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RESUMO 

 

Caracterizadas tanto pela destruição da mielina quanto a degeneração 

axonal, as doenças autoimunes desmielinizantes (DAD) do sistema nervoso 

(SNC) manifestam lesões consideradas típicas associadas à neuroinflamação 

fomentada por células imunes inatas (micróglia/macrófagos) e adaptativas 

(linfócitos T e B) dirigidas contra antígenos expressos tanto pelos neurônios 

quantos por células locais acessórias, os oligodendrócitos e astrócitos. Dentre 

as principais DAD do SNC, a Esclerose Múltipla Remitente Recorrente (EMRR) 

é a mais prevalente, porém, não a mais grave. Apesar de ser menos comum, 

pacientes com diagnóstico de Transtorno do Espectro da Neuromielite Óptica 

(NMOSD) possui pior desfecho, sendo essa relação associada à maior 

contribuição de células B. Apesar da EMRR ser considerada uma DAD mediada 

principalmente por subtipos de células T IL-17+ autorreativas, recentemente, 

células B têm associada à progressão da EMRR para a forma secundária 

progressiva, caracterizada por  neurodegeneração irreversível. Levando-se em 

consideração a existência de subtipos células B, o presente estudo tem como 

objetivo mapear subtipos imunogênicos e tolerogênicos de células B circulantes 

nesses pacientes e comparar com a gravidade clínica da EM e da NMOSD. Para 

tanto, culturas de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com 

EM (n=21), NMOSD (n=21) e de indivíduos saudáveis (controle, n=10) foram 

estimuladas com PMA e Ionomicina na presença de Brefeldina. Após 4 horas, a 

porcentagem de diferentes subtipos de células B (CD19+), com base na 

expressão diferencial de CD27, CD38, CD138, HLA-DR, IgD, CCR9 e α4β7, 

assim como das citocinas IL-10 e IL-17, foi determinada por citometria de fluxo. 

A gravidade das incapacidades neurológicas foi determinada pela escala do 

EDSS. No presente estudo, uma redistribuição das células B transicionais foi 

observada, com redução dos fenótipos HLA-DR⁺IgD⁺ nos grupos EM e NMOSD 

e aumento do subtipo HLA-DR⁺IgD⁻ no grupo NMOSD, sugerindo um possível 

desbalanço imunológico relacionado à perda da homeostase. Nas amostras de 

NMOSD, células B de memória (CD27⁺CD38-HLA-DR⁺IgD⁻) mostraram 

correlação positiva com o grau de incapacidade, apontando esse subtipo como 

possível precursor de plasmoblastos patogênicos. Com relação aos 
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plasmoblastos, a frequência do fenótipo celular mais funcional (CD138⁺) não 

apenas foi maior nos grupos de pacientes, como também se mostrou 

positivamente correlacionada com a gravidade das incapacidades neurológicas. 

Ainda, em pacientes com NMOSD, maiores frequências de células B totais e 

plasmoblastos HLA-DR⁺IgD⁻ também se associaram à gravidade da doença. No 

paciente com EM, a porporção de alguns subtipos de células B CCR9⁺α4β7⁺ foi 

positivamente correlacionada aos níveis plasmáticos de LBP, um marcador 

indireto de transmigração bacteriana. Em contraste, de uma maneira geral, tanto 

a proporção de alguns subtipos de células B CCR9+α4β7- e, principalmente, a 

intensidade de expressão de CCR9 sobre as células B correlacionou-se 

diretamente com LBP. Por fim, menor porcentagem de células B IL-10+IL-17- foi 

observada em pacienets com NMOSD, enquanto células B IL-10-IL-17+, 

especialmente do subtipo de memória (CD27⁺CD38⁻), estavam aumentadas 

nesse grupo de pacientes. Apesar de preliminares, nossos achados sugerem 

que distúrbios na composição das células B circulantes possuem semelhanças 

e diferenças entre os ambos os grupos de pacientes, destacando-se uma maior 

expansão de células B pró-inflamatórias no grupo NMOSD.  

 

Palavras-chave: SNC; EM; NMOSD; células B. 
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ABSTRACT 

 

Evaluation of the Phenotypic Profile of B Cells in Patients with Multiple 
Sclerosis: Comparison with Neuromyelitis Optica Spectrum Disorders 

 
Characterized by both myelin destruction and axonal degeneration, 

demyelinating autoimmune diseases (DAD) of the central nervous system (CNS) 

present with typical lesions associated with neuroinflammation driven by innate 

immune cells (microglia/macrophages) and adaptive immune cells (T and B 

lymphocytes) targeting antigens expressed by neurons as well as by local 

accessory cells, oligodendrocytes and astrocytes. Among the main CNS DADs, 

relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS) is the most prevalent, though not 

the most severe. Although less common, patients diagnosed with neuromyelitis 

optica spectrum disorders (NMOSD) have poorer outcomes, a finding associated 

with a greater contribution of B cells. While RRMS is considered a DAD primarily 

mediated by IL-17⁺ autoreactive T cell subtypes, recent studies have linked B 

cells to the progression of RRMS to the secondary progressive form, 

characterized by irreversible neurodegeneration. Considering the existence of B 

cell subtypes, the present study aims to map immunogenic and tolerogenic 

subtypes of circulating B cells in these patients and compare them with the clinical 

severity of MS and NMOSD. For this purpose, peripheral blood mononuclear cell 

cultures from patients with MS (n=21), NMOSD (n=21), and healthy individuals 

(controls, n=10) were stimulated with PMA and ionomycin in the presence of 

brefeldin. After 4 hours, the percentage of different B cell subtypes (CD19⁺), 

based on the differential expression of CD27, CD38, CD138, HLA-DR, IgD, 

CCR9, and α4β7, as well as the cytokines IL-10 and IL-17, was determined by 

flow cytometry. Neurological disability severity was assessed using the EDSS 

scale. In the present study, a redistribution of transitional B cells was observed, 

with a reduction of HLA-DR⁺IgD⁺ phenotypes in both MS and NMOSD groups 

and an increase in the HLA-DR⁺IgD⁻ subtype in the NMOSD group, suggesting 

a possible immunological imbalance related to the loss of homeostasis. In 

NMOSD samples, memory B cells (CD27⁺CD38⁻HLA-DR⁺IgD⁻) showed a 

positive correlation with the degree of disability, indicating this subtype as a 
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potential precursor of pathogenic plasmablasts. Regarding plasmablasts, the 

frequency of the most functionally active cell phenotype (CD138⁺) was not only 

higher in the patient groups but also positively correlated with the severity of 

neurological disabilities. Additionally, in NMOSD patients, higher frequencies of 

total B cells and HLA-DR⁺IgD⁻ plasmablasts were also associated with disease 

severity. In MS patients, the proportion of certain CCR9⁺α4β7⁺ B cell subtypes 

positively correlated with plasma LBP levels, an indirect marker of bacterial 

translocation. In contrast, in general, both the proportion of certain CCR9⁺α4β7⁻ 

B cell subtypes and, more notably, the intensity of CCR9 expression on B cells 

directly correlated with LBP. Finally, a lower percentage of IL-10⁺IL-17⁻ B cells 

was observed in NMOSD patients, whereas IL-10⁻IL-17⁺ B cells, particularly the 

memory subtype (CD27⁺CD38⁻), were increased in this patient group. Despite 

being preliminary, our findings suggest that disturbances in the composition of 

circulating B cells show both similarities and differences between the two patient 

groups, with a greater expansion of pro-inflammatory B cells in the NMOSD 

group. 

