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Resumo

O grupo de Doencas Desmielinizantes Adquiridas (DDA) acomete o Sistema
Nervoso Central (SNC) com base imunopatoldégica com producgéo de anticorpos
a bainha de mielina. O diagndstico é baseado em critérios clinico-radiologicos,
sendo importante a busca por novas tecnologias para melhores diagndstico e
terapéutica. A avaliacdo da resposta inflamatoria pode ser preditiva do curso
evolutivo, sendo pouco explorada em pediatria. A proposta foi avaliar parametros
clinico-neurologicos e perfis imunologicos nas DDA pediatricas para identificar
biomarcadores dos quatro subtipos de DDA: Encefalomielite Disseminada Aguda
(ADEM), Esclerose Mdltipla Pediatrica (EMP), Sindrome Clinica Isolada (CIS) e
Espectro da Neuromielite Optica (NMOSD). Foi realizado um estudo prospectivo,
longitudinal com portadores de DDA com até 18 anos de idade no Ambulatorio
de Doencas Desmielinizantes do IFF no periodo de 2012 a 2016. Os pacientes
foram submetidos a exame neuroldgico evolutivo, Ressonancia Magnética (RM)
e coleta de sangue para pesquisa de citocinas. Foram admitidos 30 pacientes
com 12 exclusdes e 3 perdas totalizando 15 pacientes avaliados. O diagndstico
mais encontrado foi ADEM seguido de EMP. Os painéis de citocinas foram
comparados através de analise estatistica e categorizados de acordo com as
comparacdes. Os resultados foram descritos em gréficos Heatmap, Boxplot e
arvore de decisfes. Foi relatado um caso sobre a evolucdo do diagnéstico de
CIS para EMP. O perfil de citocinas séricas foi realizado por andlise de
microarranjo liquido (Luminex) totalizando 64 amostras de sangue avaliadas. A
coorte apresentou cinco pacientes ADEM, cinco EMP, dois CIS e trés NMOSD.
No relato de caso da paciente ALAPL, ndo foi encontrada sincronia temporal
entre a alteracdo do perfil de citocinas, da RM e da avaliacdo neuroldgica
concluindo que avalia¢gBes inflamatoéria e clinica ndo anteciparam eventos de
desmielinizacéo e evolucdo para EMP. A correlacdo entre dosagens de citocinas
mostrou um padrdo multifuncional, com a participacdo de moléculas associadas
ao perfil inflamatério Thl, Th2, Thl7, Treg, e expressdo aumentada de
guimiocinas e citocinas envolvidas com proliferacao de diversos tipos celulares.
O padrao inflamatério mais abrangente e polifuncional, com 20 citocinas
significativamente mais expressas, foi entre a EMP comparadas a ADEM. Na
andlise de citocinas entre ADEM e MNOSD houve uma diferenca
estatisticamente significativa para IL-7, IL-10 e GM-CSF, com uma expressao
maior nas amostras de NMOSD. Entre CIS e ADEM, apenas MIP-1b se
apresentou com uma diferenca estatistica nos dois grupos. A IP-10 se mostrou
diferencialmente expressa em EMP quando comparada a CIS. Entre EMP e
NMOSD, encontramos a eotaxina aumentada em EMP. Foram criadas quatro
arvores classificatorias para o diagnostico de DDA, definindo o perfil minimo de
citocinas capazes de identificar cada tipo de DDA. Concluimos que do ponto de
vista diagnostico as citocinas IL-2, IL-7, IL-13, Basic-FGF, MIP-1b, VEGF,
Eotaxina, IP-10 e TNF-y seriam capazes de classificar todos os pacientes DDA
em seus grupos especificos. Estudos multicéntricos que permitam aumentar o
numero de pacientes com DDA poderao auxiliar na validacao dos achados desse
trabalho e definir pontos de cortes mais precisos para cada nivel de citocina
sérica visando ao diagnostico diferencial de DDA em pediatria.

Palavras-Chave: Doenca Desmielinizante Adquirida, Pediatria, Esclerose
Multipla Pediatrica, Imunologia, Citocinas
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Abstract

The group of Acquired Demyelinating Diseases (DDA) affects the Central
Nervous System (CNS) with immunopathological basis with production of
antibodies to the myelin sheath. The diagnosis is based on clinical-radiological
criteria, being important the search for new technologies for better diagnosis and
therapeutics. The evaluation of the inflammatory response can be predictive of
the evolutionary course, being little explored in pediatrics. The purpose of this
study was to evaluate clinical and neurological parameters and immunological
profiles in pediatric ADIs to identify biomarkers of the four ADD subtypes: Acute
Disseminated Encephalomyelitis (ADEM), Pediatric Multiple Sclerosis (EMP),
Isolated Clinical Syndrome (CIS) and Optical Neuromyelitis Spectrum ). A
prospective, longitudinal study was conducted with patients with ADD up to 18
years of age at the IFF Demyelinating Diseases Clinic in the period from 2012 to
2016. The patients were submitted to evolutionary neurological examination,
EDSS, Magnetic Resonance (MRI) and collection to detect cytokines. Thirty
patients with 12 exclusions and 3 losses totaling 15 patients were admitted. The
most common diagnosis was ADEM followed by EMP. The cytokine panels were
compared between the DDAs by statistical analysis and categorized according to
the comparisons. The results were described in Heatmap, Boxplot and decision
tree charts. A case has been reported on the evolution of the diagnosis of CIS to
PMS. Serum cytokine profile was performed by liquid microarray analysis
(Luminex), totalizing 64 blood samples. The cohort presented five ADEM, five
EMP, two CIS and three NMOSD patients. In the case report of the ALAPL
patient, no temporal synchrony was found between the alteration of the cytokine
profile, MRI and neurological evaluation, concluding that inflammatory profile
evaluations and clinical examination did not anticipate events of demyelination
and evolution to PMS. The correlation between cytokine dosages and ADI in
pediatrics showed a multifunctional pattern with the participation of molecules
associated with the inflammatory profile Thl, Th2, Th1l7, Treg, and increased
expression of chemokines and cytokines involved with proliferation of several cell
types. The most comprehensive and multifunctional inflammatory pattern, with 20
significantly more expressed cytokines, was seen among PMS compared to
ADEM. In the analysis of cytokines between ADEM and MNOSD there was a
statistically significant difference for IL-7, IL-10 and GM-CSF, with a greater
expression in the samples of patients with NMOSD. Between CIS and ADEM,
only MIP-1b presented a statistical difference in the two groups. IP-10 was
differentially expressed in EMP when compared to CIS patients. Among patients
with EMP and NMOSD, we found increased eotaxin in EMP. Four classification
trees were created for the diagnosis of ADI, defining the minimum profile of
cytokines capable of identifying each type of ADI. We conclude that IL-2, IL-7, IL-
13, Basic-FGF, MIP-1b, VEGF, Eotaxin, IP-10 and TNF-y could be classified as
diagnostic groups. Multicentric studies that allow an increase in the number of
patients with ADD can help to validate the findings of this study and define more
precise cutoff points for each level of serum cytokine aiming at the differential
diagnosis of AD in pediatrics

Keywords: Acquired Demyelinating Disease, Pediatrics, Multiple Pediatric
Sclerosis, Immunology, Cytokines.
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l. INTRODUCAO

As Doencgas Desmielinizantes Adquiridas (DDA) em pediatria sdo um
grupo de doencas de carater inflamatdrio autoimune que acometem o Sistema
Nervoso Central (SNC). Sao caracterizadas pela producdo de anticorpos
antimielina, influenciadas por fatores genéticos e epigenéticos (1,2). Pertencem
a esse grupo de doencas a Sindrome Clinica Isolada (CIS), Encefalomielite
Aguda Disseminada (ADEM), Espectro da Neuromielite Optica (NMOSD) e
Esclerose Mdltipla (EM). Sua incidéncia € de 0,66 a 1,66/100.000 habitantes/
ano (3,4). A evolugéo clinica pode levar a incapacidade funcional e cognitiva

irreversiveis.

Nas DDA ocorre a lesdo da mielina, com destruicao parcial ou total dos
ax6nios e neurbnios. A doenca mais estudada nas DDA é a EM. A historia
evolutiva da EM é variavel, definindo as formas clinicas em: remitente-recorrente
(surto-remissédo), progressiva primaria, progressiva secundaria (5). A NMOSD
acomete preferencialmente a medula e o nervo 6ptico, tendo também um carater

de remissao-recorréncia.

O diagnéstico das DDA baseia-se em achados clinicos neurolégicos e
achados radiolégicos de Ressonancia Magnética (RM). Em 2007 foi criado o
consenso em Esclerose Multipla Pediatrica (EMP) e doencas correlatas na
infancia para uniformizar o diagnostico das DDA (6), sendo revisado em 2012
(7). Uma vez diagnosticado na fase aguda, o paciente pode ter indicacdo de
imunossupressao (através de corticoterapia e/ou Imunoglobulina Endovenosa
Humana (IVIG) e, na fase de remissdo em EMP e NMOSD h& indicagéo de
imunomoduladores com o objetivo de evitar novos surtos. Os imunomoduladores

aprovados pela ANVISA para pacientes maiores de dois anos de idade s&o: o
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interferon beta; e o acetato de glatiramer (8). Acredita-se que o0 paciente com
EMP ou NMOSD apresente em média um surto por ano, mesmo com tratamento
imunomodulador (9). A cada surto ocorre nova desmielinizacdo que, em
pediatria, acredita-se ser mais grave, por se tratar de uma doenca cronica e,
progressivamente incapacitante (6). Nem todos os pacientes respondem bem a
terapéutica. Apesar dos avancos, ainda nao existe uma forma de predizer os

surtos.

Novas abordagens metodoldgicas de parametros imunoldgicos e
inflamatorios foram propostos para o diagnostico diferencial das DDA, predicao
de surtos e acompanhamento da resposta aos imunomoduladores (10). A partir
desses estudos nota-se uma crescente importancia dos biomarcadores

baseados em moléculas do sistema imune nas DDA.

Na resposta autoimune das DDA ocorre predominantemente a
participacdo de células inflamatérias da imunidade adaptativa. O aumento de
anticorpos antimielina no SNC, a presenca de linfocitos T CD4+ e T CD8+
ativados, tanto no liquor (LCR) como no sangue, levam ao aumento de
mediadores inflamatorios e, consequentemente, aumento da permeabilidade na
barreira hematoencefalica (BHE) (11). Todo o processo resulta na mobilizacédo
de células imunes para o SNC e posterior dano a mielina nos axénios dos
neurdnios e oligodendrocitos (12). Os linfocitos T CD4 + sao, ainda, subdivididos
funcionalmente, em Thl, Th2, Th17, Treg, entre outros. A definicdo da funcéo é
associada ao perfil de producéo de citocinas e fatores de transcricdo que eles
expressam (13). Estudos clinicos prévios em EM, por exemplo, ja relataram
diferentes citocinas em elevados niveis correlacionando-se com diferentes fases

da doenca. A citocina pro-inflamatoria TNF-a sérica tem sido associada a fase
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de surto, enquanto a IL-10 sérica, de carater anti-inflamatoéria, aumenta na fase
de remissao (14,15). Da mesma forma, além de mediadores inflamatérios
soluveis, outros estudos correlacionaram a fase de surto com o aumento de
linfécitos no sangue com o perfil Th17 (10). No entanto, a grande maioria dos
estudos foram realizados em pacientes adultos, sendo escassa a literatura

disponivel para pacientes pediatricos.

Outro estudo que demonstra o papel crucial de mediadores inflamatérios
gue modulam o sistema imune durante DDA, foi realizado em pacientes de
NMOSD, onde a IL-6, que encontra-se aumentada no sangue periférico desses
pacientes na fase de surto, foi associada ao aumento da sobrevivéncia e

producdo de anticorpos IgG antiaquaporina-4 (AQP4) por plasmacitos (16).

Esses estudos demonstram a importancia de mediadores inflamatorios
e células do sistema imune na patofisiologia das DDA, podendo, inclusive, ser
Gteis como ferramentas de diagndéstico, prognostico e avaliacdo de resposta
terapéutica. Nessa linha, esse trabalho focou no potencial diagnéstico desses
mediadores, diante da dificuldade na diferenciacdo das DDA, levando ao atraso
do tratamento mais adequado nos pacientes portadores dessas doencas
cronicas e debilitantes como a EM e NMODS. Nosso estudo visou a definir um
painel de fatores imunologicos/inflamatérios séricos que pudesse identificar
corretamente pacientes pediatricos de EMP, NMOSD, CIS e ADEM. Utilizou-se
um painel abrangente de 27 citocinas que poderiam ser classificadas em
citocinas do tipo Thl, Th2, Th1l7, Treg, proliferativas e quimiocinas, associadas
ao acompanhamento clinico-neurolégico durante quatro anos de evolucéo
clinica. Nosso desenho experimental teve o objetivo de auxiliar ndo somente na

identificacdo de biomarcadores séricos com potencial diagnostico, mas também
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contribuir para um maior entendimento dos mecanismos inflamatorios e

autoimunes dos pacientes com DDA.

lI- JUSTIFICATIVA

As DDA pertencem a um grupo de doencas imunomediadas com
possibilidade de sequelas altamente incapacitantes e irreversiveis, sendo um
problema grave em Neurologia e de alto custo para o Sistema Unico de Salde
(SUS). O maior acesso da populacédo pediatrica a métodos de investigacdo do
SNC, através das tecnologias de neuroimagem, associado ao avanco do
conhecimento das DDA, resultou num melhor diagndstico e, consequentemente,
a incidéncia vem aumentando a cada ano. Entretanto, apesar do avanco
tecnolégico, os exames de imagem ainda ndo conseguem prever 0 Curso
evolutivo nos pacientes. Como sdo doencas correlatas, seu diagnostico
diferencial é clinicamente dificil. Normalmente depende de tempo de evolucdo
do quadro inicial e, mesmo assim, o curso clinico das doencas nessa faixa etaria
ainda € muito pouco conhecido. Nesse caso, 0 heuropediatra necessariamente
deve realizar um acompanhamento regular e continuo em ambulatério de

neurologia pediatrica especializado.

No momento, o0 consenso recentemente publicado define o diagndstico
das DDA na faixa pediéatrica através de critérios clinico-radiol6gicos. No entanto,
diversos estudos ja associam biomarcadores diagndsticos nas DDA em adultos,
sendo importante a busca por métodos que possam estabelecer esse
diagnéstico diferencial precoce entre as DDA na faixa pediatrica. Estender o

conhecimento sobre o perfil imunolégico e inflamatério desses pacientes,
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permitira ndo apenas o melhor diagndstico, mas também a melhor conduta
terapéutica e consequente reducdo da morbidade na vida adulta. Na pratica
clinica, alguns biomarcadores ja sao utilizados, como a antiaquaporina 4 (AQP4)
e 0 anticorpo antiglicoproteina da mielina de oligodendrécito (antiMOG) no
sangue e Bandas Oligoclonais (BOC) no liquor (LCR), porém séo de alto custo
e sua sensibilidade na faixa pediatrica pode ser baixa, podendo ocorrer falso

negativos e dificultando o diagndstico precoce.

Nosso estudo tem como objetivo a identificacdo de novos biomarcadores
séricos, a partir de um painel de 27 mediadores inflamatoérios, que auxiliem no
diagnéstico diferencial precoce entre as DDA baseado no acompanhamento

clinico-radioldgico evolutivo.

llI- OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil de citocinas inflamatorias séricas da coorte de pacientes
pediatricos com diagndéstico clinico-radiolégico de doenca desmielinizante
adquirida  pediatrica acompanhados no ambulatério de Doencas
Desmielinizantes (DDA) da Infancia do Setor de Neurologia do Instituto Nacional

Fernandes Figueira — FIOCRUZ.

V- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever a evolucéo clinica e radiologica de um paciente com DDA e

a dosagem de citocinas inflamatorias;

- Correlacionar as dosagens de citocinas inflamatérias com as diferentes

DDA pediatricas;
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- Criar uma arvore de classificacédo para o diagnostico de DDA baseados

nos niveis de citocinas inflamatorias.

V-REFERENCIAL TEORICO

V.a- As Doencas Desmielinizantes Adquiridas em Pediatria
(DDA): revisao historica

A definicdo das doencas desmielinizantes (DDA) na populacdo
pediatrica se confunde com a dificuldade do diagndstico etioldégico e
fisiopatoldgico da propria neurologia. Apesar de relatos clinicos e de necropsia
do século XIX até meados do século XX, ndo era possivel fazer um diagndstico
diferencial preciso entre as lesdes desmielinizantes (adquiridas) e as

dismielinizantes (hereditarias).

A primeira descricdo de uma doenca que acometia a bainha de mielina
dos nervos foi realizada por Charcot em 1886, caracterizada pela triade clinica
de tremor, ataxia e disturbios de linguagem. Seus pupilos posteriormente
descreveram lesdes de esclerose em placas (sclerosis en plaques) em uma série
de casos em pediatria (17), porém acredita-se que 0s primeiros casos descritos
fossem de causas metabdlicas hereditarias (dismielinizantes) e que as lesées de
destruicdo da bainha de mielina j& formada (desmielinizagdo) em pacientes
pediatricos semelhantes as descritas por Charcot fossem consequentes a

trauma e infeccdes (18).

A Encefalomielite Disseminada Aguda (ADEM), por sua vez foi descrita
incialmente em 1790 (19) e posteriormente em uma série de casos em adultos e
criancas no periodico Lancet de 1931, sugerindo a associacdo do evento

neurolégico apos vacinagdo ou infecgbes como rubéola (20).
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Apos as primeiras descri¢cdes, o termo esclerose em placas em pediatria
ficou restrito a artigos em linguas francesa e alema. Os primeiros artigos no
idioma inglés, no periédico Pediatrics, datavam de 1956 e 1958 com séries
evolutivas de sete e 40 casos, respectivamente. Nesses casos, onde novamente
ha dificuldade em se fechar um diagnéstico mais preciso, foram apresentados

relatos de eventos mono e multifasicos (21,22).

Em 1987 foi publicada uma série retrospectiva de 125 casos de
Esclerose Mdltipla (EM) com manifestacdes clinicas antes dos 16 anos de vida.
Apesar de ndo haver no artigo descricdo radioldgica, o artigo de Murray et al.
inferiu a possibilidade de diagnéstico na faixa etaria pediatrica e seu carater

remissivo-recorrente (23).

Com o advento da neuroimagem através da ressonancia magnética,
uma multiplicacéo de trabalhos cientificos, principalmente em EM, culminou com
a criacao e posterior revisao de critérios clinico-radiolégicos em EM e doencas
correlatas (24,25). Todavia a producdo relacionada a faixa etaria pediatrica
permaneceu entre descricdo de séries de casos até meados dos anos 90,
quando Ghezzi et al., publicou uma analise retrospectiva de 3.375 pacientes com
esclerose mudltipla, concluindo que 145 pacientes apresentaram sintomas

neurolégicos antes da idade adulta (26).

Somente em 2007 foi publicado o primeiro consenso em DDA em
pediatria na tentativa de uniformizar conceitos e definicbes pelo International
Pediatric Multiple Sclerosis Study Group (IPMSSG) (6). O consenso foi revisado
em 2012 e, para classificacao clinico-radiologica dos nossos pacientes no Nn0sso
estudo, utilizamos essa revisdo. De acordo com esse consenso, as DDA estéao

divididas em Sindrome Clinica Isolada (CIS) (englobando a Neurite Optica — NO
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e Mielite Transversa — MT como principais manifestacdes clinicas),
Encefalomielite Disseminada Aguda (ADEM), Esclerose Mdultipla Pediatrica

(EMP) e o Espectro da Neuromielite Optica (NMOSD) (7).

V.b - Epidemiologia das doencas desmielinizantes adquiridas
em pediatria (DDA)

Apesar da EM ser a principal doenca neurologica autoimune em adultos
jovens com maior probabilidade de sequelas, ndo ha uniformizacdo dos dados
mundiais sobre sua incidéncia (quantas pessoas tornaram-se doentes no ano) e
prevaléncia (quantas pessoas estdo doentes). Uma tentativa de unir os dados
foi a acdo conjunta entre a Organizacdo Mundial de Saude e a Federacao
Internacional de Esclerose Mdltipla através do Atlas de EM de 2013, mapeando
a EM no mundo. Cento e doze paises contribuiram com os dados demograficos,
apresentando um numero mundial estimado de 2,3 milhdes de pessoas com EM

e uma incidéncia de 33 casos para cada 100.000 pessoas por ano (27).

Em pediatria, os dados também séo estimativos. Nos ultimos anos houve
um crescente aparecimento de artigos com dados demograficos sobre a
populacao pediatrica principalmente em paises desenvolvidos como na Europa
e Estados Unidos. Porém seus achados ndo podem ser extrapolados a outras
populagées no mundo (28). Infelizmente, ndo ha uniformidade dos dados, e os

artigos se restringem as incidéncias e/ ou prevaléncias em recortes das DDA.

Sobre a totalidade de DDA na populacdo pediatrica na Islandia, a
incidéncia foi de 1,15/100.000 (sendo EM 0,45/100.000) (29). Na Holanda, a
incidéncia foi de 0,66/100.000 (3). Em uma coorte pediatrica multiétnica na

Califérnia — Estados Unidos, a incidéncia foi de 1,66/100.000 habitantes (4).
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A NO possui uma incidéncia no Canada de 0,2 casos para cada 100.000

habitantes.(30)

A incidéncia de MT em pacientes menores de 16 anos foi estimada nos
estudos do Canada e Gra-Bretanha em 2 casos para 2 milhdes de habitantes,
com uma razdo entre os sexos de 1,1:1,6, demostrando uma discreta

predominancia no sexo masculino (31).

