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MATIAS, Katherine Aquino. Perfil de moléculas imunoldgicas solUveis presentes
no liquido cefalorraquidiano de pacientes com neuropatologias de diferentes
etiologias. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude)
— Instituto Aggeu Magalhédes, Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

A Barreira Hematoencefélica (BBB) e o liquido cefalorraquidiano (LCR) s&o
componentes do Sistema Nervoso Central (SNC), responsaveis pelo transporte
seletivo de substancias entre este e o0 sangue periférico. A neuroinflamacao é
caracterizada pela ativacdo continua da micréglia e outras células da BBB. Identificar
o perfil de moléculas solaveis no LCR pode auxiliar na investigacdo dos eventos
neuroinflmatérios. Este estudo tem por objetivo avaliar o perfil de moléculas
imunolégicas soluveis presentes no LCR de pacientes com diferentes doencas
neuroldgicas. Constituiram populacdo de estudo 147 pacientes com dor de cabeca
primaria, esclerose mdultipla (EM), esclerose lateral amiotréfica (ELA) e infecgbes
parasitarias, bacterianas e virais. A quantificacdo de sHLA-G foi realizada por ELISA
e, das demais 35 moléculas, pelo imunoensaio LUMINEX®. Os dados foram
analisados usando os softwares GraphPad Prism 5.0 e SPSS e aplicando testes
paramétricos e nao paramétricos considerando P<0,05. Entre os pacientes
recrutados, 56% eram mulheres e a média de idade foi de 40 anos. O aumento da
celularidade no LCR foi observado na EM e na doenca infecciosa, enquanto que o
aumento dos niveis de proteina foi encontrado apenas na doenca infecciosa. As
enxaquecas apresentaram aumento de sHLA-G proporcional a gravidade da doenca,
além de aumento dos niveis de IL-8, MIG, IP-10 e IL-9 na forma mais grave da doenca,
sugerindo correlacdes reciprocas das moléculas imunes para controle da inflamacéao.
Em EM foi marcante a presenca de moléculas inflamatérias ligadas a migracdo de
células T, enquanto que na ELA houve uma reducao dessas mesmas moléculas. Em
ambas, observou-se uma diminuicdo da molécula MCP-1, associada a gravidade da
doenca. Nas infeccbes bacterianas e parasitarias, as quimiocinas pareceram exercer
um papel central na reposta imune no SNC. Na infeccdo viral observou-se uma
reposta padrao independentemente do agente viral, apesar do destaque de IP-10 e
MCP-1 na infec¢do por arbovirus.

Palavras-chave: Neuroinflamacéo. Citocinas. Biomarcadores. Neuroimunidade.
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ABSTRACT

The Blood Brain Barrier (BBB) and the cerebrospinal fluid (CSF) are components of
the Central Nervous System (CNS), responsible for the selective transport of
substances between the CNS and the peripheral blood. Neuroinflammation is
characterized by continuous activation of microglia and other cells in the BBB.
Identifying the profile of soluble molecules in the CSF can help in the investigation of
neuroinflammatory events. This study aims to evaluate the profile of soluble immune
molecules present in the CSF of patients with different neurological diseases. The
study population consisted of 147 patients with primary headache, multiple sclerosis
(MS), amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and parasitic, bacterial and viral infections.
The quantification of sSHLA-G was performed by ELISA and, of the other 35 molecules,
by the LUMINEX® immunoassay. Data were analyzed using GraphPad Prism 5.0 and
SPSS software and applying parametric and non-parametric tests considering P<0.05.
Among the recruited patients, 56% were women and the mean age was 40 years.
Increased CSF cellularity was observed in MS and infectious disease, whereas
increased protein levels were found only in infectious disease. Migraines showed an
increase in sHLA-G proportional to the severity of the disease, in addition to increased
levels of IL-8, MIG, IP-10 and IL-9 in the most severe form of the disease, suggesting
reciprocal correlations of immune molecules for controlling inflammation. In MS, the
presence of inflammatory molecules linked to T cell migration was marked, while in
ALS there was a reduction of these same molecules. In both, a decrease in the MCP-
1 molecule was observed, associated with the severity of the disease. In bacterial and
parasitic infections, chemokines seem to play a central role in the immune response in
the CNS. In viral infection, a standard response was observed regardless of the viral
agent, although IP-10 and MCP-1 standed out in arbovirus infection.

Keywords: Neuroinflammation. Cytokines. Biomarkers. Neuroimmunity.
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1 INTRODUCAO

A neuroinflamacao no sistema nervoso central (SNC) € um importante objeto
de estudo da pesquisa neuroimunologica e um elemento-chave em varios disturbios
neurolégicos, incluindo doencas neurodegenerativas e lesdo do SNC. A
neuroinflamacao € um processo complexo que envolve em uma organizacao dinamica
varios grupos de células no SNC e células imunoldgicas periféricas (YANG et al.,
2018). A forma como as célula estdo organizada no SNC e suas interacfes entre si

serdo descritas a seguir.

1.1 Barreira Hematoencefalica

A Barreira Hematoencefalica (BBB, do inglés Blood Brain Barrier) € um
componente do Sistema Nervoso Central (SNC), responsavel pelo transporte seletivo
de substancias através do fluido extracelular no SNC e no sangue periférico (SHARMA
et al., 2018).

1.1.1 Estrutura da Barreira Hematoencefalica e Suas Funcdes

Anatomicamente, a BBB é composta por uma complexa estrutura de
microvasos firmemente ligados uns aos outros formando uma barreira praticamente
impermeével, separando o cérebro e o sangue circulante. Mas sdo nos niveis
histol6gico e molecular que sua funcao e estrutura € melhor compreendida (SHARMA
et al., 2018).

Histologicamente, a BBB é um conjunto de varias camadas sobrepostas
compostas de células endoteliais ndo fenestradas ligadas com junc¢des estreitas (TJ,
do inglés tight junctions) com atividade vesicular reduzida, pericitos que cobrem a
superficie externa do endotélio, duas membranas basais (membrana basal vascular e
glia limitans) e astrocitos. No espago entre vénulas, vasos circundantes, células
epiteliais e tecido cerebral, ha macrofagos perivasculares e microglia que sao
responsaveis pela imunidade do SNC (Figura 1) (VARATHARAJ; GALEA, 2017).
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Figura 1 - Diagrama da Barreira hematoencefélica e outros componentes do cérebro
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Fonte: Parashar e Nema (2012).

Nota: Na imagem estéo evidentes o interior do capilar envolto por célula endotelial ligada por jun¢bes
estreitas; o pericito envolto pela lamina basal ancorando as células endoteliais; extensdes dos
astrocitos ligadas a lamina basal; e macréfagos e microglia livres nas regides circundantes.

Por sua vez, em nivel molecular, h4 diversas ectoenzimas, receptores e
transportadores nas camadas da BBB responsaveis por regular a concentracdo de
moléculas no liquido cefalorraquidiano e a direcao do transporte através da barreira.
As enzimas também sdo importantes para o metabolismo de substratos endégenos,
como &cidos graxos, hormdnios, esteroides e vitaminas, e fazem parte da regulacéo
da concentracdo de moléculas de vias sinalizadoras. Por exemplo, as células
endoteliais da BBB também expressam sistemas responsaveis pelo metabolismo de
drogas encontrados normalmente no figado, tais como P450 e enzimas do
metabolismo fase Il. Essas enzimas contribuem com os transportadores de efluxo,
cumprindo uma funcé@o de desintoxicacdo da barreira (DISDIER; STONESTREET,
2019; VARATHARAJ; GALEA, 2017).

O pequeno espaco paracelular entre as células endoteliais, resultado da
estreita e forte ligacao entre as células adjacentes, € a principal barreira fisica da BBB.
Esta ligacdo se da através de juncbes proteicas conectadas as proteinas
citoesqueléticas de actina formando uma membrana continua com resisténcia elétrica
muito alta, cerca de 2000U/cm2. Os pericitos vasculares cercam o endotélio e estao

embebidos na membrana basolaminal que compartilham com as células da parede do
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vaso. Esses pericitos fornecem suporte estrutural e metabodlico para a barreira
endotelial e para o desenvolvimento da lamina basal. A lamina basal é constituida por
varios tipos de laminina, colageno, glicoproteinas e proteoglicanos, promovendo o
ancoramento das ceélulas endoteliais. Varias extensdes astrociticas formam a glia
limitans e envolvem os capilares, induzindo caracteristicas de barreira as células
endoteliais do cérebro. Os astrécitos também fornecem uma ligacdo celular para
neurbnios e expressam muitos transportadores que participam da regulacdo da
homeostase cerebral. Junto a micréglia, presente na area perivascular, essa estrutura
multicelular facilita a comunicag&o proxima entre 0s neurdnios parenquimatosos e o
endotélio, sendo chamada de unidade neurovascular (UNV) (DISDIER;
STONESTREET, 2019; SHARMA et al., 2018).

Uma importante funcéo da BBB € manter diferencas na concentracédo de muitos
eletrélitos entre o sangue e o cérebro, evitando grandes flutuagdes no cérebro dos
niveis de moléculas relacionadas a ingestio de alimentos, exercicios, etc. E nesse
contexto que a UNV promove a estabilidade do ambiente do SNC, mantendo uma
composicao ibnica diferente, necessaria para a funcdo neuronal;, uma variedade de
neurotransmissores especializados; uma baixa concentracdo de proteinas, para
minimizar a proliferacdo celular; uma baixa exposicdo as toxinas sistémicas, para
minimizar os danos neuronais; e o trafego de células e moléculas inflamatérias
reduzido, minimizando a inflamacédo local (DISDIER; STONESTREET, 2019;
ROSENBERG, 2017; VARATHARAJ; GALEA, 2017).

1.1.2 Ligquido Cefalorraguidiano

Além da barreira fisica promovida pelas células endoteliais e pericitos, e a
barreira molecular promovida por enzimas e moléculas transportadoras, ha ainda
outras camadas protetoras do cérebro. O liquido cefalorraquidiano (LCR) e liquido
intersticial (LIS) se unem e formam uma interface com o sangue no plexo coroide. Isso
ocorre porque as celulas das vilosidades aracnoides no espago subaracnoide,
responsaveis por transferir LCR/LIS para o sangue também formam uma barreira que
impede que componentes do sangue entrem no SNC (ROSENBERG, 2017).

O LCR é produzido pelas células epiteliais que revestem a superficie apical dos
plexos coroides, estes flutuam livremente no ventriculo lateral e no quarto ventriculo.

As bombas de sédio-potassio dependentes de ATPase, que ocorrem na superficie
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externa das células epiteliais, provocam um desequilibrio idnico que gera energia para
a secrecdo de LCR (ROSENBERG, 2017). A taxa producao de LCR é cerca de 0,3
mL/min ou 500mL/dia, resultando na circulacdo do LCR vérias vezes durante o dia
(CSERR, 1971).

A producéo de liquido intersticial também contribui para o LCR, estima-se que
o LIS contribua com cerca de 60% do LCR em primatas ndo humanos (MILHORAT et
al., 1971). O LIS também é gerado através de uma bomba de ATPase, porém
localizada na superficie abluminal do capilar das células endoteliais cerebrais. O LIS
move-se através do espaco extracelular e ao longo das vias perivasculares,
encontrando o LCR nos ventriculos e, por fim, é drenado nos linfonodos cervicais,
onde pode ocorrer a entrada de antigenos cerebrais na circulacdo sistémica
(ROSENBERG, 2017). Astroécitos e capilares, com envolvimento de aquaporinas, sao
responsaveis pelo movimento do LIS (MESTRE et al., 2018).

Quando o liquido intersticial se une ao LCR nos ventriculos, é iniciada a
circulacdo do LCR. Este sai através do forame intraventricular para o terceiro
ventriculo e depois, através do aqueduto cerebral, para o quarto ventriculo. Em
seguida segue para a cisterna magna através dos forames de Luschka e Magendie, e
entdo para o espaco subaracnoide (Figura 2). ApOs sair do sistema ventricular o
liquido cefalorraquidiano segue para as cisternas subaracnoides na base do cérebro,
onde parte do LCR segue para mover-se sobre as convexidades cerebrais, e a outra
flui para o espaco subaracnoide da coluna vertebral até a segunda vértebra sacral, na
regido conhecida como saco lombar (WRIGHT; LAI; SINCLAIR, 2012).
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Figura 2 - Desenho esquematico da circulagdo do liquido cefalorraquidiano
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Fonte: Netter (2000).

Nota: Circulagdo do liquido cefalorraquidiano, desde de sua saida do forame intraventricular para o
terceiro ventriculo até chegar as granulagdes aracnoides onde o liquido cefalorraquidiano é drenado
para o sangue.

O LCR é drenado principalmente pelo tecido de granulacdo aracnoide. As
vilosidades aracnoides apresentam uma série de canais que se comportam como
valvulas unidirecionais, permitindo que o LCR seja drenado para 0 sangue, mas
impedindo que o sangue entre no LCR. Essa absor¢édo € movida por um gradiente de
pressdo, quanto maior a resisténcia a saida do LCR maior € a pressdo do LCR.
Infeccdes e alteracdo de moléculas e células imunoldgicas podem impedir a saida do
LCR para o sangue aumentando a pressao (ROSENBERG, 2017; WRIGHT; LAl;

SINCLAIR, 2012).

1.1.3 Inflamacéo e a Barreira Hematoencefalica

e

A barreira hematoencefalica é influenciada por mediadores inflamatérios
sistémicos e locais, desempenhando um importante papel na resposta imune do SNC.
A ativacao de vias inflamatérias pode provocar mudancas na barreira que alteram sua

seletividade, permitindo a passagem de moléculas e células que ndo pertencem ao
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ambiente do SNC ou aumentando a concentracdo de moléculas nativas do SNC.
Essas mudancas podem ser classificadas em mudancas disruptivas e ndo-disruptivas
(ROSENBERG, 2017; SHARMA et al., 2018; VARATHARAJ; GALEA, 2017).

As mudancas disruptivas sdo aquelas que provocam mudancas fisicas na
anatomia da barreira, tais quais, danos nas células endoteliais, afrouxamento das
juncdes intercelulares (TJ), o colapso da glia limitans, entre outras. Essas mudancas
permitem o trafego de células e substancias pela BBB sem qualquer seletividade. Por
sua vez, as mudancas nao-disruptivas correspondem a mudancas moleculares, ou
seja, que alteram a fisiologia da BBB mas ndo provocam alteracdes fisicas. Essas
alteracbes em mediadores inflamatérios e moléculas transportadoras séo
direcionadas a substancias especificas em oposicdo a generalidade de moléculas e
células que podem trafegar pela barreira nas mudancas disruptivas (SHARMA et al.,
2018; VARATHARAJ; GALEA, 2017).

Além disso, a prépria BBB desempenha funcdo ativa na modulacdo da
neuroinflamacéo, gracas as suas funcfes de producao e transporte de mediadores
inflamatorios, bem como a expresséao de moléculas de adesao. Tanto microglia como
astrocitos sdo ativados pela cascata inflamatéria e atuam na propagacdo da
inflamacédo pela barreira e pelo parénquima cerebral. A inflamacdo pode ser
provocada por uma infec¢cdo, por uma injuria mecanica ou ainda por uma reagao
autoimune, iniciada no SNC ou em qualquer outro 6rgéo. A ativacdo de uma Unica via
inflamatoria, tanta local quanto sistémica, pode causar mudancas disruptivas, ou n&o-
disruptivas, ou ainda ambas simultaneamente (DISDIER; STONESTREET, 2019).

1.1.3.1 Modifica¢Bes da Barreira Hematoencefélica na Inflamacéo Sistémica

A inflamacéo sistémica pode ser causada por injuria mecanica, como pancadas
ou quedas, por atividade autoimune, de hipersensibilidade, ou ainda por infec¢des,
gue podem ser de origem parasitaria, fungica bacteriana ou viral. Durante uma
inflamacé&o sistémica, diversas vias imunoldgicas sdo ativadas, porém trés parecem
ter maior destaque no dano a BBB: a via da cicloxigenase (COX), a via das Proteino-
quinases ativadas por mitdgenos (MAP quinases) e a do Fator Nuclear Kapa B (NFkB)
(HAN et al., 2016).