 

Keywords: CNS; MS; NMOSD; B cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Considerações gerais. 
 

Definidas pela degeneração axonal e progressiva deterioração da mielina, 

as doenças desmielinizantes autoimunes (DAD) apresentam lesões 

consideradas singulares relacionados à ativação de micróglia/macrófagos, 

astrócitos e linfócitos, considerados agentes propulsores da desmielinização e 

axonopatia na neuroinflamação. Responsáveis inicialmente pela injúria à bainha 

de mielina, essas células prejudicam a condução elétrica neuronal e, 

consequentemente, fomentam danos irreversíveis as funções sensitivas e 

motoras dos pacientes acometidos (DA SILVA et al., 2022; NAVE; WERNER, 

2014; LOVE, 2006). Em ordem decrescente de importância epidemiológica, a 

esclerose múltipla (EM) e o transtorno do espectro da neuromielite óptica 

(NMOSD, do inglês neuromyelitis optic spectrum disorder) são as principais DAD 

que afetam a população (ROSENTHAL; HOFFMAN; TYOR, 2020; LEITE; SATO, 

2020). Enquanto EM tem sido descrita como uma doença autoimune de base 

celular, a patogênese da NMOSD envolve principalmente a produção de 

anticorpos patogênicos dirigidos principalmente contra a proteína aquaporina-4 

(APQ-4), respectivamente. 

A respeito do curso clínico, grande parte dos pacientes acometidos com 

EM evoluem para a forma remitente recorrente (EMRR), descrita como uma 

condição cujo indivíduo apresenta episódios agudos de incapacidade 

neurológica seguida de remissão clínica parcial ou total. Em uma perspectiva 

temporal longa, entre 10 e 15 anos após o diagnóstico da EMRR, 

aproximadamente de 50% desses pacientes evoluem para a fase progressiva 

secundária (EMPS), sendo essa caracterizada por uma desmielinização 

progressiva e neurodegeneração irreversíveis. Apresenta ao longo desse curso 

manifestações clínicas como neurite óptica, síndrome do tronco cerebral, 

síndrome cerebelar ou síndrome da medula espinhal com fraqueza dos membros 

e/ou perda sensorial (ROSENTHAL; HOFFMAN; TYOR, 2020; BROWNLEE et 

al., 2017; MCFARLIN; MCFARLAND, 1982). Apesar do NMOSD ser uma 

condição mediada por autoanticorpos, ambas possuem aspectos patológicos e 

clínicos distintos entre si e entre a EM. Dessa forma, o NMOSD manifesta como 
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aspectos clínicos neurite óptica, mielite aguda longitudinalmente extensiva, 

síndrome da área postrema e/ou tronco cerebral e sintomas diencefálicos e 

cerebrais (WINGERCHUK et al., 2015).  

Dentre as duas DAD, pacientes com NMOSD soropositivos anti-AQP4 são 

considerados mais graves com cerca de 50% desses pacientes apresentando 

amaurose, dependência de cadeiras de rodas e óbito cinco anos após o primeiro 

surto (LEITE; SATO, 2020; PITTOCK et al., 2008). Essa gravidade tem sido 

associada a destruição maciça das células que expressão elevada níveis de 

anticorpos anti-AQP4, os astrócitos. De forma interessante, apesar de vários 

estudos apontarem o envolvimento maior de subtipos de células T IL-17+ em 

coordenar a desmielinização primária da EMRR (KHAN, A.W.; FAROOQ, M.; 

HWANG, M.-J. et al., 2023; MILOVANOVIC, J., ARSENIJEVIC, A., 

STOJANOVIC, B. et al., 2020), a existência de estruturas denominadas de 

folículos ectópicos, ricos em células B, localizadas inferiormente às meninges de 

pacientes acometidos com as formas progressivas da EM indica uma possível 

participação da imunidade humoral na fase mais agressiva da doença, 

caracterizada por neurodegeneração. Entretanto, mesmo na EM, alguns estudos 

têm demonstrado o papel protetor das células B na doença (Kumar e Axtell, 

2023), indicando a necessidade de estudos refinados para ao menos mapear a 

relação entre presença de diferentes células B com a gravidade das DAD, o que 

tem sido o objetivo do presente trabalho. 

 

1.2. Esclerose Múltipla e NMOSD – fatores epidemiológicos e 
clínicos. 

 

Caracterizada habitualmente por ataques regulares à bainha de mielina 

em indivíduos que apresentam uma predisposição genética para tal condição, a 

EM é classificada como uma enfermidade autoimune inflamatória crônica, sendo 

responsável por impactar negativamente a homeostase do SNC (ADAMS, R.D.; 

VICTOR, M.1998; SOSPEDRA, M.; MARTIN, R. 2005). A respeito de sua 

epidemiologia, a EM afeta principalmente indivíduos entre 20 (vinte) e 50 

(cinquenta) anos, assim, impactando negativamente as diversas esferas sociais 
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e profissionais presentes na vida desses (LEVIN et al., 2014). Estima-se que a 

EM afeta 2,8 milhões no mundo, com prevalência média de 19 casos por 100.000 

brasileiros, com variação de 1,36 casos no Nordeste a 27,2 casos no Sul e 

Sudeste (KOBELT et al, 2019, MULTIPLE SCLEROSIS INTERNATIONAL 

FEDERATION, 2022). A doença acomete duas a três vezes mais o gênero 

feminino quando comparado ao masculino (3:1) e indivíduos caucasianos 

(ALVES- LEON et al., 2008; ABEM, 2017). 

A manifestação clínica na EM encontra-se relacionada ao ambiente 

inflamado, dessa maneira, condições derivadas dessa ação inflamatória são 

responsáveis pela multiplicidade de sinais e sintomas relacionadas às 

incapacidades neurológicas, podendo o seu caráter crônico levar ao 

desenvolvimento de atrofia cerebral e degeneração axonal secundária 

(SUPPIEJ, A.; CAINELLI, E. 2014). Dentre essas manifestações, destacam-se 

alterações da sensibilidade, perca visual, fraqueza muscular, motora, diplopia, 

ataxia dos membros e declive cognitivo. Diante desse contexto, apesar da EM 

apresentar a sua classificação como uma doença desmielinizante que acomete 

o SNC, em seu estágio avançado, é possível observar a sobreposição de 

diversos processos patológicos, tais como a perda da integridade da barreira 

hematoencefálica (BHE), inflamação em localidades heterogêneas, carência e 

esgotamento de oligodendrócitos, gliose reativa e degeneração axonal e 

neuronal (SCOLDING, 2015). 