Estudos populacionais no Japao e China demonstraram uma incidéncia
de ADEM de 0,3 a 0,6 pacientes por 100.000 habitantes por ano, sendo que na
Alemanha, no Canada e na Gra-Bretanha a incidéncia é 0,1 a 0,3 casos por
100.000 habitantes por ano, com idade média de 5 a 8 anos e predominancia

masculina (32).

O aparecimento de EMP é mais frequente na adolescéncia, mas relatos
de séries de pacientes apontam para manifestacdes clinicas em pacientes de
até dois anos de idade. A EMP antes de 10-12 anos de idade € rara, com uma
prevaléncia de 1% de todos os casos de EM. A incidéncia na Alemanha em
menores de 18 anos é 0,3 para cada 100.000 habitantes enquanto que na Italia
€ de 2,85 para cada 100.000 habitantes. A razdo entre 0s sexos demonstra uma
alta preponderancia no sexo feminino durante a adolescéncia (4,5:1,0). Nos
pacientes menores essa razao é inferior, mas ainda nota-se a maior frequéncia

em meninas (33).

Em NMOSD os dados pediatricos sdo mais escassos. Um estudo
cubano mostra a prevaléncia de NMOSD em pacientes abaixo de 20 anos em
0,12 para cada 100.000 habitantes, porém esse estudo foi realizado antes da

definicdo dos critérios diagnosticos e da AQP4. Estima-se que 3 a 5% dos casos
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de NMO sejam de inicio pediatrico com predominancia no sexo feminino (7:1)

(34).

No Brasil os dados também séo fragmentados com relato de série de
casos e pequenas coortes pediatricas. Fragoso et al. descreveram uma coorte
retrospectiva de pacientes com diagnéstico de EM de inicio antes dos 16 anos
na cidade de Santos, S&o Paulo. A prevaléncia geral de EM no seu estudo foi de
15,54/100.000 habitantes, sendo que 7,1% dos pacientes apresentaram
sintomas antes da idade adulta (9). No estudo multicéntrico transversal sul
americano sobre DDA, Papais et al. descreveram 246 casos com idade de inicio
menor que 18 anos no universo de 1.917 pacientes avaliados, sendo que desses
246 casos, 11 pacientes apresentavam diagnostico de EM e 10 pacientes de

NMO até os nove anos de idade (35).

V.c- Manifestacdes clinicas das DDA

A clinica neurolégica das DDA € bem diversa uma vez que as lesdes
podem acometer qualquer segmento do SNC. Para efeito didatico, a descricédo
das manifestacdes mais comuns de cada doenca encontra-se logo abaixo dos

critérios do consenso de 2012.

V.c.l- O consenso de 2012

Em 2012 o International Pediatric Multiple Sclerosis Study Group revisou
os critérios para EMP e DDA imunomediadas correlatas, com publicacdo em

2013 no periodico Multiple Sclerosis (7). Os critérios levaram em consideracéo
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as manifestagdes clinicas, os achados laboratoriais e radiologicos. As diferencas

entre o consenso de 2007 e 2012 estdo descritos no anexo 4.

As doencas descritas sdo Sindrome Clinica Isolada (CIS),
Encefalomielite Disseminada Aguda (ADEM), Esclerose Multipla Pediatrica

(EMP) e Espectro da Neuromielite Optica (NMOSD).

V.c.ll- Sindrome Clinica Isolada em pediatria.

Para o diagnéstico sdo necessarios todos os critérios abaixo:

- Um evento clinico no SNC mono ou polifocal de causa presumidamente

inflamatoéria desmielinizante;

- Auséncia de qualquer historia anterior de desmielinizacdo no SNC, ou
seja, auséncia de Neurite Optica (NO), Mielite Transversa (MT) ou acometimento

de tronco cerebral;

- Auséncia de encefalopatia, ou seja, alteracdo de consciéncia que néo

possa ser explicada por febre;

- Nao preenchimento dos critérios de EM por imagem de ressonancia

magnética (7).

Consideracdes sobre CIS:
CIS é uma sindrome heterogénea de carater mono ou polifocal com

sintomas clinicos de NO, MT, manifestacbes de tronco cerebral ou

supratentoriais, com duracdo minima de 24 horas.

A NO é um dos sintomas mais comuns nas DDA. Caracteriza-se por uma

inflamacg&o no nervo Optico uni ou bilateral, levando a disfung&o visual, podendo
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cursar com diminuicdo da acuidade visual, discromatopsia, borramento visual,
déficits no campo visual, com dor durante a mobilizacdo ocular e com perda de
funcdo visual iniciado entre horas ou dias e com duracdo de semanas. A
manifestacao bilateral € mais comum em menores de 10 anos (72% dos casos)
engquanto a unilateral acomete preferencialmente os maiores de 10 anos (70%

dos casos) (36).

Os sintomas iniciais mais comuns de MT sao dorsalgia, seguido de
déficits motores e sensitivos, e disfuncdo vesical. Os sintomas sensitivos podem
ser de hiperestesia com queimacao, formigamento ou hipoestesia até anestesia.
Ha necessidade de cateterizacdo vesical quando da apresentacdo de
incontinéncia urinaria com retencdo urinaria, pois a ocorréncia de bexiga
neurogénica é relativamente frequente. Os sintomas geralmente acompanham
os dermatomos e miétomos, sendo importante a caracterizacdo dos niveis
sensitivo e motor, apesar de que 40% das criancas ndo apresentam um nivel
sensitivo-motor preciso. A sintomatologia da MT pode ocorrer de forma completa
ou parcial, iniciando-se em 2 a 4 dias de doenca com pico no quinto ou sexto dia.
Quando tratada com imunoterapia, a dor costuma ser a primeira manifestacao
clinica a melhorar, seguida dos sintomas motores, disfuncéo vesical e, por fim,
da sensibilidade. Pode haver acometimento de raizes nervosas
concomitantemente (descrito em RM de coluna) com uma clinica sugestiva de
acometimento central e periférico chamado MT-plus. Nesses casos, a

eletroneuromiografia demonstra polineuropatia axonal sensitivo motora (31).

Acredita-se que em criancas com CIS e RM normal, a probabilidade de
progressao para EM é pequena, bem como de uma crianga com MT e imagem

localizada somente em medula evoluir para EM (37). Em adultos, porém, ha
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estudos que demonstram que 21% dos pacientes com CIS e RM normal podem
evoluir para EM num periodo de 20 anos, sendo necessario, portanto o

acompanhamento clinico dos pacientes pediatricos até a vida adulta (38).

V.c.lll- Encefalomielite disseminada aguda em pediatria

Para o diagndéstico sdo necessarios todos os critérios abaixo:

- Um primeiro evento clinico polifocal no SNC de causa presumidamente

desmielinizante inflamatoria;

- Presenca de encefalopatia (alteracdo de consciéncia: estupor ou

letargia ou alteracdo de comportamento) nédo explicada por febre;

- Auséncia de novos sintomas clinicos e achados radiolégicos na RM

apos trés meses ou mais do inicio dos sintomas;

- RM de cranio anormal durante a fase aguda, ou seja, 0s trés primeiros

meses;

- Achados tipicos de RM: lesGes de 1 a 2 cm de tamanho difusas,
pobremente demarcadas, envolvendo predominantemente a substancia branca

cerebral;

- Presenca de lesdes hipointensas em T1 na substancia branca séo

raras;

- Podem estar presentes lesdes de substancia cinzenta profunda, por

exemplo, talamicas ou de ganglia basal (7).
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Consideracfes sobre ADEM:

ADEM tipicamente se apresenta com um curso monofasico (somente
confirmado apds observacao prolongada retrospectiva). Seus sintomas clinicos
e achados radiologicos podem flutuar em gravidade e evoluir nos primeiros trés
meses apos inicio dos sintomas. A ADEM se caracteriza por uma encefalopatia
aguda associada a manifestacdes polifocais geralmente apés um periodo
prodrébmico sistémico de febre, mal-estar, astenia, sonoléncia, nauseas e
vomitos. Tipicamente a ADEM possui uma progressao de sintomas de dois a
cinco dias. Pode ocorrer, em 15 a 25% dos casos, uma forma grave com
necessidade de internacdo em terapia intensiva. Os sintomas neurologicos mais
comuns sao sinais piramidais, ataxia, hemiparesia, NO, envolvimento de outros
nervos cranianos, crise convulsiva, déficit de linguagem e acometimento
medular. Ha recuperacado completa dos sintomas neuroldgicos na maior parte
dos pacientes com ADEM, com melhora clinica dias apoés inicio do tratamento
medicamentoso e total recuperacdo em semanas ou meses apos o tratamento.
A mortalidade é de 1 a 3% dos casos e ha chance de sequelas neuroldgicas
como déficit cognitivo, desatencdo, desordens de processamento verbal e
alteracdes comportamentais principalmente em criangas menores de cinco anos.
(39) Um segundo evento é definido como desenvolvimento de novos sintomas
apos trés meses dos primeiros e sem resposta ao tratamento com corticoides

(40).

Aproximadamente 10% das criancas com diagnostico de ADEM
apresentam um segundo surto (com encefalopatia) em dois a oito anos apdés o
primeiro evento, porém nao é frequente. No consenso de 2013, o termo “ADEM

recorrente” foi eliminado e a definicdo de “ADEM multifasico” foi revisada e
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definida como dois episodios de ADEM separado por trés meses, mas sem mais
episodios futuros. O segundo evento de ADEM pode se apresentar como piora
dos sintomas e das imagens antigas ou aparecimento de novos sintomas e
novas imagens de RM. Episodios recorrentes de desmielinizacéo séo indicativos
atualmente de manifestacdes clinicas de EM. Deve-se suspeitar de EM quando
0 segundo surto apresenta as seguintes caracteristicas: sem encefalopatia, apos
trés meses do inicio dos primeiros sintomas e achados de RM consistentes com
disseminacdo das lesdes no espaco. ADEM pediatrico também pode estar
associado a um diagnéstico posterior de NMOSD. Nesses casos, a presenca do

anticorpo AQP4 facilita o diagndstico (7).

A RM em ADEM é caracterizada por lesdes multiplas, grandes, com
captacdo de gadolinio em 14 a 30% dos casos. Lesdes em tdlamo e ganglia
basal sdo mais comuns em ADEM. O acometimento medular extenso é
frequente. Laboratorialmente, pacientes com ADEM costumam ser
antiaquaporina 4 (AQP4) negativa, porém Anti-MOG positiva. A presenca de

bandas oligoclonais (BOC) no liquor é raramente observado (39).

V.c.IV- Esclerose multipla pediatrica

Para seu diagnéstico é necessaria a presenca de um dos seguintes:

- Dois ou mais episédios de manifestacbes neurolégicas sem
encefalopatia acometendo mais de uma area do SNC com causa inflamatoria

presumida e separado por 30 dias entre os episédios;

- Um episodio clinico-neuroldgico (sem encefalopatia) tipico de EM com

achados de RM consistentes com o0s critérios revisados de McDonald de 2010
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para disseminacao das lesfes no espaco (DIS) e que, em seu seguimento a RM,
apresente no minimo uma nova lesdo captante ou ndo captante de contraste

com disseminacéo no tempo (DIT);

- Um episodio de ADEM seguido de um evento clinico sem encefalopatia
apos trés meses do primeiro evento associado a ledes novas em RM que

preenchem os critérios de McDonald;

- Evento Unico, agudo em pacientes maiores de 12 anos, que nao
preenche critérios para ADEM e que os achados em RM preencham os critérios

de DIT e DIS de McDonald (2010) (7).

Consideracdes sobre EMP:
A EM possui trés formas clinicas descritas: forma remitente-recorrente,

ou seja, em surtos, podendo entre estes haver recuperacao parcial ou total dos
sintomas neuroldgicos; forma primariamente progressiva, onde h& evolucao dos
sintomas neurolégicos sem recuperacdo da funcdo neuroldgica; e a forma
secundariamente progressiva, quando ap0s um periodo de tempo com a forma

remitente-recorrente a doenca torna-se progressiva (41).

Em pediatria a forma remitente-recorrente € a mais comum (98% dos
casos). Os sintomas neurologicos na EMP sdo semelhantes a forma remitente-
recorrente do adulto com perda visual, parestesia, diminuic&o de forca muscular,
ataxia, diplopia, sintomas urinarios. O surto inicial na EMP costuma ser
monofocal em pacientes adolescentes e com acometimento de tronco cerebral
e encefalopatia em pacientes menores de 10 anos, tornando o diagndstico
diferencial entre ADEM e EMP mais dificil de ser realizado no primeiro surto.

Também foi descrito crises convulsivas como primeira manifestagdo de EMP
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(33). Segundo Gorman et al., 0s surtos sdo mais comuns e mais graves em
pacientes pediatricos, mas a recuperacao € mais rapida e com menos sequelas
quando comparado a EM em adultos (42). Para avaliacdo da progressdo da
doenca em pediatria até 0 momento ndo existe uma ferramenta mais adequada.
Em pacientes adultos a escala mundialmente utilizada € a EDSS, porém ela se
demonstra pouco sensivel para 0 acompanhamento clinico em pediatria, ja que
a piora neurolégica ocorre numa média de 20 anos apoés o inicio da doenca. Para
efeitos de pesquisa e acompanhamento ambulatorial, mesmo com as
dificuldades descritas, foi utilizada a EDSS. Ha muitas propostas de escalas em
pediatria, porém necessitam de validacdo. O comité de EMP sugere
acompanhamento clinico regular com exame neurologico seriado, EDSS,
avaliacao cognitiva, tomografia de coeréncia ocular (TCO) e questionarios sobre

qualidade de vida (33).

Os critérios de Mc Donald foram descritos em 2001 e revisados em 2005
e 2010. Baseados nas imagens de RM, os critérios estabeleceram para o
diagnéstico de EM a definicdo de disseminacao de lesdes no tempo (DIT) e no
espaco (DIS), sendo fundamental para o diagndstico mais precoce de EM com
boa sensibilidade e especificidade (43). O consenso de pediatria publicado em

2013 incorporou os critérios de Mc Donald para o diagnostico das DDA (7).

A principal dificuldade no diagnéstico de EMP € principalmente em
pacientes com alto risco de desenvolver a doenca, mas nao possuem os critérios
clinicos nem radiologicos acima estabelecidos. Um exemplo seria um paciente
com ADEM que apresenta NO e RM de acompanhamento evolutivo, onde fica
evidente a resolucdo das lesdes antigas e auséncia de lesdes novas. Esse

paciente poderia ser classificado como NMOSD, NO inflamatoria recorrente ou
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EMP, onde apenas o desenvolvimento do acompanhamento neuroldgico
ambulatorial regular podera ser resolutivo. Pacientes com ADEM sem novos
eventos clinicos, mas que apresentem, evolutivamente, RM com aparecimento
de novas lesdes (DIS), ndo preenchem critérios para EMP. No entanto, esses

pacientes devem realizar seguimento neurologico regular (44).

Pacientes com diagndstico de EMP, menores de 12 anos, apresentam
diferencas clinicas quando comparados aos adolescentes. Esses pacientes
possuem maior chance de apresentarem seu primeiro surto clinico e radiolégico
semelhante a ADEM, com lesbGes grandes e mal definidas em RM e podem
apresentar pesquisa de BOC negativa, demonstrando a baixa sensibilidade
desse biomarcador tdo importante na EM em adultos. Porém,
independentemente da idade, cerca de 96% de todos o0s pacientes em faixa
etaria pediatrica, apresentam seu curso clinico sob a forma remitente-recorrente

(45).
V.c.V-Neuromielite 6ptica pediatrica

Para o diagndstico sdo necessarios todos os critérios abaixo:
- Neurite Optica;

- Mielite aguda,;

E, no minimo, dois dos trés critérios abaixo:

- Lesdo contigua medular em pelo menos trés segmentos medulares

visto em RM;

- Achados radiol6gicos em RM de cranio que ndo preenchem critérios de

EM:
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- Presenca de anticorpo antiaquaporina- 4 1gG (AQP4) (7).

Consideracfes sobre NMOSD
Pacientes pediatricos podem se apresentar no espectro da NMO

(NMOSD), definida como manifestaces remitente-recorrentes de neurite optica
e mielite transversa com AQP4 positivo no soro. A RM de créanio pode apresentar
lesGes incialmente sugestivas de ADEM com lesdes supratentoriais, de tronco

cerebral e hipotalamicas (7).

Em 2016, Tenembaum et al. em artigo de revisdo sobre NMO em
pediatria reitera a definicdo de NMOSD na populacao pediatrica, demonstrando
gue a apresentacao inicial de NO ocorre em 50 a 75% dos casos de NMOSD e
MT entre 30 a 50%, com ou sem concomitancia. Pode também ocorrer uma
apresentacao clinica “ADEM-like” em 10% dos casos, levando a um diagndstico
mais complicado. Ocorre uma associacdo temporal com infeccbes como
influenza e herpes e ha relatos de primeiro acometimento neurolégico apés

transplante de medula 6ssea (34).

Na NMOSD os sintomas de tronco cerebral mais comuns sdo vomitos
irresponsivos a medicagdo sintomatica, com ou sem solugos, e acometimento de
nervos cranianos. Podem ocorrer manifestacées endocrinoldgicas devido ao
acometimento diencefélico, como alteracdo na temperatura corporal, alteragédo
de humor, entre outras. Cerca de 90% dos pacientes apresentam novos surtos.
Collongue et al. referem em seu artigo de seguimento de pacientes com NMO
gue o inicio dos sintomas na faixa etaria pediatrica foi associado a mais sequelas

oftalmoldgicas, mais manifestacdes clinicas incapacitantes com declinio
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cognitivo, epilepsia, afasia, narcolepsia e ataxia, além de les6es mais difusas a

RM, porém a mortalidade foi menor quando comparada a adultos (46).

V.d- Diagnéstico diferencial das DDA

A apresentacdo de sinais e sintomas neurolégicos com lesdes de
substancia branca a RM aponta para o diagndéstico mais provavel de DDA
agudas. Porém, ha uma gama de outras doencas que podem apresentar
manifestacdo clinica e radiolégica semelhantes havendo, portanto, a
necessidade de ser incluido nesse espectro de diagndstico diferencial um perfil
mais amplo, que deve incluir trés grupos de doencas: as inflamatorias, que
incluem as doencas que discutimos até o momento; os tumores de SNC; e as
doencas neurometabdlicas. Abaixo segue a tabela expandida de diagndstico

diferencial (47):



Tabela 1:Diagnéstico diferencial das DDA
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Doencgas

Infecciosas/Inflamatodrias

Tumores do
SNC

Doencas
Neurometabdlicas

LUpus eritematoso sistémico
Doenca de Beget
Neurossarcoidose
Angeite priméria do SNC
Linfohistocitose hemofagocitica

Imunodeficiéncias

Neuroborreliose

Leucoencefalopatia progressiva
multifocal

Encefalopatia autoimune

Encefalopatia associada a
tireoidite autoimune

Cerebelite

Sindrome de Guillain Barré e
variantes

Astrocitoma

Glioma

Oligodendroglioma

Ependimoma

Linfoma de SNC

Histiocitose

Neuropatia 6ptica
hereditaria de Leber

Sindrome de Kearns-
Sayre

Sindrome de Leigh

Doengas relacionadas
a gama polimerase

Leucoencefalopatias
associadas a lesbes

Encefalopatia
Necrotizante aguda

Doenca da géanglia
basal responsiva a
biotina

V.e- Exames laboratoriais

Os critérios diagndésticos descritos anteriormente demonstram o carater

clinico- radiolégico das DDA. Porém, ha exames laboratoriais que podem auxiliar

no diagnastico.
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Em seu artigo, Rostasy (47) sugere 0s seguintes exames laboratoriais
iniciais para investigacdo das DDA além da RM, de acordo com a suspeita

diagnéstica.

Exame liqgudrico com pesquisa de bandas oligoclonais (BOC) e sintese
intratecal de imunoglobulinas

A avaliacao liqudrica é de grande importancia para o diagnoéstico das
doencas desmielinizantes. Um estudo de Chabas et al. avaliou o liquor de
pacientes categorizados por faixas etarias e descreveu que em pacientes com
EMP menores de 11 anos ha maior niumero de leucdcitos e neutréfilos quando
comparados aos adolescentes (48). A presenca de bandas oligoclonais (BOC)
no liquor com sintese intratecal de imunoglobulinas é considerado
patognomonico para o diagnéstico de EM. Porém, em criancas com idade abaixo
de 11 anos, sua positividade € menor (43 a 60%) quando comparado a pacientes
adolescentes (63 a 73%). Quanto maior o0 nimero de surtos, maior a chance de
presenca de BOC no liquor, mais uma vez indicando que a faixa pediatrica deva
ser a de mais baixa sensibilidade ao teste (49). Em pacientes com ADEM a
celularidade liquorica encontra-se normal entre 42 a 72% dos pacientes, com
aumento de proteina em 23 a 62%. Porém, segundo o consenso de 2012, em
ADEM ¢é rara a presenca de BOC e sintese intratecal de imunoglobulinas (32).
Na NMOSD ocorre pleocitose em 35% dos pacientes com presenca de linfocitos

ou neutrofilos e auséncia de sintese intratecal de imunoglobulinas e BOC.

Anticorpo antiaquaporina 4 (AQP4)
A presenca no soro do anticorpo que ataca o0s canais de agua

7

aguaporina 4 (AQP4) presente nos astrocitos € altamente especifico ao
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diagnéstico de NMOSD, tendo inclusive um potencial patogénico. Ou seja, as
manifestacbes clinicas decorrentes do acometimento do nervo Optico e da
medula sédo pela maior presenca dos canais de AQ4 presentes nesses locais
(50). Em criancas, sua positividade € menor principalmente no primeiro surto
(51).
Anticorpo antiglicoproteina da mielina do oligodendrocito (MOG) (47)

O anticorpo anti MOG esta mais presente nos pacientes pediatricos com
DDA em comparagdo com os adultos. Sua positividade € maior em ADEM,
ADEM com manifestacdo de NO, NO associado MT recorrente, NO recorrente,
e menor em EMP. Acredita-se que sua positividade indica uma doenca mais
monofasica com menor gravidade de sintomas e melhor recuperagéo clinica. A
funcdo do MOG ainda néo foi claramente estabelecida, porém hé& evidéncia da
patogenicidade do antiMOG com alteracéo do citoesqueleto do oligodendrécito
(52). Recentemente foi descrito por Becker et al. a associacédo de anti MOG-lgG
com neurite éptica em adultos, sugerindo que MOG-IgG é um biomarcador de

doenca desmielinizante diferente da EM (53).