As ciclooxigenases metabolizam o acido araquidénico (AA) que da origem a

variadas moléculas coletivamente conhecidas como prostandides. Essas moléculas
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se ligam a receptores amplamente expressos no sistema imune, incluindo células T,
células B, células dendriticas e macréfagos, e desempenham um papel importante na
modulacdo da resposta inflamatoria (LI et al., 2013). Nas alteracdes na BBB, os
prostandides e as espécies reativas de oxigénio, como o 0xido nitrico (NO) tém um
importante papel no dano as TJ, causando o afrouxamento das jun¢bes. Essas
moléculas também podem causar dano mitocondrial e levar as células endoteliais da
barreira a apoptose (DOLL et al., 2015; QIN et al., 2015).

As MAP quinases sao proteinas responsaveis por regular atividades celulares
como expressdo génica, mitose, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose.
Essa via é ativada por estimulos extracelulares como citocinas e quimiocinas
circulantes que se ligam a receptores celulares. Na BBB, as MAP quinase provocam
a apoptose das células endoteliais e ativam proteinas que causam o afrouxamento
das TJ (CARDOSO et al., 2012; KARAHASHI; MICHELSEN; ARDITI, 2009).

Por sua vez, o NFKB desempenha um papel no nivel da transcrigdo génica
iniciando uma cascata imunoldgica e induzindo a producéo de diversas citocinas que
ativam a expressdo de metaloproteinases da matriz (MMPSs) nas células endoteliais e
neutrofilos. Essas proteinas contribuem para a degradacéo de componentes da matriz
extracelular e de componentes das TJ, causando o afastamento das células
endoteliais e alterando a integridade da barreira. As MPPs também estéo relacionadas
a degradacdo de componentes e o colapso da glia limitans, Gltima camada fisica da
BBB, permitindo que leucdcitos invadam o ambiente do SNC (CARDOSO; BRITES;
BRITO, 2010; HAN et al., 2016; PIEPER; PIELOCH; GALLA, 2013; QIN et al., 2015).

Mesmo que ndo haja nenhum dano disruptivo e as células endoteliais e as
juncdes estreitas permanecam intactas, é possivel haver danos ndo-disruptivo durante
uma inflamacdo sistémica através de outras vias. Transportadores para anions
organicos, monocarboxilatos, aminoacidos, b-amildide, leptina e prostaglandina E2
sdo desregulados durante a inflamacdo sistémica (AKANUMA et al., 2011;
WITTMANN et al., 2015). H& também evidéncias de regulacdo positiva induzida por
inflamacéo de transportadores de influxo responsaveis por fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), insulina, monoaminas, enzimas lisossdmicas, (3-amiloide, fator inibidor da
leucemia e a proteina viral gp120 (URAYAMA et al., 2015; WU et al., 2015).

As citocinas também estéo diretamente envolvidas em algumas alteragdes nao-
disruptivas da BBB. Os receptores para TNF-a, interleucina-1f (IL-18) ou interleucina

6 (IL-6) sdo expressos no endotélio cerebral. O IL-18 e TNF-a circulantes podem
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estimular células endoteliais do cérebro a produzir citocinas pré-inflamatérias
(SKELLY et al., 2013). Por sua vez, o interferon-B (IFN-B) reduz a transmigracao de
linfécitos Thl pela acéo de citocinas que induzem mudancas nao-disruptivas na BBB
sem nenhuma mudanca nas TJ, diminuindo a inflamacéo (VARATHARAJ; GALEA,
2017).

1.1.3.2 Modificacdes da Barreira Hematoencefélica na Neuroinflamacéo

A neuroinflamacgdo é o mecanismo de inflamag&o do sistema nervoso central
em resposta ao trauma, infeccdo ou a doencas neurodegenerativas. E caracterizada
pela ativacdo continua da micrdglia e outras células da BBB, e influxo de outros
mediadores e células imunes. Diversos componentes da UNV sdo ativados durante a
neuroinflamacao, incluindo a producéo de citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas
pelas células endoteliais do cérebro e a estimulacdo microglial. Quando de curta
duracédo é considerada neuroprotetora, mas quando crénica € bastante danosa para
SNC. Dois processos principais séo encontrados na maioria das doengas neurais, tais
quais: alteracdo nos vasos sanguineos e escape de células imunes do sangue
circulante para o SNC (SHABAB et al., 2016).

Alteracfes nos vasos sanguineos levam a vasodilatacdo e ao aumento do fluxo
sanguineo aumentando a permeabilidade vascular e induzindo o vazamento de
proteinas plasmaticas. Em respostas a estimulos externos (microrganismos) ou
internos (autoimunidade), tanto a micrdglia quanto astrécitos sdo “ativados” através
dos receptores Toll-Like (TLR) e dos receptores NOD-Like (NLR) e comecam a
produzir TNF-a, IL-1B e IL-6, além de quimiocinas e INF-y. TNF-a, IL-1B e IL-6,
induzem a expresséo de moléculas de adesao endotelial, incluindo selectinas, VCAM-
1, e ICAM-1, permitindo que células imunes se infiltrem na BBB. Citocinas pro-
inflamatorias também estimulam a expressdo de MMPs, que degradam componentes
da matriz extracelular na membrana basal e nas juncbes estreitas. Esses eventos
resultam em danos na estrutura da barreira, facilitando ainda mais a infiltracdo de
células imunes e agravando a neuroinflamacdo (SHARMA et al., 2018; SHASTRI;
BONIFATI; KISHORE, 2013).

Estudos demonstram que o TNF-a aumenta a permeabilidade da BBB por
modulacdo das proteinas TJ e a expressdo de moléculas de adesao pelas células

endoteliais do cérebro, promovendo a adesédo e a migracao de leucocitos e agravando
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as alteracdes na BBB. Esta citocina também aumenta a capacidade fagocitica da
microglia (SHASTRI; BONIFATI; KISHORE, 2013). Experimentos in vitro e in vivo
sugerem que a exposicado a IL-1p aumenta a permeabilidade da BBB reduzindo a
proteina TJ e ocludina por protedlise, resultando em uma leséo na barreira. A IL-13
também induz o aumento da expressdo de TNF-a e IL-6 colaborando para a
cronicidade da inflamacdo. Estudos com a proteina IL6 também mostram uma
diminuicAo da expressdo das proteinas TJ, ocludina e claudina-5. Outras
caracteristicas, como apoptose endotelial e dano mitocondrial, também estdo
implicadas na perda da integridade da BBB durante a neuroinflamagéo
(ROSENBERG, 2017).

1.2 Doencas Neuroldgicas de Origem Infecciosa

Infeccdo por microrganismos no SNC € uma ocorréncia importante e
relativamente comum e sdo principalmente causadas por virus e bactérias, apesar de
fungos e protozoarios também serem agentes causadores de neuroinfeccdes. As
principais infec¢des virais do SNC séo causadas por enterovirus, que causam a
maioria dos casos de meningite asséptica e meningoencefalite; citomegalovirus
humano; virus do herpes simplex; virus varicela-zoster e 0s virus emergentes, tais
quais o virus do Nilo Ocidental, henipavirus, virus da encefalite japonesa, virus
chikungunya, virus Zika, virus da Dengue, virus Ebola e virus da raiva. Existem
também muitos patdégenos bacterianos associados a invasdo do SNC, sendo as
principais apresentacdes clinicas a meningite, a meningoencefalite e as sindromes

focais do SNC (DANDO et al., 2014).

1.2.1 Infecg¢éo de Origem Viral

Neuropatias relacionadas a virus neurotropicos é caracterizada pela presenca
de particulas virais infecciosas, mediadoras inflamatorios e células imunologicas no
ambiente do SNC, que se desenvolve em disfungéo neuronal ou na destruicdo de
tecidos parenquimatosos (KOYUNCU; HOGUE; ENQUIST, 2013).

Os virus podem invadir o SNC através da BBB ou usando outras rotas. A
infeccdo pode surgir em qualquer tecido e entdo se expandir para tecidos adjacentes

e atingir terminacdes nervosas periféricas, migrando para a medula espinhal; ou o
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virus pode infectar neurénios olfativos adjacente a placa cribiforme; ou ainda infectar
células epiteliais do plexo coroide. Por outro lado, as infec¢des viriais que entram no
SNC através da BBB seguem trés rotas de invasdo conhecidas: o modelo “cavalo de
Troia”, que se caracteriza pelo transporte intracelular nas células mieloides infectadas;
entrada pelo espaco paracelular devido a perda da integridade da BBB; e a infeccao
das células endoteliais com a disseminacao do virus para outros tecidos (DAHM et al.,
2016; KOYUNCU; HOGUE; ENQUIST, 2013).

Os danos a barreira hematoencefalica podem decorrer de outros mecanismos
além da infeccdo das células endoteliais. A producédo local de citocinas no SNC
decorrente da infeccao viral também afeta as TJ. As quimiocinas recrutadoras como
MCP-1 e CCL2, por exemplo, sédo induzidas por infec¢des virias e podem danificar as
proteinas TJ e expor o0 SNC a danos decorrentes da resposta imune (KOYUNCU,;
HOGUE; ENQUIST, 2013). As citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6, também sao produzidas
durante a inflamagéo sistémica causada pelo virus e, como visto anteriormente,
alteram a permeabilidade da BBB. Nas infec¢des virais do SNC, os desfechos letais e
os danos ao tecido cerebral podem nao resultar da replicacao viral, mas da resposta

exacerbada que causa inflamacéo descontrolada (DANDO et al., 2014).

1.2.1.1 Infecgéo por Virus da Familia Flaviviridae

Os virus da familia Flaviviridae séo virus de RNA de fita simples que infectam
humanos e demais mamifero e sao predominantemente transmitidos por artrépodes.
Dentro dessa familia os virus da Dengue, da Zika, da encefalite japonesa e do Nilo
Ocidental causam infec¢des graves no SNC de humanos (DAHM et al., 2016).

A Zika se manifesta clinicamente de maneira ampla, os pacientes geralmente
apresentam febre leve a moderada, manchas avermelhadas na pele, cefaleia e
artralgia. O tratamento é sintomatico com reposi¢ao de liquidos e analgésicos, uma
vez que ndo hé tratamento especifico. Como a maioria dos pacientes € assintomatico
e 0s sintomas comuns sao considerados de leve a moderados, apesar de isolado
desde 1947, o ZIKV se tornou um virus de grande importancia para a saude publica
apos ser associado com anomalias congénitas do SNC (Sindrome congénita da ZIKA)
e a Sindrome de Guillain-Barré durante epidemia de 2014 no Brasil (KAM et al., 2017).

Um estudo que analisou o soro de pacientes infectados com ZIKV identificou

maiores niveis de IL-18, IL-6, IL-7, TNF-a e IFN- y, todas citocinas conhecidas pela
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atividade pro-inflamatodria. A IL-18 e o IFN- y sdo conhecidos por ativas células Natural
Killers (NK) que podem causar lesbes ao SNC. Por sua vez, IL-6 e TNF-a sao
conhecidos recrutadores de macréfagos e células T e apresentam um importante
papel na manutencéo da inflamacéo (KAM et al., 2017; MANSUY et al., 2019).

1.2.1.2 Infeccéo por Virus da Familia Togaviridae

A familia Togoviridae € uma familia de virus de RNA encontrados em
mosquitos, aves, humanos e demais mamiferos. Um do virus de maior interesse dessa
familia é o virus da Chikungunya, um virus transmitido por artrépode presente na Asia,
Africa e América Latina, conhecido por causar artralgia permanente e artrite, além de
manifestacdes neuroldgicas como encefalite e sindrome de Guillain-Barré (DAHM et
al., 2016).

Estudos demonstram que varias citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias,
como a CCL2, l-6 e TNF-a sao reguladas positivamente no cérebro de camundongos,
atraindo células T e macrofagos para o SNC. Foi observado também altos niveis de
IL-10 apds a infeccdo pelo CHIKV, também em camundongos. A IL-10 pode ter acdo
imunossupressora e impedir a acdo de células T e Natural Killers (NK), impedindo a
contencéo da infeccdo (DAGINAWALA et al., 2009).

1.2.1.3 Infeccéo por Virus da Herpes simplex

O virus Herpes simplex (HSV) 1 é o patbgeno comum e invasivo, que acomete
cerca de 70% dos humanos em todo o mundo, geralmente adquirido por contato intimo
com a familia na primeira infancia (WHITLEY, 2006). E um virus neurotrépico que
infecta
inicialmente as mucosas periféricas e permanece latente no sistema nervoso
estabelecendo uma infeccdo latente para toda a vida (FELDMAN et al., 2002;
SHIVKUMAR et al., 2013). A encefalite causada por Herpes simplex é a causa mais
comum de encefalite fatal (PIRET; BOIVIN, 2020).

Um estudo aponta que IL-8, MIG e IP-10 estdo presentes em niveis elevados
no LCR de pacientes com encefalite causada por Herpes simplex quando comparados

aos niveis encontrados no soro (LIND et al., 2017). Outro estudo observou que a
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desmielinizacdo se agrava em camundongos com encefalite causada por HSV e
recebem IL-2 (MOTT et al., 2013).

1.2.2 Infecgéo de Origem Bacteriana

As infeccdes bacterianas do SNC séo condi¢bes que apresentam alta taxa de
mortalidade é uma condicdo com risco de vida e com alta taxa de mortalidade e
atingem principalmente as meninges e a medula espinhal. As infecgdes do SNC
podem apresentar-se clinicamente como meningite, meningoencefalite e, mais
raramente, mielite (BARICHELLO et al., 2013).

Mesmo com a presenca de barreiras protetoras, as bactérias podem atingir o
SNC. Bactérias que classicamente infectam a meninge podem entrar no LCR
penetrando a BBB dos microvasos cerebrais e no liquido intersticial. As bactérias
podem atravessar o BBB por penetracado transcelular, onde, apds a adesao bacteriana
as células endoteliais ou epiteliais, as bactérias sédo transloucadas através da barreira
por pinocitose ou mecanismos mediados por receptores. Alternativamente, as
bactérias podem invadir o SNC paracelularmente apés a ruptura das TJ, resultando
em aumento da permeabilidade. Outra forma de travessia € via leucdcitos infectados
da circulagdo periférica (mecanismo “Cavalo de Troia”), onde células imunes
infectadas entram no SNC. Em uma outra rota, mais comum, a bactéria entra no LCR
através do plexo coroide, que possui resisténcia elétrica mais baixa entre as células
epiteliais (DANDO et al., 2014).

A reproducao das bactérias no SNC ocorre em associacdo com a liberacao de
compostos como o peptidioglicanos, fragmentos da parede celular, lipossacarideos,
acido lipoteicdico e exotoxinas, que sao altamente imunogénicas e podem contribuir
para o aumento da inflamacgéo. Essas substancias, conhecidas como PAMPs (do
inglés pathogen-associated molecular partterns) sédo cada vez mais reconhecidas por
desempenhar um papel central na morbidade e mortalidade nas doencas neurolégicas
(HUANG et al., 2019).

As PAMPs séo reconhecidas por receptores como o TRL. A sua recepcéao pelos
diversos TRLs ativa a transcricdo de NFKB que inicia uma cascata imunoldgica
induzindo a producdo de citocinas como a IL-1B, IL- 6 e TNF-a. Na meningite
meningococica, por exemplo, os niveis de TNF-a IL-1B e IL- 6 estdo associados a

desfechos fatais da doenca. Assim como nas infec¢cbes virais, nas infeccdes
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bacterianas o dano causado ao SNC ndo esta apenas ligado a presenca do patégeno
nesse ambiente, mas a resposta exacerbada do sistema imune ao invasor
(BARICHELLO et al., 2013; HUANG et al., 2019).

1.2.2.1 Meningite Bacteriana

As meningites bacterianas sdo as infeccfes mais graves e frequentes do SNC
e estdo associadas a uma alta taxa de mortalidade e a danos neuroldgicos graves. Os
trés principais patdgenos causadores de meningite bacteriana sao Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae tipo B e Neisseria meningitidis, sendo as
infec¢des causadas pela Streptococcus pneumoniae a que resulta em maior nimero
de desfechos fatais ou lesdes graves do SNC (GRANDGIRARD et al., 2013). Porém
outras bactérias popularmente conhecidas for infectar outros érgdos também podem
causar meningite como a Treponema pallidum, responsavel pela infeccéo
sexualmente transmissivel sifilis, e a Mycobacterium tuberculosis, que causa a
tuberculose (CHERIAN et al., 2021; MARRA, 2015).