O diagnóstico definitivo da EM depende da ocorrência de ao menos 2 

(dois) recaídas com intervalo temporal de no mínimo 1 (um) mês entre as 

recidivas, acompanhado de dois exames de imagem por ressonância magnética 

nuclear (RMN) revelando duas ou mais lesões neuronais em diferentes níveis 

topográficos da substância branca presente no SNC e compatíveis com as crises 

de incapacidade neurológica. Todavia, não raro, o fechamento de diagnóstico 

pode demorar, visto que alguns pacientes apresentam relato comprovado 

apenas de 1 (um) episódio recaída clínica, conhecida como síndrome 

clinicamente isolada (CIS, Clinically isolated syndrome, do inglês) com imagem 

de crânio compatível ao quadro de EM (AAN, 2017; MATUTE-BLANCH et al, 

2018; ABN, 2018). Ademais, achados eventuais de lesões desmielinizantes 

isoladas na RMN em áreas sugestivas de EM, conhecido como síndrome 
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radiológica isolada (RIS, Radiologically isolated syndrome, do inglês) pode 

alertar os neurologistas quanto ao risco de fechar o diagnóstico de EM no futuro 

próximo. 

Apesar de existirem diferentes curso clínicos, a grande maioria dos 

pacientes com EM (80 a 85%) é acometido pela forma recorrente remitente 

(EMRR), definida pela ocorrência de episódios agudos de comprometimento 

neurológico, com duração mínima de 24 (vinte e quatro) horas, e com um 

intervalo temporal ínfimo de 30 (trinta) dias entre cada recidiva (SCHUMACHER 

et al., 1965). Por razões ainda não conhecidas, cerca de 50% dos indivíduos com 

EMRR progride em 10 anos para a forma secundária progressiva (EMSP), 

caracteriza por neurodegenerativa irreversível (MAHAD, D. H., TRAPP, B. D., & 

LASSMANN, H. 2012). Em apenas 5% dos casos de EM, os pacientes 

apresentam um curso progressivo de velocidade variável logo após a primeira 

recidiva, sendo conhecida como EM primária progressiva (EMPP) (DECK et al., 

2013). 

Em 2009, a partir de informações sobre a frequência e gravidade das 

recidivas ao longo de 6 (seis) meses de acompanhamento, associada a presença 

ou não de incapacidade neurológica residual após remissão clínica (COMINI-

FROTA, E. R; VASCONCELOS C.F.C; MENDES M.F, 2017), permitiu aos 

médicos identificarem os pacientes com EMRR com ausência (NEDA, do inglês 

no evidence of disease activity) ou mínima (MEDA, do inglês minimal evidence 

of disease activity) atividade da doença (GIOVANNONI, 2018; ABN, BCTRIMS, 

2018).  

O grau de comprometimento neurológico em pacientes é frequentemente 

avaliado por meio da escala expandida do estado de incapacidade (EDSS, do 

inglês Expanded Disability Status Scale) (KURTZE, 1983) (Figura 1), 

responsável por avaliar os sistemas funcionais (FS, do inglês functional 

systems). A escala possui 20 itens, contendo pontuações que variam de 0 (zero) 

a 10 (dez), aumentando meio ponto de acordo com o grau de incapacidade 

apresentado pelo paciente. Dentre as qualidades avaliadas, a análise possui 

como finalidade principal a investigação da capacidade de deambulação, em 

especial quando o EDSS é superior a 4 (quatro). Dessa forma, em seu sistema 

avaliativo, 0 (zero) indica um paciente sem déficit neurológico, em contrapartida 
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10 (dez) elucida a morte devido à EM, sendo esse um evento raro (GAFSON, A., 

GIOVANNONI, G., & HAWKES, C. H. 2012). Vale a pena salientar que a escala 

possui a sua avaliação voltada somente à deambulação, sendo assim, essa não 

é capaz e avaliar outras incapacidades, tais como cognição, fadiga e depressão 

(DARGAHI et al, 2017). 

Figura 1. Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke. 

 

Figura 1. Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke. Método utilizado para 
medir o grau de incapacidade na EM. A escala categoriza a incapacidade em diferentes sistemas 
funcionais, permitindo aos neurologistas atribuir a pontuação específica. Fonte: International 
Journal of Molecular Sciences, adaptado de Buzzard, K.A., et al, 2012. 

 

Um recente estudo brasileiro, realizado por Vasconcelos e colaboradores 

(2020), identificou um conjunto de fatores que podem acelerar a progressão para 

a forma secundária progressiva da EM (EMSP). Esses fatores incluem: início da 

doença após os 30 (trinta) anos, intervalo de até 2 (dois) anos entre a primeira e 

a segunda recaída, comprometimento piramidal e cerebelar durante a 

manifestação inicial da doença, ausência de tratamento antes do paciente atingir 

uma pontuação de 3 (três) no EDSS e ancestralidade africana. Com base nesses 

critérios, os pacientes podem ser classificados em alto e baixo risco de 

progressão, sendo considerados alto risco aqueles que se enquadram no 

mínimo em 3 (três) dessas categorias (VASCONCELOS et al. 2020).  

Reconhecido como um distúrbio autoimune que acomete o SNC, 

classificado erroneamente como um subtipo grave da EM no decorrer do tempo, 

a neuromielite óptica (NMO) apresenta-se como uma doença responsável pela 

desmielinização dos nervos oculares assim como da medula espinhal, 
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pertencendo ao grupo de doenças denominado Transtorno do Espectro da 

Neuromielite Óptica (NMOSD) (ARGYRIOU; MARKIS, 2008; WINGERCHUK et 

al., 2015). A NMOSD ocorre classicamente por meio de 2 (duas) manifestações 

clínicas clássicas: Neurite Óptica (NO) e Mielite Transversa Aguda (MTA) 

(WINGERCHUK et al., 1999; WINGERCHUK et al., 2015), classicamente 

levando o paciente a amaurose, astenia, hipoestesia, intestino e bexiga 

neurogênicos (ROSALES; KISTER, 2016). 

À semelhança da EM, a maioria dos casos de NMOSD (80 a 90%) 

evoluem com a forma RR, assim, exibindo recidivas por meio de crises agudas 

neurite óptica (NO), mielite transversa aguda (MTA), ou ambas, acompanhado 

de remissão, geralmente parcial (WINGERCHUCK; WEINSHENKER et al., 

2017; PEREIRA et al., 2015). Em relação a epidemiologia, o NMOSD é 

considerado uma doença rara. Estima-se que a prevalência mundial esteja na 

faixa de 0,34 a 10 para adultos e 0,6 a 0,22 para crianças a cada 100.000 

indivíduos (FLANAGAN et al., 2016; MIYAMOTO et al., 2018; BOESEN et al., 

2018). De acordo com Papp e colaboradores (2021), a incidência ao redor do 

globo decorre por volta de 0,039 a 0,73 em adultos, enquanto em menores de 

18 (dezoito) anos apresenta-se entre 0,01 e 0,06 a cada 100.000 indivíduos. De 

acordo com a literatura, o NMOSD é mais habitual em indivíduos não-

caucasianos e em localidades com baixa prevalência de EM, acometendo mais 

indivíduos com uma idade média de 40 (quarenta) anos. Todavia, 

semelhantemente à EM, o NMOSD acomete mais o sexo feminino quando 

comparado ao masculino (razão de 9:1) (GOLD SM et al., 2019; KITLEY J et al., 

2014; SATO DK et al., 2014; PAPAIS-ALVARENGA et al., 2015; COSSBURN et 

al., 2012; RIVERA et al., 2008; MEALY et al., 2012). 