V.f-Tratamento das DD

Uma vez diagnosticado, o paciente em surto de DDA recebe tratamento
de imunossupressao (corticoterapia preferencialmente com metilprednisolona ou
IVIG) e, nos pacientes com diagnostico de EM ou NMOSD quando da remisséo,
com imunomoduladores na tentativa de evitar novos surtos. Os
imunomoduladores aprovados pela ANVISA para maiores de dois anos de idade
sdo o interferon beta e o acetato de glatramer. No caso de NMOSD, a

azatioprina também €& aprovada para a populacdo pediatrica como
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imunossupressor durante a remissdo (8). Ha relatos da utlizacdo de
micofenolato mofetila, um imunossupressor com boa eficacia e tolerancia em
transplante de 6rgéos, para tratamento de NMOSD e EM em adultos (54). Seu
mecanismo de acao € a inibicdo da iosina monofosfato desigrogenase, que inibe
a sintese do nucleotideo guanosina e consequentemente inibe a proliferacéo de

linfécitos T e B (55).

O imunossupressor ciclofosfamida € um agente quimioterapico alcalino
derivado do nitrogénio mostarda que se liga ao DNA e interfere na mitose e na
replicacdo celular, possuindo assim um componente de imunossupressao e
imunorregulacdo com a supressdo da imunidade humoral e celular (56). E
considerado tratamento de segunda linha para EMP, pois apesar de sua eficacia
comprovada, h4 um risco maior de cancer de bexiga, além de leucemia e

infertilidade (57).

Segundo a diretriz do Ministério da Saude: “Considera-se falha
terapéutica dois ou mais surtos num periodo de 12 meses, de carater moderado
ou grave (com sequelas ou limitacbes significantes, pouco responsivas a
pulsoterapia) ou evolucdo do EDSS em 1 ponto, ou progressao significativa de

lesbes em atividade da doenga” (8).

Ultimamente, o conceito de NEDA (No Evidence of Disease Activity) em
pediatria estda em discussdo. Os objetivos para o0 NEDA sao pesquisar
tratamentos precoces mais eficazes a fim de diminuir a atividade da doenca e
assim evitar sua evolucéo, além de buscar métodos laboratoriais e de imagem

gue sejam sinalizadores antes do surto e da evolucgéo silenciosa da EMP (58).
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V.g-Imunofisiopatologia da DDA

V.g.lI-Histologia basica do SNC
As células que compdem o SNC sdo os neurdnios e as células da glia.

Cabe ao neurbnio a funcao de receber, transmitir e processar estimulos. Seus
prolongamentos, os ax6nios, sdo responsaveis pela transmissdo do impulso
nervoso para diferentes células do corpo. Os axénios sdo envolvidos por uma
bainha de mielina, produzida pelos oligodendrdcitos, um tipo celular da glia, com

a funcao de isolante elétrico.
As células que constituem a glia séo:

- Células ependimarias — revestem os ventriculos e o canal central da

medula espinhal. Podem apresentar cilios para facilitar a movimentacao do LCR;

- Oligodendrécitos — Produtores da bainha de mielina, localizam-se em

volta do axénio no SNC;

- Astrécitos — Apresentam-se principalmente em torno do corpo celular
do neurdnio. Possuem a funcdo de sustentacdo do arcabouco celular, além de
promover o controle da composi¢ao idnica e molecular do ambiente extracelular.
Os astrécitos ligam os neurdnios aos capilares vasculares e a pia-mater através
de seus prolongamentos chamados pés vasculares. Esses pés promovem a
transferéncia de moléculas e ions do sangue para os neuronios. Eles ainda
podem influenciar na atividade e sobrevivéncia dos neurdnios, pois controlam o
ambiente extracelular, absorvem neurotransmissores excedentes e produzem
moléculas neuroativas, além de se comunicarem entre si e com 0S

oligodendrocitos através de citocinas.
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- Micréglia - Sao pequenas, alongadas e representam o sistema
fagocitario no SNC, participando da inflamacédo e reparo do SNC. Quando
ativadas se transformam em macréfagos, tornam-se fagocitarias e
apresentadoras de antigenos (APC), além de secretar diversas citocinas para
regular o processo inflamatério e remover restos celulares no caso de lesdo no
SNC (59). A micrdglia € responsavel pela homeostase do SNC e provavelmente

0 maestro da inflamacéo nas DDA (59).

V.g.ll- Componentes do Sistema Imune
Para que o organismo se defenda de patdgenos, o sistema imune possui

dois tipos de resposta: uma inicial chamada imunidade inata e uma tardia

chamada imunidade adaptativa (13).

A resposta inicial, também conhecida como inata, natural ou nativa, € a
primeira resposta aos microrganismos, constituida de mecanismos de defesa
celulares e bioquimicos ja presentes antes de qualquer infeccdo, e tem o papel
de responder rapidamente através da reacdo aos produtos produzidos pelo
agressor e as células lesionadas, independentemente do numero de vezes que
o organismo foi exposto. Os mecanismos da imunidade inata, anteriormente
ditos inespecificos, atualmente sédo capazes de reconhecer padrbes moleculares
comuns a grupos de microrganismos relacionados (PAMPSs). Porém, esses
padrées moleculares muitas vezes podem né&o distinguir pequenas diferengas

entre microrganismos (13).
S&o componentes da imunidade inata:

- Barreiras fisicas e quimicas como epitélio e agentes microbianos

produzidos pelo epitélio;

- Células fagociticas como neutréfilos e macréfagos;
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- Células dendriticas;
- Células assassinas naturais (NK);

- Proteinas sanguineas como mediadores inflamatérios e o sistema

complemento.

A resposta imunoldgica chamada tardia, adaptativa, adquirida ou
especifica € um conjunto de respostas imunes que ao serem estimuladas pelos
agentes agressores aumentam em sua magnitude e em sua capacidade
defensiva a cada exposicdo a um patdgeno particular (especifico). O sistema
imune, nesse caso, pode reconhecer e reagir a substancias microbianas e nao-
microbianas. O sistema imune adaptativo possui como caracteristicas: a
especificidade para o reconhecimento das diferentes substancias;
especializacdo para gerar respostas o6timas para cada microrganismo; a
memaoria, ou seja, a habilidade de responder mais intensamente em multiplas
exposi¢cdes ao mesmo microrganismo; a diversidade, ou seja, o reconhecimento
de uma grande quantidade de antigenos; a expanséo clonal com o aumento do
namero de linfocitos para combater os microrganismos; e a contracdo e
hemostasia que permitem a recuperacdo do sistema imune para posteriores
respostas aos antigenos encontrados e a nao reatividade ao préprio, prevenindo
a lesédo ao préprio organismo durante a resposta aos antigenos, fenémeno
chamado de tolerancia. Fazem parte da imunidade adaptativa os linfocitos e os

anticorpos por eles produzidos (13).

Chamam-se antigenos todas as substancias estranhas que induzem
respostas imunes especificas e os fragmentos especificos de cada antigeno,

reconhecidos pelos receptores do sistema imune adaptativo, de epitopos.
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Abaixo estd um esquema retirado do livro texto de imunologia Abbas que

sintetiza os tipos de imunidade (13).

Microrganismo

?nunidade inaE Eunidade adaptativa'

ﬁ . Linfécitos B
Barrelras :

. epltellals
ﬁ

Anticorpos

—bﬁ%&

Células T efetoras

Fagocntos Celulas

dendrmca31 Linfécitos T

o
Y
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Figura 1: Imunidade inata e adaptativa. Os mecanismos da imunidade inata fornecem a defesa
inicial contra infecgBes. As respostas imunes adaptativas se desenvolvem mais tarde e
necessitam de ativagdo de linfécitos. ILC: célula linfoide inata; NK: Natural Killer. Retirado de
Abbas, Imunologia celular e molecular, 82 edicdo (13)

A resposta imune adaptativa € dividida didaticamente em duas
respostas: humoral e celular. A humoral é mediada por anticorpos produzidos
pelos linfécitos B que neutralizam e ajudam a eliminar os microrganismos. A
imunidade celular € mediada por linfocitos T que promovem a destruicdo de
microrganismos intracelulares alojados em fagocitos ou induzem a morte de
células infectadas para eliminar reservatorios de infeccéo. Os linfécitos T ajudam
também no recrutamento de leucécitos para destruir patégenos e auxiliam as

células B na producéo de anticorpos (13).

Os linfécitos B sdo capazes de reconhecer antigenos extracelulares

solliveis e na superficie das células, posteriormente se diferenciando em
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plasmadcitos que produzem e secretam anticorpos, ou seja, sdo os mediadores
centrais da resposta humoral. Os linfécitos T reconhecem antigenos apenas
quando apresentados na superficie de células apresentadoras de antigenos
(APC) e, posteriormente, ajudam os fagécitos a destruir os microrganismos
intracelulares, ou ajudam linfocitos B nha maturacao funcional, ou ainda assumem
a funcdo de exterminadores de células infectadas, as matando. As populacdes
de linfécitos T séo funcionalmente distintas. Sao elas: células T auxiliares (CD4+)
e linfécitos T citotoxicos (CD8+). A partir do estimulo antigénico, as células T
auxiliares secretam citocinas que funcionam como “moléculas mensageiras” do
sistema imune, atuando tanto na imunidade inata como na adaptativa. As
citocinas produzidas pelos linfécitos T auxiliares estimulam a proliferacdo, o
recrutamento e diferenciacéo das células T, assim como outros grupos celulares
como linfcitos B, macréfagos, entre outros leucécitos. Os linfocitos T citotdéxicos
matam células infectadas por virus e outros microrganismos intracelulares. Ha
também os linfocitos que inibem as respostas inflamatérias chamados linfocitos

T regulatorios (Treg) (13).

Como mencionado anteriormente, para que ocorra o inicio da resposta
adaptativa ha necessidade da captura dos antigenos e a apresentacdo desses
aos linfécitos especificos. Quem faz essa apresentacdo sdo as células
apresentadoras de antigeno (APC), sendo as células dendriticas, atualmente,
consideradas as iniciadoras da resposta imune, responsaveis pela captura dos
antigenos, transporte aos oOrgaos linfoides secundarios e apresentacdo aos

linfécitos T virgens (13).



46

V.g.llI- Citocinas e quimiocinas
As citocinas sdo um grupo de proteinas com diversas funcbes que

regulam e coordenam atividades das células do sistema imune inato e
adaptativo. As células do sistema imune também produzem citocinas e
expressam receptores especificos para varias delas. A nomenclatura das
citocinas ainda ndo alcancou uma uniformidade adequada. Inicialmente as
citocinas que eram responsaveis pela comunicacdo entre leucdOcitos eram
chamadas de interleucinas, seguidas de um numero ordinal (por exemplo:
interleucina-10 ou IL-10). No entanto, outras interleucinas por terem sido
descobertas a partir de sua funcéo bioldgica detém o nome associado a sua
funcdo (por exemplo: fator de necrose tumoral ou TNF). As citocinas possuem
varias funcdes como o crescimento e diferenciacdo das células imunes, ativacao
de funcbes efetoras de linfécitos e fagocitos, movimentacédo direcionada das
células para o sistema circulatério e dele para os tecidos. Para essa Ultima
funcao, o subgrupo de citocinas que regulam a migracao direcionada das células

para o sistema circulatorio e para os tecidos € chamado de quimiocinas.

Quando ocorre uma agressao tecidual, uma das primeiras respostas do
sistema inato é a producdo de citocinas que atuardo na resposta inflamatéria
aguda. Sao geralmente produzidas por macrofagos teciduais, células
dendriticas, células epiteliais e endoteliais, atuando de forma paracrina e ou
autocrina, ou seja, em células que estdo proximas a sua produgdo ou nas
proprias células produtoras, mantendo um espectro de acdo local. Quando
ocorre uma infecgcdo grave pode haver uma producdo excessiva de citocinas
promovendo também sua ac¢do sistémica via circulacdo, chamada acédo

enddcrina. As citocinas podem apresentar acdes semelhantes e sobrepostas,
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assim como acdes Unicas, podendo estimular e amplificar como uma cascata
inflamatoria a producédo de outras citocinas. As citocinas da imunidade inata
podem induzir inflamacéo, inibir a replicacdo viral, promover a resposta de
células T, limitando respostas imunes inatas, isto €, atuando pré6 e anti-

inflamatoriamente (13).

Na imunidade adaptativa, as citocinas possuem um papel fundamental
de interligar os tipos celulares diversos. As células T auxiliares CD4+ produzem
a maior quantidade e variedade de citocinas, porém as células TCD8+ e células
B também produzem citocinas que desempenham papel importante durante a
resposta imune. Ocorre também producédo de citocinas pelas APC e células
dendriticas, podendo assim atuar na imunidade adaptativa e diversificar a
resposta adaptativa de forma paracrina. Elas estao envolvidas na proliferacao e
diferenciacédo de células T e B e nas funcdes efetoras de células T CD4+ em

suas subdivisées Thl, Th2, Th17 e Treg conforme a acéo de suas citocinas.

Todas as respostas imunes descritas anteriormente estdo envolvidas na
fisiopatologia das doencas autoimunes como as DDA. Abaixo, é apresentada a
figura 3 demonstrando a diferenciacdo das células T efetoras conforme as
citocinas produzidas e seu papel em algumas doencas mediadas pelo sistema

imune (13).
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Principais Reacbes Defesado Papel nas
citocinas imunolégicas hospedeiro  doengas

A Doencgas
5lul Ativacao de T— : .
Célula . Mecriagos: Micror autoimunes;
) Ty1=>> IFNy ganismos  dano tecidual

producao intracelulares  associado as

— de IgG infeccoes cronicas
Ativacao de
@cis v R
=280 ) TH2=>> |L-5 o d'u Qélo 4o Parasitas Doencas
“? IL-13 IgE; ativacéo helmintos alérgicas
“alternativa” de
macrofagos
/“}(Célula IL-17A  Inflamac&o Bactérias Doencas
‘;{o T 17%> IL-17F  neutrofilica, extracelulares, inflamatérias
'S\ H IL-22 monocitica fungos autoimunes

Figura 2: Principais citocinas, rea¢c6es imunolégicas, defesa de hospedeiro e papel nas doengas
dos subgrupos TH1, TH2, TH17 e subgrupos de células T CD4+ e T auxiliares. As células T
CD4+ podem diferenciar-se em subconjuntos distintos de células efetoras em resposta a
antigenos, coestimuladores e citocinas. INFy. interferon gama; IL: interleucina .Extraido de
Abbas, imunidade celular e moléculas, 82 edicdo (13)

V.g.lV-Tolerancia e autoimunidade
Durante o desenvolvimento dos linfocitos nos érgaos linfoides centrais,

0 rearranjo génico ocorre ao acaso, podendo gerar linfécitos com afinidade a
antigenos proprios (ou autoantigenos). Esses linfocitos entram num “controle de
qualidade” sendo removidos ou retidos por varios mecanismos, evitando assim
gue o individuo ndo seja atacado por suas proprias células. A esse mecanismo
de protecdo da-se o nome de toler&ncia. Os autoantigenos podem levar a
ativacdo da resposta celular e humoral. Quando a resposta humoral autoimune
é disparada, a producdo de autoanticorpos contra esse antigeno proprio é
responsavel pela evolugdo clinica da doenca. O controle dos clones
autorreativos pode ocorrer através de dois mecanismos conhecidos: a tolerancia

central, dentro dos 6rgéos linfoides centrais, quando o linfécito ainda virgem
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entra em contato com o antigeno e produz um sinal negativo causando sua morte
ou inativacao; e a tolerancia periférica ou por excesso de antigenos, que ocorre
fora dos orgaos linfoides centrais e é realizada por células da periferia, células
da imunidade inata ou por um meio com uma concentracao alta e sustentada de
antigenos, podendo tornar mesmos os linfocitos maduros na periferia, tolerantes
a esses autoantigenos. Os mecanismos principais de tolerancia periférica sao a
anergia (falta de reposta funcional), supressao pelas células Treg, inducdo do
desenvolvimento das células Treg (em vez de desenvolvimento de células T
efetoras) e delecédo de linfécitos do repertorio devido a morte celular induzida
pela ativacdo. Durante um periodo sem infeccdo, os sinais que permitem a
ativacdo da resposta imune adaptativa (citocinas entre outros) ndo sao
produzidas. O contato de um linfocito virgem com um autoantigeno tende a levar
a um sinal negativo, promovendo a inativacdo, sendo diferente da auséncia de
sinal, ou pode levar ao desenvolvimento de linfocitos reguladores, os quais
suprimem o desenvolvimento de respostas efetoras de linfocitos autoreativos
gue podem danificar o tecido. A doenca autoimune sé ocorre quando ha falha de
todos esses mecanismos de controle e acarretam uma resposta sustentada
contra o proprio. Quando héa falha na tolerancia imunoldgica aos autoantigenos,
ocorre uma cascata de reac¢des imunoldgicas promovendo uma resposta imune

celular e/ou humoral, e consequentemente causa doencgas autoimunes (60).

A autoimunidade resulta da combinacéo de algumas das trés aberracdes

imunologicas principais:
- Tolerancia ou regulacéo defeituosas;

- Apresentacao anormal de autoantigenos;
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- Inflamacao ou resposta imunoldgica inata inicial.

As células T parecem ter um papel fundamental na autoimunidade. As
células T auxiliares séo reguladores-chave de todas as respostas imunologicas
as proteinas, e muitos autoantigenos nas doencas autoimunes sao proteinas.
Além disso, ha uma relacao entre as doencas autoimunes e o complexo principal
de histocompatibilidade humano (HLA) que € geneticamente determinado (61).
A funcdo das moléculas de HLA é apresentar os antigenos peptidicos para as
células T, expressos na membrana de todas as células nucleadas do nosso
organismo, no caso do HLA classe |, e nas células apresentadoras de antigeno,
no caso de HLA de classe Il. A maioria das doencas autoimunes tem causa
poligénica, numerosos genes contribuem para seu desenvolvimento. Acredita-
se além dos genes HLA, outros genes contribuam para influenciar a selecéo ou
regulacdo de linfocitos autorreativos, como polimorfismos ndo HLA associados

a autoimunidade.(62)

Dentre os genes ndo HLA, ja foi descrito na literatura um polimorfismo
no gene da cadeia alfa do receptor de IL-2 associado ao desenvolvimento de EM
num estudo populacional de sequenciamento genoma completo. Polimorfismos

nos genes ja foram associados a diferentes formas de EM (63) .

InfecgOes virais e bacterianas podem contribuir para o desenvolvimento
e exacerbacao da autoimunidade. Em pacientes e em alguns modelos animais,
o surgimento das doencas autoimunes frequentemente esta associado a
infeccdes ou é precedido pelas mesmas. O microrganismo infeccioso pode néo
estar presente em lesbes e nem mesmo ser detectavel no individuo quando a
autoimunidade se desenvolve. Portanto, as lesdes da autoimunidade ndo se

devem ao agente infeccioso por si s6, mas resultam das respostas imunologicas
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do individuo, que podem ser disparadas ou desreguladas pelo microrganismo

(64).

As infec¢cdes podem predispor a autoimunidade através de diversos
mecanismos, incluindo expresséo elevada de moléculas coestimuladoras nas
células da imunidade inata presente nos tecidos e potenciais reacfes cruzadas
entre antigenos de microrganismos e autoantigenos, chamado de mimetismo
molecular. A microbiota intestinal e cutanea pode influenciar o desenvolvimento
de doencas autoimunes, tendo sido demonstrado experimentalmente que a
colonizacdo por microrganismos comensais parece ter efeitos significativos na

maturacao e ativacao do sistema imunologico (13).

Entender melhor o mecanismo de autotolerancia e autoimunidade é a

chave para o entendimento da imunofisiopatologia das DDA.

V.g.V- Imunopatologia das DDA
As DDA séao consideradas doencas autoimunes 6rgao-especificas que

acometem o SNC. Classicamente descritas como mediadas por células T com
uma resposta autoimune destrutiva contra varios antigenos cerebrais, incluindo
a proteina béasica de mielina (MPB), proteina proteolipidica (PLP) e a
glicoproteina da mielina de oligodendrocito (MOG), as DDA causam a
desmielinizacdo dos ax6nios e consequentemente promovem a apresentacao
clinica conhecida e ja descrita (60). HA poucos estudos especificos sobre
fisiopatologia em DDA principalmente em pediatria devido as particularidades da
faixa etaria. Tanto o sistema imune quanto o SNC estdo em desenvolvimento e,
apesar do repertério imune adaptativo ja estar estabelecido e ser bastante
amadurecido desde o nascimento, 0s repertdrios imunes continuam se

expandindo e maturando (65).
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Ha uma exposicdo intensiva durante o periodo de infancia até a
escolaridade a varios microrganismos além de exposicdo vacinal. Infeccbes
recorrentes podem ndo sé estimular o sistema imune, mas também afetar a
integridade da barreira hematoencefalica, aumentando a exposicdo de
mediadores periféricos para o0 SNC. A maior parte das sindromes inflamatérias
do SNC causadas por infeccdes ou poés-infecciosas ocorrem em pacientes

pediatricos (49).