A resposta inflamatéria no SNC se inicia pelo reconhecimento dos patégenos
invasores e resulta na producao local de mediadores solUveis. Células do SNC como,
astrocitos, micréglia, células endoteliais, células ependimarias e macréfagos
residentes, liberam citocinas inflamatdrias de resposta precoce em reacao a bactérias
invasoras, como IL13, TNF-a e IL-6 (GRANDGIRARD et al., 2013).

O TNF-a estimula o recrutamento de neutréfilos e mondcitos para os locais de
infeccdo e ativa essas células para eliminar patdgenos, liberando moléculas reativas
de oxigénio e outros NO. Apoés estimulagdo por componentes da parede celular
bacteriana ou TNF-q, a IL-1 € liberada por fagécitos mononucleares, células da glia e
células endoteliais. O alto nivel de IL-1B no LCR é correlacionado com o desfecho
fatal e lesdo grave nas meningites bacterianas. A IL-6 é produzida por mondcitos,
células endoteliais e astrécitos, principalmente em resposta a IL-13. Outras citocinas
e quimiocinas, tais quais IL-2, IL-8, IFN-y, MCP-1, MIP-1 e G-CSF, também foram
encontrados em niveis elevados no LCR de pacientes com meningite bacteriana
(DANDO et al., 2014; GRANDGIRARD et al., 2013).

Quando ocorre a invasdo do SNC pelas células imunes periféricas MMPs e
moléculas reativas de oxigénio sdo liberadas no LCR. Essas moléculas estdo

envolvidas na patogénese dos danos cerebrais. As MMPs estéo envolvidas na ruptura


https://pt.wikipedia.org/wiki/Mycobacterium_tuberculosis

Matias, K. A. Perfil de moléculas... 27

da barreira hematoencefélica, no extravasamento de células imunes, na liberagcédo de
citocinas e receptores de citocinas e no desenvolvimento de danos neuronais. Foi
demonstrado que o 6xido nitrico contribui para a fisiopatologia da meningite alterando
a vascularizacao cerebral, causado por efeitos hiperémicos na fase inicial e efeitos
vasodilatadores que protegem contra isquemia na fase posterior (LEIB et al., 1998;
LEIB, 2001).

1.3 Doencas Neurolégicas Autoimunes

As doencas autoimunes sao caracterizadas pela perda da tolerancia
imunologica a autoantigenos, com producdo de autoanticorpos e resposta imune
exacerbada e cronica. Essas doencas podem afetar um ou varios 6rgaos. As doencas
autoimunes neuroldgicas sao aquelas que afetam especificamente o sistema nervoso
central ou periférico. Embora essas doencas sejam bem categorizadas, algumas de
suas manifestacdes sdo encontradas em condi¢cdes ndo neuroldgicas, dificultando o
esfor¢o para diferencia-las das doencgas autoimunes sistémicas. Entre as doencas
autoimunes neurologicas mais comuns estdo a esclerose mdltipla, a sindrome de
Guillain-Barré, miastenia gravis e neuromielite optica (IORIO; O'TOOLE; PITTOCK,
2015; TOBIN; PITTOCK, 2017).

1.3.1 Esclerose Mdltipla

A esclerose multipla (EM) é a doenca autoimune neurolégica mais comum, com
uma prevaléncia de 30,1 casos por 100.000 pessoas em todo o mundo e afeta
principalmente adultos jovens entre 20 e 40 anos. A EM é caracterizada por ser
cronica e atingir proteinas mielinicas e neuronais, induzindo assim a desmielinizacéo
dos axbnios neuronais, morte celular e gliose astrocitica. Pacientes com esclerose
multipla podem desenvolver diferentes graus de disturbios neurologicos que levam a
incapacidade cronica devido a danos sensoriais, motores, autonémicos, visuais e
cognitivos. A etiologia da EM néo é clara, mas se supde que tanto fatores genéticos
complexos quanto fatores ambientais contribuam para a manifestacdo da doenca
(ACOSTA-AMPUDIA; MONSALVE; RAMIREZ-SANTANA, 2019).

A EM se apresenta clinicamente em quatro formas: remitente-recorrente,

secundaria progressiva, progressiva primaria e EM progressiva-recorrente. Pacientes
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com um Unico surto de doenga, mas ainda ndo diagnosticados com EM, séo referidos
como sindromes clinicamente isoladas (CEl), que € considerada a primeira
manifestacdo da doenca. Os gatilhos para a transicdo da forma clinica RR mais
inflamatoria e responsiva ao tratamento para a forma SP mais neurodegenerativa e
resistente ao tratamento sao desconhecidos (GALETTA; BHATTACHARYYA, 2019).

As células T CD4+ sdo essenciais para a progressdo da EM através da
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pelas células Thl e Thl7 que induzem a
infiltracdo de células imunes no SNC, iniciando uma reacao autoimune a mielina. As
células T citotoxicas contribuem para a EM ao reconhecer os peptideos apresentados
pelo MHC-I na superficie dos axénios neuronais, o que leva & morte das células da
glia (JOHNSON et al.,, 2007). As células fagociticas e macréfagos aumentam a
resposta pro-inflamatéria das células T e B, causando danos aos tecidos (ACOSTA-
AMPUDIA; MONSALVE; RAMIREZ-SANTANA, 2019).

Apés a ativacao, as células T virgens se diferenciam em varias populacdes de
células T com diferentes funcfes efetoras. Como as células Thl produzem citocinas
pré-inflamatérias, como o IFN-y, que ativa macrofagos; ou as células Th2 que
secretam citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e sédo importantes na remocédo de
patégenos extracelulares. Uma desregulacdo no equilibrio entre as citocinas Thl e
Th2 tem sido implicada na imunopatogénese da EM (ACOSTA-AMPUDIA;
MONSALVE; RAMIREZ-SANTANA, 2019).

As células Th17 representam uma linhagem distinta de células T efetoras. A IL-
23 produzida por macréfagos e células dendriticas € critica para a expansado das
células Th1l7 que sintetizam as citocinas pro-inflamatorias IL-17A e IL-17F. Estudos
em pacientes com EM e no modelos animais de encefalite demonstraram que as
células que expressam IL-17 ou IFN-y cruzam eficientemente o BBB e se acumulam
no cérebro e uma concentragcdo aumentada de IL-17 foi encontrada no sangue, LCR
e tecido cerebral de pacientes com EM (TZARTOS et al., 2008).

As células B também tém um papel importante na patogénese da EM. A
presenca de imunoglobulinas no LCR é um dos critérios de diagnostico e estudos
encontraram ceélulas B em lesbes cerebrais e LCR de pacientes com EM além de
evidéncias que demonstram que as células B podem participar diretamente do
processo de desmielinizacdo secretando anticorpos patogénicos que visam
oligodendrocitos com ou sem a presencga de complemento. Outra evidéncia é a terapia

inibidora de células B com rituximab, um anticorpo monoclonal anti-CD20 que esgota
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células B virgens e de memoria, reduz lesbes cerebrais inflamatérias da EM e recaidas
clinicas (O'CONNOR et al., 2008).

1.4 Biomarcadores para Neuropatologias

Atualmente diversos métodos de investigacdo podem identificar
neuroinflamacéo, contudo eles sdo pouco sensiveis e precisos. Algumas das técnicas
disponiveis como a ressonancia magnética pode identificar inflamacdo e
desmielinizacdo em algumas doencas, mas na encefalite autoimune, por exemplo, 0s
resultados frequentemente se apresentam néo alterados (KOTHUR et al., 2016).
Alguns marcadores do LCR, como pleocitose e bandas oligoclonais sdo pouco
sensiveis e especificas. Mesmo a identificacdo de anticorpos de superficie de células
neuronais identifica apenas um pequeno grupo de desordens neuroinflamatérias
(HACOHEN et al., 2014; LANCASTER; DALMAU, 2012).

Devido a essas limitagdes, a identificacdo de outros biomarcadores se faz
necessaria e as citocinas e quimiocinas sao fortes candidatas. As citocinas séo
polipeptidios de baixo peso molecular responsaveis pela comunicacao intercelular e
por regular a cascata inflamatoria e o recrutamento de células imunes durantes a
inflamacdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As quimiocinas sdo uma familia de
proteinas pequenas (8-14 kDa) que tém, junto aos seus receptores, um importante
papel na inflamacdo recrutando leucécitos e outros tipos celulares (ZLOTNIK;
YOSHIE, 2012).

As citocinas e quimiocinas envolvidas na imunidade mediada pelas células Thl
sdo encontradas em niveis elevados nas infec¢fes virais, sdo elas principalmente o
INF-y, TNF-a, IP-10 e MIG. Outras citocinas como a IL-1B3, IL-6 e IL-8 também séo
encontradas em niveis elevados nas neuroinfec¢des virais, como as encefalites virais.
Entretanto, esse perfil também varia de acordo com o virus que causou a encefalite.
Por exemplo, nas encefalites causadas por Herpes simplex, o INF-y e o TNF-a séo as
moléculas mais elevadas no LCR, por sua vez, nas encefalites provocadas por
enterovirus a IL-13é a molécula com niveis mais elevados no LCR (KOTHUR et al.,
2016).

Nas neuroinflamagdes cronicas desmielinizantes de origem autoimune, como a
Esclerose Multipla, o perfil de citocinas e quimiocina ndo € apenas uma ferramenta de

diagnéstico, mas também uma forma de avaliar o progndstico dos pacientes. Niveis
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elevados de CXCL10 associados a baixos niveis de CCL2 indicam atividade mediada
por INF-y, conhecido por desempenhar um importante papel na inflamagado da
esclerose multipla o que o torna o principal alvo terapéutico no tratamento dessa
desordem. Os baixos niveis de CCL2 também sdo associados aos episodios agudos
recorrentes e as lesdes no SNC (MATSUSHITA et al., 2013). As citocinas da familia
TH17, como a IL-17, 1I-6 e IL-23, importantes na regulacéo da autoimunidade, foram
encontradas em niveis elevados em pacientes com esclerose multipla, porém seu
envolvimento no desenvolvimento do quadro clinico dos pacientes ainda néo € claro
(WEN et al., 2012).
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil e as diferencas nos niveis de moléculas imunoldgicas solluveis
presentes no liquido cefalorraquidiano de pacientes com neuropatologias de
diferentes etiologias.

2.1 Objetivos Especificos

a) Descrever as caracteristicas bioquimicas e de celularidade do liquido
cefalorraquidiano de pacientes com diferentes doencas neuroldgicas;

b) Caracterizar o perfil de moléculas imunolégicas sollveis no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com diferentes doencas neurolégicas;

c) ldentificar diferencas nos niveis de moléculas imunoldgicas solaveis no
liquido cefalorraquidiano de pacientes de acordo com a doenca

neuroldgica.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo é do tipo analitico observacional transversal com comparacao de
grupos, onde os pacientes com suspeita de doencga neurologica foram selecionados
aleatoriamente e posteriormente separados em grupos de acordo com o diagndstico.

3.1 Area e Populagéo de Estudo

Constituiram populacdo de estudo todos os pacientes que, no periodo de
dezembro de 2018 a dezembro de 2019, foram atendidos no Servigco de Neurologia
do Hospital da Restauracdo. Os critérios de inclusdo incluiram: (1) pacientes com
diagnoéstico de doenca neuroldgica; (2) ter no minimo 18 anos completos durante a
execucao do estudo.

Foram critérios de exclusdo: (1) Preenchimento incompleto das informacdes
referentes a identificacdo do paciente, dados clinicos ou de exames complementares;
(2) Descontinuagéo do acompanhamento ambulatorial; (3) Obito anterior & realizacio
dos exames complementares; e (4) ndo ter assinado o termo de consentimento livre

e esclarecido, (5) e ndo ter coletado amostra biol6gica para estudo.

3.2 Coleta de dados

Os pacientes que obedeceram aos critérios de inclusdo e de exclusdo, foram
convidados a participar do estudo, apdés a explicacdo de seus objetivos, de seus
direitos e da obrigatoriedade do pesquisador em obedecer aos requisitos éticos
constantes da Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Para os pacientes
gue concordaram em participar, foi solicitada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (APENDICE A), a autorizagdo para coleta de
informacéo do seu prontuario, e a utilizacdo de amostra de liquido cefalorraquidiano
armazenada no servi¢o. Aqueles com dados incompletos foram excluidos gerando um
grupo final de 168 (cento e sessenta e 0ito) amostras de LCR de 147 (cento e quarenta

e sete) pacientes, como demonstra a figura 3.
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Figura 3 - Desenho esquematico da sequéncia de a¢des para a coleta de dados e amostras.

"Pacientes convidadosa |
participar do estudo

¢ Pacientes do HR

* Maioresde 18 anos Pacientes com dados
* Suspeita de doenca ———) | incompletos foram
neuroldgica excluidos

* Puncdode LCR
¢ Termo de Consentimento
Livre Esclarecido

* Dadosdo prontuario ¢ 168 amostras de LCR
* Examesno LCR de 147 pacientes

Fonte: o autor, 2021.

Nota: Foram convidados a participar pacientes do Hospital da Restauracdo, maiores de 18 anos, que
fizeram puncéo do LCR e assinaram o TCLE. Os dados do prontuario e LCR foram coletados. Aqueles
pacientes com dados incompletos foram excluidos gerando um grupo de estudo final de 168 mostras
de LCR de 147 pacientes.

As informac®es relativas a identificacdo do paciente e variaveis de estudo foram
obtidas do prontuério hospitalar do paciente. Os pacientes foram entdo agrupados de
acordo com o diagndstico inicial, formando os seguintes grupos e subgrupos:

a) Dor de cabeca primaria - Quando ndo ha estreita relacdo temporal com outro
transtorno conhecido por causar cefaleia (INTERNATIONAL HEADACHE
SOCIETY, 2018);

— Cefaleia — dor de cabeca frontal ou lateral em ambos os lados, pulsante ou
ndo, sem outros sintomas neurologicos associados (INTERNATIONAL
HEADACHE SOCIETY, 2018);

— Enxaqueca simples (ES) — também conhecida como enxaqueca sem aura,
€ caracterizado por transtorno de cefaleia recorrente que se manifesta em
crises com duragao de 4 a 72 horas, com dor de localizagdo unilateral,
qualidade pulsatil, intensidade moderada ou grave, agravamento por
atividade fisica de rotina e associacdo com nausea e/ou fotofobia e fonofobia
(INTERNATIONAL HEADACHE SOCIETY, 2018);

— Enxaqueca complicada (EC) também conhecida como enxaqueca com aura,
€ caracterizada por ataques recorrentes, com duracédo de minutos, sintomas

visuais, sensoriais ou outros sintomas do sistema nervoso central totalmente
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b)

reversiveis que geralmente se desenvolvem gradualmente e sdo seguidos
por cefaleia (INTERNATIONAL HEADACHE SOCIETY, 2018);

Autoimune

Esclerose multipla (EM);

Esclerose lateral amiotréfica (ELA,

Infeccioso

Infeccdo parasitaria — causadas por toxoplasmose, cisticercose e
esquistossomose;

Infeccéo bacteriana — causada por tuberculose e sifilis;

Infeccao viral ndo-arbovirose (viral NA) — causada por virus linfotrépico T
humano (HTLV), Cittomegalovirus CMV Herpes simplex (HSV), Virus
Epstein—Barr (EBV) e Herpes zoster.

Infecgdo viral por arbovirose (viral A) — causada por virus ZIKV e CHIKV.

O namero de pacientes que consiste cada grupo esta descrito na tabela 1.
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Tabela 1 - Namero de pacientes em relacdo as informacdes adquiridas do LCR.