 

1.3. Imunopatogênese do NMOSD. 

 

Diferentes da EM, NMOSD são condições autoimunes primariamente 

mediadas por autoanticorpos (FAN X, JIANG Y, HAN J et al., 2016; CHANG X, 

JIAO K, WANG D et al., 2023). Entretanto, a produção de anticorpos patogênicos 

anti-APQ4 (NMOSD) depende classicamente da colaboração entre as células B 
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com linfócitos T CD4+ foliculares (TFH) (FAN et al., 2016; CHANG et al., 2023). A 

imunosinapse entre essas células envolve vários eventos cognitivos, tal com a 

apresentação de antígenos associados às moléculas do HLA de classe II. Nesse 

sentido, o diagnóstico de NMOSD tem sido associado à presença dos alelos 

HLA-DRβ1*04:05, *16:02 e 03:02 (ZAMVIL et al., 2015; KAMOI et al., 2019; 

MOLEY et al., 2024).  

 Reconhecida por seu papel central como principal canal transportador de 

água presentes no SNC, a AQP4 é expressa em níveis elevados dos pés dos 

astrócitos projetando-se para interface fluido-parênquima, sendo essa 

responsável pela homeostasia local (NIELSEN et al., 1997; RASH et al., 1998). 

Entretanto, a distribuição desses astrócitos é particularmente abundante nas 

regiões da medula espinhal, nervo óptico, tronco cerebral, regiões 

periventriculares, hipotálamo, área postrema e sob os núcleos supraóticos. 

Perifericamente, a AQP4 é expressa em células musculares esqueléticas, 

células parietais do estômago, pulmões, ductos coletores dos rins, ouvidos 

internos, glândulas salivares e retina. (WINGERCHUK et al., 2010; 

PAPADOPOULOS; VERKMAN AS, 2012; VERKMAN; ANDERSON; 

PAPADOPOULOS, 2014; WEISHENKER; WINGERCHUK, 2017). A ausência de 

comprometimentos multissistêmicos nos pacientes com NMOSD anti-AQP4+ tem 

sido explicada por duas hipóteses não excludentes, a expressão de diferentes 

isoformas da AQP4 no CNS e tecidos periféricos, e menor expressão de 

proteínas inibidoras da ativação do sistema complemento pela via clássica na 

região medular e nervo óptico (SAADOUN S; PAPADOPOULOS, 2015). 

Apesar da NMOSD ser considerada uma astrocitopatia primária, 

agressivas lesões desmielinizastes com neurodegeneração parecem envolver a 

perda dos transportadores de glutamato EAAT2 (do inglês, excitatory aminoacid 

transporter-2) que são expressos justapostos aos complexos AQP-4 (SAADOUN 

et al., 2005; HINSON et al., 2008; NAGELHUS; OTTERSEN, 2013). A eficiente 

morte dos astrócitos deve-se também a outros dois aspectos moleculares, a 

produção de anticorpos anti-AQP4 do tipo IgG1, excelente subclasse de 

imunoglobulina na indução da ativação da via clássica (ISOBE et al., 2015), 

associada à elevada avidez promovida pela formação do macrocomplexo 

ortogonal de AQP-4 isoforma M3, quando comparada a isoforma M1 encontrada 
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nos tecidos periféricos (HINSON et al., 2007; HINSON et al., 2012; 

WEINSHENKER; WINGERCHUK, 2017). Nesse sentido, enquanto a fixação do 

completo em células AQP-4 M1 induz rápida endocitose da proteína, persistente 

à deposição de fragmentos C3b (opsonina) e C5b-C9(n) (complexo de ataque à 

membrana), sobre os macroimunocomplexos IgG1/AQP4-M3 em astrócitos, 

esses parecem sobrepor a qualquer tentativa de regulação da cascata, se é que 

ocorre (JARIUS et al., 2008; JARIUS; WILDEMANN, 2010; PAPADOPOULOS; 

VERKMAN, 2012; WEINSHENKER; WINGERCHUK, 2014). Além do 

complemento, influxo de células imunes inatas, particularmente neutrófilos e 

eosinófilos amplificam o ataque as estruturas celulares da BHE e dos neurônios 

(MISU, TATSURO et al., 2013). Adicionalmente, com a diminuição de astrócitos 

viáveis, a capacidade do SNC de remover excesso de glutamato é prejudicada 

(ZENG et al., 2007; HINSON et al., 2008). Sabe-se que acúmulo desse 

neurotransmissor excitatório causa neurodegeneração (MCDONALD et al., 

1998; PITT; WERNER; PAINE, 2000; SALTER; FERN, 2005). Portanto, a 

NMOSD é uma astrocitopatia responsável por promover uma desmielinização 

secundária (FUJIHARA et al., 2012). 

Embora a presença do autoanticorpo anti-AQP4 apresenta-se como fator 

patognomônico no NMOSD, parte dos pacientes que fazem parte do espectro 

não possuem essa imunoglobulina circulante. Apesar de alguns autores 

acreditarem que outros autoanticorpos devem estar envolvidos na patogênese, 

cerca de 40% dos pacientes pertencentes ao NMOSD, negativos para anti-

AQP4, apresentavam sorologia positiva para autoanticorpo anti-MOG 

(ROSENTHAL; HOFFMAN; TYOR, 2020), tendo sido, desde 2015, estabelecida 

como uma nossa entidade nosológica à parte da NMOSD.  
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Figura 2. Visão geral da patogênese envolvendo o NMOSD e MOGAD, respectivamente. 

 
Figura 2. Visão geral da pataogênese do NMOSD. A imagem apresentada ilustra, de forma 
esquemática, o mecanismo envolvido na imunopatogênese da Doença do Espectro da 
Neuromielite Óptica (NMOSD) em indivíduos soropositivos para autoanticorpos anti-AQP4. O 
processo patológico tem início com o reconhecimento dos canais de aquaporina-4 (AQP4), 
expressos nas extremidades dos pés dos astrócitos, como autoantígenos. Este reconhecimento 
leva à ativação de linfócitos B em plasmócitos secretores de imunoglobulinas da classe IgG1. 
Essas imunoglobulinas formam complexos imunes ortogonais de alta afinidade (AQP4-IgG1), 
resistentes aos mecanismos de regulação imunológica local. A ligação desses autoanticorpos 
aos canais AQP4 induz a ativação da via clássica do sistema complemento, promovendo a lise 
dos astrócitos e a formação do complexo de ataque à membrana (MAC). A destruição dessas 
células acarreta a liberação de mediadores inflamatórios, entre os quais destaca-se a 
interleucina-6 (IL-6), uma citocina pró-inflamatória que contribui para o aumento da 
permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE). Tal disfunção permite o recrutamento de 
leucócitos para o sistema nervoso central, amplificando a resposta inflamatória local. Esse 
processo culmina em uma astrocitopatia primária, que por sua vez desencadeia, de forma 
secundária, a desmielinização das fibras nervosas. Fonte: Autoria própria, 2024. 

