,5 N.R.
N.N.A.O, (04.03.96) 3996,0 N.R. 838
T.T.N. (24.04.96) N.D. N.D. N.R.
EP.M.L. (25.03.96) 1540,0 242.9 7114
J.P.8, (29.05.96) 210,0 380,0 540,0
J.B.S. (29.05.96) 1120,0 1050,0 1040,0
D.G.1 (29.05.96) 5200 1260,0 1380,0
LML.L. (22.06.96) 6390,0 14700 980,0
F.D.GP, (26.98.96) 5100,0 17300 1180,0
HL.M. (26.06.96) 22900 600,0 1080,0
H.C.T. (13.03.96) 11900 830,0 5400
N.D= Nito Detectdvel N.R.=Niio realizado
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Tabela VI Niveis de IFN v (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura
de Linfécitos de Individuos Noais |
Indiniduos  PHA (1bueiml) NIBP (2500/ml)

sem estimulo

1 10040 NR. 256,7
2 3390,0 N.D. N.D.
3 8880 N.D. 23,7
4 5310 749.0 918,0
5 3306,0 2648.0 1718,0
6 1183,0 546,0 566,0
7 993,2 1038,0 110,1
2 253,3 3393 294,2
9 1681,0 1320,0 13200
10 4400 2800 630,0
11 380,0 830,0 660,0
12 1740,0 2810,0 1070,0

N.Dv= Nio Detectdvel
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Tabela VIL Niveis de IL-4 {pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de
Linfocites de Pacientes Portadoes de Esclerose Multipla em Remissilo.
Pacientes PHA(LOuo/mD MBPOSuoml) sent estimulo

ML.A.C. (06.03.96) NI, N.D. N.D.
N.C.B. (11.11.96) N.D. N.D. N.D.
MLR. (20.03.96) N.D. N.D. N.D.
MLT.M. (20.03.96) N.D. N.D, N.D.
AMLF. (10.96.96) N.D. N.ID. N.D.
E.P.M.L, (27.03.96) N.D. N.D. WD,
MLR. (08.05.96) N.D. N.D. N.D,
FP.S, (06.03.96) N.D. N.D. N.D,
AJMLE, (15.04.96) N.D. N.D. N.D.
C.R.B. (13.05.96) N.D. N.D. ND.
LML, (27.05.96) 9753 N.D. N.ID.
LMLL. (26.06.96) N.D, ND. N.D.
H.C.T. (26.06.96) N.D. N.D. N.ID.
F.D.G.P. (26.08.96) N.ID. N.ID. N.D.
L.P. (19.08.96) N.D. NI ND.
M.A.M.R. (06.05.96) N.D. N.D. N.D.
H.C.T. (24.04.96) N.D. N.D. N.D.

N.D= Niio detectvel

TabelaVIIL Niveis de IL~4 (pg/ml) no Scbrenadante de Cultura de
Linfécitos de Pacientes Portadores de Esclerose Miltipla em Surto,

Pacientes PHA (Wae/mb  MBP (25ue/ml) sem estimulo
S.E.P.S, (04.03.96) N.D. N.R. N.D.
TTN, (24.04.96) N.D. N.D. N.D.
ED.G.P, (27.05.96) N.D. N.D. NI
LML, (26.06.96) N.D. N.D. N.D.
N.N.A.O, (04.03.95) ND N.D. N.ID.
D.G L (29.05,96) ND, N.D, N.D.
E.P.S, (06.03,96) N.D. N.D. N.D.
J.B.S, (29,05.96) N.D. N.D. N.D.
N.D= NAO DETECTAVEL N.R= Nao Reslizado
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Tabela IX. Niveis de IL-4 (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura
de Linfécitos do Sangue Periférice de Individuos Normais.

Padientes - PHAULO uo/ml)  MBPQ@Sue/ml)  sem estimulo

1 0,74 N.D. N.D.
2 331,7 N.D. N.D.
3 375,0 N.D. N.D.
4 4.0 N.D. N.D.
5 140,2 N.D. 104.4
6 1,56 N.D. N.D.
7 163,6 N.D. N.D.
8 68,5 N.D. N.D.
9 1855 102,0 102,5
10 743,0 111,0 118,5
11 200,0 106,5 93,0
N.D= Wie detectdvel
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Tabela X. Niveis de IL-10 (pg/ml) no Sobrenadante de Culfura
de linficitos de Pacientes Portadores de Esclerose Multipla em
Remissio,

PACIENITES PHAGOe/mY . MBPO3eimly sem cvtimaulo

LMD, (27.05.96) 1083.9 917.1 1198.2
ADMLF. (15.04.96) 496.9 606.6 307.0
AMLF. (20.03.96) 1244.0 1145.5 1335.5
E.P.M.L. (27.03.96) 1075.5 1640.0 995.0
E.P.M.L. (22.05.96) 2004.5 30458 1856.2
C.R.B. (13.05.96) 1414.0 1568.5 1318.0
M.R. (22.03.96) 14475 1539.0 834.5
MLR. (08.05.96) 1956.3 2012.8 1252.6
H.C.T. (26.06.96) 2884.4 1647.9 1469.5
M.A.C. (26.06.96) 2561.1 986.2 572.5
MLA.C. (06.03.96) 8757 5734 555.0
5.8.J. (26.08.96) 1333.7 1919.7 1224.0
L.P. (19.08.96) 18833 983.5 1112.5
F.D.G.P. (26.08.96) 51239 1333.7 785.3
M.T.M. (06.05,96) 1417.5 1651.6 1647.9