Doenca Total de  Bioquimica ELISA I(‘thg/llleNCEf;CS
¢ pacientes do LCR (sHLA-G) s
solaveis)
Cefaleia 10 10 10 10
Enxaqueca
simples 24 24 22 13
Enxaqueca
complicada 39 39 39 28
Esclerose multipla 13 13 12 8
Esclerose lateral
amiotrofica
5 5 5 5
Infeccéo
parasitaria 8 8 7 8
Infeccéo
bacteriana 13 13 12 4
Infeccéo viral ndo-
arbovirose
30 30 30 22
Infeccéo viral
arbovirose 5 0 5 5
Total de amostras
por técnica
147 142 142 103

Fonte: o autor, 2021.
3.3Determinacéo dos niveis de HLA-G soluvel no LCR

A quantificagéo de HLA-G foi realizada por ELISA com o anticorpo monoclonal
anti-HLA-G MEM-G/9 (Exbio, Praga, Republica Checa). O ELISA baseia-se em
reagOes antigeno-anticorpo detectaveis atraves de reacdes enzimaticas que permitem
a deteccgdo de anticorpos ou antigenos especificos.

Foram utilizadas placas de 96 po¢cos com fundo plano sensibilizadas com 100
pUL do anticorpo de deteccdo, MEM-G/9: Mouse-a-human HLA-G mAb [10 pg/ml],
diluido (1:100) em tampao fosfato - pH 7.2 (PBS 1X) e incubadas por 18 h a 4°C. Apés
a incubacgao as placas foram lavadas com 300 pL PBS Tween 20 a 0.1% e pH 7.2
(4x). Foi entdo adicionado 300 pL de diluente (DILUENT DAKO) e as placas foram

novamente incubadas em agitacédo leve em temperatura ambiente por 2 horas.
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Apés a incubacéo, as placas foram novamente lavadas com 300 pL PBS Tween
20 a2 0.1% e pH 7.2 (4x) e incubadas em leve agitacdo por 1 hora, com 50 pL de LCR
ou padrdo. Foi adicionado a cada poco 50 pL diluent Dako®, atingindo um volume
final de 100 pL. O padréo foi feito com a proteina HLA-G5 obtida do sobrenadante da
cultura de células do hibridoma MEM9G5 e diluido em diluicdo seriada, da
concentragcédo 200 ng/mL a 12,5 ng/mL.

Apos aincubacéo, as placas foram novamente lavadas com 300 pL PBS Tween
20 a 0.1% e pH 7.2 (4x). Foi adicionado 100 pL anticorpo de revelacao, Rabbit-anti-
human R2microglobulin, diluido (1:10.000) em PBS 1X e logo apds, incubado em
temperatura ambiente por 1 hora e novamente lavada com 300 pL PBS Tween 20 a
0.1% e pH 7.2 (4x);

Foi adicionado 100 puL de DAKO ENVISION System HRP rabbit Dako diluido
(1:200) e incubado em agitagdo leve por 1 hora em temperatura ambiente e em
sequéncia, as placas foram lavadas com 300 pL PBS Tween 20 a 0.1% e pH 7.2 (4x).
As placas foram incubadas protegidas da luz com 150 yL TMB Sigma SUPER
SENSITIVE por aproximadamente 20 minutos em temperatura ambiente. Apés o
tempo de incubacado para a revelagéo, foi adicionado 100 pL HCI 1 N. A leitura da
densidade 6ptica foi realizada no software MultiScan FC, num comprimento de onda
de 450 nm.

3.4Determinacgao dos niveis de moléculas soltuveis no LCR

A quantificacdo das moléculas sollveis no liquido cefalorraquidiano dos
pacientes foi realizada através de ensaio baseado em esferas fluorescente
LUMINEX® com kit multi-plex pré-formado (Human Cytokine Magnetic 35-Plex Panel,
Invitrogen™ Thermo Fisher, Viena, Austria). Esse imunoensaio consiste no uso de
dois tipos de anticorpos, primeiro um anticorpo de captura ligados a esferas
magnéticas e um anticorpo biotinalado de deteccdo que emite fluorescéncia. Ambos
0s anticorpos se ligam as moléculas de interesse, em uma reacao conhecida como
“sanduiche”.

Todo o ensaio foi realizado protegido da luz em placas de 96 poco de fundo
plano de baixa ligacdo onde foram adicionadas 25 pL de esferas de anticorpo 1X.
Apos a adicéo das esferas os pocos foram lavados duas vezes com 200 uL de solugéo

de lavagem 1X. Foram entdo adicionadas em sequéncia em cada poco 25 pL de
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tampdo de incubacdo, 50 pL de padrdo diluido em série (1:3), 50 pL de
branco, 25 pL de Diluente de Ensaio seguido por 25 uL de amostra. As placas foram
cobertas com tampa opaca por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo em um
agitador orbital.

Apés a incubacéo, os pocos foram lavados duas vezes com 200 uL de solucao
de lavagem 1X, logo apés adicionado 50 pyL de anticorpo detector biotinilado 1X e
incubada por 1 hora em temperatura ambiente em um agitador de placa orbital.

ApoOs a incubacdo as placas foram lavadas novamente duas vezes com
200 pL de solucéo de lavagem 1X, e 50 yL de solugéo de estreptavidina-RPE 1X foi
adicionado imediatamente a cada poco de ensaio e incubado por 30 minutos
em temperatura ambiente em um agitador de placa orbital. Logo apés os pocos foram
lavados trés vezes com 200 uL/100 de solucéo de lavagem 1X.

As placas foram protegidas da luz e guardadas a 2°C a 8°C durante a noite
para serem lidas no dia seguinte na plataforma LABScan3D™ (One Lambda™,
Thermo Fisher, Califérnia, EUA) e do software xPOTENT®4.2. (Thermo Fisher,
California, EUA).

3.5 Andlise dos dados

Para as variaveis epidemiologicas do estudo, foram utilizados os parametros
da Estatistica Descritiva, a saber: distribuicdo de frequéncias absolutas e relativas,
média, mediana, e desvio padrdo. As amplitudes de variagdo, médias e desvios
padrdo de variaveis continuas foram estimadas utilizando-se o software GraphPad
Prism 5.0. Quando necessério a comparacdo de médias entre 2 grupos, foram
aplicados os testes t de Student (paramétrico) ou Mann-Whitney (ndo paramétrico). A
deciséo entre aplicacdo de testes paramétricos e ndo paramétricos foi baseada no
resultado do teste Kolmogorov-Smirnov de normalidade. Para estabelecer correlagbes
foi usado o software SPSS aplicando o coeficiente de correlagdo de Spearman. Para
todos os testes utilizados, a hipotese de nulidade foi rejeitada, quando possibilidade
de ocorréncia casual das diferencas observadas nédo excedeu 5% (p<0,05).
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4 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo é um desdobramento do projeto Contribuicdo do polimorfismo da
regido promotora e expressao do HLA-G na resposta inadequada ao tratamento de
primeira linha com interferon-3 em pacientes portadores de esclerose multipla, que foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Humana do Instituto Aggeu Magalhaes,
Fiocruz de Pernambuco, em obediéncia ao que preceitua a Resolucdo 466/12 do
Conselho Nacional de Saude e a Declaracao de Helsinki VI, tendo o parecer aprovado
(CAAE: 86325218.6.0000.5190) (ANEXO A).
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5 RESULTADOS

Os resultados serédo descritos atraves do perfil de epidemioldgico, perfil de
moléculas imunoldgicas soltveis no LCR e nas correlacdes estabelecidas por essas

moléculas.

5.1 Perfil Epidemioldgico dos pacientes

O grupo total de voluntérios recrutados consistiu de 147 pacientes, sendo estes

82 (56%) do género feminino e 65 (43%) do género masculino (Grafico 1).

Gréfico 1 - Perfil de participantes do estudo de acordo com o género.

Género

44%
56%

Feminino Maculino

Fonte: o autor, 2021.
Legenda: A porcentagem de individuos do género feminino (56%) e masculino (44%) dentro do nimero
total de pacientes recrutados.

Em relacdo a idade, os voluntarios tinham entre 17 e 111 anos na data da coleta
do LCR, com média de 40,2 anos e mediana de 38 anos. Quando relacionado a idade
e a neuropatologia apresentada, as médias de idade na cefaleia, enxaqueca simples
e complicada e nas infec¢cdes permaneceram similares. Os pacientes com esclerose
multipla foram os mais jovens, com média de 31,8 anos e mediana de 29, mas a
diferenca nao atingiu significancia (P= 0,1260). Por sua vez, 0s pacientes com
esclerose lateral amiotréfica foram os mais velhos (P= 0,0327), com média de 53,6

anos e mediana de 60 anos. Quando comparadas as idades dos pacientes com
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doenca autoimune, portadores de EM e ELA, a significancia € de P=0,0071 (Grafico
2).

Graéfico 2 - Perfil da populacéo de estudo de acordo com a idade e neuropatologia apresentada.
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Fonte: o autor, 2021.

Legenda: Médias e intervalo em anos: cefaleia (40,2; 24 — 58); enxaqueca simples (39,9; 17 — 111);
enxaqueca complicada (38,4; 17-72); esclerose multipla (31,8; 20 — 51); esclerose lateral amiotréfica
(53,6; 42 — 61); infeccao parasitaria (41,1; 17 — 66); infeccao bacteriana (43,3; 26 — 70); e infec¢éo viral
(45,8; 21 - 73).

5.2 Perfil celular e bioquimico do liquido cefalorraquidiano em diferentes

patologias

As andlises bioquimica e citologica foram realizadas em cento e quarenta e dois
diferentes LCR (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores de celularidade e concentracéo de cloreto, glicose e proteinas presente no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com diferentes neuropatologias.

Enxaqueca Enxaqueca Esclerose Infeccéo Infeccéo Infeccéo

ColuizEn e simples complicada Mdltipla =5 Parasitaria Bacteriana Viral IS
Amostras (n) 10 24 39 13 5 8 13 30
<
Celularidade (cel./mm?3) 0,0001
Maxima 8 5,66 53,33 14,66 4 896 320 405,3
Minima 0 0 0 0,33 0,33 0,33 0,33 0
Média 1,172 1,124 2,908 2,905 1,53 88,24 49,65 25,24
Desvio
padréo 1,936 1,522 8,265 3,902 1,612 235,6 73,49 75,95
Mediana 0,33 0,66 0,66 1,33 0,33 3 13 2
Cloreto (mg/ml) 0,0676
Maxima 747 737 750 749 692 750 713 750
Minima 663 607 628 659 659 655 647 650
Média 704,1 696,2 706,2 690,3 673 696,1 685,5 690,7
Desvio
padréo 24,18 33 28,45 25,05 15,31 32,09 20,59 31,08
Mediana 707 708,5 708 688 669 685,5 694 686
Glicose (mg/ml) 0,4619
Maxima 99 112 95 86 101 97 92 124
Minima 57 49 48 55 55 35 4 24
Média 73,82 72,88 70,59 66,83 75,2 69,13 55,31 70,6
Desvio
padréo 13,19 17,24 10,63 8,59 19,06 19,02 24,38 20,42
Mediana 72 70 69 66 75 69 62 69
<
Proteina (mg/ml) 0,0001
Maxima 63 124 85 26 48 942 214 268
Minima 5 14 20 22 19 13 20 2,442
Média 29,63 40,83 42,33 23,67 31 193,4 91,85 75,63
Desvio
padréo 12,05 21,64 17,82 2,082 11,2 310,2 66,99 65,76
Mediana 27,5 38 40 23 32 69 55 48

Fonte: o autor, 2021.

A anélise comparativa da citologia liquorica nas diferentes patologias revelou
gue a mediana do numero de células por milimetros cubicos no LCR dos pacientes
com infec¢do de qualquer origem (bacteriana, viral ou parasitaria) e em portadores de
esclerose multipla é significativamente maior do que aqueles com cefaleia (Gréfico
3A). A principal alteragéo na avaliagcdo bioquimica do LCR refere-se ao aumento da
concentracdo de proteinas nos quadros infecciosos comparados ao grupo referéncia

com cefaleia (Gréfico 3B).
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Gréfico 3 - Caracteristicas celular e proteica graficos do liquido cefalorraquidiano de pacientes com
diferentes neuropatologias.
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Fonte: o autor, 2021.
Legenda: (A) grafico da concentracdo de cel./mm3culbico em relacio as diferentes neuropatologias; (B)
grafico da concentracé@o de proteinas em mg/mL em relacao as diferentes neuropatologias.

5.3 Perfil da molécula imunorregulatéria HLA-G soluvel no liquido
cefalorraquidiano em diferentes patologias

O HLA-G soluvel (sHLA-G) foi encontrado significativamente aumentado
em relacdo ao grupo cefaleia no LCR dos pacientes com enxaqueca simples
(P=0,0029) e complicada (P=0,0009), esclerose multipla (P=0,0021) e infec¢éo viral
nao arbovirose (P=0,0086), como demonstrado no grafico 4. Quando comparado ao
grupo cefaleia, as infecgbes parasitarias e bacterianas, apresentaram aumento na
concentracdo de HLA-G soltvel no LCR, mas essa diferenca nao é estatisticamente
significativa (P=0,062 e P=0,0832, respectivamente). Por sua vez, os niveis da sHLA-
G no LCR de pacientes com ELA nado foram diferentes daqueles com cefaleia
(P=0,3512).
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Gréfico 4 - Perfil da concentracédo de HLA-G soltuvel em ng/mL no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com diferentes patologias.
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Fonte: o autor, 2021.
Nota: Os niveis de sHLA-G estdo aumentados em enxaqueca simples (P=0,0029), enxaqueca
complicada (P=0,009), esclerose multipla (P=0,0021) e infeccdo viral ndo-arbovirose (P=0,0086).

5.4 Perfil das demais moléculas solluveis no liquido cefalorraguidiano em

diferentes patologias

Das trinta e cinco moléculas analisadas, dezoito (IL-13, G-CSF, IL-10, IL-13,
Eotaxim, GMCSF, IL-15, EGF, IL-5, HGF, VEGF, IL-1q, IL-17F, IFN-q, IL-3, IL-2R, IL-
22 e IL-4) ndo foram detectaveis no LCR de pacientes com cefaleia, enxaqueca
simples e complicada, doenc¢a autoimune ou doenca infecciosa parasitaria, bacteriana
e viral, excluindo arbovirose.

Entre as dezessete moléculas detectadas, doze foram encontradas no LCR de
todos os individuos em todas as patologias (FGF-basic, IL-2, RANTES, IL-17A, MIP-
1a, MCP-1, IL-9, IL-1RA, TNFaq, IL-12, IL-7 e MIG). Entretanto, os niveis dessas
moléculas séo variaveis entre as diferentes patologias. Ainda foi observado que entre
as cinco moléculas restantes (IL-6, MIP-13, IFN-y, IP-10 e IL-8) a frequéncia da
expressdo dessas moléculas € variavel nas diferentes patologias (Tabela 3), e h4
variacao dos niveis presentes no LCR dos pacientes com mesma patologia. Todas as
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moléculas analisadas no estudo e suas significAncias podem ser encontradas no

apéndice B.

Tabela 3 - Presenca de moléculas imunoldgicas solUveis no liquido cefalorraquidiano de acordo com
a neuropatologia apresentada.

Molécula Cefalei Enxaquec Enxaquec Escleros EL Infeccios Infeccios Infeccios
S a a Simples a e A a a aviral
solaveis Complicad multipla parasitari  bacterian NA
a a a
Present
e
IL-6 33,3% 7,7% 7,1% - - 25% - 27,3%
MIP-18 - - 3,6% - - 12,5% - 4,5%
IFN-y - - - - - - - 9,1 %
IP-10 33,3% 7,7% 25% 14,28 % - 37.5% - 31,8%
1L-8 33,3% 23,1% 10,7% - - 37,5% - 36,4%

Fonte: o autor, 2021.

Os niveis do fator de crescimento fibroblastico basico (FGF-basic) (P=0,0102),
do ligante 5 da quimiocina CC, conhecido como CCL5 ou RANTES (P=0,0012), IL-7
(P=0,0386) e IL-2 (P=0,0166) estdo diminuidos no grupo infec¢do viral NA quando
comparado ao grupo cefaleia (Grafico 5 A-D).

De forma semelhante em infec¢Bes virais NA e em infeccBes bacterianas, os
niveis de IL-17A (P=0,0011 e P=0,0108), e TNFa (P=0,0033 e P=0,0362)
apresentaram-se diminuidos no LCR em relacdo aos pacientes com cefaleia.
Ademais, os niveis de IL-1RA estdo aumentados (P=0.0249) em infeccdes
bacterianas (Grafico E-G).