 

1.4. Imunopatogênese da Esclerose Múltipla.  
 

Caracterizada como uma DAD mediada principalmente por subtipos de 

células T mielino-específicas, a presença de células B ativadas formando 

estruturas semelhantes a folículos linfoides localizados abaixo das meninges dos 

pacientes com EMRR parecer ser um dos grandes contribuintes da 

neurodegeneração. 
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1.4.1. Células Th1, Th17 e células B na Esclerose Múltipla. 
 

A respeito dos genes participantes desse processo autoimune, os alelos 

pertencentes aos antígenos leucocitários humanos (HLA, do inglês human 

leukocyte antigens) DR15*1501, DRB5*0101, DQA1*0102 e DQB1*0602 

localizados no cromossomo 6 são os mais associados ao risco de desenvolver 

EM (DYMENT, 2004). A apresentação dos peptídeos da mielina pelas células 

apresentadoras imunogênicas produtoras de IL-23 e IL-6, na ausência de fator 

beta de crescimento transformado (TGF-β, do inglês Transforming growth factor-

beta), favorece a indução de diferentes subtipos de células Th17 patogênicas ( 

RORgT+ T-bet+ IFN-g+) (BURKETT, P. R., MEYER ZU HORSTE, G., KUCHROO, 

V. K. et al., 2015), alguns deles implicados na EMRR (SUPPIEJ, A.; CAINELLI, 

E. 2014; WING et al. 2016). Dessa maneira, em 1999, Matusevicius e 

colaboradores demonstraram elevada produção IL-17 e IL-6 por células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes com EM durante a recaída 

clínica.  Aumento na frequência de células Th17 foi observado no líquido 

cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com EM durante os períodos de recidiva 

clínica (BRUCKLACHER-WALDERT et al. 2009) (Figura 3). Elevados níveis de 

transcritos de RNA mensageiros para IL-17 foram observados em lesões 

crônicas de pacientes (LOCK et al. 2002; LOVETT-RACKE et al. 2011; 

MATUSEVICIUS et al. 1999). A expansão de astrócitos neurotóxicos e na 

proporção de oligodendrócitos em apoptose nos locais de desmielinização foram 

relacionados ao aumento da expressão de IL-17 no SNC (LIDDELOW; BARRES, 

2017). Ademais, sintetizada tanto pelo fenótipo Th17 quanto por células Th22, a 

IL-22 aumenta a sensibilidade dos oligodendrócitos à morte apoptótica pela via 

do Fas/FasL (VISEKRUNA; HUBER, 2014). 

Além das células Th17, linfócitos Th1 parecem participar das lesões 

cerebrais na EM.  Células T CD4+ IFN-g+ foram encontradas tanto no sangue 

periférico quanto LCR dos pacientes em recidivas clínicas (TABARKIEWICZ et 

al., 2015). Grandes quantidades de IFN-g também foram associadas à apoptose 

de oligodendrócitos (MITTRÜCKER, VISEKRUNA; HUBER, 2014). 

Figura 3. Fisiopatologia da Esclerose Múltipla e o papel das células Th17, T CD8+ e células 
B. 
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Figura 3. Fisiopatologia da Esclerose Múltipla e o papel das células Th17, T CD8+ e células 
B. (A): Secundária a barreira hematoencefálica injuriada, a fase inflamatória inicial possui sua 
fisiopatologia pautada no envolvimento de células autoimunológicas periféricas tais como 
linfócitos T CD4⁺ e CD8⁺, células B, plasmócitos e macrófagos as quais adentram no parênquima 
do SNC secretando não só citocinas próinflamatórias (haja vista, IFN-γ e IL-17), autoanticorpos 
assim como moléculas citotóxicas (como por exemplo, granzimas B e espécies reativas de 
oxigênio). Como resultado, esse ambiente agora pró-inflamatório citotóxico é responsável por 
agredir a bainha de mielina localizada em volta dos axônios. (B): Na fase progressiva da doença, 
o infiltrado inflamatório ativo no parênquima é reduzido. As células imunes se organizam em 
compartimentos meníngeos e periventriculares, formando agregados linfoides, com predomínio 
de células B e micróglias ativadas. Nessa fase, o dano ocorre de forma contínua e menos 
exuberante, sendo mediado por inflamação crônica de baixo grau, liberação sustentada de 
citocinas neurotóxicas e espécies reativas de oxigênio, além de disfunção mitocondrial e 
degeneração axonal progressiva, mesmo com BHE preservada. Fonte: Frontiers in Neurology, 
adaptado de Perdaens & Pesch, 2022. 

 

Rasouli e colaboradores (2015) relatam uma relação estreita a presença 

de células Th1 e Th17 capazes de sintetizar GM-CSF (granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor, do inglês) no LCR com gravidade a atividade 

radiológica da doença, identificada pela presença de áreas captantes de 

gadolínio na RMN de crânio dos pacientes com EM. É provável a presença de 

células T capazes de produzir GM-CSF, por aumentar o recrutamento e ativação 

dos granulócitos e macrófagos, possuam um caráter mais encefalitogênico que 

os subtipos Th1 e Th17 incapazes de sintetizar esse fator hematopoiético 

(CODARRI et al., 2011; PONOMAREV et al., 2007; RASOULI et al., 2015). 

As células T CD8+ citotóxicas também têm sido apontadas como 

importantes promotores da desmielinização na EMRR (DWYER et al. 2020). 

Finalmente, particularmente nos pacientes com EMSP, células B tem ganhado 

recentemente uma posição de destaque. 
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1.4.2. Os subtipos de linfócitos B circulantes e o seu papel na 
imunopatologia da Esclerose Múltipla. 

 

As células B são universalmente identificadas pelo marcador de linhagem 

CD19 e, a maioria desses linfócitos no sangue periférico, é de origem da medula-

óssea. Por meio de processos de seleção celular, tais células tornam-se 

habilitadas à transmigração para a periferia (ZEHENTMEIER, PEREIRA, 2019; 

BRANDSTADTER, MAILLARD, 2019). Em meio a diversidade celular, um 

percentual expressivo é reconhecido como células B-2, as quais expressam 

tanto IgM quanto IgD em sua superfície celular e são mais dependentes da 

interação com células T foliculares (TFH) para elaborar respostas imunes 

humorais contra antígenos proteicos (BANIAHMAD et al. 2020). Dependendo da 

expressão diferencial de alguns marcadores, essas células B-2 podem ser, 

adicionalmente classificadas como sendo transicionais (CD19+IgM+IgD-

CD38++CD27-), naïve (CD19+IgM+IgD+CD38+CD27-), subtipos de linfócitos de 

memória (CD19+IgD-CD38-CD27-; CD19+IgD-CD38+CD27+; CD19+IgD-CD38-

CD27+) e plasmoblastos (CD19+CD38++CD27++). Vale salientar que a expressão 

CD138 em plasmoblastos indica células mais funcionais e com maior habilidade 

de se tornarem plasmócitos, subtipo de células B que produz anticorpos. 