WD, = NAO DETECTAVEL

Tabela X1 Niveis de 11L-10 (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de
Linfécitos em pacientes portadores de Esclerose Miltipla em surto.
PACIENTES PHA(10je/ml)  MBP(2518/ml)

sem estimulo

J.P, 8, (19.06.96) 523.6 449.9 4149
J.18.8, (29.05.96) 642.5 596.4 496.9
T.T.N. (24.04.96) 369.0 267.5 94.0
D.G. 1 (29.05.96) 318.1 288.6 156.9
S.F.P.S, (04.03.96) 164.5 N.D. 328.5
LM.L. (26.06.96) 1081.2 874.5 1795.1
F.D.G.P. (27.05,96) 381.1 288.6 156.9
F.P.S. (06.03.96) 1231.4 1100.5 1083.9

N.D. = NAOQ DETECTAVEL
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Tabela XII. Niveis de IL-10 (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de
Linfécitos de Individuos Normais,
INDIVIDUOS PHA(10po/ml)

M BP(?.S}:LQ;’"I!) sem estimulo

i 2788.7 2603.3 2615.6
2 1291.3 2861.5 2496.6
3 266.5 696.9 161.5
4 632.4 369.7 251.8
] 290.5 121.8 N.D.
& 1083.9 396.5 186.4
7 703.3 530.1 265.6
8 1482.0 3126 112.6
9 25473 676.6 787.2
10 18377 1893.0 957.7
11 3336.1 1856.2 1214.8
12 21197 855.4 2877
13 3021.0 914.4 779.8
14 2092.1 1776.0 3029.3
15 1600.0 1994.4 4736.8
16 1181.6 2403.5 4666.9
17 2656.0 1511.5 1491.2

M. = NAO DETRECTAVEL
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Tabela XIMl, Niveis de TGFP (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de
Linfécitosde Pacientes Portadore de Esclerese Miiltipla em Remissfo.

PACIENLEN

MBPQSue/ml)

sem estimulo

PHA(LOue/mb)

AMF, (15.04.96) 10.0 16900 2900,0
MLR. (08.05.96) 1272 934.1 640.1
C.M.G. (06.03.96) 1280,0 103.9 27000
ML.R. (20.03.96) 12.5 111.3 632.9
H.C.T. (26.06.96) 144.8 122.4 6754
M.A.C. (26.06.96) 564.6 105.1 133.0
EP.M.L. (25,03.96) 1580,0 549.7 2130,0
L.MLD. (27.05.96) 646.4 610.7 581.7
C.R.B. (20.03.96) 1034 631.1 99,1
CR.B. (13.05.96) 891.2 2760,0 972.9
EPML. (22.05.96) 2300,0 2400,0 2000,0
M.A.C. (06.05.96) 3710,0 4330,0 110.2
R.M.B. (06.05.96) 1900,0 1950,0 1500,0
M.ER.C.M. 551.9 2200,0 10000
(06.05.96)
N.N.A.0. (04.03.96) NR. 1340,0 2200,0

NI, = NAO DETECTAVEL

N.R. = NAQ REALIZADO

Tabela X1V, Niveis de TGFP (pg/ml) no Sobrenadante de Cultura de

PACIENTES

PHA(10 Le/mh

Linfécitos de Pacientes Portadores de Esclerose Miltipla em Surto.

MBP@25w/ml)

sem estimulo

F.D.G.P. (27.05.96) 510.2 104.7 528.5
T.T.N. (24.04.96) 637.9 101.8 2250,0
F.P.S. (06.03.96) 134.0 1900,0 12.0
J.B.S. (29.05.96) 1225.0 1909,2 610,0
LM.L, (26.06.96) 915,7 542.6 317,0
H.C.T. (20.03.96) 128.6 12.1 1970,0

S.F.P.S. (04.03.96) 1350,0 2290,0 N.R.

M.D. = NAQ DETECTAVEL  N.JR = NAO REALIZADO
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Tabela XV. Niveis de TGF (pg/ml) no Sobrenadante de
Cultura de Linféeitos de Individuos Normais.

“lNDI\"iDUOS PHALOuomb) MBPO2Sue/mly sem estimuly

1 116,9 15,7 1272
2 25400 2660,0 35490
3 2700,0 3500,0 3700,0
4 1800,0 2310,0 3200,0
5 1820,0 NR. 2370.0
6 50,5 NR. 1750,0
7 1500,0 NR. 2490,0
3 1850,0 NR. 1890,0
9 11,1 94,0 93,5

10 118,3 135,7 423,1
11 99,4 690,2 5212
12 5754 4054 384,6
13 500,2 5154 586,9
14 9,91 9,13 10,1

15 1005,6 6153 543.0

N.D. = NAO DETECTAVEL  N.R. = NAO REALIZADO
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