Apesar de apresentar um componente inflamatorio mais exacerbado, as
manifestacbes neuroldégicas nas DDA em pediatria costumam ndo deixar
sequelas, parte pelo componente mais plastico do SNC em desenvolvimento.
Outra questdo a se pensar € a terapéutica em EMP e NMOSD particularmente.
A falta de informacdes de fisiopatologia em pediatria leva a duvidas em relacéo
a que melhores tratamentos devem ser instituidos, uma vez que o SNC e o

sistema imune ainda estdo em desenvolvimento(66).

Deve ser levar em conta também o potencial impacto das terapias
imunes vigentes, em individuos jovens com timo e medula 6ssea em franca
atividade proliferativa e geradora de diversidade imunolégica, fator determinante
para a resposta adequada aos diversos agentes externos aos quais essa
populacao esta exposta (52). Portanto, € de suma importancia o conhecimento
dos mecanismos imunofisiopatoldgicos da DDA na faixa etaria pediatrica para

melhor diagnéstico e melhor terapéutica nesses casos.

A maior parte dos estudos sobre mecanismos imunolégicos de
desmielinizacdo foram realizados em EM. No entanto, a causa exata do
desencadeamento da EM e da sua variabilidade clinica ainda é desconhecida.

Uma das hipoteses defende que individuos geneticamente suscetiveis podem
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desenvolver a doenca em determinadas condicdes do meio ambiente e que
essas condi¢cles influenciariam a penetrancia da doenca (67) Por exemplo,
polimorfismos de genes ndo-HLA responsaveis pelos receptores de interleucinas
IL-2 e IL-7 séo responsaveis por mecanismos de tolerancia e sua disfuncao pode
acarretar mudanca de resposta a citocina, disfuncao na producéo de citocinas e
proliferacdo homeostatica em pacientes com predisposicdo a EM (68). Em
contrapartida, fatores ambientais apresentam potencial relacdo com a
variabilidade da EM como vitamina D, infeccéo por citomegalovirus, distarbio do
ciclo circadiano, tabagismo e infeccdo pelo virus Epstein-Barr (69,70). A
associacao entre os mecanismos de predisposicao genética e o0 meio ambiente
desencadeariam a reacdo inflamatoria em cadeia e consequentemente a

desmielinizacéao.

O modelo experimental mais estudado para DDA é em camundongos
gue desenvolveram uma encefalomielite autoimune experimental, mimetizando
uma clinica semelhante a EM (60). Os estudos com camundongos apontam para
um modelo extrinseco fisiopatoldgico, periférico, onde por mimetismo molecular,
ocorre a ativacdo ou coexpressao de receptores de células T com diferentes
especificidades. As células T autorreativas sdo ativadas na periferia e migram
para o SNC em companhia de células B e mondcitos. Em contato com o antigeno
ocorre a producao de células CD4+ Thl e Th1l7 nos linfonodos. Essas células
entram na circulacdo, migram para o SNC e rompem a barreira hematoencefalica
ou a barreira liqudrica no plexo coroide. Em seguida, sao reativadas no SNC
pelas APCs, que incluem as células dendriticas CD11c+, aumentado a resposta

inflamatoria, através do recrutamento de mais células inflamatorias que ativam
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mais células T dentro do SNC e, assim, perpetuam a inflamacédo. As células Thl

e Th17 sédo as mais implicadas nesse modelo experimental de doenca (71).

Ainda nesse modelo experimental, as lesfes desmielinizantes na
substancia branca e cinzenta apresentam um maior nimero de células T CD8+
gue CD4+ e sua presenca esta associada a lesdo axonal. Em um outro modelo,
antigenos derivados de astrocitos ndo mielinizados podem desencadear a forma
remitente recorrente da doenca em camundongos. O modelo foi modulado por
células B e por virus sugerindo que as interacfes de varias células e meio
ambiente pode contribuir para o carater heterogéneo da doenca. Em humanos,
cerca de um quarto das células T CD8+ presentes nas lesdes desmielinizantes

podem produzir IL-17 (72).

Na EM em adultos, conforme a progresséo da doenca, ha o aumento do
namero de células B autorreativas. Elas podem ser encontradas nas meninges,
parénquima, liquor e células intratecais. As células B produzem anticorpos
encontrados no LCR que possuem um valor diagnéstico. As meninges nos
pacientes com a forma secundariamente progressiva possuem estruturas
linfoides terciarias compostas por células plasmaticas, células B, T e células
foliculares demonstrando o carater crénico da doenga. Em pacientes com a
forma primariamente progressiva, as meninges apresentam um infiltrado

inflamatorio importante, porém sem estruturas linfoides (73)

Estudos com clones de células B em pacientes com EM indicam que as
células B que ja entraram em contato com os antigenos podem se maturar nos

linfonodos cervicais antes de migrarem para o SNC (74).
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Outra hipoétese levanta a possibilidade que a presenca das células T e B
autorreativas podem estar associadas a disfuncdo de células T regulatérias
(Treg) (75). Um estudo mostrou que pacientes com EM associado ao
polimorfismo dos complexos de histocompatibilidade de classe Il em humanos
(HLA classe IlI) podem alterar a selecéo timica levando as células T regulatérias
naturais liberadas a suprimir inadequadamente as células T efetoras (76). Ja a
disfuncdo das células Treg periféricas podem estar indiretamente ligada a
desregulacéo das APC, como demostrado no modelo em camundongos (67). Ha&
relatos de diminuicdo da frequéncia e da capacidade supressiva das células
Treg, além de uma frequéncia anormal em subpopula¢cdes celulares de Treg
especificas em sangue periférico de pacientes com EM comparados a controles
(76). Portanto, uma desregulacdo no mecanismo efetor-regulatorio das células
parece estar presente na fisiopatologia da EM, culminando com o aparecimento
de células imunes autorreativas capazes de se infiltrar e promover lesédo no SNC.
A tentativa de controle dessa desregulacdo pelos farmacos empregados no
tratamento parece resolver parcialmente o problema, porém nado é o suficiente
para, nos estadgios mais avancados de doenca, prevenir a neurodegeneracao

(67).

Finalmente o processo da neurodegeneracdo ocorre como uma
consequéncia de eventos em neurdnios e axdnios incluindo estresse oxidativo,
deficiéncias energéticas, desbalancos idnicos, a faléncia dos mecanismos de
neuroprotecao e regeneracao, tendo como combustivel principal a inflamacéo
cronica do SNC. As células do sistema imune adaptativo podem contribuir para
a inflamacao cronica em EM com o ataque direto as células e componentes do

SNC, demonstrado com a presenca de focos imunoproliferativos nesse sistema.
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Porém esta cada vez mais estabelecido que as células da micréglia e os
astrocitos podem também produzir uma gama de mediadores inflamatérios
neurotoxicos como citocinas, quimiocinas que promovem a lesdo neuroaxonal e

a neurodegeneracao (77).

V.g.V.I-As citocinas na fisiopatologia das DDA
Como dito anteriormente, as citocinas sdo pequenas proteinas que

permitem a comunicacao das células imunes entres si e entre 0 meio que estao
localizadas. Ha descricbes de mais de 400 citocinas e suas funcbes sao
multiplas, incluindo proliferacéo celular, migracao, fibrose, reparo, angiogénese,
imunidade e inflamacé&o (78). As citocinas desempenham um papel importante
na fisiopatologia das DDA. Elas regulam a entrada das células imunes em
diferentes areas do SNC, levando a manifestacéo clinica variavel nos modelos
animais (71). Em pacientes com EM e em modelos de camundongos, os padrdes
de expressao de citocinas podem se encontrar exacerbados no sangue periférico
e no SNC, levando a teoria de que o balanco entre citocinas pré e anti-
inflamatorias regula o desenvolvimento e a progressdo do dano tecidual e,
consequentemente, da doenca. Estudos em adultos ja& demonstraram que as
citocinas proé-inflamatérias no sangue de pacientes com EM encontram-se
elevadas em comparagao aos controles, levando a crer que as citocinas podem
ser um marcador de atividade de doenca (79). As células CD4+ virgens entram
em contato com as APCs, que através das moléculas co-estimulatérias e
sinalizacdo de citocinas, realizardo a maturacéo funcional das células T efetoras.
As células T efetoras séo consideradas 0s principais maestros na patogénese
da EM. A partir desse momento, essas células sdo produtoras de altas

concentracbes de citocinas especificas que ativam a diferenciacdo de novas
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células T CD4 auxiliadoras nos quatro subtipos funcionais mais reportados na
literatura: Thl, Th2, Th1l7 e Treg. O balanco no numero e atividade dessas
células sera responsavel pela promocdo da cascata inflamatoria e posterior
desmielinizacdo (79). Outros subtipos funcionais menos relatados e mais
recentes na literatura sdo os subtipos Th9 e Th22. Todos os subtipos celulares
produzem um perfil especifico de citocinas e desempenham papéis pré ou anti-

inflamataorio (80).

As células Thl sdo consideradas as principais envolvidas no mecanismo
da EM. Séo definidas por sua producéo de IL-2 e INF-y, mas também produzem
outras citocinas como TNF, linfotaxina e fator estimulador de colonias de
granulécitos-macrofagos (GM-CSF). A INF-y, citocina mais conhecida associada
com a fisiopatologia de doencas autoimunes, € uma citocina proé-inflamatéria
potente que aumenta a expressao de receptores do tipo Toll (TLR), responsaveis
pelo reconhecimento de PAMPs pelas células do sistema imune inato. Ela
promove a mudanca de classe de imunoglobulinas para IgG; aumenta a
apresentacao de antigenos através do HLA de classe 1 e 2 (MHC); induz a
secrecdo de quimiocinas; e ativacdo de funcdes fagociticas e microbicida de
macréfagos. Os relatos de niveis elevados de INF-y e TNF no sangue de
pacientes com DDA corroboram para essa associacdo entre o fenétipo Thl e a

imunopatologia no SNC (81).

As células Th2, inicialmente mais associadas a quadros alérgicos, sao
conhecidas pela producéo de IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. A citocina IL-4 é
comumente associada ao perfil Th2, porém ndo € uma citocina exclusiva dessas
células e também € produzida por mastoécitos, basofilos, eosindfilos e linfocitos

T yd. Em doengas autoimunes, linfocitos Th2 e, consequentemente, as citocinas
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desse perfil, séo classificadas como anti-inflamatorias por sua habilidade de
suprimir doencas autoimunes mediadas por células Thl (80). As células Th2 ja
foram encontradas préoximas as lesdes desmielinizantes em atividade, porém
estes estudos apontam que suas citocinas estdo implicadas positivamente na
cascata inflamatéria e, portanto, contribuem para a imunopatologia das DDA
(82). Em modelos de camundongos, ocorre uma mudanca de padrao de citocinas
de Thl para Th2 com a producéo de anticorpos anti-MOG, concluindo que a
inducao de resposta Th2, nesse caso, pode exacerbar alguns aspectos da fase
efetora da autoimunidade mediada por anticorpos, mas levando a uma doenca

clinicamente menos grave (83).

Além das citocinas citadas anteriormente, a IL-5 e IL-13 também s&o
produzidas por células Th2. A IL-5 estimula a producao de anticorpos pela célula
B e aumenta a proliferacéo e diferenciacao de precursores de eosinofilos. Assim
como a IL-4, a citocina IL-13 além de ser produzida por células Th2, pode ser
produzida por células TCD8+, masadcitos, células dendriticas e eosinéfilos. Sua
funcao é inibir a producéo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-1, IL-2 e
TNF por mondécitos, mas também funcionam como um coestimulador de células
B facilitando sua ativacdo e maturacdo. Acredita-se que ndo ha uma funcao
direta e relevante da IL-5 na patogénese da EM. No entanto, estudos em
humanos relatam menor frequéncia de surtos associados ao aumento de IL-5 no
sangue de pacientes com EM tratados com acetato de glatiramer (84). Estudos
de células TCD4+ em pacientes com EM demonstram que na fase de surto ha
um aumento da producédo de IL-13 no sangue desses pacientes. Quando o
paciente entra em remisséo, os niveis de IL-13 voltam para seu nivel basal,

sugerindo que IL-13 facilita a migracdo de células inflamatorias para o SNC
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através de dois mecanismos diferentes: o aumento da expressdo da molécula
de adeséao vascular-1 (VCAM-1), que media a adesdo e migracao das células
inflamatorias para dentro do SNC; e a desmielinizagcdo via producdo de

autoanticorpos por células B (85).

As células Th17 produzem seis tipos diferentes de IL-17 (IL-17A, IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E (ou IL-25) e IL-17F), sendo a IL-17A e IL-17F com alta
homologia. Localizam-se em regibes proximas do mesmo Cromossomo e
compartilham os padrées de expressdo nessas células (86). Sdo mediadores
inflamatorios potentes que atuam em um amplo espectro de condicBes
infecciosas, inflamatoérias e autoimunes. O maior produtor de IL-17 é a célula T
helper CD4+, apesar de outros tipos celulares produzirem em menor escala,
como células y3, NK, NKT e macrofagos, entre outros. As células T secretoras
de IL-17 sao consideradas atualmente as mediadoras-chave da autoimunidade.
A familia IL-17 tem como funcdes: recrutamento de neutréfilos; ativacdo de
células inatas; amplificacdo das funcbes de célula B; inducdo de liberacdo de
outras citocinas como TNF, GM-CSF e IL-1b; inducdo da expressdo de
quimiocinas e outros mediadores inflamatérios como ICAM-1, prostaglandina
E2(PGE2); e promocdo de dano tecidual através da inducdo de
metaloproteinases de matriz (MMPSs) e peptideos antimicrobianos. Todas essas
funcdes interagem entre si, causando um feedback positivo com aumento da
producdo de IL-17, mantendo, portanto, a perpetuacdo da inflamacdo. Ha
descri¢cdes da importancia da II-17 na encefalomielite aguda experimental (87).
Além disso, Guerreiro Garcia demonstrou em seu artigo que pacientes com EM,
conforme a evolugdo da doenca, apresentam maiores niveis de IL-17 no sangue.

Acredita-se que a contribuicdo de IL-17 para a fisiopatologia da EM seja através
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da transmigracao dos linfécitos CD4+ através do endotélio da BHE por ruptura
das juncdes oclusivas do endotélio vascular e através da amplificacdo da
citotoxicidade do glutamato como um mecanismo efetor de lesdo (88). Além de

IL-17, as células Th17 produzem IL-21, IL-22, IL-25 e IL-26.

As células T regulatoérias (Tregs) sdo um subconjunto de células Th que
possuem a funcdo de inibir a funcdo efetora dos outros subtipos Th. Tregs
expressam o fator de transcricdo FoxP3, que € critico para a diferenciacéao,
sobrevivéncia e funcbBes reguladoras dessas células. Numerosos estudos
identificaram Tregs como imunorreguladores importantes em muitas doencas
inflamatorias e autoimunes, incluindo asma, EM e diabetes tipo 1(80). Varios
mecanismos de supressdo imunomediada por Treg foram identificados,
incluindo: a secrecao de citocinas anti-inflamatoérias, expressdo de receptores
inibitérios e consumo de citocinas. As duas citocinas associadas principalmente
com Tregs séo IL-10 e TGF-b. O TGF-b também néo é exclusivamente produzido
pelas células Treg. Um outro subtipo de células T auxiliadora, Th3, e outras
células do sistema imune (como células B, macrofagos e DCs), assim como
células ndo imunes, também podem produzir esta citocina. In vivo, Tregs
produtoras de TGF-b foram capazes de suprimir EAE, inibindo a resposta de

células T autoimunes no SNC de camundongos (89).

A IL-10 é expressa por células do sistema imune inato e adaptativo
incluindo células T CD4 + e CD8 +, macrofagos, mastocitos, células NK,
eosinofilos e neutrofilos. Os efeitos imunossupressores da IL-10 s&o em grande
parte mediados por seu impacto nas células apresentadoras de antigeno
(APCs), minimizam a expressdo de MHC de classe Il e moléculas co-

estimuladoras (CD80/CD86 e CD28). Além disso, reduzem a liberacdo de
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citocinas pro-inflamatdrias por mastocitos e macréfagos, bem como a supresséo

de sua funcéo e ativacao.

As quimiocinas sdo uma grande familia de citocinas estruturalmente
homologas que estimulam o movimento dos leucdcitos e regulam a migracao
dos leucécitos do sangue para os tecidos. As quimiocinas das subfamilias CC e
CXC séo produzidas pelos leucdcitos e por varios tipos de células teciduais, tais
como células endoteliais, células epiteliais e fibroblastos. Em muitas destas
células, a secrecdo das quimiocinas é induzida pelo reconhecimento dos
microrganismos através de varios receptores celulares do sistema imune inato,
ou ainda por citocinas inflamatérias presentes no foco inflamatério. Dentre as
citocinas inflamatorias que induzem a producéo de quimiocinas, TNF, IL-1 e IL-

17, sdo as mais relatadas na literatura (80).

Vérias quimiocinas CC também sao produzidas por células T ativadas,
fornecendo uma ligacdo entre a imunidade adaptativa e o recrutamento de
leucdcitos inflamatdrios. As quimiocinas sdo essenciais para o recrutamento de
leucdcitos circulantes dos vasos sanguineos para os locais extravasculares,
promovendo uma adesdo aumentada dos leucocitos ao endotélio, sua
transmigracdo pelo endotélio vascular e migracdo para o foco inflamatorio nos

tecidos infectados/inflamados.

Diante do cenario de diversas moléculas sollveis que regulam a
fisiopatologia da EM, em diversos mecanismos celulares envolvidos no processo
autoimune, a figura 3 apresenta um resumo das citocinas até 0 momento mais
estudadas na fisiopatologia da EM e possibilidades terapéuticas com bloqueios

de circuitos especificos mediado por essas moléculas. Esses tratamentos
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poderdo inclusive, num futuro proximo, serem combinados em pacientes com

resposta parcial, visando a uma resposta clinica completa (78).
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Figura 3: Principais citocinas na patogénese da esclerose miultipla. Em pacientes com EM e em
seus modelos experimentais EAE, varias células imunes demonstraram produzir e reagir a
citocinas pro e anti-inflamatérias no SNC inflamado. Os subconjuntos de células Th e Tregs séo
mostrados. Os potenciais alvos de citocinas para terapia e medicamentos séo indicados em
vermelho. O TNFa é expresso pelas células T, mas também pela microglia e pelos macréfagos.
Seu bloqueio falhou nos ensaios clinicos de EM, possivelmente porque também possui efeitos
homeostéticos no SNC e é importante para a remielinacdo. APC = célula apresentadora de
antigeno; BAFF = fator de ativagdo de células B; SNC = sistema nervoso central; EAE =
encefalomielite autoimune experimental; GM-CSF = fator estimulante das colbnias de
macrofagos de granulécitos; IFN = interferon; IL = interleucina; EM = Esclerose Mdltipla; TPath
= subconjuntos de células T CD4 + patogénicas; Th = T helper cell; TNF-a = fator de necrose
tumoral Treg = célula Treguladora. Retirado e adaptado de Schreiner e Becher, 2015 (78).

VI- METODOLOGIA

Vl.a. Local do estudo

O Instituto Fernandes Figueira localizado na cidade do Rio de Janeiro é

um hospital terciario que atende pacientes encaminhados de todo o Estado do
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Rio de Janeiro. A coorte de pacientes com doencas desmielinizantes existe
desde 2012 oriunda de projeto de pesquisa clinica. Nela sdo admitidos sujeitos
de pesquisa com idade entre 2 e 18 anos de ambos os sexos com historico de,
no minimo um surto de desmielinizacdo. Sdo acompanhados clinicamente, com
exames complementares laboratoriais, neurofisioldgicos e radiologicos e
avaliacdes fonaudioldgica e fisioterapica. Durante a permanéncia na coorte 0s
pacientes foram classificados com os critérios internacionais de EM pediatrica e
doencas correlatas. No caso de EMP ou NMOSD, foi instituido tratamento com
imunomoduladores. No Brasil, os imunomoduladores aprovados para esta faixa
etaria sdo o interferon beta e o acetato de glatiramer. A pesquisa foi aprovada
pelo comité de ética em pesquisa do IFF sob numero CAAE:
02636212000005269, pertencente ao servico de Neurologia Infantil do IFF

(Anexo 1).

VI.b. Desenho de estudo

O presente estudo foi prospectivo, longitudinal e transversal, constituido
de coorte em que os pacientes foram selecionados de acordo com 0s critérios
de inclusdo/exclusdo mencionados abaixo. Ou seja, 0s pacientes pediatricos e
adolescentes com idade de até 16 anos portadores de DDA definida clinicamente
de acordo com consenso de 2013 no anexo 4 (7). O termo de consentimento de
acordo com o Comité de Etica em Pesquisa do IFF foi assinado pelo responséavel
da crianca no momento da admissédo, apos as orientacdes sobre a pesquisa

dadas pelo médico responsavel (Anexo 2 e 3).

O protocolo de avaliagédo neuroldgica e coleta de sangue para dosagem

de citocinas foi realizado em média de 90 em 90 dias. Coletas e avaliagdes extras
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também foram realizadas no momento de surto. Os dados obtidos foram
correlacionados com o diagndstico clinico-radiologico. Os pacientes poderiam
ser tratados com imunossupressores ou imunomoduladores, como interferon-a
ou B e acetato de glatiramer, de acordo com os protocolos descritos na literatura
e autorizados pela ANVISA que sao utilizados na rotina no Setor de Neurologia
do IFF (anexo 6). Durante o seguimento os pacientes foram submetidos a exame
neuroldgico evolutivo, EDSS (anexo 5) a cada trés meses e exames de imagem

inicialmente a cada seis meses.

VI.c. Casuistica
- Populacao do estudo

Todos os pacientes com idade entre 1 e 16 anos com diagnéstico de
DDA, segundo as definicbes do consenso do International Pediatric MS Study

Group (7) (anexo 4).