A proteina 1 do mondcito quemotractante, conhecida como MCP-1 ou CCL-2,
apresentou-se com niveis significativamente mais baixos nos grupos EM (P=0,0095),
ELA (P=0,007), infeccédo parasitaria (P=<0,0001), bacteriana (P=0,0503) e viral NA
(P=0,0014) na comparacao com o grupo cefaleia. Da mesma forma, os niveis da IL-9
estdo abaixo dos encontrados no grupo cefaleias nos grupos ELA (P=0,0327),
infeccdo parasitaria (P=0,0267), bacteriana (P=0,0108) e viral NA (P=0,0003)
(Gréaficos H e I).

As moléculas inflamatérias IL-6, IL-8 e IP-10 ndo foram detectadas em doenca
autoimune EM e ELA, ou infeccéo bacteriana, mas foram detectadas em diferentes
niveis em cerca de 30% dos casos de cefaleia e infec¢do parasitaria e viral NA, nao

permitindo a andlise comparativa dos niveis encontrados em diferentes patologias.



Matias, K. A. Perfil de moléculas... 45

Em relacdo a arbovirose, foram observados trés perfis de moléculas: (i) as
proteinas detectadas apenas em LCR de pacientes com arbovirose; (ii) as proteinas
detectadas em niveis semelhantes aqueles observados no grupo cefaleia, e (iii) as
proteinas detectadas em niveis significantemente diferentes daqueles observados no
grupo cefaleia, incluindo IL-7 (P=0,0033), IL-9 (P=0,0453), IL-17A (P=0,0033) e IP-10
(P=0,0520) (APENDICE B).
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Graéfico 5 - Concentracdo das moléculas imunolégicas solUveis em pg/mL presentes no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com diferentes neuropatologias
(continua)
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Gréfico 6 - Concentracdo das moléculas imunolégicas solUveis em pg/mL presentes no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com diferentes neuropatologias
(concluséo)
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Fonte: o Autor, 2021.
Legenda: (A) FGF-basic; (B) IL-2; (C) RANTES; (D) IL-7; (E) IL-17A; (F) TNFa; (G) IL-1RA; (H) MCP-1;
(1 IL-9.

5.5 Correlagdes entre moléculas imunolégicas solaveis no liquido
cefalorraquidiano

Na cefaleia, IP-10 e IL-1RA se correlacionam negativamente (rho=-0,809),
enquanto que IL-2 e IL-7 se correlacionam positivamente (rho=+0,887). E observado
também que MIG influencia positivamente TNFa (rho=+0,826), que por sua vez,
influencia IL-17A e IL-9 (rho=+0,851 e rho=+0,868, respectivamente) esses Ultimos

também apresentam correlagao positiva um com o outro (rho=0,958) (Figura 4A).
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Na enxaqueca simples, os niveis de sHLA-G estdo aumentados em relagéo a
cefaleia e regulam negativamente a IL-9 (rho=-0,825). Apesar de, assim como na
cefaleia, a IL-2 influenciar positivamente IL-7 (rho=+0,832), na enxaqueca simples
essa citocina também exerce influéncia moderada na IL-1RA (rho=+0,694). A IL-8
exerce influéncia negativa sobre a MIG (rho=-0,739) que por sua vez influencia
positivamente MIP-1a e RANTES (rho=+0,825 e rho=+0,879, respectivamente) e esta
altima modula moderadamente IL-17A (rho=+0,689) (Figura 4B).

Na enxaqueca complicada, os niveis de sHLA-G estdo significativamente
aumentados, porém essa molécula ndo parece exercer influéncia especifica em
nenhuma outra molécula. Assim como na cefaleia, encontra-se uma forte correlacéo
positiva entre IL-2 e IL-7 (rho=+0,862) e TNFa e IL-17A (rho=+0,864). Uma forte
correlacdo positiva também € encontrada entre RANTES e MIP-1a (rho=+0,801) e II-
2 e TNFa (rho=+0,828). Nessa patologia, quinze diferentes moléculas se
correlacionam formando uma rede de conexdes complexa, mas apenas as moléculas
citadas acima apresentam correlagbes fortes (rho=0,8), as demais variam entra

correlacdes fracas a moderadas (rho<0,8) (Figura 4C).

Figura 4 - Diagrama da correla¢é@o entre as moléculas solUveis
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Fonte: o autor, 2021.

Legenda: Correlacdo entre moléculas soluveis dos pacientes com (A) cefaleia [n = 9; rho = 0,809 a
0,958; P<0,01], (B) enxaqueca simples [n=13; rho = 0,689 a 0,879; P<0,01] e (C) enxaqueca complicada
[n=28, rho (+) = 0,480 a 0,864; P<0,01]. As linhas pontilhadas em vermelho representam as correlacdes
negativas, em azul escuro as correla¢gdes com rho=0,8 e em rosa correlagées com rho entre 0,6 e 0,79.
Correlagdes com rho<0,6 e/ou P>0,01 foram desconsideradas no diagrama.

Na doenca autoimune, EM e ELA, observa-se uma diminui¢géo significativa de
MCP-1, que, aparentemente, ndo exerce influéncia nos niveis de moléculas sollveis
em cefaleia. Porém, na ELA, a MCP-1 apresenta uma forte correlacdo positiva com
MIG e IL-1RA (rho=+0,975 e rho=+0,975) e também com MIP-1a (rho=+0,975),
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RANTES (rho=+0,975) e IL-9 (rho=+0,975), esta ultima também foi encontrada em
menores niveis na ELA do que em cefaleia (Figura 5A).

Por sua vez em EM, apesar de sHLA-G e a IL-12 estarem aumentadas em
relacdo a cefaleia, o sHLA-G ndo aparece correlacionado a outras moléculas,
enquanto o IL-12 se correlaciona positivamente com IL-2 (rho=+0,820), FGF, MIP-1a
e IL-1RA (rho=+0,880), porém com uma significancia de P<0,05. Entretanto, MIP-1q,
FGF e IL-1RA estabelecem forte correlacdo positiva entre si (rho=+1) e com IL-2
(rho=+0,926) e, esta, com TNFa (rho=+0,926). Comportamento similar € encontrado
entre RANTES e MIG (rho=+1), que também se correlacionam fortemente com IL-7
(rho=+0,986) e IL17A (rho=+0,928) (Figura 5B).

Figura 5 - Diagrama da correlacé@o entre as moléculas sollveis
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Fonte: o autor, 2021.

Legenda: Correlagcdo entre as moléculas solUveis dos pacientes portadores de (A) esclerose lateral
amiotrofica (ELA) [n=5; rho (+) = 0,975; P<0,01] e (B) esclerose multipla (EM) [n=6; rho (+) = 0,926;
P<0,01]. Em destaque rosa estdo citocinas envolvidas na proliferacdo celular, em destaque laranja
estdo citocinas evolvidas na resposta inflamatéria. As linhas em azul escuro representam as
correlagdes com rho=0,8. Correlagées com rho<0,6 e/ou P>0,01 foram desconsideradas no diagrama.

Devido a limitagdes no volume de amostras disponibilizado, s6 foi possivel
estabelecer as correlagbes das moléculas soluveis no LCR dos pacientes com sifilis
dentro do grupo das infec¢des bacterianas. Neste grupo os niveis de MCP-1 estdo
diminuidos em relacédo a cefaleia e tem forte correlagcdo com MIG, FGF e MIP-1a que
também se correlacionam entre si (rho=+1). A IL-17A também se apresenta diminuida
e exerce forte influéncia em RANTES (rho=+1). O sHLA-G se apresenta aumentado,
mas nao significativamente (p=0,08), e junto com IL-12 e IL-2 se influenciam
fortemente de maneira positiva (rho=+1) (Figura 6A).



Matias, K. A. Perfil de moléculas... 50

Assim como na sifilis, nas infeccfes parasitarias a MCP-1 esta diminuida, mas
neste grupo se correlaciona com TNFa e IL-1RA (rho=0,836 e rho=0,880). A IL-1RA,
a IL-8 e a IL-6 (rho=0,969, rho=0,873 e rho=0,846) se correlacionam positivamente.
Também ha correlacao entre MIP-1a e IL-17A (rho=+0,880), IP-10 e MIG (rho=0,846)
e MIP-18 e IL-12 (rho=+1) (Figura 6B).

Na infeccéo viral ndo-arbovirose apenas MIG e IL-1RA estabelecem uma forte
correlacéo positiva (rho=+0,813). As demais correlacdes estabelecidas séo de fraca a
moderada, como a IL-17A gue aparece diminuida em relacdo a cefaleia e se
correlaciona  moderadamente com TNFa (rho=+0,626), IL-2 (rho=+0,665), IL7
(rho=+0,635) e MIP-1a (rho=+0,721) e a IL-9, que também se apresenta diminuida e
influéncia a RANTES (rho=+0,636). As demais correlacdes podem ser observadas na
Figura 6C.

Figura 6 - Diagrama da correlagé@o entre as moléculas solluveis
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Fonte: o autor, 2021.

Legenda: Correlagao entre moléculas sollveis dos pacientes com (A) sifilis [n=4; rho =1,0; P<0,01], (B)
infeccdo parasitaria Parasitas [Toxoplasmose (n=3); Esquistossomose (n=3); Cisticercose (n=2) rho (+)
20,836; P<0,01] e (C) infecgdo viral ndo-arbovirose [n=22; rho (+) 2 0,541 a 0,8 ; P<0,01]. Em destaque
amarelo estdo quimiocinas envolvidas na migracdo celular. As linhas pontilhadas em azul escuro
representam as correlag6es com rho=0,8 e em rosa correla¢gdes com rho entre 0,6 e 0,79. Correlagdes
com rho<0,6 e/ou P>0,01 foram desconsideradas no diagrama.
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6 DISCUSSAO

Dentre as 12 moléculas presentes no LCR de todos pacientes, IL-12, MIG e
MIP-1a foram detectadas em niveis semelhantes em todas as patologias. A IL-12 é
uma interleucina produzida por diversas células hematopoiéticas e foi encontrada
exercendo influencia na diferenciacdo das células T naive (SUN et al., 2015). Por sua
vez, a MIG e a MIP-1a sao quimiocinas envolvidas na migragao celular e produzidas
pelas células endoteliais cerebrais (CHUI; DOROVINI-ZIS, 2010; LIND; ERIKSSON;
GRAHN, 2019).

Devido a limitagBes por questdes éticas, ndo foi possivel obter amostras de
LCR de individuos imunocompetentes saudaveis. Portanto, foram considerados nesse
estudo como grupo de comparacdo 0s pacientes diagnosticados com cefaleia
priméaria, sem qualquer associagdo com outra neuropatologia, que foram submetidos
a puncao lombar durante a investigacdo do quadro sintomatico.

Em cefaleia, o TNFa, uma molécula constitutiva no SNC e conhecida pela
inducdo e manutencdo da inflamacdo (PROBERT, 2015), se correlaciona
positivamente com outras moléculas constitutivas do SNC, como as citocinas IL-17A
e IL-9, moléculas responsaveis pela regulacdo da inflamacéo e proliferacao celular
(ROJAS-ZULETA; SANCHEZ, 2017; WAISMAN; HAUPTMANN; REGEN, 2015), e a
quimiocina MIG. Esses resultados corroboram as evidencias de que TNFa possui um
importante papel na homeostase imunolégica no SNC (MCCOY; TANSEY, 2008;
PROBERT, 2015). Outro ponto observado € a correlacéo forte e negativa entre a ll-
1RA e a IP-10. O IL-1RA, antagonista do receptor IL-1 é produzido pela microglia e
apresenta funcdo redutora da inflamacédo (OH et al., 2018). Por sua vez, a IP-10 &
uma molécula constitutiva do ambiente cerebral com propriedade quimiotractante,
relacionada a migragéo de células T. Um estudo com camundongos knockout para IP-
10 mostrou que esses animais exibem suscetibilidade aumentada a encefalite
autoimune experimental (EAE) (KLEIN et al., 2003). Em outro estudo, dessa vez com
anticorpos bloqueadores de funcdo em ratos, foi observado o agravamento da
EAE (NARUMI et al., 2002). Essas evidencias sugerem que a IP-10 esta envolvida na
regulacéo da resposta imune no SNC.

As citocinas IL-2 e IL-7 aparecem em todas as condi¢Ges de dor de cabeca
primaria (cefaleia, enxaqueca simples e complicada) fortemente correlacionadas

(rho>0,8). Essas moléculas sdo conhecidas por se ligarem a subunidade gama do
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receptor IL-2, assim como a IL-4, IL-9, IL-15 e IL-21 (LIN; LEONARD, 2017). Estudos
sugerem que tanto a IL-2 e IL-7 estdo relacionadas a infiltragdo, crescimento e
diferenciacdo de células T e regulacdo da resposta imune (HUANG; MEOLA;
PETITTO, 2011. LIN et al., 2017; PONCHEL; CUTHBERT; GOEB, 2011).

Na enxaqueca simples, as quimiocinas RANTES, MIP-1a e MIG apresentam
correlacdo positiva forte e reciproca. Essas moléculas sdo responsaveis pelo trafico
celular através da BBB 89(UBOGU et al., 2006; WATSON et al., 2020). Entretanto, na
enxaqueca complicada, apenas RANTES e MIP-1a se correlacionam positiva e
fortemente, enquanto MIG se correlaciona moderadamente com o TNFa que por sua
vez, se mantém correlacionado positivamente a IL-17A e nos mesmo niveis
encontrados em cefaleia (APENDICE B), sugerindo um importante papel dessas
moléculas na regulacado da resposta imune no ambiente do SNC.

A IL-8, uma quimiocina recrutadora de neutrofilos e envolvida na morte celular
de oligodendrécitos e células precursoras neurais (WATSON et al.,, 2020), se
correlaciona moderadamente de maneira positiva com a IL-6. A IL-6 € uma molécula
moduladora da inflamacdo associada a cronicidade, neurodegeneracdo e
desmielinizacdo (WEST et al., 2019) e apresenta niveis significativamente menores
em enxaqueca complicada do que em cefaleia, sugerindo que ha uma atividade
supressora da inflamacéo em enxaqueca complicada.

Por outro lado, o HLA-G, uma conhecida molécula reguladora da resposta
imune (HUANG et al., 2010), apresenta um aumento significativo em ambas as
enxaguecas em relacdo a cefaleia, sugerindo um equilibrio na resposta inflamatoria
em enxaqueca complicada. O sHLA-G apresentou niveis aumentados de acordo com
a gravidade da enxaqueca apresentada e, em enxaqueca simples, aparece regulando
a IL-9. Em um estudo in vitro o HLA-G suprimiu a proliferagéo de células T (MORANDI
et al., 2020). Em outro estudo in vitro o HLA-G também mostrou a¢édo supressora na
proliferacéo de neutrofilos (MOCIORNITA et al., 2018). Essas evidéncias corroboram
a acdo supressora da resposta inflamatéria e da proliferacéo celular do HLA-G.

Nas doencas autoimunes, o MCP-1 esta significativamente diminuido tanto em
EM quanto em ELA comparado a cefaleia. A MCP-1 é uma quimiocina responsavel
por direcionar a migracdo de leucocitos pela BBB e 0 seus baixos niveis séo
associados aos episodios agudos recorrentes e as lesées no SNC na EM (CHUI;
DOROVINI-ZIS, 2010; MATSUSHITA et al., 2013). Entretanto, em EM a MCP-1 né&o

se correlaciona fortemente com nenhuma outra molécula, enquanto que em ELA a
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MCP-1 apresenta correlagéo positiva forte com MIG. A MIG apresenta niveis menores
em ELA quando comparado a cefaleia proximo a significancia (P=0,0712), enquanto
que IP-10 néao foi detectavel. Em um estudo com camundongos com EAE demonstrou
que a MIG estava presente principalmente dentro e imediatamente ao redor dos
infiltrados de leucdcitos, enquanto que IP-10 foi observado predominantemente
associado a mais células parenquimatosas distais que circundavam a leséo
inflamatoria (CARTER et al., 2007). Na EM, nem a MIG nem a IP-10 aparecem em
niveis significativamente alterados em relacéo a cefaleia. Essas evidéncias sugerem
que as moléculas MIG e IP-10 sdo responsaveis pelo menor nimero de células na
ELA e maior na EM e corroboram o carater ndo-imunomediado da ELA.