Ademais, intensidade de expressão do HLA-DR tem sido associado às células B 

mais imunogênicas (JENKS et al, 2018). Embora pouco abordado na literatura, 

a relação entre as citocinas produzidas por essas células e os seus efeitos na 

periferia pode auxiliar na compreensão da funcionalidade desses linfócitos e o 

seu papel na ativação e diferenciação das células T CD4+ no decorrer da 

resposta imunológica.  

No decorrer da formação das células B, o subtipo transicional é 

considerado o percussor de células B virgens que deixam a medula-óssea. Na 

periferia, e preferencialmente nos folículos linfoides secundários, células B-2 

naïves podem ser ativadas na presença pelas células T CD4+ foliculares se 

tornando células B de memória e/ou plasmoblastos. Enquanto os linfócitos B de 

memória são responsáveis por responder de imediato e de forma mais efetiva 
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um novo desafio com o mesmo estímulo antigênico, os plasmoblastos, 

particularmente o subtipo CD138+, se transformam em plasmócitos, exercendo 

a sua clássica função, produzir anticorpos. Dentro do compartimento de células 

B de memória, subtipos CD27+ indicam que esses linfócitos já sofreram troca de 

classe da imunoglobulina e hipermutações somáticas, fomentando respostas 

humorais específicas mais robustas quando comparadas às células de 

CD19+CD27-. Além de produzir anticorpos, em muitas respostas imunes, a 

função apresentadora de antígeno das células B imunogênicas, identificadas 

pela expressão de CD80/CD86 e de elevados níveis de HLA-DR, tem sido central 

tanto na proteção contra patógenos como na gravidade de doenças autoimunes 

(ORACKI et al. 2010; Kumar G, Axtell, 2023). 

Figura 4. Amadurecimento das células B humanas e seus marcadores superficiais. 

Figura 4. Maturação das células B humanas e seus marcadores superficiais. As células B 
imaturas localizadas inicialmente na medula óssea migram para a periferia, assim, sendo 
denominadas nesse momento de células B transicionais. A partir disso, tais células localizadas 
na periferia migram em direção à região extrafolicular, diferenciando-se em naïve. Por fim, essas 
se transformam em células de memória que darão origem aos plasmoblastos. (®) sinaliza a 
presença de literatura evidenciando tal processo, em contrapartida (- - ®) elucida associações 
teóricas. Centro germinativo (GC, do inglês germinative center); célula dendrítica folicular (FDC, 
do inglês follicular dendritic cell). Fonte: Frontiers in Immunology, adaptado de Sanz e 
colaboradores, 2019. 
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O achado patognomônico de bancas oligloconais de autoanticorpos IgG 

no LCR dos pacientes com EM, evidenciam a existência de células B no 

processo imunopatológico da doença (DISANTO, G. et al. 2012; MIYAZAKI, Y et 

al. 2014; PIANCONE et al 2016; JONES et al, 2016; LI; BAR-OR, 2018; COMI et 

al, 2021). O benefício da imunoterapia com  anticorpos monoclonais anti-CD20, 

haja vista Rituximabe e Ocrelizumabe, na EM tem sido associada à eliminação 

de células B de memória produtoras de linfotoxina-a (LT-a), fator α de necrose 

tumoral (TNF-a), IL-6 e GM-CSF (Li et al., 2015).  

Em pacientes com EM, atividade da doença tem sido associada à 

presença de linfócitos B CD20+ nas meninges, formando estruturas semelhantes 

à folículos linfoides ectópicos (eFLs). Essas estruturas foram diretamente 

correlacionadas ao número e tamanho das lesões corticais, assim como a 

liberação de neurofilamento de cadeia leve (NFL) no LCR, um marcador de 

neurodegeneração neuronais associadas à inflamação (MAGLIOZZI et al, 

2018/2019; CENCIONI et al. 2021). Esses resultados apontam para o papel 

patogênico das células B na EM. 

Entretanto, à semelhança das células T CD4+, linfócitos B apresentam 

plasticidade funcional, e alguns estudos também em EMRR tem demonstrado o 

papel protetor de células B reguladoras no curso da doença (KUMAR G, 

AXTELL, 2023). 

 

1.5. Tratamento da Esclerose Múltipla, NMOSD e MOGAD. 
 

Embora a EM não possua medicamentos que promovam a cura 

propriamente dita, a terapêutica atual relacionada a essa doença encontra-se 

voltada para 2 (duas) diferentes abordagens, beneficiando em especial 

pacientes acometidos com a EMRR, a citar: controle das recaídas clínicas 

agudas vigentes e da recorrência destas. Na fase aguda, a pulsoterapia com 

elevadas doses intravenosas de metilpredinisona é o protocolo universal de 

resgate desses pacientes. O manejo terapêutico da segunda fase, iniciada na 

fase de remissão completa ou parcial do surto, é feito à base de terapias 

modificadores de doença (TMD) (DARGAHI et al., 2017; BCTRIMS, 2018). 
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Alguns fármacos e imunobiológicos estão disponíveis para o tratamento da EM 

e todos objetivam mitigar novos episódios de atividades clínicas e radiológicas, 

assim, moderando tanto o risco quanto a gravidade das recaídas (SCOLDING et 

al., 2015). Embora determinados autores abordem que o tratamento terapêutico 

quando efetuado na síndrome clínica isolada (CIS) possui a capacidade de 

reduzir o risco de evolução para fenótipos mais agressivos (PAOLICELLI et al., 

2020), até o presente momento, no Brasil, a intervenção medicamentosa ocorre 

depois do diagnóstico definitivo de EMRR.  

Apesar da decisão terapêutica levar em considerações alguns aspectos 

do paciente COMINI-FROTA et al., 2017), o escalonamento terapêutico segue o 

Protocolo Clínico de Diretrizes Terapêuticas (PCDT) preconizado pelo Ministério 

da Saúde (BCTRIMS, 2018). Nesse sentido, as opções de TDM de primeira linha 

no tratamento da EM são IFN-b e dimetilfumarato (DMF), acetato de galatirâmer, 

teriflunomida e cladribina. Em casos descritos de pacientes acometidos com a 

alta atividade clínica da EMRR, ou falha terapêutica a TDM de primeira linha, 

fármacos como alentuzumabe, cladribina, fingolimóides (FGL), natalizumabe ou 

ocrelizumabe são prescritos como terapias de resgate. Embora os seguintes 

métodos terapêuticos não tenham sido validados pela ANVISA, o transplante 

autólogo de células tronco hematopoiéticas, mitoxantrona, ciclofosfamida e o 

rituximabe podem ser empregados como parte do tratamento (COMINI-FROTA 

et al., 2017; BCTRIMS, 2018). 

Fatores como falha terapêutica e o aparecimento de efeitos adversos 

graves são norteadores em decisões que visam tanto a troca do medicamento 

utilizado quanto ajuste posológico da intervenção medicamentosa. Dessa 

maneira, falha terapêutica é definida por alguns critérios, a citar: ocorrência de 2 

(dois) ou mais recidivas em um intervalo temporal de 12 (doze) meses, podendo 

essa deter um caráter moderado ou grave - possuindo sequelas ou limitações 

significantes insuficientemente responsivas à pulsoterapia; e aumento de 1 (um) 

ponto na escala EDSS, ou progressão de lesões ativas captantes de gadolínio 

(DARGAHI et al., 2017). 