- Critérios de incluséo
Pacientes com diagnostico de DDA: CIS, ADEM, NMOSD e EMP, em

qualquer fase da doenca (surto e/ou remissédo), admitidos no ambulatério de
Neurologia Infantil especifico para tratamento das DDA na infancia ou nas

Unidades de Internacgéo do Instituto Nacional Fernandes Figueira.

- Critérios de exclusao
Pacientes com doencas genéticas ou congénitas, pacientes com

comorbidades cardiacas, renais, gastrointestinais, hematologicas, pulmonares e
reumatolégicas prévias ao surto desmielinizante, ou pacientes com o0s

diagndsticos apresentados na tabela 1.
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- Célculo amostral, periodo ou duracao do projeto
A amostra foi baseada na frequéncia de atendimentos no ambulatério de
neurologia infantil do IFF, que atualmente é de cinco pacientes/ano por ser um
grupo de doencas raras. Desta forma, esperou-se conseguir no periodo de 48

meses dados de 20 pacientes com diagnéstico de DDA.

- Plano de recrutamento
Por ser um ambulatério especializado de referéncia para DDA, foram

recrutados todos os pacientes encaminhados de outros servi¢cos ou por demanda
espontanea com diagndstico sugestivo, bem como foram mantidos em
acompanhamento pos-alta todos aqueles internados nas enfermarias ou na
Unidade de Pacientes Graves e aqueles advindos da rede de Saude Publica
para tratamento de doencas desmielinizantes em fase aguda através do Sistema

de Regulacédo do Estado (SISREG).
- Critérios para suspender ou encerrar o estudo ou retirar os participantes

de pesquisa
O termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) possui uma clausula

garantindo a saida do paciente em qualquer momento da pesquisa sem prejuizos

para seu tratamento.
A confidencialidade dos participantes foi assegurada no TCLE.

Os pacientes que ndo seguissem 0 tratamento proposto ou que

desistissem de participar da pesquisa foram considerados como perda.

VI.d. Materiais, Procedimentos e Técnicas

Os pacientes elegiveis para o estudo foram submetidos a:
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-Anamnese dirigida, exame fisico geral e exame neurolégico com

avaliacdo da Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke (EDSS);

- Escala de Incapacidade para Esclerose Multipla para pontuacao das
morbidades residuais dos surtos, para a definicAo terapéutica com
imunomoduladores ou imunossupressores e reconhecimento da forma clinica

evolutiva da doenca (8,90).

- Dosagem de Citocinas
Amostras:

Amostras com 10mL de sangue periférico colhido em tubo com EDTA,
foram mantidos em temperatura ambiente e processados num periodo inferior a

24 horas.

- Estocagem do plasma em ultrafreezer
Para separacao da fase plasmatica, os tubos foram centrifugados por 10

minutos a 500 g, e o plasma removido com auxilio de pipeta estéril e estocado

em criotubos a uma temperatura de -80°C até o momento da analise.

-Dosagem de citocinas/quimiocinas plasmaticas
As amostras com 25 uL de aliquotas de plasma foram analisadas através

de kit luminex “Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex” para dosagem de 27
citocinas/quimiocinas de acordo com o protocolo do fabricante. As moléculas
dosadas em pg/mL foram: FGF, Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1pB, IL-1ra,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1B3, PDGF-BB, RANTES, TNF-a e VEGF. A aquisi¢ao foi
realizada no equipamento Luminex MagPix e andlise no software Milliplex

Analyst v5.1, ambos da empresa Millipore.
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Vl.e. Analises estatisticas

A comparacdo das citocinas entre 0os quatro grupos de DDA foram
realizadas com auxilio do software SPSS versédo 22, utilizando a analise de
variancia (ANOVA) unidirecional com o pés-teste de Tukey. Para a composicao
da arvore de deciséo foi utilizado o algoritmo CRT (Arvores de Classificacdo e
Regressdo). O CRT divide os dados em segmentos que sdo tdo homogéneos
guanto possiveis com relacdo a variavel dependente (91). Um valor de p <0,05
foi considerado como estatisticamente significativo. A analise estatistica foi

realizada por estatistico da Pesquisa Clinica do IFF.

VI.f. Infraestrutura

A demanda de pacientes foi assegurada pelas caracteristicas do IFF que
dispde de Centro de Referéncia de Doencas Desmielinizantes da Infancia. A
infraestrutura contou com a Plataforma Tecnolégica Luminex disponivel no
Laboratério de Alta Complexidade do IFF (FIOCRUZ). O laboratério dispde de
expertise e equipamentos necessarios para a realizagdo dos ensaios e analises
das dosagens de citocinas plasmaticas. Os materiais de consumo foram
assegurados na rotina e através do fomento obtido do edital interno (PIP) do IFF.
Todo o projeto, incluindo essa tese, conta com uma equipe de profissionais e
pesquisadores com diferentes formacgfes incluindo as areas de imunologia,
bioquimica, neuropediatria, fisioterapia, fonoaudiologia e radiologia, com

experiéncia clinica e laboratorial.
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VIl. RESULTADOS

Vil.a. Populagao do estudo.

No periodo de novembro de 2012 a setembro de 2016 foram admitidos
no ambulatério de DDA 30 pacientes. Destes, 18 atenderam os critérios de
inclusdo e 12 foram excluidos por apresentarem diagndsticos de doencas do
SNC nédo-desmielinizantes (figura 4). Dos 18 pacientes incluidos, trés foram
considerados perda: um paciente com EMP que posteriormente apresentou
tumor sélido do SNC e dois pacientes com CIS dos quais ndo foram obtidas
amostras para analises de biomarcadores. Todas as andlises de correlacéo
clinica e biomarcadores apresentados a partir daqui séo relativos a 15 casos de
DDA, distribuidos em cinco ADEM, cinco EMP, trés NMOSD e dois CIS, sendo

todos os diagndsticos de exclusao, perda e inclusao listados na figura 4.

30 Pacientes

1-Adrenoleucodistrofia

1-Doenca da
arranhadura do gato

. e 5-Encefalomielite
12 Diagnostico de Disseminada Aguda (ADEM)
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Figura 4: Fluxograma de admissao, aplicacao de critérios de inclusédo e exclusédo e perdas para
0s pacientes avaliados no ambulatério de pesquisa de DDA do servico de neuropediatria do
IFF/FIOCRUZ no periodo de novembro de 2012 a setembro de 2016.

VIl.b. Dados Demograficos da Coorte

Como mencionado no item material e métodos, os pacientes incluidos
na coorte foram diagnosticados segundo os critérios de DDA e doencas

correlatas em acordo com o consenso de 2012.

Para seu diagnostico diferencial foram realizados exames
complementares para analise de Antiaquaporina-4 no sangue em qualquer
momento da doen¢ca e BOC no LCR quando da fase aguda. De acordo com a
tabela 2, verifica-se que a maior frequéncia de casos séo ADEM e EMP, ambos
com 1/3 dos pacientes acompanhados, seguido pela NMOSD (20%) e CIS
(13,3%). Ainda na tabela 2, observa-se que a mediana da idade de inicio dos
sintomas dos pacientes incluidos é semelhante, sendo a EMP a doenca que
aparece mais tardiamente. A mediana de idade total dos pacientes no inicio dos
sintomas foi 9 anos (3 a 14 anos de idade) Nossos resultados ndo mostram
prevaléncia absoluta do sexo feminino nas 4 DDA, apenas ADEM e NMSO

apresentaram incidéncia aumentada nesse sexo.

O EDSS oscilou entre 0 e 6,5. Os resultados se encontram resumidos

na tabela 2 com suas respectivas medianas.
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Tabela 2: Dados Demograficos da Coorte de pacientes avaliados no ambulatério
de pesquisa de DDA do servico de neuropediatria do IFF/FIOCRUZ no periodo
de novembro de 2012 a setembro de 2016.

ADEM CIS EMP NMOSD

. L 13,3%

Diagndstico 33,3% (5/15) (2/15) 33,3% (5/15) 20% (3/15)
Sexo 2M 3F 2M. OF. 3M 2F oM 3F
Etnia 1B 3P 1IN 2B 3B 2N 1P 2N

Idade dos

Sintomas 8 anos 8 anos 10 anos 9 anos

EDSS Médio 1,56 0 1,25 1,36
Surtos 3,0 1,0 3,0 3,0
Testes

Diagnéstico

Diferencial

Antiaquaporina 4
positiva 0/5 0/2 0/5 1/3
Bandas

Oligoclonais 1/5 0/2 3/5 0/3
positivo
Uso de

Medicamentos

Imunoglobulina 4/5 0 4/5 3/3

Metilpredisona 4/5 2/2 5/5 3/3

Acet_ato de 0 0 0 3/3

Glatiramer
INF-22 0 0 2/5 0
INF-44 0 0 5/5 0

Perfil da coorte de DDA no periodo de 2012/2016 sendo Esclerose Multipla Pediatrica -EMP;
Encefalomielite Aguda Disseminada - ADEM; Sindrome Clinica Isolada - CIS e Espectro de
Neuromielite Otica — NMOSD. Etnias B- Brancos, P- Pardos e N- Negros.
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VIl.c Evolucéo clinica e radioldégica de um paciente com DDA:
Relato de Caso

ALAPL, 9 anos de idade, sexo feminino, negra, natural do Rio de Janeiro
e com bom desenvolvimento neuropsicomotor. Em maio de 2014 apresentou
hemiparesia esquerda aguda. ALAPL negava alteracdes visuais, cefaléia,
vomitos, febre ou histdria de vacinacéo recente. Foi realizada RM de cranio que
evidenciou imagens ovais de diferentes tamanhos hipointensas em T1 e T2 com
sinal de difusdo restrito em FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery)
localizados nos lobos frontais, substancia periventricular, ponte, tadlamo direito,
pedunculos cerebelares e pedunculo cerebral direito. (FLAIR). O talamo
apresentava impregnacao ténue de constraste compativel com desmielinizacéo.
Evolutivamente apresentou melhora espontanea do quadro hemiparético sem
tratamento farmacoldgico especifico. FuncBes reumatica e hematoldgica
normais. Sorologia IgG e IgM para Epstein Barr virus positiva, com presenca de
BOC no LCR e anti aguaporina 4 negativa no sangue. A RM de controle em
setembro de 2014 nao revelou evolucdo radiolégica da doenca e apresentou
reducdo de lesBes maiores (Figura 5A). Em novembro de 2014, o exame
neurolégico detectou apenas uma dismetria discreta (EDSS = 1) com
fundoscopia normal e RM de coluna normal. A paciente foi classificada como
sindrome clinica isolada (CIS). Foi iniciado acompanhamento regular com exame
neuroldgico trimestral, coleta do perfil de citocinas e RM semestral. ALAPL
permaneceu com exame neuroldgico inalterado, EDSS e RM cerebral (Figura

5B) sem evolucao da imagem.

No entanto, a avaliacdo de citocinas no sangue realizada no periodo

entre essas imagens (Figura 5F), detectou o indice inflamatério mais elevado na
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inteleucina-8 (IL8), na proteina inflamatoria de macréfagos-13 (MIP-1b), no fator
de crescimento derivado de plaquetas BB ( PDGF-BB), na eotaxina e na proteina
quimioatrativa de mondcitos tipo 1 (MCP-1). A dosagem subsequente de
citocinas mostrou um indice ainda maior (Figura 5G e H) em comparag¢do com a
dosagem inicial (Figura 5E). Em maio de 2016, a RM detectou areas
hiperintensas sem aumento do contraste, confirmando lesées do SNC
disseminadas no tempo e no espaco, apesar do exame neurolégico normal e

EDSS inalterado (Figura 5C).

Um més depois, o perfil de citocinas mostrou um menor indice para todas
as citocinas. O diagnostico inicial foi modificado para EMP e foi inciado terapia
com interferon beta la (IFN-Bla) subcutaneo em julho de 2016. Logo apos a
terapia com IFN- Bla, o perfil de citoquinas mostrou um aumento especifico no
indice de IP-10. Em marco de 2017, a avaliacdo clinica neuroldgica e o EDSS
se mostraram inalterados, com bom desempenho escolar e recente relato de
menarca. No entanto, a ressonancia magnética em abril de 2017 mostrou novas
lesbes do SNC com aumento do contraste no centro semi-oval direito,
caracterizando o evento subsequente de desmielinizacéo (Figura 5D). Em maio
de 2017, o ALAPL foi hospitalizada e foi indicado o tratamento com

metilprednisolona.
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Figura 5 : acompanhamento do caso com RM e perfil inflamatério de citocinas: sec¢des sagital
sagital (A) e axial (B-D) mostrando lesGes do SNC de FLAIR (setas vermelhas); Perfil de citocina
(linha vermelha) em gréaficos de aranha heptamerizados com indice de eixo concéntrico 6
normalizado para a primeira dosagem sérica (E) em comparacdo com medidas subsequentes
(F-J). A intervencao terapéutica € mostrada nas setas vermelhas transversais da linha de tempo.
O EDSS (escore = 1) e a avaliagdo clinica neurologica foram realizados nos mesmos momentos
de perfil de citocinas e ndo alteraram durante esta avaliacdo da linha do tempo

VIl.d Analise de Citocinas

Com o0 objetivo de estudar o padréo inflamatério dos pacientes
portadores de DDA, amostras de soro foram utilizadas para a analise de um
painel de 27 citocinas de 64 amostras entre os diferentes grupos de pacientes.
Com o objetivo de criar uma classificacdo de citocinas em grupos funcionais,
decidimos agrupar os analitos do kit utilizado em cinco diferentes grupos para

facilitar a descricdo e posterior discusséo dos resultados (tabela 3).
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Tabela 3: Painel de citocinas estudadas divididas por grupos

Citocinas
Th1 Th2 Th17 Quimiocinas Proliferativas
IFN-y IL-4 IL-6 MIP-1a G-CSF
TNF—a IL-13 IL-1ro MIP-1p GM-CSF
IL-2 IL-10 IL-1PB RANTES IL-7
IL-12p70 IL-5 IL-17a IP-10 IL-9
IL-15 MCP-1 Basic-FGF
IL-8 VEGF
Eotaxin PDGF-BB

IP — Proteina Induzida por Gama Interferon; IL — Interleucina, MCP — Proteina Quimiotatica de
Mondcito; GCSF — Fator Estimulador de Colbnia de Granulécito; PDGF BB — Fator de
Crescimento de Derivado de Plaqueta; VEGF — Fator de Crescimento Vascular Endotelial;
GMCSF - Fator Estimulador de Colbnia de Granul6cito-Macréfago; MIP1b — Proteina
Inflamatéria de Macréfago; TNF« - Fator de Necrose Tumoral; RANTES — Célula T Normal
Expressa e Secretada Regulada na Ativacdo, FGF — Fator de Crescimento Bésico de Fibroblasto

VII. e- Variagdes significativas no perfil de citocinas entre EMP e
ADEM

Apbés as dosagens por Luminex, pode-se perceber que pacientes
portadores de ADEM apresentam, em geral, um padrao menos inflamado que
pacientes com EMP. A figura 6 é uma representacdo grafica do nivel de
expressado das citocinas entre ADEM e EMP no formato Heatmap. A cor verde
significa baixa expressédo de citocinas, vermelha expressdo elevada e preta
expressdo igual nas duas doencas, todas representadas por z score, com
variancia de -2 a + 2. No painel de citocinas avaliado, houve uma diferenga
estatistica significativa em 20 citocinas das 27 estudadas, quando comparados

os dois grupos mostrados sinalizados na figura 6.



75

ADEM EMP slor Key

P10
IL13
INFg
IL15
MCP1
IL9
GCSF
IL173
IL4

IL1ra
IL2

IL5

IL7
PDGFBB
IL10
IL1b
VEGF
IL6
GMCSF
MIP1b
TNF3a
RANTES
Eotaxin
BasicFGF
IL8
MIP13

1L12p70

o1 2
w Z-Score

S0'0>d

S0'0<d

Figura 6: Heatmap com diferencas entre o perfil de expressao de citocinas entre os pacientes
diagnosticados com ADEM e EMP. Legenda: IP — Proteina Induzida por Gama Interferon, IL —
Interleucina; MCP — Proteina Quimiotatica de Monécito; GCSF — Fator Estimulador de Coldnia
de Granulécito; PDGF BB — Fator de Crescimento de Derivado de Plaqueta; VEGF — Fator de
Crescimento Vascular Endotelial; GMCSF — Fator Estimulador de Colbénia de Granulécito-
Macréfago; MIP1b — Proteina Inflamatéria de Macréfago; TNFa — Fator de Necrose Tumoral;
RANTES — Célula T Normal Expressa e Secretada Regulada na Ativagdo; FGF — Fator de
Crescimento Basico de Fibroblasto; Em vermelho expressdo aumentada de citocinas, em verde
expressdo diminuida de citocinas, em preto expressdo média.

VII.f- Variag®es significativas no perfil de citocinas entre NMOSD
e ADEM

Quando comparados os padrdoes de expressao de citocinas entre 0s
pacientes ADEM e NMOSD, percebeu-se que houve uma diferenca estatistica

significativa apenas em 3 citocinas: IL-7 (figura 7), IL-10 (figura 8 ) e GM-CSF
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(figura 9), assim como no caso da EMP, os pacientes ADEM tendem a
apresentar um padrédo de expressdo de citocinas menor que 0s pacientes com

diagnéstico de NMOSD.

IL-7
M ADEM H O EEMP H MMOSD

40,00
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=
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Figura 7: Boxplot entre as DDA para a citocina IL-7 (interleucina). Amostras de citocinas testadas
64, sendo 21 ADEM, 7 CIS, 26 EMP, 10 NMOSD. Teste estatistico ANOVA, diferenca
significativas entre ADEM e NMOSD pelo pés-teste de Tukey p= 0,049

IL-10
W ADEM W O I EMPH NMOSD

40,00

35,00 *
2 3000 .
E
£ 2500
o © *
ES ¢
< 20,00
S 1500
5
S 10,00

5,00

0,00

Figura 8: Boxplot entre as DDA para a citocina II-10 (interleucina). Amostras de citocinas testadas
64, sendo 21 ADEM, 7 CIS, 26 EMP, 10 NMOSD. Teste estatistico ANOVA, diferenca
significativas entre ADEM e NMOSD pelo pds-teste de Tukey p=0,044
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Figura 9: Boxplot entre as DDA para a citocina GM-CSF (fator estimulador de col6nias de
granulécito-macréfago). Amostras de citocinas testadas 64, sendo 21 ADEM, 7 CIS, 26 EMP, 10
NMOSD. Teste estatistico ANOVA, diferenca significativas entre ADEM e NMOSD pelo pds-teste
de Tukey p=0,05

VIl.g- VariagGes significativas no perfil de citocinas entre CIS e
ADEM

Quando comparados os pacientes ADEM com CIS, a quimiocina que se

mostrou com diferenca estatistica significativa foi a MIP-1b (figura 10).
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Figura 10: Boxplot entre as DDA para a citocina MIP-1b (proteina inflamatéria de macro6fago)
Amostras de citocinas testadas 64, sendo 21 ADEM, 7 CIS, 26 EMP, 10 NMOSD. Teste
estatistico ANOVA, diferenca significativas entre ADEM e CIS pelo pés-teste de Tukey p=0,04

VIl.h- Variacdes significativas no perfil de citocinas entre EMP e
CIS

A comparacgdo que resultou em diferengas estatisticas na anélise de
citocinas séricas entre pacientes CIS e EM, onde foi apenas a quimiocina IP-10
(figura 11) que mostrou-se com uma diferenca estatistica significativa de p valor

0,017, onde foram evidenciados valores mais expressivos para EM.
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Figura 11: Boxplot entre as DDA para a quimiocina IP-10 (proteina induzida por gama interferon-
10) Amostras de citocinas testadas 64, sendo 21 ADEM, 7 CIS, 26 EMP, 10 NMOSD. Teste
estatistico ANOVA, diferenca significativas entre EM e CIS pelo pos-teste de Tukey p= 0,017

VILi- Variacdes significativas no perfil de citocinas entre NMOSD
e EMP

Na comparacédo com valores significativos entre pacientes com EMP e
NMOSD, foi apenas a eotaxina que apresentou uma diferenca estatisticamente
significativa com p valor 0,047. Neste caso, de acordo com a figura 12 , verifica-
se uma alta expressao de eotaxina nos pacientes com EMP em comparag&do com

0s pacientes que apresentam NMOSD.
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Eotaxin
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Figura 12: Boxplot entre as DDA para a quimiocina eotaxina. Amostras de citocinas testadas 64,
sendo 21 ADEM, 7 CIS, 26 EMP, 10 NMOSD. Teste estatistico ANOVA, diferenca significativa
entre EMP e NMOSD pelo pés-teste de Tukey p= 0,047

VILj- Anélise de Mapa Diagnostico em Arvore de Decis&o

A Ultima andlise proposta foi a criacdo de uma arvore de deciséo para
classificacdo dos pacientes portadores de DDA, que pudesse auxiliar no

diagnéstico baseados nas citocinas estudadas em cada grupo.

O procedimento de Arvore de Decis&o cria um modelo de classificacéo
hierarquico. Ele classifica casos em grupos ou prevé valores de uma variavel
dependente (de destino) com base em valores de variaveis independentes
(preditoras). O procedimento fornece ferramentas de validagdo para andlise de

classificac@o exploratéria e confirmatoéria (91).

A arvore de decisdo € uma ferramenta estatistica para classificacao,
definicAo e tomada de decisbes frente as multiplas variaveis, de forma

hierarquica. Muito utilizada em medicina, € um modelo multivaridvel que neste
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trabalho foi empregado para avaliar a capacidade de diagndstico diferencial

entre as DDA frente aos parametros imunolégicos/inflamatorios (92).