Outro ponto interessante a ser discutido sdo os niveis de sHLA-G e IL-9. Os
niveis de sHLA-G estéao significativamente aumentados em EM, enquanto que em ELA
nado apresentam diferenca estatistica quando comparados a cefaleia. Por sua vez, 0s
niveis de IL-9 estdo significativamente diminuidos em ELA e ndo em EM o que
também pode estar relacionado ao menor nimero de células presente no LCR dos
pacientes com ELA que em EM uma vez que ha evidéncias da acao indireta da IL-9
na promoc¢do da migracdo de células Th1l7 nos locais da inflamacéo na EAE e do
agravamento da doenga (ZHOU et al., 2011).

Além do maior numero de células presente no LCR dos pacientes com EM
guando comparado aos com cefaleia, é observado um grupo de conhecidas moléculas
inflamatoérias se correlacionando fortemente, sao elas a IL-7, IL-17A, IL-9, TNFa e IL-
2, formando um grupo inflamatério ativo nessa patologia (Figura 5B). Esse grupo
também se correlaciona fortemente com RANTES, MIG, MIP-1a, FGF e IL-1RA. As
evidéncias apresentadas neste e nos paragrafos acima confirmam a caracterizagédo
da EM como doenca inflamatéria e sugerem importante influéncia das moléculas
quimiotractantes na inflamacg&o.

Na neuroinfecgdo por sifilis é observado uma forte correlagédo entre as
quimiocinas MIG, MCP-1 e MIP-1a e o fator de crescimento FGF-basic (rho=1). O
FGF-basic, também conhecido como FGF2, tem funcdo reparadora e regula a
sobrevivéncia, divisdo, diferenciacéo e migracéo celular (NURATA et al., 2009). Esse
grupo de moléculas parece exercer um papel essencial na neuroinfec¢cdo, uma vez
qgue entre os grupos estudados, o grupo infec¢cao bacteriana foi o que apresentou a
maior concentracdo de células por milimetro cubico no LCR dos pacientes (Gréafico
3A).
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A citocina IL-17A foi encontrada em menores niveis em sifilis que em cefaleia,
esse achado se opdem a outro estudo onde foram encontrados niveis elevados de IL-
17A no LCR de pacientes com sifilis assintomatica (PASTUSZCZAK et al., 2013).
Porém, é importante ressaltar que os pacientes do grupo sifilis do presente estudo
eram todos sintomaticos e HIV-negativo. O artigo citado sugere que a IL-17A esta
envolvida na inflamacé&o através das células T-helper, o que é corroborado pela forte
correlacdo positiva estabelecida entre IL-17A e RANTES (Figura 6A), uma vez que
RANTES é uma quimiocina envolvida na migracao de células T-helper (UBOGU et al.,
2006).

Apesar de ndo estaticamente significante, o SHLA-G estd aumentado na sifilis
em relacdo a cefaleia (P=0,08) e estabelece forte correlagéo positiva com IL-12 e IL-
2. Tanto IL-2 quanto IL-12 ndo apresentam niveis significativamente diferentes dos
encontrados em cefaleia e estdo envolvidas na diferenciacéo de células T (HUANG;
MEOLA; PETITTO, 2011; SUN et al., 2015). Em um estudo com LCR de pacientes,
foi observado que IL-2 e IL-12 estavam em niveis mais baixos nos pacientes com
neurosifilis do que os com sifilis sem comprometimento neuroldgico (YAN et al., 2017).
Com base neste achado da literatura € possivel inferir que o HLA-G esta envolvido na
supresséao da producao de IL-2 e IL-12.

Na infeccdo parasitaria MIP-1a e IL-17A, IP-10 e MIG, e MIP-1B e IL-12
apresentam uma forte correlacdo positiva. Todas essas moléculas estdo envolvidas
na migracdo (CARDONA; GONZALEZ; TEALE, 2003) ou na diferenciacdo das células
T e no desenvolvimento da inflamacéo (SUN et al., 2015; ZIMMERMANN et al., 2013).
Outro grupo de correlacédo fortemente estabelecido nas infeccbes parasitarias € o
composto por TNFa, MCP-1, IL-1RA, IL-6 e IL-8. Em um estudo in vitro foi observado
gue TNF-a aumentou a secrecao de MCP-1, IL-8 e IP-10 que impulsionou o influxo de
linfécitos do SNC, contribuindo para a formacéao de citocinas do tipo Thl (UDDIN et
al., 2005). Essas evidéncias sugerem uma resposta imune liderada por células T em
resposta a infec¢éo parasitaria no SNC.

Nas infeccdes virais ndo-arbovirose a IL-9 e a RANTES apresentam correlagéao
moderada e ambas estdo significativamente diminuidas em relacdo a cefaleia.
Também apresenta diminuicéo a IL-17A que se correlaciona moderadamente com IL-
2, IL-7, TNFa e MIP-1la. Destas, IL-2 e IL-7 também apresentam niveis
significativamente menores no LCR dos pacientes com infecg&o viral ndo-arbovirose

guando comparado com os pacientes com cefaleia. Por sua vez, o FGF-basic esta
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diminuido em infeccdo viral NA e influencia moderadamente IL-8, IP-10, MIG e IL-
1RA. A MIG e a IL-RA apresentam uma forte correlagcéo positiva entre si e moderada
com IL-6. Todas essas correlacbes demonstram que as quimiocinas envolvidas na
migracao de células T e neutrofilos (LIND; ERIKSSON; GRAHN, 2019; WATSON et
al., 2020) influenciam diretamente as citocinas inflamatérias (PROBERT 2015; ZHOU
et al., 2011).

Outro ponto a ser observado é o aumento significativo do sHLA-G em
comparacao a cefaleia e a infeccao viral arbovirose. Apesar de ndo estabelecer
correlagédo significativa com nenhuma outra molécula, o HLA-G pode ser responséavel
pela diminuicdo das moléculas inflamatorias IL-9, IL-7, IL-2 e IL-17A na infec¢&o viral
NA (APENDICE B).

Na infeccdo por arbovirose foram detectadas no LCR dos pacientes 10
moléculas (IL-18, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-15, IL-22, GM-CSF, VEGF e IFNa) em
baixas concentracdes (C<lpg/mL) que ndo foram detectaveis no LCR de nenhum
paciente de nenhum outro grupo. Isso pode ter ocorrido devido a uma limitacdo de
armazenamento do estudo. Apesar de a coleta dos LCR de todos os pacientes ter
ocorrido no mesmo periodo, dezembro de 2018 a dezembro de 2019, as amostras de
arbovirose foram armazenadas em freezer a -80°C imediatamente apds realizado o
exame de rotina do servigo. Por sua vez, as amostras de LCR dos pacientes das
demais patologias foram armazenadas no servico em freezer a -20°C até serem
resgatadas para a pesquisa entre janeiro de 2020 e julho de 2020, quando foram
armazenadas em freezer a -80°C.

Foi observado, tanto em infecgao viral NA quanto na arbovirose, a presenca de
IFNy, conhecida citocina produzida na resposta a agente infecioso viral responsavel
pela ativacdo da producéo de quimiocinas e da migracao de células TCD4 pela BBB
(SONAR et al., 2017). Outra similaridade € a diminuigdo significativa dos niveis de IL-
9, IL-7 e IL-17A no LCR dos pacientes. A IL-2 e a RANTES também aparecem
diminuidas em ambas infec¢Bes virais, porem em ndo-arbovirose essa diminuigéo é
estatisticamente significativa (P=0,0166 e P=0,0012, respectivamente) e em
arbovirose ndo (P=0,0829 e P=0,0827, respectivamente). Essas evidéncias sugerem
gue essas moléculas estdo envolvidas na resposta viral ndo especifica no SNC.

Por sua vez, os niveis de IP-10 estdo aumentados proximo a significancia
(P=0,052) no LCR dos pacientes com arbovirose quando comparado a cefaleia. Essa

guimiocina esta associada a infiltracdo de células T e ao rompimento da BBB em
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infecgdes virais (LIND; ERIKSSON; GRAHN, 2019. SKINNER; MARRO; LANE, 2019).
Em um estudo prévio com pacientes com doenca neuroldgica causada por arbovirus
do mesmo grupo de pesquisa, foi observado que os niveis de IP-10 significativamente
maiores no soro dos pacientes na fase aguda da infecdo por arbovirose com
manifestacdes neuroldgicas (ALMEIDA et al., 2021), sugerindo um papel importante

desta quimiocina no comprometimento neuroldgico desses pacientes.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, o aumento da celularidade e dos niveis de proteina no LCR esta
associado a presenca de doenca neuroldgica infecciosa (bacteriana, parasitaria e
virais). O aumento da celularidade, mas ndo dos niveis de proteina, também esta
associado a doenca autoimune EM, que é imunomediada.

As enxaquecas apresentam aumento de sHLA-G proporcional a gravidade da
doenca, além de aumento dos niveis de quimiocinas IL-8, MIG, IP-10 e de IL-9 na
forma mais grave da doenca, sugerindo maior complexidade das correlagdes
reciprocas das moléculas imunes sollveis para controle da inflamagéo com uma forte
correlacdo positiva entre TNF, IL-2, IL-7 e IL-17A e também RANTES e MIP-1a.

A EM é caracterizada pela presenca de moléculas inflamatérias e quimiocinas
responsaveis pelo trafego de células T, enquanto que a doenca autoimune ELA ha
uma reducdo das moléculas inflamatorias e dessas quimiocinas, confirmando a
etiologia neurodegenerativa, ndo inflamatoria, da doenca. Em ambas, ha uma
diminuicdo da molécula MCP-1, conhecido critério de gravidade da doenca.

Nas doencas neurolégicas infecciosas, o perfil de moléculas no LCR e a for¢ca
de correlacdo entre elas vai variar de acordo com o0 agente etiolégico. Na infeccéo
bacteriana e parasitarias as quimiocinas exercem um importante papel na resposta
imune no SNC. Entretanto, na infec¢cdo bacteriana o IL-17A desempenha um papel
importante na resposta imune. Na infeccdo viral hd uma resposta ndo especifica
padrdo, sendo os niveis de IP-10, MCP-1 e HLA-G a principal diferenca entre a
resposta imune a infeccdo causada por arbovirose e ndo arbovirose.

Por fim, esse estudo servird como padréo de referéncia para futuras pesquisas

sobre a resposta imune no sistema nervoso central.
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APENDICE A — TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador Responsavel: Dra. Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva
Endereco: Av. Professor Moraes Rego, s/n - Campus da UFPE - Cidade
Universitaria CEP: 50.670-420 - Recife/PE.

Fone: (81) 2101-2618 ou (81) 99962-3975.

E-mail: nlucena@cpqgam.fiocruz.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa
“Estudo do polimorfismo da regido promotora e da expressao do HLA-G em pacientes
portadores de esclerose multipla em uso de interferon-f”. Nesta pesquisa
pretendemos estudar a esclerose multipla, tendo como objetivo a identificacdo de
fatores existentes nos genes e proteinas que possam estar relacionados a resposta
ao tratamento. O motivo que nos leva a estudar os genes e a imunidade (defesa do
organismo) de pessoas com esclerose multipla € que essas caracteristicas contribuem
no desenvolvimento da inflamacé&o crénica do Sistema Nervoso Central e pode ajudar
na identificacdo de marcadores que podem contribuir para a criagcdo de medidas de
tratamento precoce, antes do estabelecimento de lesdes graves.

Para este estudo serd necessario que o senhor(a) autorize o uso das
informacdes sobre a doenca e condi¢cdes de vida contidas no prontuario médico e
banco de dados do hospital, além do uso e armazenamento de amostras de sangue
ja coletados nos exames de rotina do Servico de Neurologia do Hospital da
Restauracdo e a autorizacdo para utilizacdo do liqguido da coluna
(liquido cefalorraquidiano) colhido no diagnéstico e armazenado no laboratério
clinico.

O principal desconforto relacionado ao estudo é a picada da agulha durante a
puncao de um vaso periférico (veias dos bracos ou maos) quando sera coletado 10
ml (2 colheres de chd). A retirada de sangue pode causar uma pequena mancha roxa
e dolorida na pele (hematoma) que pode ser tratada com uma compressa fria.
Informamos que para esse estudo ndo sera necessaria nenhuma outra coleta de
amostra, s6 usaremos o excedente de amostra de sangue colhido no “dia de
procedimento” em uma de suas visitas ao hospital. Da mesma forma, a amostra do
liquido da coluna serd aquela colhida no diagnostico e que fica armazenada no
laboratério por algumas semanas, com a sua autoriza¢cdo nés iremos contactar esse
laboratorio para ter acesso a essa amostra, nenhuma outra amostra do liquido da
coluna sera coletada para esse projeto. Esclarecemos que os resultados desse
estudo serdo repassados ao seu meédico, mas poderdo nao beneficia-lo (a)
diretamente. Entretanto, o estudo poderé trazer contribuicbes para outros pacientes
gue vierem apresentar a esclerose multipla, pois ajudara a melhorar o tratamento e a
entender as causas da doenca.

Para participar deste estudo vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera
qualguer vantagem financeira, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de
danos, comprovadamente decorrentes da participacédo na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extrajudicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua participacao
serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Seu
nome ou o material que indique sua participacdo nao sera liberado sem a
sua permissdo.O (A) Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicacdo que possa
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resultar deste estudo, permanecendo sua identidade em sigilo, evitando quaisquer
possiveis constrangimentos que a sua participacdo venha causar-lhe.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma via sera arquivada pelo pesquisador responséavel, no Instituto Aggeu Magalhaes
- Fiocruz e a outra sera fornecida a vocé. Ambas as vias devem estar assinadas ao
fim e ter todas as paginas rubricadas.

Em caso de duvidas ou preocupacdes quanto aos seus direitos como
participante deste estudo, o (a) senhor (a) pode entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) deste centro de pesquisas, localizado na Av. Professor
Moraes Rego, s/n - Campus da UFPE - Cidade Universitaria, Recife/PE, CEP: 50.670-
420, atraves do telefone (81) 2101-2639 ou pelo e-mail:
comiteetica@cpgam.fiocruz.br. O horério de funcionamento é das 08:00 — 12:00 h /
13:00 — 15h. O CEP é responsavel pela avaliagcdo e acompanhamento dos aspectos
éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos.

Sendo assim, eu,
na condigao de responsavel, fui informado (a) dos objetivos do estudo “Estudo do
polimorfismo da regido promotora e da expressdo do HLA-G em pacientes
portadores de esclerose multipla em uso de interferon-”, de maneira clara e
detalhada e esclarecida minhas duvidas. Sei que a qualqguer momento poderei
solicitar novas informacdes e modificar minha deciséo de participar se assim o
desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste termo
de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer
as minhas duvidas. E autorizo também a utilizacdo das amostras citadas neste
documento:

( ) com a necessidade de um novo contato e assinatura de um novo TCLE;
( ) dispenso a necessidade de um novo contato e assinatura de um novo TCLE.

Recife, / /

ASSINATURA DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL

Endereco do participante para contato futuro.