Quando comparada à EM, pacientes acometidos com NMOSD obtém um 

tratamento com menor arsenal terapêutico. Semelhante à EM, manejo das 
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recidivas também é conduzido pela pulsoterapia com metilpredinisona 

(KIMBROUGH et al., 2012; TREBST et al., 2014; SAHRAIAN et al., 2017; 

SELLNER et al., 2010). Caso a pulsoterapia não promovam o efeito benéfico 

esperado, o paciente é submetido a plasmaferese como manobra para remoção 

de anticorpos, citocinas pró-inflamatórias e componentes do sistema 

complemento presentes no sangue (REEVES; WINTERS, 2014; YOSHIDA et 

al., 2010).  De caráter mais agressiva que a EM, entre as recaídas, o manejo da 

NMOSD é feito a longo-prazo com drogas imunossupressoras, tendo como 

primeira linha de tratamento do espectro o Micofenolato de Mofetila (MM) e a 

Azatioprina (AZA) (HUDA S et al., 2019). Ademais, doses adicionais orais de 

prednisolona ofertadas durante o tratamento de manutenção apontam um efeito 

mais protetor quando comparada ao uso isolado de MM ou AZA (PALACE J et 

al., 2012). Quando o paciente apresenta falhas a esta primeira linha de 

tratamento, imunobiológicos à base de anticorpos monoclonais apresentam-se 

como importantes agentes na prevenção de recaídas. Os monoclonais 

rituximabe, ocrelizumabe, ofatumumabe, ublituximabe são integrantes dessa 

classe medicamentosa atuantes na depleção de células B CD20+ circulantes por 

meio da citotoxicidade dependente de complemento e citotoxicidade dependente 

de anticorpos (LEVY; MEALY; 2021; JACOB et al., 2008). Atualmente, a FDA 

autorizou a utilização do inebilizumabe cujo alvo celular são linfócitos B CD19+ 

(CHEN et al., 2016; NIE; BLAIR, 2022), possibilitando a depleção de um espectro 

maior de subtipos de células B, incluindo plasmócitos. Até este momento, 

nenhum medicamento voltado para MOGAD em específico foi apontado na 

literatura, onde pacientes acometidos com tal condição compartilham de 

estratégias terapêuticas com os indivíduos pertencentes à NMOSD. 

Além de fatores genéticos, eventos ambientais podem aumentar o risco 

de desenvolvimento, gravidade e sucesso terapêutico de EM e NMOSD, tal como 

a disbiose intestinal. 

 

1.6. Eixo cérebro-intestino e o sistema imunológico. 
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Apresentando-se como um ambiente externo ao corpo humano, o trato 

gastrointestinal é reconhecido não só por sua função de absorção de nutrientes, 

mas também por sua diversa microbiota cujo mutualismo entre essa e o 

hospedeiro é responsável pela manutenção da vida. Entretanto, uma vez que 

tais organismos são estranhos ao corpo humano, barreiras físico-químicas por 

meio da produção de muco por meio das células caliciformes, junções 

comunicantes epiteliais e peptídeos antimicrobianos (AMPs, do inglês, 

antimicrobial peptides) são necessárias a fim de manter a homeostase 

(VANCAMELBEKE M; VERMEIRE S, 2017). O tecido linfoide associado ao 

intestino (GALT, do inglês, gut-associated lymphoid tissue) por meio desses 

mecanismos é responsável pela promoção da defesa do organismo contra 

microrganismos intrínsecos e extrínsecos no trato gastrointestinal (MÖRBE et 

al., 2021). Receptores de reconhecimento de padrão (PRRs, do inglês, pattern 

recognition receptors) viabilizam a identificação via sistema imunológico inato, 

capaz de identificar microrganismos considerados nocivos, mediante a presença 

de padrões moleculares associados aos microrganismos (MAMPs, do inglês, 

microorganism-associated molecular patterns) e padrões moleculares 

associados aos patógenos (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns, do 

inglês) (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; WANG HX; WANG YP, 2016). Todos esses 

mecanismos celulares são responsáveis por restringir uma interação entre o 

epitélio gastrointestinal e a microbiota, todavia essa é responsável por atuar de 

forma limitada sob o epitélio e o sistema imunológico presente (HOOPER LV et 

al., 2012). 

 

1.7. Disbiose, desregulação imune e as doenças autoimunes 
desmielinizantes do SNC: breve descrição. 

 

Em estado de equilíbrio do ecossistema intestinal, definida como eubiose, 

a composição entre microrganismos comensais e patogênicos cria um ambiente 

de homeostase imune que impactam positivamente na qualidade da resposta 

imune do indivíduo perante a potenciais ameaças externas, os patógenos, e 

internas, as reações de hipersensibilidades (IEBBA et al., 2016). Esse equilíbrio 
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na composição da microbiota intestinal é fundamental para integridade física, 

química e imunológica. Quando em estado de homeostase, diferentes subtipos 

de células epiteliais da mucosa mantêm a produção de muco e peptídeos 

antimicrobianos, além da expressão ativa de receptores que reconhecem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs, do inglês pathogen-

associated molecular pattern) e ao dano (DAMPs, do inglês damage-associated 

molecular pattern) (HOOPER LV et al., 2012; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; WANG 

HX; WANG YP, 2016), permitindo a essas células de mucosa acessarem 

produtos microbianos que induzirão uma resposta imune local cujo desfecho 

desejável, em eubiose, é a exclusão de eventuais microrganismos que 

conseguem transmigrar via mucosa (VANCAMELBEKE M; VERMEIRE S, 

2017).. Para maior sucesso, e com o auxílio do próprio epitélio, a superfície 

luminal das mucosas contam com a importante ajuda dos anticorpos IgA.  

A capacidade do tecido linfoide associado a mucosa de produzir níveis 

satisfatórios de IgA indica, indiretamente, estado de eubiose desde que a 

produção desses anticorpos da capacidade das células B interagirem com 

células TFH17 não patogênicas em um ambiente imune equilibrado de tolerância 

imunológica garantido pela presença de células T CD4+ reguladoras (LATHROP 

et al., 2011). De forma interessante, a indução de células T reguladoras, por sua 

vez, depende da produção da citocina TGF-b (do inglês, transforming growth 

fator b) pelas células epiteliais do intestino, assim como da produção de IL-10 

por células dendríticas CD103+ da lâmina própria estimuladas com metabólitos 

produzidos pela microbiota intestinal, particularmente os ácidos graxos de 

cadeias curtas (SCFAs, do inglês, short-chain fatty acids) (SILVA et al., 2020). e 

produtos da metabolização da vitamina A, o ácido retinóico (AR) (SIDDIQUI; 

POWRIE, 2008; MORO-SIBILOT et al., 2016; LUU et al., 2017; PATHAK et al., 

2020). A presença desses receptores para SCFA e RA nas células T indicam 

que esses metabólitos também devem favorecer diretamente expansão de 

fenótipos reguladores (Liu et al., 2015; van der Hee e Wells, 2021). Mudanças 

na composição microbiana original com favorecimento de bactérias patobiontes 

dos filos Firmicutes e Bacteroidetes têm sido amplamente associadas à disbiose 

intestinal (AHLAWAT et al., 2021; DUBINSKI et al., 2021). Por favorecer a 

expansão de fenótipos efetores de células T, particularmente Th1 e Th17 em 
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detrimento a danos funcionais nas células reguladoras intestinais (RAHMAN; 

DANDEKAR, 2021; SCHÄCHTLE; ROSSHART, 2021), o alcance dos impactos 

negativos dessas alterações pode alterar a relação dinâmica entre intestino e 

cérebro, visto que existe um trânsito diário de células T intestinais em direção ao 

SNC.  