Metodologicamente, foram realizadas quatro arvores de deciséo, sendo

cada uma aplicada a uma diferente DDA:

-Arvore de decis&o para ADEM:

Foi realizada a andlise das 27 citocinas nas amostras séricas de todos
os pacientes com DDA e elas foram submetidas a um teste de decisdo em
arvore, dividindo as amostras em apenas 2 grupos, ADEM e ndo-ADEM. A
citocina que inicialmente consegue classificar os casos de ADEM comparando
com ndo-ADEM é a Basic-FGF, onde os pacientes apresentam niveis séricos
menores ou iguais a 13,660 pg/mL. A figura 13 demonstra que 88,9% das
amostras dos pacientes ADEM se enquadram nesse valor. Apenas mais uma
citocina, a MIP-1b é capaz de incluir 100% das amostras quando seu valor sérico
€ maior que 1,240 pg/mL, atingindo um p valor bastante significativo de 0,028.
Portanto, sugere-se que para o diagndstico de ADEM, as citocinas Basic-FGF e

MIP-1b séo suficientes para classificagdo dos pacientes ADEM no nosso estudo.
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Figura 13: Arvore de decisdo entre os diagnosticos ADEM, ndo-ADEM. Basic-FGF: fator de
crescimento basico de fibroblasto; MIP-1b proteina inflamatéria de macréfago

-Arvore de decisdo para CIS:
No caso de CIS, a citocina que inicialmente consegue classificar os

casos de CIS comparando com ndo-CIS é a IL-2, onde pacientes CIS
apresentam niveis séricos maiores a 3,721 pg/mL. A figura 14 mostra que 100%
dos pacientes de CIS apresentam uma associacao entre IL-2 e VEGF quando o
VEGF atinge um valor maior que 6,173 pg/mL. Sugere-se uma possivel

classificacao para CIS em pacientes com essa associagéo. Nesse caso o p valor



encontrado € maior que 0,05, provavelmente pelo nimero de pacientes incluidos

no estudo.
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Figura 14: Arvore de decis&o entre os diagnosticos CIS, ndo-CIS.IL- interleucina; VEGF- fator de
crescimento vascular endotelial

-Arvore de decis&o para EMP:

Para EMP, a arvore apresenta um maior numero de citocinas a serem

associadas para a definicdo de casos frente aos pacientes nédo - EMP. Conforme

observado na figura 15, das 26 amostras iniciais com diagnostico de EMP, 13

amostras apresentam-se na arvore com o IP-10 maior que 128,297 pg/mL,

seguido de IL-13 maior que 1,445 pg/mL, IL-2 menor que 5,407 pg/mL, TNF-a
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menor que 21,045 pg/mL. Nesse caso, ao final da arvore, os resultados do
algoritmo alcancam um p valor de 0,026, demonstrando um valor estatistico

significativo.

ARVORE DE DIAGNOSTICO
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Figura 15: Arvore de decisdo entre os diagnosticos EMP, ndo-EMP. IP proteina induzida por
gama interferon; IL interleucina ; TNF fator de necrose tumoral
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-Arvore de decisdo para NMOSD:

Finalmente, para o diagnostico de NMOSD, a quimiocina eotaxina
guando se apresenta menor que 6,52 pg/mL, em associagdo com IL-17 maior
que 3,995 pg/ml e IP-10 menor que 129,13 pg/ml aponta para um possivel
diagndstico mais preciso, com 6 das 10 amostras avaliadas, atingindo um p valor

de 0,027, conforme visto na figura 16,
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Figura 16: Arvore de decisdo entre os diagndsticos NMOSD, ndo-NMOSD. IL interleucina; IP
proteina induzida por gama interferon
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VIIl. Discussao

No periodo entre 2012 a 2016, 30 pacientes foram encaminhados e
avaliados evolutivamente com diagnostico de DDA. Do total, 40% da amostra foi
excluida, demonstrando que o diagnostico inicial, apesar de possuir um
consenso revisado, € de dificil suspeicéo e confirmacéo, além de se tratar de um
grupo de doencas raras (incidéncia de 0,66 a 1,15/100.000) (3,29). Devido a
esse fato, a andlise proposta foi mais descritiva, ja que para o calculo de
incidéncia ndo ha um namero expressivo de pacientes e/ou amostras, mesmo

se tratando de um centro de referéncia para DDA.

A mediana de idade se mostra mais baixa em ADEM comparativamente
com os outras doencas provavelmente pela maior exposicdo a patdégenos e
vacinacao nessa faixa etaria, conforme descrito por Karussis et al. (93), apesar
de Pohl et al. acreditarem que néo existe casualidade entre infec¢ao, vacinacao
e ADEM(32). Papais-Alvarenga et al., no estudo sobre doengas desmielinizantes
nas Américas, apresenta quando estratificado por idade (0 a 19 anos) que sua
amostra possui diagnésticos de EMP, NMOSD e CIS, corroborando nosso
resultado. A média de idade do inicio dos sintomas para esses diagnosticos foi
de 7,3 anos (35). Casper et al., em estudo multicéntrico do US Network of

Pediatric MS Centers, apresenta dado semelhante (94).

A escala EDSS para nossa amostra ndo se mostrou uma boa escala
para acompanhamento do exame neurolégico em pediatria, conforme também
descrito por van der Vuurst de Vries et al., onde a velocidade de aumento do

EDSS é maior em adultos que em pediatria (95), provavelmente pela escala ser
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mais relacionada a funcées motoras e nao haver avaliacao fina dentro da escala

guanto a cognicdo ou ao desenvolvimento neuropsicomotor (96).

A média de surtos entre as DDA variou entre 1,0 a 2,8 durante o periodo
de quatro anos. Em relacdo aos surtos em EMP, a mediana se mostrou
semelhante a literatura, demonstrando que pacientes com EMP apresentam

mais surtos comparados a adultos (42).

Em relacdo a BOC, os pacientes com EMP apresentaram maior
positividade conforme também descrito na literatura (44). Em contrapartida,
somente um paciente com diagnoéstico de NMOSD apresentou positividade na
AQP4. Tal fato também € descrito na literatura, onde a positividade costuma ser

menor na faixa etaria pediatrica (34).

Durante a fase de surto os pacientes com diagndéstico de ADEM, EMP e
NMOSD foram tratados com metilprednisolona e/ou VZIG, ndo necessariamente
no mesmo surto. Em EMP o tratamento durante a fase de remisséo foi interferon
beta e, no caso de NMO, acetato de glatiramer, conforme o protocolo do

Ministério da Saude (8).

O relato de caso descrito relata a transformacéo do diagndstico de CIS
para EMP. Foi realizado acompanhamento transversal por seguimento
ambulatorial e coletadas as citocinas séricas durante o periodo de setembro de
2014 a setembro de 2016, além da realizagdo de exame de imagem seriado. A
paciente apresentou-se durante todo acompanhamento neurolégico
assintomatica, com um EDSS baixo (1,0). Porém evolutivamente houve piora do
namero de lesdes tanto no tempo quanto no espaco indicando a progressao para

o diagnéstico de EMP. Segundo a literatura, a taxa de converséao de CIS para
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EM é de 21% com uma mediana de 3,1 anos entre os diagndésticos (97). Os
fatores de risco aumentados de MS sdo a primeira desmielinizagcdo na
adolescéncia, sexo feminino e manifestacbes polifocais, enquanto criancas
menores com ADEM apresentam menor risco (98). ALAPL apresentou sua
primeira manifestacdo de desmielinizacdo antes da adolescéncia, com
manifestacdes clinicas focais e regressdo espontanea. No entanto, devido ao
seguimento radiologico regular, foi possivel seguir lesdes subsequentes e
estabelecer tratamento imunomodulador precoce. O relato de caso nao
demonstra coincidéncia temporal entre as avaliacGes clinicas, radiologicas e
inflamatorias. Das 27 citocinas avaliadas apenas IL8, MIP-1b, PDGF-BB,
Eotaxin, MCP-1 e IP-10 mostraram variacdes significativas durante a analise. O
pico inflamatério mais alto foi observado um ano antes da correlacéo radiologica,
com um segundo pico menor seis meses antes da RM evolutiva que fechava o
diagnéstico. A citocina PDGF-BB € descrita como um potencial biomarcador
proinflamatdrio, pois induz crescimento de células progenitoras oligodendrogliais
e contribui para a angiogénese. Entretanto, Su et al. ndo conseguiram
correlacionar seus niveis aumentados e lesdes do SNC em adultos com EM (99).
MIP-1b esta associado a uma resposta imune possivel ao interferon beta (100).
Nosso resultado mostrou aumento durante o primeiro pico de citocinas e antes
do tratamento imunomodulador. Apenas os niveis diminuidos de Eotaxin foram
relatados anteriormente pelo estudo de Tejera-Alhambra, onde uma associacdo
foi encontrada com MS recorrente recorrente em adultos (101). Além disso, o IP-
10 encontrou-se substancialmente aumentada apds o inicio da terapia com

interferon beta, conforme relatado por Buttman et al. em 2004 (102).
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Uma vez que as amostras de EMP expressavam um nivel maior de
diversas citocinas em relacdo a ADEM, resolvemos expressar os resultados num
grafico Heatmap que permite demonstrar a diferenca de nivel de expresséo de
todas as amostras analisadas entre esses dois grupos de pacientes. Ficou
evidente que a grande maioria das amostras de pacientes EMP tendem a
apresentar aumento significativo na expressao de 20 diferentes citocinas das 27

estudadas.

Vale lembrar que, como as coletas foram ambulatoriais, os pacientes de
ADEM nédo apresentavam novos sintomas neurolégicos no momento das
coletas, ou seja, ndo estavam no periodo da desmielinizacdo aguda, justificando
possivelmente o padrdo menos inflamado comparado a EMP ja descrita como
uma doenca inflamatoria autoimune crénica, portanto, cronicamente inflamado.
Calas et al. estudou o padrdo de citocinas entre pacientes EMP na fase de
remissao e recorréncia comparado a controles saudaveis. Houve uma maior
expressdo de citocinas durante a fase de recorréncia (17 citocinas/25
examinadas) em comparacao a fase de remissao (9/25) (79), porém, assim como
nosso estudo, ndo fica claro um padrdo de citocinas associado a um grupo
funcional, levando a crer que, diferente do que é descrito classicamente, a EMP
€ uma doenca mediada por células e mecanismos moleculares, tanto da
imunidade inata, quanto da adaptativa. Mais ainda, esse padrao multicitocinas
leva a crer que diferentes subtipos celulares do sistema imune estdo implicadas

na desmielinizagéo.

A anélise comparativa das citocinas entre as diferentes DD demonstrada
pelos boxplots aponta para a auséncia de um subtipo especifico celular para

cada doenca, porém sempre num carater mais restritvo com um numero
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reduzido de citocinas que sao significativamente diferentes entre as DD. Quando
ADEM foi comparado a NMOSD, as trés citocinas estatisticamente significativas
(IL-7, IL-10, GM-CSF) demonstram um padrdo Th2 (IL-10) associado a fatores
de crescimento (IL-7 e GM-CSF). Esses fatores sao descritos na literatura como
responsaveis pelo aumento/manutencéo da sobrevivéncia de células T (IL-7) e
granulécitos e macrofagos (GM-CSF) (13), podendo indicar um aumento do
namero de células com perfil regulatério na NMOSD. Em seu artigo, Michael
demonstra um padrdo de citocinas/quimiocinas sugestivo para o diagndéstico de

NMOSD: MIP1b, eotaxina, G-CSF, MPO, IL17a e IL9 (103).

Na comparacao das citocinas entre CIS e ADEM. foi demonstrada uma
diferenca significativa para a quimiocina MIP-1b, que € descrita como importante
para a migracdo de mondcitos e a NK, estando por sua vez, mais relacionada a
imunidade inata e adaptativa. Tejera-Alhambra refere que as células alvo para
de MIP-1b na EM sao linfocitos T CD8+ e sua presenca foi detectada em placas
ativas de desmielinizacéo. A expressao de MIP-1b é realizada por macrofagos e

as células de microglia (101).

IP-10 é fortemente associada ao perfil Thl, sendo descrito que o
interferon gama produzido por essas células € responsavel por induzir a
expressdo de IP-10 pelas células da imunidade inata, principalmente da
linhagem mono-macrofagica (104). IP-10 por sua vez estimula migracdo de
monacitos, célula NK e célula T (104). Na comparacao entre EMP e CIS, ha uma
diferenca significativa para IP-10. Porém, além do mecanismo de acao de IP-10
descrito acima, a literatura aponta para um aumento seérico de IP-10 em soro de
pacientes com EM em tratamento com interferon beta, sugerindo talvez um efeito

anti-inflamatério associado (105,106).



92

A eotaxina € uma guimicina associada a migracao de eosindfilos. Nas
nossas amostras houve uma diferenca significativa entre os niveis de eotaxina
entre EMN e NMODS. Tejera-Alhambra et al., no seu artigo, demonstrou que 0s
niveis de eotaxina estdo mais baixos na EM remitente-recorrente que na forma
progressiva em adultos (101). O artigo de Michael et al. avaliou o perfil de
citocinas entre EM e NMOSD e verificou que ha um aumento na expressao de

eotaxina em NMOSD em comparacao a EM (103).

O modelo de arvore de decisdes € um modelo multivariavel capaz de
calcular a chance de diagndéstico entre as DDA com base em combinacdes de
biomarcadores fornecendo estimativas razoaveis. A partir da combinacédo dos
biomarcadores ha uma chance maior daquela associacao ser mais encontrada
em um subgrupo especifico de DDA. As arvores podem ser uma ferramenta
pratica com potencial papel no diagnéstico das DDA como foi mostrado por
Férnandes-Paredes em seu artigo sobre estratificacdo de risco em EM e suas
diversas formas no inicio da doenca (92). Como ja descrito anteriormente, e
inclusive nossos dados demonstram que a positividade para AQP4 em criancas
€ baixa (tabela 2). Uma possibilidade de avaliacéo futura seria dosar as citocinas
da arvore de decisdo em NMOSD para pacientes com suspeita e comparar com
a positividade da AQP4, ja que dentro da arvore de decisdes a positividade do
diagnéstico frente a associacdo de citocinas atingiu valores bastante

significativos (seis amostras num total de dez com p valor de 0,027).

Os resultados apresentados incitam uma série de duavidas em relacao ao
modo classico que é apresentado o modelo de DDA tanto em pediatria quanto
nos adultos. Didaticamente as doencas autoimunes do tipo EM séo classificadas

como doencgas relacionadas ao linfécito Thl. A partir da analise de um painel
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ampliado de citocinas, que inclui representantes de diferentes grupos funcionais
(tabela 3), € possivel confrontar os dados da literatura tanto de modelos
experimentais como em estudos clinicos, e ampliar o espectro de ativacao do
sistema imune durante a neuro-inflamacéo e considerar essas doencas nao

exclusivas de resposta celulares do tipo Thl.

Nossos resultados apontam para uma imunofisiopatologia semelhante
entre a populacdo adulta e pediatrica. Acreditava-se que por se tratar de uma
analise entre pacientes pediatricos haveria uma expressdo maior de citocinas
Th1lja que, no caso das DDA cronicas como EMP e NMOSD, o tempo de doenca
€ pequeno e a inflamacéo seria maior. Porém, ao analisar as citocinas vimos que
tanto as citocinas como quimiocinas, fatores de crescimento e Tregs estdo desde
o inicio da doenca presentes, colocando em duvida a teoria de que somente
guando a doenca se torna progressiva ha uma maior participacdo de outras
linhagens celulares como as células B. Nas DDA, o mecanismo de injdria da
mielina € multicelular, com a participacdo de células da imunidade inata e
adaptativa, com a participacéo dos diversos tipos de células T (Thl, Th2, Thl7,
Treg e possivelmente outros tipos), além da participacdo das células B
produzindo anticorpos e perpetuando a injuria mesmo com um decréscimo na
inflamacé&o. O conceito de linfocito T polifuncional, ou seja, linfocito que produz
multiplas citocinas simultaneamente, vem sendo proposto e demonstra a
plasticidade do sistema imune adaptativo ao longo do curso de uma patologia
mediada por linfécitos (107). Nossos resultados, principalmente quando
comparamos a ADEM com a EMP, sugerem que essas células estejam

participando ativamente do processo da fisiopatologia da EMP e permite
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hipotetizar que o papel das citocinas como biomarcadores ndo € estéatico ou

definitivo, tanto celular como molecularmente.

Através de mecanismos de feedback positivo e negativo uma mesma
citocina pode apresentar mecanismos inflamatorios e anti-inflamatorios, ou
ainda, estar presente em altas concentragbes num momento e abolir sua
expressao no momento seguinte, prejudicando sobremaneira estudos de analise
transversal em pacientes (80). E importante, portanto, buscar o fortalecimento
dos resultados ja alcancados nesse trabalho com avaliacbes de um maior
namero de pacientes para sermos capazes de confirmar e assegurar o papel
dessas citocinas como biomarcadores séricos com potencial diagnéstico. Além
disso, permitir ampliar o conceito imunofisiopatolégico da desmielinizacdo para
melhor entendimento da clinica, melhor diagndstico, melhor terapéutica e melhor

seguimento dos pacientes com DDA.

Limitacdes do estudo

Por se tratar de um conjunto de doengas com incidéncia baixa em
pediatria, 0 nUmero de pacientes avaliados foi pequeno, comprometendo grande
parte das andlises realizadas. O numero de perdas, apesar de pequeno,

contribuiu para a dificuldade da analise.

O modelo do estudo apresentou algumas falhas, principalmente para a
periodicidade da coleta do sangue dos pacientes, também prejudicando

melhores analises comparativas.
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As coletas foram realizadas em qualquer fase da doenca e pelo numero
pequeno de amostras ndo foi possivel realizar estratificacdo quanto a fase

aguda/surto e remissao.

Como foi uma andlise entre tipos diferentes de DDA e suas diferentes
apresentacdes de inflamacéo, ndo houve grupo controle, também dificultando a

comparacao entre artigos cientificos que possuem controles saudaveis.

Ha necessidade de se estudar, além das citocinas, o0s painéis
linfocitarios e de autoanticorpos para uma mais ampla analise imunologica do
paciente. Avaliagcbes genéticas também seriam benéficas, uma vez que a
populacao brasileira € muito miscigenada, e poderiamos excluir a possibilidade

de viés de polimorfismos HLA ou ndo-HLA.

N&o ha padronizacdo especifica para valores de referéncia sérica em
citocinas/quimiocinas, dessa forma, as andlises sédo realizadas através de
comparacdes diretas entre os pacientes. Tais analises ndo significam niveis

séricos normais ou alterados, apenas variacdes na expressao.

A avaliacdo de citocinas/quimiocinas na pratica clinica € muito incipiente
por todas as razfes descritas acima, sendo mais utilizada em pesquisa. Uma
alternativa seria justamente estudar quais citocinas, diante de um painel
abrangente, apresentar-se-iam estatisticamente relevantes, com o objetivo

futuro de aumentar o nimero amostral com os biomarcadores candidatos.
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IX. Conclusoes:
- Nao foram encontradas sincronia temporal entre a alteracdo do perfil
de citocinas e os exames de RM, ou a avaliagdo neurologica, ou o tratamento no

relato de caso e posteriormente nas analises da coorte;

- A associacao entre o perfil inflamatério mais especifico e exame de
imagem podera antecipar eventos de desmielinizacdo e evolucao clinica em

EMP;

- A EMP apresentou um padréo inflamatdrio polifuncional e ndo apenas
Thl, com 20 citocinas significativamente mais expressas, quando comparado

com pacientes ADEM,;

- As citocinas IL-2, IL-7, IL-13, Basic-FGF, MIP-1b, VEGF, Eotaxina, IP-
10 e TNF-a foram capazes de classificar todos os pacientes DDA em seus
grupos especificos, reduzindo para nove as citocinas com potencial funcdo de

biomarcador sérico para o diagnéstico diferencial no nosso estudo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo de Marcadores Diagnosticos para Prognostico e Abordagem Terapéutica nas
Doengas Desmielinizantes na Infancia: Estudo de coorte

Pesquisador: Tania Regina Dias Saad Salles

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 02636812.0.0000.5269

Instituigdo Proponente: Instituto Fernandes Figueira - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ MS
Patrocinador Principal: Instituto Fernandes Figueira - IFF/ FIOCRUZ - RJ/ MS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.431.700

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo de coorte para avaliar o uso de marcadores imunolégicos como preditivos do curso
evolutivo deDoengas Desmielinizantes na Infancia, de modo a possibilitar o possibilitando o monitoramento
da resposta terapéutica. Serdo considerados como participantes todos os pacientes com idade entre 1 e 16
anos com suspeita diagnostica de doenga desmielinizante, segundo as definigdes do consenso do
International Pediatric MS Study Group (Krupp e cols., 2007) em qualquer fase da doenga, admitidos no
ambulatorio de Neurologia Infantil especifico para tratamento das doencas desmielinizantes na inféncia ou
nas Unidades de Internagdo do Instituto Fernandes.

Figueira

Objetivo da Pesquisa:

Solicitar emenda para extensdo de prazo para realizagdo da pesquisa.
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

N&o se aplica

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisador apresentou justificativas para solicitagdo da extensao de prazo

Enderego: RUI BARBOSA, 716

Bairro: FLAMENGO CEP: 22.250-020
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Outros ANEXO 1 PORTARIA ANVISA 2010 29/10/2012 Aceito
EDSS.pdf 16:37:18

TCLE/ Termos de |ANEXO 3 TERMO DE 29/10/2012 Aceito

Assentimento / CONSENTIMENTO LIVRE E 16:32:11

Justificativa de ESCLARECIDOcomcabecalho24102012

Auséncia .doc

Situagdo do Parecer:
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maria elisabeth lopes moreira

(Coordenador)
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Anexo 2:

Ministério da Salde

IFF

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz DE SADDE DA MULHER, DA CRANCA EDO ADOLESCENTE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DE MARCADORES DIAGNOSTICOS PARA
PROGNOSTICO E ABORDAGEM TERAPEUTICA NAS DOENCAS
DESMIELINIZANTES NA INFANCIA: ESTUDO DE COORTE

Pesquisador Responsavel: Tania Regina Dias Saad Salles. MD, PhD,

Instituicdo Responsavel: Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianga e do
Adolescente Fernandes Figueira - FIOCRUZ

Endereco: Av. Rui Barbosa n ° 716, Flamengo — Rio de Janeiro — RJ.
Contato: 2554-1805

Nome do sujeito: Prontuario:

ATENCAO:

Vocé e seu filho (a) estdo sendo convidados a participar do projeto de pesquisa
acima referido por seu filho(a) apresentar sintomas que sugerem uma doencga do
sistema nervoso que ataca o revestimento dos nervos chamado mielina. Antes
de assinar este documento, é necessario que vocé leia com atencdo as
informacgdes abaixo. Caso ndo entenda alguma(s) palavra(s) ou a ideia do texto,
peca explicacdes aos meédicos da Neurologia indicados no final do documento.