Rua No.
Bairro Cidade

Telefone

ASSINATURA 1° TESTEMUNHA ASSINATURA

PESQUISADOR RESPONSAVEL
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APENDICE B — TABELA DAS CONCENTRACOES DE MOLECULAS SOLUVEIS

NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO E SUAS SIGNIFICANCIAS ESTATISTICAS

pg/mL  Cefaleia

Amostras

(n) 10
FGF-

basic

Méaxima 21,92

Minima 17,97
Média 19,37
Desvio

padrédo 1,322

Mediana 19,19

P (M-W)

IL-18

Maxima 0,00

Minima 0,0
Média 0,0
Desvio

padrao 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

G-CSF

Maxima 0,00

Minima 0,00
Média 0,0
Desvio

padrao 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

IL-10

Maxima 0,0

Minima 0,00
Média 0,0
Desvio

padréao 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

IL-13

Maxima 0,0

Minima 0,0
Média 0,0
Desvio

padrao 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

Enxaqueca Enxagueca Esclerose

simples

13,00

24,05

16,14
18,61

1,878

18,27
0,1006

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

complicada

28,00

22,23

11,28
18,63

2,425

18,88
0,5823

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

Mltipla

7,00

26,03

17,06
19,99

2,879

19,64
0,8737

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

ELA

5,00

22,53

17,06
18,82

2,132

18,27
0,3141

0,0

0,0
0,0

0,00

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

Infeccéo

Infeccéo

Parasitaria Bacteriana

8,00

23,29

17,36
18,83

2,229

17,97
0,0996

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

4,00

19,49

16,45
17,97

1,337

17,97
0,1891

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

Infeccéo
Viral Néo-

Infeccéo
Viral

Arbovirose Arbovirose

22,00

26,94

13,25
17,81

2,534

17,14
0,0102

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

5,00

23,48

0,0
4,696

10,50

0,0
0,0827

12,78

0,0200
2,584

5,700

0,0400

81,84

0,0
47,60

43,48

78,07

28,61

0,0100
5,732

12,79

0,0100

42,49

0,0
8,498

19,00

P(K-
W)

0,0149

0,0001

0,0001

<
0,0001

0,0149
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IL-6
Maxima 181,3
Minima 0,0
Média 23,11
Desvio

padréo 59,64

Mediana 0,0

P (M-W)

1L-12

Maxima 2,460

Minima 0,0
Média 0,1643
Desvio

padrédo 0,5104

Mediana 0,0

P (M-W)

Rantes

Maxima 21,02

Minima 13,59
Média 17,97
Desvio

padréao 2,198

Mediana 17,98

P (M-W)

Eotaxim

Maxima 0,0

Minima 0,0
Média 0,0
Desvio

padrao 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

IL-17A

Maxima 34,23

Minima 27,90
Média 30,36
Desvio

padréao 1,767

Mediana 30,09

P (M-W)

MIP-1a

Maxima 60,37

Minima 44,44
Média 53,78
Desvio

padrao 4,944

Mediana 53,29

Enxaqueca Enxaqueca Esclerose
simples complicada

13,90

0,0
1,069

3,855

0,0
0,1366

2,460

0,0
0,1643

0,5104

0,0
0,9902

22,03

14,33
16,58

2,214

15,88
0,1089

0,0

0,0
0,0

0,0

31,67

22,30
28,68

2,358

28,87
0,1084

62,14

45,33
51,81

4,825

51,08

18,98

0,0
0,8586

3,678

0,0
0,0460

1,310

0,0
0,1008

0,3633

0,0
0,4520

22,44

12,27
17,18

2,546

16,93
0,2963

0,0

0,0
0,0

0,0

34,47

26,92
29,80

1,613

29,84
0,4675

65,68

18,34
52,56

9,123

52,52

Multipla

0,0

0,0
0,0

0,0

9,390

0,0
2,266

3,823

0,2700
0,1100

20,48

13,52
16,40

2,962

16,66
0,3404

0,0

0,0
0,0

0,0

34,71

26,19
29,29

2,828

29,30
0,3404

66,78

44,44
54,33

7,924

54,40

ELA

0,0

0,0
0,0

0,0

3,230

0,0
0,6460

1,445

0,0
0,7938

19,23

14,20
16,56

2,017

16,97
0,3485

0,0

0,0
0,0

0,0

32,28

26,68
28,33

2,241

27,65
0,0617

58,60

48,42
53,20

4,592

52,40

Infeccéo
Parasitaria

304,6

0,0
78,63

128,6

0,0
0,6124

7,850

0,0
0,9813

2,775

0,0
0,8604

20,31

13,79
17,56

2,140

18,25
0,8096

0,0

0,0

31,79

27,90
29,46

1,341

29,66
0,4117

76,29

49,53
57,46

8,386

56,17

Perfil de moléculas... 70

Infeccéo
Bacteriana

0,0

0,0
0,0

20,17

0,0
5,043

10,09

0,0
0,6156

17,74

3,390
13,19

6,717

15,82
0,1891

0,0

0,0
0,0

0,0

28,14

18,40
25,04

4,469

26,80
0,0108

56,16

45,11
50,52

4,797

50,41

Infeccéo
Viral Nao-
Arbovirose

4891,00

0,0
266,7

1040,00

0,0
0,9784

64,82

0,0
3,275

13,82

0,0
0,8065

19,43

3,390
13,70

3,654

14,89
0,0012

0,0

0,0
0,0

0,0

36,18

24,00
27,63

2,508

27,59
0,0011

70,10

34,93
50,61

8,372

51,74

Infeccéo
Viral
Arbovirose

49,84

0,0300
10,10

22,21

0,2100
0,2117

22,53

0,0
4,518

10,07

0,0300
0,0768

52,15

0,0
15,47

21,05

10,42
0,0827

122,6

5,610
54,01

43,21

54,13

19,30

0,0
3,862

8,630

0,0
0,0033

117,7

31,57
71,03

32,88

58,83

P(K-
W)

0,0008

0,3273

0,0037

0,0001

0,0001

0,3941
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Infeccéo Infeccéo

pg/mL Cefaleia Enxa_lqueca Enxaqueca Escl’er_ose ELA Infe_cggo Infec_gao Viral Néo- Viral P(K-
simples complicada  Mdltipla Parasitaria Bacteriana . . W)
Arbovirose Arbovirose
P (M-W) 0,3005 0,8316 0,9578 0,6404 0,5003 0,3539 0,2959 0,2398
<
GM-CSF 0,0001
Méaxima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 15,84
Minima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Média 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,184
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,075
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0400
P (M-W) n n n n n n N n
<
MIP-18 0,0001
Méaxima 0,0 0,0 3,630 0,0 0,0 140,3 0,0 0,8400 98,46
Minima 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 19,96
Média 0,0 0,0 0,1296 0,0 0,0 17,53 0,0 0,03818 43,65
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,6860 0,0 0,0 49,59 0,0 0,1791 35,18
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 19,96
P (M-W) n n n n n n N n
<
MCP-1 0,0001
Méaxima 942,1 505,6 1130,00 143,5 113,3 93,51 176,5 1504,00 2265,00
Minima 98,78 79,03 77,05 79,03 73,76 73,76 69,81 55,33 183,6
Média 353,6 186,8 261,7 98,40 86,93 83,64 104,7 165,8 1147,00
Desvio
padrao 292,9 139,2 253,5 23,60 17,39 8,116 49,76 304,5 880,6
Mediana 239,7 125,8 184,0 102,1 77,71 83,64 86,27 80,34 1151,00
P (M-W) 0,1418 0,3482 0,0095 0,0070 < 0,0001 0,0503 0,0014 0,0829
<
IL-15 0,0001
Maxima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 116,0
Minima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0400
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 23,25
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 51,85
Mediana 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0700
P (M-W) n n n n n n n n
<
EGF 0,0001
Maxima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 167,6
Minima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 83,80
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 125,9
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 39,36
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 111,7
P (M-W) n n n n n n n n
IL-5 0,0149
Méaxima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11,68
Minima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,336
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Desvio
padrao 0,0
Mediana 0,0
P (M-W)
HGF
Maxima 0,0
Minima 0,0
Média 0,0
Desvio
padrédo 0,0
Mediana 0,0
P (M-W)
VEGF
Maxima 0,00
Minima 0,00
Média 0,0
Desvio
padrédo 0,0
Mediana 0,0
P (M-W)
IL-1a
Maxima 0,00
Minima 0,0
Média 0,0
Desvio
padrao 0,0
Mediana 0,0
P (M-W)
IFN-y
Maxima 0,00
Minima 0,00
Média 0,0
Desvio
padréao 0,0
Mediana 0,0
P (M-W)
IL-17F
Maxima 0,0
Minima 0,00
Média 0,0
Desvio
padrao 0,0
Mediana 0,0
P (M-W)

IFN-a

Enxaqueca Enxaqueca Esclerose
simples complicada

0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

Multipla

0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

ELA

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

Infeccéo
Parasitaria

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0
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Infeccéo
Bacteriana

0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

Infeccéo
Viral Nao-
Arbovirose
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

0,0
0,0

0,0

12,73

0,0
0,7295

2,772

0,0

0,0
0,0

0,0

Infeccéo
Viral
Arbovirose
5,223

0,0

199,0

118,4
134,5

36,07

118,4

4,490

0,9000
1,874

1,564

0,9000
n

40,83

13,55
21,76

12,18

13,61

5,100

0,0300
1,044

2,267

0,0300
n

481,5

0,0
180,2

198,7

195,8

P(K-

0,0001

0,0001

<
0,0001

0,0001

<

0,0001

0,0001
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Maxima 0,0
Minima 0,0
Média 0,0
Desvio

padrédo 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

IL-9

Maxima 6,610

Minima 2,420
Média 4,047
Desvio

padrao 1,548

Mediana 3,240

P (M-W)

IL-1RA

Maxima 25,71

Minima 19,33
Média 21,19
Desvio

padrao 2,023

Mediana 21,01

P (M-W)

TNFa

Maxima 30,54

Minima 13,55
Média 17,36
Desvio

padrao 5,233

Mediana 15,97

P (M-W)

IL-3

Maxima 0,0

Minima 0,0
Média 0,0
Desvio

padréao 0,0

Mediana 0,0

P (M-W)

IL-2

Maxima 12,62

Minima 0,6200
Média 4,514
Desvio

padrao 4,052

Mediana 3,780

P (M-W)

Enxaqueca Enxaqueca Esclerose
simples complicada

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

4,870

2,310
3,191

0,8143

3,010
0,1318

23,61

18,82
20,15

1,342

20,00
0,1414

27,07

11,81
15,63

4,911

13,20
0,0739

0,0

0,0
0,0

0,0

11,99

0,0
3,268

3,566

2,510
0,4222

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

6,090

1,440
3,884

1,067

3,875
0,9154

28,90

18,82
21,53

2,587

20,59
0,8872

29,15

9,040
16,68

4,328

15,97
0,8730

0,0

0,0
0,0

0,0

10,73

0,0
3,979

2,770

3,615
0,9435

Multipla

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

7,310

1,730
3,123

1,945

2,830
0,1676

25,88

18,82
20,90

2,280

20,46
0,6715

35,39

11,81
17,46

8,209

15,28
0,4898

0,0

0,0
0,0

0,0

21,47

1,250
6,124

6,977

5,040
0,6326

ELA

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

5,220

1,380
2,544

1,537

2,080
0,0327

27,05

18,65
21,24

3,587

19,49
0,5918

22,91

9,040
14,03

5,313

13,20
0,0817

0,0

0,0
0,0

0,0

12,62

0,0
4,156

4,883

2,510
0,8413

Infeccéo
Parasitaria

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

4,290

1,730
2,579

0,9146

2,225
0,0267

103,0

18,49
31,71

29,07

20,17
0,8847

22,22

11,81
15,15

3,327

14,59
0,2625

0,0

0,0

6,300

1,250
3,221

1,710

2,825
0,9231
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Infeccéo
Bacteriana

0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

2,660

1,260
1,655

0,6754

1,350
0,0108

19,58

18,65
19,05

0,3865

18,99
0,0249

15,28

2,100
9,733

5,521

10,78
0,0362

0,0

0,0
0,0

0,0

10,09

0,6200
2,988

4,735

0,6200
0,2107

Infeccéo
Viral Nao-
Arbovirose
0,0

0,0
0,0

0,0

0,0

3,240

0,0
1,793

0,9829

1,870
0,0003

197,4

17,48
35,06

41,02

20,30
0,7771

24,30

6,610
13,36

4,237

12,51
0,0206

0,0

0,0
0,0

0,0

8,830

0,0
1,644

2,422

0,3100
0,0166

Infeccéo
Viral
Arbovirose
53,19

0,0100
10,65

23,78

0,0100
n

5,970

0,0100
1,202

2,665

0,0100
0,0453

28,28

11,11
19,18

6,376

20,39
0,5040

23,34

0,0100
4,676

10,43

0,0100
0,0608

39,68

2,530
23,85

15,68

25,69

38,61

0,0200
7,748

17,25

0,0400
0,0829

P(K-

<
0,0001

0,4163

0,0109

0,0001

0,0169
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Infeccéo Infeccéo

pg/mL Cefaleia Enxa_queca Enxaqueca Escl’er_ose ELA Infe_cggo Infec_gao Viral Néo- Viral P(K-
simples complicada  Mdltipla Parasitaria Bacteriana . . W)
Arbovirose Arbovirose
IL-7 0,0013
Méaxima 97,55 98,38 100,0 107,0 98,38 93,03 95,91 95,91 16,40
Minima 89,53 89,73 88,09 86,85 88,91 90,14 88,91 87,67 0,0
Média 92,50 92,72 91,40 93,50 92,29 91,64 92,00 90,50 3,280
Desvio
padréo 2,311 2,365 3,155 6,449 3,606 1,143 3,128 2,202 7,334
Mediana 92,20 92,10 90,76 92,41 90,97 91,79 91,59 89,94 0,0
P (M-W) 1,0000 0,1408 0,9575 0,5905 0,5291 0,7570 0,0386 0,0033
IP-10 0,0410
Méaxima 37,64 23,95 85,94 2,900 0,0 963,6 0,0 960,8 39,04
Minima 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9600
Média 5,800 1,842 14,11 0,4143 0,0 156,6 0,0 91,74 10,11
Desvio
padréo 12,85 6,643 28,51 1,096 0,0 340,7 0,0 225,9 16,25
Mediana 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,630
P (M-W) 0,1648 0,9099 0,4041 n 0,6935 n 0,7334 0,0520
<
IL-2R 0,0001
Méaxima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 102,0
Minima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 82,65
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 86,52
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 8,654
Mediana 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 82,65
P (M-W) n n n n n n n n
<
IL-22 0,0001
Méaxima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 47,03
Minima 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11,25
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,40
Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P (M-W) n n n n n n n n
MIG 0,3197
Méaxima 27,59 25,43 29,32 33,20 26,73 160,2 31,48 591,1 43,85
Minima 20,68 19,17 18,95 14,63 17,44 18,95 17,66 15,50 13,67
Média 23,70 21,83 23,84 22,28 20,64 43,35 22,41 69,93 28,83
Desvio
padrao 2,115 2,060 2,829 5925 3,674 47,82 6,260 135,0 14,07
Mediana 23,70 21,54 23,81 21,98 20,25 23,60 20,25 21,22 21,39
P (M-W) 0,0658 0,9013 0,2650 0,0712 0,8096 0,2788 0,6014 0,7895
<
IL-4 0,0001
Méaxima 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 36,55
Minima 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0100
Média 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 7,318
Desvio
padréo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 16,34

Mediana 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0100
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P (M-W)

IL-8

Maxima 98,98

Minima 0,00
Média 17,10
Desvio

padrédo 33,14

Mediana 0,0

P (M-W)

Amostras

(n) 9,00

HLA-G

ng/mL

Maxima 3,327

Minima 0,0
Média 0,4820
Desvio

padrao 1,118

Mediana 0,0

P (M-W)

Enxaqueca Enxaqueca

simples

n

123,4

0,0
11,96

34,20

0,0
0,6097

22,00

5,484

0,0
1,982

1,590

1,896
0,0029

complicada

n

1667,00

0,0
72,09

317,2

0,0
0,1767

39,00

11,88

0,0
2,608

2,326

2,117
0,0009

Esclerose
Maltipla

n

0,0

0,0
0,0

11,65

0,0
3,858

3,365

3,809
0,0021

ELA

0,0

0,0
0,0

0,0

5,00

1,386

0,0
0,5622

0,6040

0,4850
0,3512

Infeccéo
Parasitaria

n

488,7

0,0
116,4

198,3

0,0
0,6124

7,00

68,94

0,0
13,60

25,67

1,086
0,0620
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Infeccéo
Bacteriana

n

0,0

0,0
0,0

0,0

12,00

12,80

0,0
3,411

4,700

1,687
0,0832

Infeccéo
Viral Nao-
Arbovirose

n

2074,00

0,0
192,0

462,6

0,0
0,5585

30,00

38,02

0,0
4,343

7,729

1,718
0,0086

Infeccéo
Viral
Arbovirose

n

350,0

0,1600
70,53

156,2

0,9600
0,1652

5,00

4,318

0,0
0,8636

1,931

0,0
1,0000

P(K-

0,0073

0,0089
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ABSTRACT

The Blood Brain Barrier (BBB) and the cerebrospinal fluid (CSF) are components of
the Central Nervous System (CNS), responsible for the selective transport of
substances between the peripheral blood and the CNS. Neuroinflammation is
characterized by continuous activation of microglia and other cells in the BBB.
Identifying the profile of soluble molecules in the CSF can increase the precision of the
investigation of neuroinflammatory events. The present study aims to evaluate the
profile of soluble immunological molecules present in the CSF of patients with primary
headache. The study population consisted of 73 patients with primary headache,
headache, migraine without aura and migraine with aura. The quantification of HLA-G
was performed by ELISA. Of the 73 participating patients, 68,5 % were women and
the average age is 39 years old. NO difference was find on CSF cellularity or protein
levels between the primary headache conditions. Migraines show an increase in SHLA-
G proportional to the severity of the disease, in addition to increased levels of IL-8,
MIG, IP-10 and IL-9 in the migraine with aura, suggesting greater complexity of the
reciprocal correlations of soluble immune molecules for inflammation control with a
strong positive correlation between TNF, IL-2, IL-7 and IL-17A and also RANTES and
MIP-1a.