Objetivo do estudo: Estudar mais detalhadamente nas criancas as doengas que
alteram a mielina dos nervos. A mielina é como se fosse 0 encapamento de um
fio elétrico em volta dos nossos nervos. Com isso se pretende conhecer melhor
0 que causa esta alteracdo e assim saber qual o melhor remédio para tratar o
problema de cada crianca afetada por este grupo de doencas que pode ter varias
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formas de se manifestar - Encefalomielite Disseminada Aguda (ADEM),
Esclerose Multipla (EM), Neuromielite Optica (NMO) e Sindrome Clinica Isolada
(SCI) que compreendem a Mielite Transversa (MT) e a Neurite 6ptica (NO)

Procedimentos: Para diagnosticar este grupo de doencas, além da histéria
clinica e do exame fisico da criangca, sdo necesséarios alguns exames
complementares que auxiliam inclusive a distinguir o tipo da doenca — se EM,
NMO, ADEM ou SCI.

Um dos mais importantes é a ressonancia magnética do cranio e da
medula. E um exame de imagem do sistema nervoso central fundamental para
o diagnostico. E realizado num aparelho que parece um tdnel. Causa muito
menos irradiagdo que os exames de radiografia e tomografia e da mais
informacdes porque enxerga o que esta acontecendo no cérebro e na medula
(espinha) que fica por dentro da coluna.

Para que essas imagens se formem e mostrem se a doenca esta na fase de
surto (aguda) ou remissdo (crdnica) é preciso 0 uso de contraste injetado pela
veia do braco. O contraste é muito seguro e existem pouquissimos casos de
alergia a ele. Por isso e também por que o exame € demorado (cerca de 40
minutos) e a crianga ndo pode se mexer, pode ser necessario o uso de anestesia
nas criancas menores de 7 (sete) anos e naquelas muito agitadas, o que sera
feito por anestesista (médico especializado).

Outro exame Uutil para o diagnéstico e o tratamento das doencas
desmielinizantes é o estudo de substancias que causam inflamac¢éo no nosso
organismo e alguns marcadores de células brancas ou de defesa. Estas
substancias estdo no sangue e no liquido da espinha. Por isso sera necessario
colher sangue na veia do braco de trés em trés meses e retirar liquido da espinha
(puncao lombar) quando a doenca reativar-se.

O sangue, depois de examinado, sera guardado e podera ser usado depois em
outras pesquisas parecidas, mas somente apds avaliagcdo pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP), que podera dispensar a assinatura de um novo Termo de
Consentimento como este.

Na dependéncia do quadro clinico, poderdo ser solicitados ainda, exames de
eletrofisiologia, tais como potenciais evocados auditivo e visual, bem como
potencial somatossensitivo de quatro membros que dao informagdes sobre as
funcdes da audicéo, visdo e medula. O paciente sera submetido também a
exames de vista (oftalmol6égico), como: fundo de olho, acuidade visual e
tomografia de coeréncia ocular.

Para melhor acompanharmos a alteracdo causada no sistema nervoso pela
doenca, o seu filho serd ainda submetido a avaliagbes pela fisioterapia através
da CIF-CJ (Classificagcdo Internacional de Funcionalidade), que é indolor e
poderd ser filmado. Sera também avaliado com testes de linguagem préprios a
idade dele(a) pela equipe da fonoaudiologia.

A doenca de seu filho pode alterar o ritmo e a qualidade da vida dele e também
de sua familia, por isso sera necessario que vocés respondam a um questionario,
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chamado PedsQL, que descrevera se isso esta acontecendo ou néo e de que
forma.

Riscos: A coleta de sangue é comum na Pediatria e, de modo geral, ndo da
nenhuma complicacdo, exceto pequeno coagulo ou mancha roxa, resolvidos
espontaneamente ou com compressas mornas, sem causar qualguer ameaca
ou complicacgéo fisica e/ou emocional para o paciente e sua familia.

A retirada do liquido da espinha também é de facil execucédo na Pediatria,
pois € 0 mesmo procedimento usado para diagnosticar as meningites. E feita
com a crianga deitada de lado ou sentada na maca. Utiliza-se anestesia local
nas costas, no local onde sera introduzida a agulha, para que a crianca néo sinta
dor. Este tipo de anestesia é feito pelo préprio pediatra, sem necessidade do
anestesista. Pode deixar pequeno hematoma local, que igualmente regride com
0 passar dos dias.

Os exames eletrofisiolégicos ndo tém contraindicacdes, ndo sao dolorosos, nem
tem efeitos indesejaveis, exceto pelo tempo necessario para sua realizacdo e
poderdo ser feitos em dias diferentes, caso seu filho se sinta cansado. O mesmo
€ verdadeiro para 0 questionario de qualidade de vida e a avaliacéo
fonoaudiologica, podem ser cansativos e poderdo ser realizados em varias
sessoes.

Beneficios: Pela realizacdo do exame de ressonancia sera possivel confirmar se
se trata de doenca desmielinizante, qual o tipo (EM, NMO, SCI ou ADEM) e em
que fase a mesma se encontra, o que € muito importante para decidir qual o
melhor remédio.

Com a dosagem das substancias do sangue e do liquido da espinha sera
possivel conhecer melhor o problema da inflamacdo que causou a perda de
mielina para essas criancas e isso também ajuda na escolha do medicamento
que melhor bloqueie a formacdo dessa proteina nos portadores de doencas
desmielinizantes na infancia.

Todo este acompanhamento clinico, fisioterapico e fonoaudiolégico, além dos
estudos da qualidade de vida poderdo permitir a identificacdo precoce de
alteracdes da funcéo do sistema nervoso, permitindo uma acdo de médicos e
outros profissionais de saude que ajudem na recuperacao de seu filho.

Confidencialidade: Os resultados deste estudo nunca revelardo o nome dos
pacientes ou voluntarios nele envolvidos.

Participacdo voluntaria: O consentimento dado pelo(a) senhor(a) ou pelo
responsavel legal para que seu filho participe do estudo é livre e voluntario, ndo
havendo qualquer forma de pagamento por parte do Hospital ou dos médicos.
Caso o senhor(a) ndo queira que seu filho participe do estudo, ainda assim ele
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podera se tratar aqui no hospital. Se depois de assinar este termo sua familia
decidir que ndo quer mais patrticipar, o tratamento também podera ser mantido.

Os participantes do estudo manterdo acompanhamento no Setor de Neurologia
Infantil ainda que a pesquisa termine, até que seu filho complete dezoito anos de
idade, pelo fato de que a até o momento ndo existe cura definitiva para este
grupo de doencas.

Vocé receberd uma via idéntica deste documento, assinada pelo pesquisador
deste estudo.

Sua participagcdo no estudo nao implicara em custos adicionais, nao tera
qualquer despesa com a realizagdo dos procedimentos previstos neste estudo.
Também n&o havera nenhuma forma de pagamento pela sua participacao.

E garantido o direito de indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa, mas ndo das sequelas proprias da doenca.

Em caso de duvidas: Em caso de davida, por favor, entre em contato com o CEP
(Comité em Etica em Pesquisa) do IFF, na Avenida Rui Barbosa, 716, 1° andar;
telefones: 2552-1730, 2552-8491(fax), email: cepiff@iff.fiocruz.br ou com Dra.
Tania Saad ou Dra. Alessandra Augusta Barroso Penna e Costa, médicas
responsaveis pelo projeto no Setor de Neurologia Infantil, no mesmo endereco,
pelo telefone: 2554-1805.

Declaro que li e entendi todo o contetdo deste Termo de Consentimento, depois
de ter formulado as perguntas necessarias e recebido as devidas respostas.
Portanto, permito a participacédo de meu filho(a) na investigacao proposta. Estou
ciente ainda que poderei voltar a fazer qualquer questionamento durante a
duracdo do estudo ou solicitar a exclusédo de meu filho do presente estudo a
qualguer momento, sem prejuizo de seu acompanhamento.

Local: : Data:

Nome completo do voluntario:

Endereco:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Nome da testemunha;

Documento: , Telefone:

Assinatura da testemunha:

Investigador que obteve o TCLE:

Assinatura do Investigador:

Coordenadora do Projeto/Tania Regina Dias Saad Salles
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Anexo 3:

Ministério da Salide

IFF

FIOCRUZ

Fundacao Oswaldo Cruz DE SADDE DA MULHER, DA CRINGA EDO ADOLESCENTE

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO PARA CRIANCAS E
ADOLESCENTES ENTRE 6 E 16 ANOS

Instituicdo: Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do
Adolescente Fernandes Figueira - FIOCRUZ.

Titulo do Projeto: Estudo de Marcadores Diagnosticos para Prognéstico e
Abordagem Terapéutica nas DOENCAS DESMIELINIZANTES NA
INFANCIA: Estudo de Coorte

Pesquisador Responsavel: Tania Regina Dias Saad Salles. MD, PhD

Assentimento informado para

Vocé tem um problema de salude que ataca o encapamento dos seus
nervos.

Os nervos sdo como fios e geralmente eles sédo revestidos por uma
capinha de gordura chamada MIELINA.

Quando esta capinha se quebra ou se inflama, vocé fica fraco, nao
consegue coordenar seus movimentos, mexer suas maos e pernas, pode ficar
sem ouvir, sem enxergar, tem que parar de brincar, estudar e jogar videogame.

Antes, achavamos que esse problema s6 dava em gente grande, mas
agora descobrimos que amigos da sua idade ou menores, também podem ter.
Por isso vocé e outros meninos e meninas de 6 a 16 anos que também tém este
problema, estdo sendo convidados a participar deste estudo. Queremos
descobrir por que seus nervos ficam fracos e ndo obedecem a seus comandos.
E como se fosse uma pesquisa da escola e vai nos ajudar a entender como esse
problema acontece para trata-lo melhor e vocé poder crescer bonito/a e feliz.
Explicamos isso para 0s seus pais também e eles vao assinar estes papeis.

Antes de assinar veja se entendeu tudinho. Se ndo, pergunte pra mim.
Vou tirar as suas duvidas. Se nao quiser, ndo precisa assinar hoje. Vocé que
conversar primeiro com seus pais?
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Durante a pesquisa vocé vai precisar colher um pouquinho de sangue do
braco a cada trés meses e quando acontecer de vocé ficar se sentindo fraco,
doente, teremos que examinar o liquido que esta dentro da sua cabeca e da sua
espinha, através de um exame chamado puncéo lombar, isto é, vamos tirar um
pouquinho desse liquido das sua costas. E como se fosse uma injecdo mais
acima do bumbum. Podemos colocar aquele papelzinho com anestésico se vocé
preferir.

Também precisara fazer o exame de ressonancia magnética, que tira
fotos do seu cérebro e da sua espinha por dentro. E uma maquina grande que
parece um tunel. La dentro € muito barulhento e vocé ndo vai poder se mexer
nem um pouquinho. Por isso, talvez seja melhor fazer o exame com anestesia,
aquele remedinho que faz vocé dormir e quando vocé acordar ja acabou tudo.

Esse exame é muito importante para vermos se esta tudo bem com a
capinha dos seus fios, 0s nervos. Lembra?

Também serd preciso fazer um exame que coloca uns fones no ouvido e
outro em que vamos pedir pra vocé ficar olhando para um monte que
guadradinhos pretos e brancos e depois olhar numa janelinha, bem quietinho.
Esses exames vao nos dizer como estdo sua vista e sua audicao, se vocé esta
ouvindo bem.

Vamos pedir pra vocé fazer uns testes que parecem uma forma de
ginastica e também sera preciso vocé ler um pouquinho, mas calma. Nao é uma
prova. Vocé nunca sera reprovado aqui. Estamos todos querendo te ajudar a
ficar bem. E por falar em ficar bem, queremos saber como vocé se sente desde
gue soube que tinha este probleminha nos nervos. Mudou muita coisa na sua
vida? Vocé esta se sentindo triste? Ou est4 zangado, com raiva?

N&o falaremos para outras pessoas que VOCé esta nesta pesquisa e
também ndo daremos informacdes sobre vocé a ninguém que nao faca parte
desse trabalho.

Os resultados dos seus exames estardo no seu prontuario.

Se vocé quiser parar de fazer parte do grupo de pesquisa, é so dizer que
ainda assim vocé podera continuar a ser tratado por nés neste hospital.

E agora, vamos assinar os papéis? Alguma davida?

J& sabe, se vocé comecar a se sentir fraco, ndo estiver enxergando bem,
ouvindo quase nada, informe logo para seus pais. Eles tém os nossos telefones
e irdo nos avisar. Rapidinho comecaremos a tratar de vocé e logo, logo vocé
ficara bom de novo.

Eu, , aceito
participar da pesquisa “Estudo de Marcadores Diagndsticos para Progndstico e
Abordagem Terapéutica nas Doengas Desmielinizantes na Infancia: Estudo de
Coorte” e entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi
que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer
“ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso.




125

Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com 0S meus
responsaveis. Recebi uma cépia deste termo de assentimento, li e concordo em
participar da pesquisa.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do menor

Assinatura do(a) pesquisador(a)

Assinatura do Coordenador do Projeto: Tania Regina Dias Saad Salles

Telefones para contato: (IFF): 2554-1805; 2554-1700, ramal: 1805.
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Definicdes do consenso do International Pediatric MS Study
Group (Krupp et al., 2007; 2013)

Critérios de 2007 e 2013 das Doencas Desmielinizantes na Infancia:

Doenca:

2007

2013

Sindrome

Clinica Isolada

Primeiro evento mono ou multifocal
desmielinizante do SNC;
Encefalopatia ausente.

* Primeiro evento mono ou multifocal
desmielinizante do SNC; Encefalopatia ausente a
ndo ser por conta de febre

ADEM

monofasico

evento clinico
polissintomatico de causa
presumidamente inflamatéria que
afete areas multifocais do SNC;

* Encefalopatia presente;

* RNM tipica: lesbes grandes, =21-2
cm em substancia branca,
envolvimento substancia cinzenta
(tdlamo ou ganglios da base)
frequente;

» Sintomas novos ou flutuantes e
lesdes a RNM dentro de 3 meses dos
primeiros sintomas fazem parte do
evento agudo do ADEM.

. Primeiro

* Primeiro evento clinico polissintomatico de
causa presumidamente inflamatéria;

» Encefalopatia que nao seja explicada por
febre deve estar presente;

* RNM tipica: lesdes difusas, pouco
delimitadas, grandes, 21-2 cm, envolvendo
predominantemente substancia branca. Les6es
hipointensas em T1 sado raras. Lesdes de
substancia cinzenta (talamo ou ganglios da base)
podem estar presentes;

* Auséncia de novos sinais, sintomas ou lesdes a
RNM apo6s 3 meses do evento inicial.

ADEM

recorrente

* Novo evento de ADEM com
recorréncia dos sintomas iniciais, trés
meses ou mais, apos o evento inicial
de ADEM.

» Agrupado
multifasico.
*A categoria foi
frequéncia.

na classificacdo de ADEM

eliminada por sua baixa

ADEM

multifasico

» Novo evento de ADEM que envolva
novas areas anatdbmicas do SNC e
que ocorra apés 3 meses do evento
inicial de ADEM e, ao menos um més
apos terminada a corticoterapia;

* Novo evento de ADEM, que ocorra a partir de 3
meses dos sintomas iniciais e que seja
associado a sintomas clinicos e achados a
RNM novos ou reemergentes. O tempo em
relagdo a corticoterapia ndo é mais pertinente.

Esclerose

Multipla

Qualquer dos seguintes:

. Multiplos eventos clinicos
desmielinizantes do SNC, separados
em tempo e espago;

» Evento clinico unico associado aos
critérios de Disseminacao no Espaco
e subsequentes alteracdes a RNM
consistentes com disseminacdo no
tempo de acordo com os critérios de
McDonald de 2010;

* Um episédio com caracteristicas
clinicas de ADEM ndo pode ser
considerado como o primeiro evento
de Esclerose Mdltipla.

Qualquer dos seguintes:

* Dois ou mais eventos clinicos do SNC néo-
encefalite, separados por mais de 30 dias,
envolvendo mais de uma area do SNC;

Evento clinico Unico e caracteristicas a RNM que
preencham os critérios de McDonald de 2010
para disseminagdo no Espaco e no Tempo
(critério relativo a disseminagdo no tempo
apenas aplicavel a criangas 212 anos e apenas
a casos sem evento inicial de ADEM).

+ ADEM seguido apdés 2 3 meses de evento
clinico que nédo seja encefalite, com novas
les6es & RNM compativeis com EM.

NMO

Necessita todos os critérios:

* Neurite 6ptica

* Mielite aguda

* Ao menos um dos 2 critérios de
suporte:

* Lesdo contigua em medula =3
segmentos

. Positividade
Antiaquaporina 4

do anticorpo

Necessita todos os critérios:

* Neurite 6ptica

* Mielite aguda

* Ao menos um dos 2 critérios de suporte:

* Les&o contigua em medula =3 segmentos

* Positividade do anticorpo Antiaquaporina 4

* RNM cerebral com lesées que nhéao
preencham critérios para EM.
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Data da coleta: [

Identificagio n°
Prontuario n’

Coletado por:

ESCORE EDSS
Escore Caracteristicas

0 Exame neurolégico normal (todos os SF grau 0; cerebral, grau 1 aceitavel)

1,0 Sem incapacidade (1 SF grau 1)

1,5 Sem incapacidade (2 SF grau 1)

2,0 Incapacidade minima em 1 SF (1 SF grau 2, outros grau O ou 1)

25 Incapacidade minima em 2 SF ( 2 SF grau 2, outros grau 0 ou 1)

3,0 Incapacidade moderada em 1 SF ( 1 SF grau 3, outros grau 0 ou 1) ou
incapacidade discreta em 3 ou 4 SF (3/4 SF grau 2, outros grau 0 ou 1). Deambulando plenamente.

3,5 Deambulagéo plena, com incapacidade moderada em 1SF (1 SF grau 3) e 1 ou 2 SF grau 2; ou 2SF grau 3;
ou 5 SF grau 2 (outros 0 ou 1)

4,0, Deambulagéo plena, até 500 m sem ajuda ou descanso (1 SF grau 4

4,5 Deambulagao plena, até 300 m sem ajuda ou descanso. Com alguma limitagdo da atividade ou requer
assisténcia minima (1 SF grau 4, outros 0 ou 1)

5,0 Deambulagao até 200 m sem ajuda ou descanso. Limitagao nas atividades didrias ( equivalentes sao 1 SF
grau 5, outros 0 ou 1; ou combinagdo de graus menores excedendo o escore 4.0)

5,5 Deambulagdo até 100 m sem ajuda ou descanso. Incapacidade impedindo atividades plenas diarias
(equivalentes sdo 1SF grau 5, outros 0 ou 1; ou combinagdes de graus menores excedendo o escore 4.0)

6,0 Assisténcia intermitente ou com auxilio unilateral constante de bengala, muleta ou suporte (equivalentes sao
mais que 2 SF graus 3+)

6,5 Assisténcia bilateral (equivalentes sdo mais que 2 SF graus 3+)

7.0 N&o anda 5 m mesmo com ajuda. Restrito a cadeira de rodas. Transfere da cadeira para cama (equivalentes
sa@o combinagdes com mais que 1 SF 4+, ou piramidal grau 5 isoladamente)

7.5 Consegue apenas dar poucos passos. Restrito 4 cadeira de rodas. Necessita ajuda para transferir-se
(equivalentes s&o combinagdes com mais que 1 SF grau 4+)

8,0 Restrito ao leito, mas pode ficar fora da cama. Retém fungdes de autocuidado; bom uso dos bragos
(equivalentes sdo combinagtes de varios SF grau 4+)

8,5 Restrito ao leito constantemente. Retém algumas fungées de autocuidade e dos bragos (equivalentes séo
combinagdes de varios SF grau 4+)

9 Paciente incapacitado no leito. Pode comunicar, ndo come, ndo deglute (equivalentes é a maioria de SF

grau 4+)

9,5 Paciente totalmente incapacitado no leito. Ndo comunica, ndo come, ndo deglute (equivalentes sdo quase
todos de SF grau 4+)

10 Morte por esclerose multipla

ESCORE
FINAL
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INSTITUTO NACIONAL | eRNANDES FIGUEIRA

SISTEMA FUNCIONAIS PARA O EDSS

(circular a resposta)

Fungdes Piramidais

0. Normal

1. Sinais anormais sem incapacidade motora

2. Incapacidade minima

3. Discreta ou moderada paraparesia ou hemiparesia;
monoparesia grave

4. Paraparesia ou hemiparesia acentuada;
quadriparesia moderada; ou monoplegia

5. Paraplegia, hemiplegia ou acentuada quadriparesia
6. Quadriplegia

V. Desconhecido

Fungdes do Tronco Cerebral

0. Normal

1. Somente sinais anormais

2. Nistagmo moderado ou outra incapacidade leve
3. Nistagmo grave, acentuada paresia extraocular ou
incapacidade moderada de outros cranianos

4. Disartria acentuada ou outra incapacidade
acentuada

5. Incapacidade de deglutir ou falar

V. Desconhecido

Fungdes Vesicais

. Normal

. Sintomas urinarios sem incontinéncia

. Incontinéncia {ou igual uma vez por semana

. Incontinéncia }ou igual uma vez por semana

. Incontinéncia diaria ou mais que 1 vez por dia
. Caracterizagéo continua

. Grau para bexiga e grau 5 para disfungao retal
V. Desconhecido

OB WN=O

Fungées mentais

0. Normal

1. Alteragdes apenas do humor

2. Diminuigo discreta da mentagéo

3. Diminuigdo normal da mentagéo

4. Diminuigdo acentuada da mentagéo (moderada
sindrome cerebral cronica)

5. Deméncia ou grave sindrome cerebral cronica
V. Desconhecido

Fungdes Cerebelares

0. Normal

1. Sinais anormais sem incapacidade

2. Ataxia discreta em qualquer membro

3. Ataxia moderada do tronco ou de membros
4., Incapaz de realizar movimentos coordenados
devido a ataxia

V. Desconhecido

Fungdes Sensitivas

0. Normal

1. Diminuigao de sensibilidade ou estereognosia em
1-2 membros

2. Diminuigao discreta de tato ou dor, ou da
sensibilidade posicional, e/ou diminuigdo moderada
da vibratéria ou estereognosia em 1-2 membros; ou
diminuigdo somente da vibratoria em

3-4membros 3. Diminuigdo moderada de tato ou dor,
ou posicional, e/ou perda da vibratéria em 1-2
membros;

ou diminuigdo discreta de tato ou dor, e/ou
diminuigdo moderada de toda propriocepgéo em 3-4
membros

4, Diminuigdo acentuada de tato ou dor, ou perda da
propriocepgao em 1-2 membros, ou

diminuigdo moderada de tato ou dor efou diminuigdo
acentuada da propriocepgdo em mais de 2
membros

5. Perda da sensibilidade de 1-2 membros; ou
moderada da diminuigéo de tato ou dor e/ou perda
da propriocepgéo na maior parte do corpo abaixo da
cabega

V. Desconhecido

Fungodes intestinais

0. Normal

1. < obstipagéo diaria e sem incontinéncia

2. Obstipagao diaria sem incontinéncia

3. Obstipagdo < uma vez por semana

4, Incontinéncia > uma vez por semana mas nao
diaria

5. Sem controle de esfincter retal

6. Grau 5 para bexiga e grau 5 para disfungéo retal
V. Desconhecido

Outras fungdes

0. Nenhuma

1. Qualquer outro achado devido a EM
2. Desconhecido
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Anexo 6:
Protocolo para Abordagem dos Pacientes com Doencas Desmielinizantes
no Ambulatério ou Unidade de Internacao do IFF-FIOCRUZ

Uma vez que o paciente preencha critérios diagnésticos clinico, de imagem e/ou
laboratoriais (sangue e liquor), sera submetido a coleta de sangue para
investigacdo complementar e diagnoéstico diferencial. A seguir sera iniciado o
protocolo pré-pulsoterapia e instituido tratamento para o surto desmielinizante,
considerando-se:

SURTO: Sinal e/ou sintoma neurolégico novo OU piora de uma manifestacéo
pré-existente por mais de 24 horas de duracdo. Observacao objetiva ao exame
neurolégico ou relato subjetivo do paciente.

REMISSAO — espontanea ou no, com ou sem morbidades residuais.

Protocolo PRE-PULSOTERAPIA: com Metilprednisolona Vermifugo (para
erradicacao de estrongiloides):

Cambendazol, 5mg/kg/ dose Unica, VO; ou

Tiabendazol, VO, em vérios esquemas terapéuticos:

a) 25mg/kg/dia, durante 5 a 7 dias.

b) 50mg/kg/dia, em dose Unica, a noite. Dose maxima - 0,3g;

¢)10mg/dia, por 30 dias (esquema para auto-endoinfec¢ao e déficit da imunidade
celular);

ou

Albendazol, 400mg/dia, durante 3 dias, ndo recomendado em gestantes.
Ivermectina, dose Unica, VO, obedecendo a escala de peso corporal:

15a24kg-1/2cp; 36 a50kg-11/2cp;
25a35kg-1cp; 51 a 65kg -2 cp;

65 a 79 kg -2 1/2 cp;

80 kg - 200 mg/kq).

Rastreio infeccioso e metabdlico:

Hemograma Completo, PCR,Na+, K+, Glicemia, Hb Glicosilada, Uréia,
Creatinina, TGO, TGP, Gama GT,T4L, TSH, EAS, Radiografias de térax e seios
da face

Controle durante o tempo de pulsoterapia: (Rozencwajg D,Einstein.
2008;6(4):491-6)

Pressao Arterial antes do inicio e a cada hora de infusao;

DXT matinal e ao final da infusdo. Verificar também, antes do jantar se paciente
internado.
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Frequéncia cardiaca antes, durante a pés a infuséo.

Manter saturimetro acoplado, se possivel.

A qualquer sinal de infeccéo, refazer rastreamento. *

A qualquer sinal de alteracéo, contactar equipe da Neurologia no ramal 1805.

Caso mantenha-se corticoide oral ou pulsoterapia prolongada, sera necesséria
atencdo quanto a reposicdo de Vitamina D, manutencdo de Ranitidina ou
Omeprazol, reposicéo de potassio sob a forma de xarope de KCI 6% ou na dieta,
que também devera ser hipossaddica.

Sao indicados acompanhamentos da funcéo tireoidiana (T4L, TSH), cardiaca

(Ecocardiograma) e da massa 0ssea (Densitometria), além de verificacdes de
glicemia basal e pressao arterial

Tratamento das EXACERBACOES E SURTOS (Manejo da fase
dedesmielinizacdo aguda): ?

Droga de 12 Linha: Metilprednisolona IV (Solumedrol 500mg) sob a forma de
pulsoterapia. Proprio para ADEM, EM, NMO ou MT.

Dose: 30mg/kg/dia, maximo de 1000mg em SG5% em infusdo ao longo de 30—
60 mins, por 3 dias consecutivos por semana (ciclos) e por 3-5 semanas, ou por
5 dias em ciclo unico. (NAO HA CONSENSO).

Restringir o uso de corticosteroides orais para pacientes que apos pulsoterapia

nao apresentem resolucao total dos sintomas. Caso indicado o0 uso do mesmo
deve ser breve:

(Prednisona 1-2 mg/kg/dia nos primeiro 7 dias ap0s pulsoterapia e a seguir iniciar
reducao retirando 10% da dose de 3/ 3 dias.

Droga de 22 Linha: Imunoglobulina Humana —

Utilizada para surtos leves a moderados, para criangas com contraindicacao a
corticoterapia e naqueles com episodios frequentes de desmielinizagédo, logo
apos o uso de corticosteroides ou na dependéncia dos mesmos. Tambéem
indicada para evento agudo de desmieliniza¢do que ndo apresenta melhora apos
terapias imunomoduladoras. Indicada para ADEM, EM, NMO ou MT.

Dose: 2g/kg infundidos em 2-5 dias.
Intervencao de 32 Linha: Plasmaférese:

E proposta em criangas para evitarefeitos colaterais frequentes dos
corticosteroides, para recaidas que acontecem em periodos curtos e naqgueles
com contraindicacao formal ao uso de esteroides. Proprio para ADEM, EM, NMO
ou MT ((Weinshenker BG, O’Brien PC, Petterson TM, et al.)
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Mecanismo de Acdo: Remove 0s provaveis agentes patogénicos implicados no
processo inflamatorio imunolégico, tais como, auto-anticorpos, imunocomplexos
e/ou complemento, do plasma. O plasma é trocado utilizando-se a técnica de
filtragdo por membrana e substitui-se 2 a 3 litros por solucédo de albumina a 5%
durante cada sessao e o paciente € submetido a 5 a 7 sessdes, em geral em
dias alternados.

Uma vez controlado o surto agudo de desmielinizacdo, inicia-se o0
acompanhamento de longo prazo, visando definir o diagndstico nosolégico apés
o evento desmielinizante (NMO, EM, CIS), sobretudo se for o primeiro. Caso
conclua-se, através da historia clinica e dos exames complementares, tratar-se
de esclerose Multipla, sera importante definir-se o tipo de progressao, o que nem
sempre € possivel logo apés o primeiro surto, objetivando-se iniciar em tempo
hébil o tratamento intercritico descrito a seguir, para melhora de prognostico de
longo prazo

FORMAS EVOLUTIVAS DA Esclerose Mdltipla

SURTO -

REMISSAO | | | | _|'|_|_I_
Progressiva
Secundaria I l I | e

Progressiva
Recorrente

et » o309 © = Ny

S
= e

Progressiva
Primaria

Tratamento Preventivo dos SURTOS e da PROGRESSAO DA DOENCA
(Manejo da fase de desmielinizagdo cronica):

Por que tratar entre as crises?

Evidéncias em adultos com EM mostram que: recaidas frequentes, intervalos
curtos entre ataques e falha na recuperacdo de recaidas predizem grande
probabilidade de incapacidade (mensurada pelo EDSS) e maior propensao a
entrar na fase secundariamente progressiva da E.M na qual a incapacidade &
inexoravel, uma vez que a apoptose e a perda axonal sao irreversiveis.

Como tratar?

Minipulsos mensais de corticoide
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Tratamento Imunomodulador (Especifico para E M Pediatrica)
---Interferons

---Acetato de Glatiramer

Fundamentos

1. Modulam ou suprimem o Sistema Imunologico.

2. Indicadas para Esclerose Mdltipla, especificamente.

3. Aprovadas pelo FDA para adultos e parcialmente para criancas.

4. As drogas modificadoras de doenca visam reduzir a frequéncia de recaidas
clinicas, atividade radioldgica (RM) e previnem a progressao da incapacidade.

5. Alvo: células B e T envolvidas na fisiopatologia da EM.

6. Droga ideal: capacidade de poupar o restante do sistema imunoldgico.
Preparacdes de Interferon Beta (IFN-B)

1. Interferon Beta -1a

Aplicacdo SC (Rebif) Disponibilizado pela SESDECRJ.

ano. Interferon Beta- 1a SC (Rebif):

Reducdo nas taxas de recaida de 1,9 a 0,8 /ano

Dose: adultos = 44 mcg 3x/semana; crianca: comega com 25% dose/ més.
Efeitos colaterais frequentes:

reacdes no local de injecdo (71%), sintomas flu-like (65%), sintomas
gastrointestinais (10%), linfopenia (39%), alterac6es da funcao hepatica (35%).

Efeitos colaterais graves: Distarbios do Humor, depresséao (tentativa de suicidio),
poliartrite.

Eficacia a longo prazo: Estabilizacdo no EDSS (Waubant E)
2-Acetato de Glatiramer (Copaxone):
Mecanismo de acao:

Polimero sintético de aminoacidos baseado na estrutura da proteina basica
damielina (MBP), um dos autoantigenos implicados na patogénese da EM. Age
pela estimulacdo da proteina basica da mielina (MBP); inibicdo da resposta das
células T CD8+ contra MBP; inducéo de células T CD4+ do tipo Th2, produtoras
de IL-10, que induzem imunossupressao, e consequente neuroprotecao;
supresséao da inflamacao por reacao cruzada dos anticorpos contra MBP e aos
antigenos do glatiramer além de regeneragdo dos elementos neurais no cérebro
doente (Dhib-Jalbut S).

Dose: Adultos e criangas: 20 mg via SC/dia, diariamente.
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Efeitos colaterais: Dor/enduracdo no local de aplicacdo, reacdo sistémica
transitoria.

Eficacia a longo prazo: Estudo italiano — 7 pacientes — reducdo de recorréncia
de 2,5 a 0,1/ano e estabilizagdo do EDSS (Ghezzi A).

Fluxograma de Tratamento das Doencas Desmielinizantes na Infancia:

No SURTO de desmielinizac&o de qualquer etiologia ou classificacdo nosologica
(ADEM, CIS, EM, NO, MT, NMO):

Primeira linha: Metilprednisolona 30 mg/kg/dia ou 1g/dia se >30 Kg. 3 a5
pulsos de 3 dias cada

Segunda linha: Imunoglobulina humana 2g/kg infundidos em 2 a 5 dias.
Terceira linha: Plasmaférese ou terapia de resgate com Ciclofosfamida
Tratamento entre surtos:

Neuromielite 6ptica: Minima dose de corticoide oral, ou Acetato de Glatiramer.
Esclerose Multipla: vide fluxograma abaixo

Fluxograma para Tratamento de Esclerose Multipla Forma Pediatrica
(excluir Natalizumabe)

fonte : ANVISA. Inclui termo de consentimento livre informado para Corticoterapia, interferon, Acetato de Glatiramer,
Azatioprina e Ciclofosfamida

Paciente com diagnéstico de esclerose gfgﬁﬂ”;?:f i“dusiﬂ T
P m.8.n . = artra sUrto-remissaa) ou = arma
multipla (critérios de McDonald revisados) O S P e N R Wl

I + lesdies desmielinizantes 4 BM &
Fecomenda-se o atendimento em Centros ¥ exclusdo de outras doengas gue possam mimetz ar
de Referéncia para avaliacéo diagndstica e os achados de EM
dispensagao dos medicamentos

Critérios de exclusio

. " + EM-FF ouEM-PP com surto
Betainterferona ou glatiramer ¥ incapacidade de adesdo ao tratamento ou a
monitorz ag 8o dos efeitos

¥ ¥ intolerancia ou hipersensibilidade aos
Mo Falha sim medicamentos
* terapéutica? '

flanter \ F alha terapéutica: ;
it t Trocar medicamento ¥ 20U trais sUrtos hurm perfodo de 12 meses, de
ratamento carater moderado ou grave (com sequelas ou

. limitagdes significantes, pouco responsivas 8

L pulsoterapiay au
_ " MNao Falha Sim | ¥ evolugdo do EDSS em 1 ponta, ou
e ' terapgutica? ¥ progresséo significativa de lesdes em atividade da

o i doenga

7 Manter l

! tratamento .

[ Natalizumabe | .

| ~

i| 5= inicialmente tratado com N

betainterferona tracar para M Falha Sirm
olatiramer; se inicialmente 4o terapéutica? lm N

com glatiramer, trocar para

hetainterferana. anter [nterromper
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Abstract

Background: The role of magnetic resonance imaging (MRI) and cytokine profile
during follow up of a pediatric multiple sclerosis (PMS) and its contribution to
diagnosis and therapy. Objective: We report a pediatric patient who presented
cytokine inflammation followed by MRI evolution compatible with PMS without
significant neurological manifestations. Methods: MRI, Luminex-based 27
multiplex cytokine profile and clinical neurological examination performed during
two and half years follow up. Results: Cytokine inflammation preceding a silent
MRI demyelination event suggest no temporal coincidence between inflammation
and CNS lesions. MRI anticipates PMS final diagnosis even without clear
neurological manifestation.Conclusion: Inflammatory events might precede
temporally CNS lesions when associated with MRI findings aggregating
information about disease evolution in clinically stable and symptomless pediatric
patients. Further studies are needed to stablish new biomarkers with better
temporal association and disease correlation.

Keywords: Pediatric multiple sclerosis, magnetic resonance imaging, cytokines.

Introduction
Pediatric multiple sclerosis (PMS) early diagnosis is a major challenge

for neurology specialists, either by lack of knowledge or difficulty in differential
diagnosis at this specific population. Recent studies estimated that only 5% of

adult patients report neurological symptoms before second decade of life
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(Fragoso et al., 2013). PMS patients tends to reach irreversible neurological
sequel stage later in time but earlier at age when compared to adult MS patients.
Early and precise diagnosis is key for specific treatment initiation and improve
pediatric patients prognosis, once earlier neurological symptoms onset in PMS
correlates positively with permanent sequelae risk. Guidelines for PMS diagnosis
were recently reviewed and follow definitions published by International Pediatric
MS Study Group. Neurological examination, Kurtzke Expanded Disability Status
Scale (EDSS), specific laboratory tests and radiological imaging are considered.
CNS lesions dissemination both in time and space observed by Magnetic
Resonance Imaging (MRI) is pathognomonic for MS and critical for its
evolutionary follow-up (Banwell et al., 2016). Clinically useful tools to antecipate
PMS diagnosis, predict disease evolution and treatment response are urgently
needed. Potential inflammatory related biomarkers are under extensive
investigation but only oligoclonal band (OCB) in cerebrospinal fluid (CsF), seric
and CsF anti-aquaporin-4 (Agp4) and anti-myelin oligodendrocyte glycoprotein
(MOG) are clinically useful. Until now, there is no consensus on serum or CsF

inflammatory cytokines as biomarkers.

Case Report
ALAPL, 9-years-old, female, black, native of Rio de Janeiro, good

neuropsychomotor development, on May, 2014, showed acute left hemiparesis.
ALAPL denied visual changes, headache, vomiting, recent vaccination or fever.
Brain MRI was performed showing hypointense oval images in T1 and T2 with
fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR) restricted diffusion signal with varied
sizes in white matter at frontal lobes and periventricular pons, right thalamus,

cerebellar peduncles and right cerebral peduncle. In addition, thalamus showed
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tenuous contrast impregnation, compatible with demyelination. Subsequent
spontaneous improvement with overall neurological regression was observed
without drug therapy. Rheumatic and hematologic function tests were normal,
IgM and 1gG positive serology for Epstein Barr virus, CsF OCB positive and
serum Agp4 negative. Control MRI on September 2014 revealed no disease
evolution without new contrast-enhancing CNS lesions and major lesions
reduction (Figure 1A). In November 2014, neurological examination detected only
a discrete dysmetria (EDSS=1), normal fundoscopy, normal spinal chord MR,
classified as clinically isolated syndrome (CIS). A regular follow up was started
with a quarterly neurological examination and cytokine profile measurement with
biannual MRI. ALAPL remained with unchanged neurological examination, EDSS
and brain MRI (Figure 1B) with no image evolution. Nevertheless, serum cytokine
evaluation performed in a period between those images (Figure 1F), detected the
highest inflammatory relative index in inteleukin-8 (IL8), Macrophage
inflammatory protein-13 (MIP-1b), Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB),
Eotaxin and Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). Subsequent cytokine
dosage showed still higher index (Figure 1G and H) in comparison with initial
dosage (Figure 1E). On May 2016, brain MRI detected hyperintense areas not
exhibiting contrast enhancement, confirming CNS lesions disseminated in time
and space, despite normal neurological examination and unchanged EDSS
(Figure 1C). One month later, cytokine profile showed the lower index for all
cytokines. Initial diagnosis was modified to PMS and subcutaneous interferon
beta 1a (IFN-1a) therapy initiated in July 2016. Just after IFN-1a therapy, cytokine
profile showed a specific IP-10 index peak. On March 2017, clinical evaluation

showed unchanged neurological and EDSS results, good scholar performance
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and recent menarche report. However, MRI at April 2017 showed novel CNS
lesions with contrast enhancement in the right semi-oval center, characterizing
subsequent demyelination event (Figure 1D). On May 2017, ALAPL was

hospitalized and methylprednisolone treatment indicated.

Discussion
Herein we report an initially diagnosed CIS patient, with no subsequent

neurological symptoms, that progressively presented changes in inflammatory
cytokines preceding brain MRI compatible with PMS. Those findings demonstrate
no temporal coincidence between the clinical, imaging and inflammatory
evaluations. From 27 cytokines evaluated only IL8, MIP-1b, PDGF-BB, Eotaxin,
MCP-1 and IP-10 showed significant variation during our analysis. The highest
inflammatory peak was observed one year before radiological correlation, with a
second smaller peak halfway before PMS conclusive MRI. The most prominent
cytokine PDGF-BB is described as a potential proinflammatory biomarker,
because it induces oligodendroglial progenitor cell growth and contributes to
angiogenesis. However, Su et al were not able to correlate its increased levels
and CNS lesions in adults with MS(Su et al., 2006). MIP-1b is associated with a
possible immune response to interferon beta(Hegen et al., 2016), our result
showed increase during the first cytokine storm and prior to immunomodulatory
treatment. Only diminished levels of Eotaxin were previously reported by Tejera-
Alhambra study where an association was found with recurrent remitting MS in
adults(Tejera-Alnambra et al., 2015). Moreover, IP-10, a proinflammatory
cytokine, was found to have a substantial increase after the onset of interferon
beta therapy, as previously reported by Buttman et al in 2004 (Buttmann, Merzyn,

& Rieckmann, 2004).
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According to Banwell et al, one-third of children with acquired
demyelinating syndrome will be diagnosed as PMS within two to four years after
first cortical demyelination. MS increased risk factors are first demyelination in
adolescence, female and polyfocal deficits, while smaller children with ADEM
have a lower risk (Banwell et al., 2016). ALAPL presented its first demyelination
manifestation before adolescence, with focal clinical manifestations and
spontaneous regression. However, due to the regular radiological follow-up, it
was possible to follow subsequent lesions and stablish early immunomodulatory
treatment. MRI outpatient narrow follow-up should be implemented to anticipate
PMS diagnosis and install early targeted therapies. Further studies are needed
to stablish new biomarkers with better temporal association between PMS and

cytokine levels, MRI or neurological examination.
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Figure 1: Timeline follow up with MRI and cytokine inflammatory profile: Whole-
brain sagittal (A) and axial (B-D) sections showing CNS FLAIR lesions (red
arrows); Cytokine profile (red line) in heptamerised spider charts with 6 concentric
axis index normalized to first serum dosage (E) compared with subsequent
measurements (F-J). Therapeutic intervention are shown in timeline transversal
red arrows. EDSS (score=1) and neurological clinical assessment were
performed in same cytokine profile moments and do not altered during this
timeline evaluation.