Introducéo

A Barreira Hematoencefalica (BBB) € um componente do Sistema Nervoso
Central (SNC), responsavel pelo transporte seletivo de substancias através do fluido
extracelular no SNC e no sangue periférico (SHARMA; KALAKOTI; NANDA; SUN,
2018). Em nivel molecular, ha diversas ectoenzimas, receptores e transportadores nas
camadas da BBB responsaveis por regular a concentracdo de moléculas no liquido
cefalorraquidiano e a direcdo do transporte através da barreira (VARATHARAJ;
GALEA, 2017). ABBB ¢ influenciada por mediadores inflamatorios sistémicos e locais,
desempenhando um importante papel na resposta imune do SNC. A ativacdo de vias
inflamatdrias pode provocar mudancas na barreira que alteram sua seletividade,
permitindo a passagem de moléculas e células que ndo pertencem ao ambiente do
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SNC. (ROSENBERG, 2017. VARATHARAJ; GALEA, 2017. SHARMA; KALAKOTI;
NANDA; SUN, 2018).

A dor de cabeca primaria acontece quando ndo ha estreita relagcdo temporal
com outro transtorno conhecido por causar cefaleia e podem ser classificadas como:
cefaleia — dor de cabeca frontal ou lateral em ambos os lados, pulsante ou ndo, sem
outros sintomas neurolégicos associados; enxaqueca simples (ES) — também
conhecida como enxaqueca sem aura, € caracterizado por transtorno de cefaleia
recorrente que se manifesta em crises com duragéo de 4 a 72 horas, com dor de
localizacdo unilateral, qualidade pulsatil, intensidade moderada ou grave,
agravamento por atividade fisica de rotina e associacdo com nausea e/ou fotofobia e
fonofobia; Enxaqueca complicada (EC) - também conhecida como enxaqueca com
aura, é caracterizada por ataques recorrentes, com duracdo de minutos, sintomas
visuais, sensoriais ou outros sintomas do sistema nervoso central totalmente
reversiveis que geralmente se desenvolvem gradualmente e sédo seguidos por cefaleia
(INTERNATIONAL HEADACHE SOCIETY, 2018).

Materiais e Métodos

1. Desenho, Area e Populacgéo de Estudo

O estudo é do tipo analitico observacional transversal com comparacdo de
grupos, onde os pacientes com dor de cabeca primaria foram selecionados
aleatoriamente e posteriormente separados em grupos de acordo com o diagndstico
final.

Constituem populacdo de estudo todos os pacientes que, no periodo de
dezembro de 2018 a dezembro de 2019, foram atendidos no Servigo de Neurologia
do Hospital da Restauragédo. Os critérios de inclusdo incluem: (1) pacientes com
diagnéstico final de dor de cabeca primaria; (2) ter no minimo 18 anos completos
durante a execucéao do estudo.

Serao critérios de exclusdo: (1) Preenchimento incompleto das informacdes
referentes a identificacdo do paciente, dados clinicos ou de exames complementares;
(2) Descontinuacéo do acompanhamento ambulatorial; (3) Obito anterior & realizacéo
dos exames complementares; e (4) ndo ter assinado o termo de consentimento livre
e esclarecido, (5) e ndo ter coletado amostra biol6gica para estudo.

2. Coleta de dados

Os pacientes que obedeceram aos critérios de inclusdo e de exclusdo, foram
convidados a patrticipar do estudo, apds a explicacdo de seus objetivos, de seus
direitos e da obrigatoriedade do pesquisador em obedecer aos requisitos éticos
constantes da Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Para os pacientes
que concordaram em participar, foi solicitada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, a autorizacdo para coleta de informacéo do seu
prontuéario, e a utilizacdo de amostra de liquido cefalorraquidiano armazenada no
servico. Aqueles com dados incompletos foram excluidos gerando um grupo final de
73 pacientes.

As informacg6es relativas a identificagéo do paciente e variaveis de estudo foram
obtidas do prontuario hospitalar do paciente. Os pacientes foram entdo agrupados de
acordo com a patologia apresentada, sendo determinado os seguintes grupos: 10
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pacientes com cefaleia, 24 com enxaqueca simples (ES) e 39 com enxaqueca
complicada (EC).

3. Determinacéao dos niveis de HLA-G soluvel no LCR

A quantificacdo de HLA-G sera realizada por ELISA com o anticorpo
monoclonal anti-HLA-G MEM-G/9 (Exbio, Praga, Republica Checa) conforme descrito
previamente (SADISSOU et al., 2014).

4. Determinacao dos niveis de moléculas soluveis no LCR

A quantificagdo das moléculas soluveis no liquido cefalorraquidiano dos
pacientes foi realizada através de imunoensaio baseado em esferas fluorescentes
usando kit multi-plex pré-formado (Human Cytokine Magnetic 35-Plex Panel,
Invitrogen™ Thermo Fisher, Viena, Austria) seguindo o protocolo do fabricante.

5. Analise dos dados

Para as variaveis epidemiolégicas do estudo, foram usados os parametros da
Estatistica Descritiva, a saber: distribuicdo de frequéncias absolutas e relativas,
média, mediana, e desvio padrao. Quando necessario a comparacao de médias entre
2 grupos, serdo aplicados os testes t de Student (paramétrico) ou Mann-Whitney (néo
paramétrico). A decisdo entre aplicacdo de testes paramétricos e ndo paramétricos
sera baseada no resultado do teste Kolmogorov-Smirnov de normalidade.O
coeficiente de Sperman foi usado para identificar as correlagdes. Para todos os testes
utilizados, a hipétese de nulidade sera rejeitada, quando possibilidade de ocorréncia
casual das diferencas observadas nao exceda 5% (p<0,05).

Resultados
1. Perfil Epidemiolégico

Participaram do estudo 73 pacientes, sendo 68,5 % do género feminino e com
média de idade de 39 anos. Nenhuma diferenca foi encontrada entre a média de idade
entre os grupos analisados (Cefaleia 39 anos, ES 39 anos e EC 38 anos).
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Tabela 1 — Idade dos Pacientes

. Enxaqueca Enxagueca
Colunas Cefaleia d q

simples complicada
Amostras (n) 10 24 39
Idade (anos)
Maxima 58 111 72
Minima 24 17 17
Média 39,02 39,88 38,38
Desvio
padréao 11,46 17,91 16,28
Mediana 37 37,5 34

2. Perfil biogquimico e de celularidade

Nenhuma diferenca estética significante foi encontra entres 0s grupos
analisados quanto a celularidade, concentragéo de glicose, cloreto e proteinas.
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Tabela 2 — Celularidade e Bioquimica do LCR dos pacientes
Colunas Cefaleia En>_<aqueca Enxaq_ueca
simples complicada
Amostras (n) 9 24 39
Celularidade (cel./mm3)
Méaxima 8 5,66 53,33
Minima 0 0 0
Média 1,172 1,124 2,908
Desvio
padrao 1,936 1,522 8,265
Mediana 0,33 0,66 0,66
Cloreto (mg/ml)
Méaxima 747 737 750
Minima 663 607 628
Média 704,1 696,2 706,2
Desvio
padrao 24,18 33 28,45
Mediana 707 708,5 708
Glicose (mg/ml)
Méaxima 99 112 95
Minima 57 49 48
Média 73,82 72,88 70,59
Desvio
padrao 13,19 17,24 10,63
Mediana 72 70 69
Colunas Cefaleia Enxa_queca Enxaqueca
simples complicada
Proteina (mg/ml)
Méaxima 63 124 85
Minima 5 14 20
Média 29,63 40,83 42,33
Desvio
padrao 12,05 21,64 17,82
Mediana 27,5 38 40

3. Perfil do HLA-G

O HLA-G soluvel (sHLA-G) foi encontrado significativamente aumentado em
relacéo ao grupo cefaleia no LCR dos pacientes com enxaqueca simples (P=0,0029)
e complicada (P=0,0009).
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Grafico 1 — Perfil da conetracdo de HLA-G soltvel no LCR dos pacientes
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Concentracdo de sHLA-G no LCR em ng/mL. Os niveis estdo aumentados em enxagueca simples
(P=0,0029) e enxaqueca complicada (P=0,009).

4. Correlagdes entre moléculas sollveis no

cefalorraquidiano

imunoldgicas liquido

Na cefaleia, IP-10 e IL-1RA se correlacionam negativamente (rho=-0,809),
enquanto que IL-2 e IL-7 se correlacionam positivamente (rho=+0,887). E observado
também que MIG influencia positivamente TNFa (rho=+0,826), que por sua vez,
influencia IL-17A e IL-9 (rho=+0,851 e rho=+0,868, respectivamente) esses Ultimos
também apresentam correlacdo positiva um com o outro (rho=0,958) (Figura 1A).

Na enxagueca simples, os niveis de sHLA-G estdo aumentados em relagéo a
cefaleia e regulam negativamente a IL-9 (rho=-0,825). Apesar de, assim como na
cefaleia, a IL-2 influenciar positivamente IL-7 (rho=+0,832), na enxaqueca simples
essa citocina também exerce influéncia moderada na IL-1RA (rho=+0,694). A IL-8
exerce influéncia negativa sobre a MIG (rho=-0,739) que por sua vez influencia
positivamente MIP-1a e RANTES (rho=+0,825 e rho=+0,879, respectivamente) e esta
altima modula moderadamente IL-17A (rho=+0,689) (Figura 4B).

Na enxaqueca complicada, os niveis de sHLA-G estdo significativamente
aumentados, porém essa molécula ndo parece exercer influéncia especifica em
nenhuma outra molécula. Assim como na cefaleia, encontra-se uma forte correlacao
positiva entre IL-2 e IL-7 (rho=+0,862) e TNFa e IL-17A (rho=+0,864). Uma forte
correlacdo positiva também é encontrada entre RANTES e MIP-1a (rho=+0,801) e II-
2 e TNFa (rho=+0,828). Nessa patologia, quinze diferentes moléculas se
correlacionam formando uma rede de conexdes complexa, mas apenas as moléculas
citadas acima apresentam correlagbes fortes (rho=0,8), as demais variam entra
correlacdes fracas a moderadas (rho<0,8) (Figura 4C).
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Figura 1 - Diagrama da correlacéo entre as moléculas sollveis
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Correlagao entre moléculas soluveis dos pacientes com (A) cefaleia [n = 9; rho = 0,809 a 0,958; P<0,01],
(B) enxaqueca simples [n=13; rho = 0,689 a 0,879; P<0,01] e (C) enxaqueca complicada [n=28, rho (+)
= 0,480 a 0,864; P<0,01]. As linhas pontilhadas em vermelho representam as correlacdes negativas,
em azul escuro as correlagdes com rho=0,8 e em rosa correlagcbes com rho entre 0,6 e 0,79.
Correla¢des com rho<0,6 e/ou P>0,01 foram desconsideradas no diagrama.

Discussao

Em cefaleia, o TNFa, uma molécula constitutiva no SNC e conhecida pela
inducdo e manutencdo da inflamacdo (PROBERT 2015), se correlaciona
positivamente com outras moléculas constitutivas do SNC, como as citocinas IL-17A
e IL-9, moléculas responsaveis pela regulacdo da inflamacao e proliferacao celular
(ROJAS-ZULETA; SANCHEZ, 2017. WAISMAN; HAUPTMANN; REGEN, 2015), e a
qguimiocina MIG. Esses resultados corroboram as evidencias de que TNFa possui um
importante papel na homeostase imunoldgica no SNC (MCCOY; TANSEY, 2008;
PROBERT 2015). Outro ponto observado é a correlacao forte e negativa entre a Il-
1RA e a IP-10. O IL-1RA, antagonista do receptor IL-1 é produzido pela microglia e
apresenta funcao redutora da inflamacao (OH; CHOI; NOH; LEE; JEONG; JEON;
SHIN; KIM; KIM; LEE, 2018). Por sua vez, a IP-10 é uma molécula constitutiva do
ambiente cerebral com propriedade quimiotractante, relacionada a migracdo de
células T. Um estudo com camundongos knockout para IP-10 mostrou que esses
animais exibem suscetibilidade aumentada a encefalite autoimune experimental
(EAE) (KLEIN; IZIKSON; MEANS; GIBSON; LIN; SOBEL; WEINER; LUSTER, 2003).
Em outro estudo, dessa vez com anticorpos bloqueadores de funcéo em ratos, foi
observado o agravamento da EAE (NARUMI; KABURAKI; YONEYAMA; IWAMURA,
KOBAYASHI; MATSUSHIMA, 2002). Essas evidencias sugerem que a IP-10 esta
envolvida na regulacao da resposta imune no SNC.

Na enxaqueca simples, as quimiocinas RANTES, MIP-1a e MIG apresentam
correlacdo positiva forte e reciproca. Essas moléculas sao responséaveis pelo trafico
celular através da BBB 89(UBOGU; CALLAHAN; TUCKY; RANSOHOFF, 2006;
WATSON; GOODKEY; FOOTZ;, VORONOVA, 2020). Entretanto, na enxaqueca
complicada, apenas RANTES e MIP-1a se correlacionam positiva e fortemente,
enquanto MIG se correlaciona moderadamente com o TNFa que por sua vez, se
mantém correlacionado positivamente a IL-17A e nos mesmo niveis encontrados em
cefaleia (Apéndice 2), sugerindo um importante papel dessas moléculas na regulacédo
da resposta imune no ambiente do SNC.

Por outro lado, o HLA-G, uma conhecida molécula reguladora da resposta
imune (HUANG; AIRAS; SCHWAB; WIENDL, 2010), apresenta um aumento
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significativo em ambas as enxaquecas em relacéo a cefaleia, sugerindo um equilibrio
na resposta inflamatéria em enxaqueca complicada. O sHLA-G apresentou niveis
aumentados de acordo com a gravidade da enxaqueca apresentada e, em enxaqueca
simples, aparece regulando a IL-9. Em um estudo in vitro o HLA-G suprimiu a
proliferacdo de células T (MORANDI; MARIMPIETRI; GORGENS; GALLO;
SRINIVASAN; EL-ANDALOUSSI; GRAMIGNOLI, 2020). Em outro estudo in vitro o
HLA-G também mostrou acdo supressora na proliferacdo de neutréfilos
(MOCIORNITA; ADAMSON; TUMIATI; ROSS; RAO; DELGADO, 2018). Essas
evidéncias corroboram a acéo supressora da resposta inflamatoria e da proliferacao
celular do HLA-G.

Concluséao

As enxaquecas ndo apresentam alteracGes bioquimicas e de celularidade em
comparacao a cefaleia. Entretanto, apresentam aumento de sHLA-G proporcional a
gravidade da doenca, além de aumento dos niveis de quimiocinas IL-8, MIG, IP-10 e
de IL-9 na forma mais grave da doenca, sugerindo maior complexidade das
correlacdes reciprocas das moléculas imunes solUveis para controle da inflamacao
com uma forte correlacdo positiva entre TNF, IL-2, IL-7 e IL-17A e também RANTES
e MIP-1a.
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