A disbiose intestinal tem sido associada à EM (ORDOÑEZ-RODRIGUEZ 

et al., 2023) e a NMOSD (SHI et al., 2019). Nesse sentido, estudos publicados 

pelo nosso grupo demonstrou uma relação estreita entre aumento na frequência 

de células T circulantes que expressam receptores do tipo toll (TLR, do inglês 

toll-like receptors)-2 e TLR-4 com gravidade da EMRR (FERREIRA et al., 2018) 

e NMOSD (DIAS et al., 2019). De forma interessante, essas células, quando 

ativadas via TLR-2 e TLR-4, produzem IL-17, IL-6 e IFN-g. Mais importante, a 

presença dessas células foi diretamente correlacionada a gravidade das 

incapacidades neurológicas (FERREIRA et al., 2018; DIAS et al., 2019), e, mais 

recentemente, a maior risco de falha terapêutica (HYGINO et al., 2024).  

Interessantemente, um estudo publicado por Kadowaki e colaboradores 

(2019), demonstrou que, quando comparado a indivíduos saudáveis, a 

frequência de células T CD4+ expressando o receptor de endereçamento de 

mucosa intestinal, o CCR9, foi elevada em pacientes com EMPS. Em indivíduos 

saudáveis, células T CCR9+ expressam elevados níveis de receptor de 

endereçamento para o SNC, o CCR6, porém exibiram um fenótipo regulador (IL-

10+). Entretanto, em pacientes com EMSP, estas células T CCR9+CCR6+ 

expressam marcadores de células Th17 patogênicas, identificada pela elevada 

produção de IL-17 e IFN-g. Classicamente, células T circulantes oriundas do 

intestino não apenas expressão CCR9, como também a integrina α4β7 que se 

liga a molécula de adesão vascular MADCAM1 (do inglês mucosal vascular 

addressin cell adhesion molecule 1). No modelo experimental da EM, conhecido 

como encefalomielite autoimune experimental, anticorpos monoclonais 

neutralização anti-MADCAM1 reduziram a gravidade da doença no animal. 

Ainda, estudos em pacientes com EMRR, a disbiose intestinal também foi 

associada a elevada frequência de células T CD4+ e TCD8+ CXCR3hiα4β7+ IFN-

g+ (CHOILEÁIN et al., 2019).  
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Levando-se em consideração que células B têm sido associadas à 

NMOSD e a formas graves da EM, estudos sobre a expressão do CCR9 e α4β7 

nestas DAD estão faltando. 

Figura 5. Sinalização entre o sistema imunológico e sistema nervoso central em um 
contexto de eubiose e disbiose. 

Figura 5. Sinalização entre o sistema imunológico e sistema nervoso central em um 
contexto de eubiose e disbiose. A figura demonstra o impacto da composição da microbiota 
intestinal sobre a homeostase imunológica e a inflamação no sistema nervoso central (SNC). Em 
condições de eubiose, há indução de células T regulatórias (Tregs) e liberação de citocinas anti-
inflamatórias (como IL-10 e TGF-β), que promovem tolerância imunológica periférica e reduzem 
a infiltração de células imunes no SNC, protegendo a barreira hematoencefálica (BHE) e 
limitando o dano inflamatório. Em contraste, em estados de disbiose, observa-se ativação 
exacerbada do sistema imune inato e indução de respostas Th1/Th17, com aumento da produção 
de citocinas pró-inflamatórias (IL-2, IL-12, TNF-α, IFN-γ), entrada de toxinas bacterianas e 
ativação microglial. Esse processo favorece a inflamação crônica e lesões no SNC, contribuindo 
para o desenvolvimento ou agravamento de doenças neuroinflamatórias.Barreira 
hematoencefálica (BBB, blood-brain barrier); Sistema nervoso central (SNC); DAMPs, padrões 
moleculares associados a danos; IFNγ, interferon gama; IL-2, interleucina-2; IL-10, interleucina-
10; IL-12, interleucina-12; MMP9, metalopeptidase da matriz 9; PAMPs, Padrões moleculares 
associados a patógenos; TGF-β, fator de crescimento transformador β; Th-1, células T helper 1; 
Th-17, células T helper 17; TNFα, fator de necrose tumoral α; Tregs, células T reguladoras. 
Fonte: Frontiers in Microbiology, adaptado de Kasarello K, Cudnoch-Jedrzejewska A, Czarzasta 
K, 2023. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais. 
 

Determinar a frequência de diferentes subtipos de células B circulantes 

em pacientes acometidos com EM e NMOSD, correlacionando com o grau de 

incapacidade neurológica e marcadores de translocação microbiana. 

 

2.2. Objetivos específicos. 

Þ Obter amostras de sangue periférico de indivíduos saudáveis, pacientes 

com EM e NMOSD após a obtenção do consentimento oral e por escrito. 

Þ Determinar a porcentagem de diferentes subtipos de células B (virgens, 

ativados, memória, plasmoblastos) no sangue periférico. 

Þ Quantificar os níveis plasmáticos de LBP em indivíduos saudáveis, 

pacientes com EM e NMOSD e correlacionar com os fenótipos adquiridos 

via citometria de fluxo.  

Þ Correlacionar os achados imunológicos com a gravidade das 

incapacidades neurológicas. 
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3. METODOLOGIA 

3.1. Pacientes. 
 

Para o presente estudo 21 (vinte e um) pacientes diagnosticados com 

EMRR em fase de remissão clínica, 4 (quatro) pacientes soropositivos para IgG 

anti-AQP4 e 17 (dezessete) pacientes soronegativos para IgG anti-AQP4 

pertencentes ao grupo NMOSD foram recrutados do serviço de Neurologia do 

Hospital Federal da Lagoa (HFL) e do Hospital Gaffrée e Guinle (HUGG, 

UNIRIO) entre o período de Agosto de 2023 a Julho de 2025. Como critério de 

exclusão, foram selecionados pacientes que não apresentavam quaisquer outras 

doenças autoimunes e neoplásicas, gestantes, tabagistas ou usuários de 

substâncias ilícitas. Em relação aos parâmetros clínicos, informações gerais 

sobre os pacientes como tratamento, idade, gênero, tempo de doença e grau de 

incapacidade neurológica foram obtidas por meio dos prontuários clínicos. Dos 

pacientes com EMRR, 18 (dezoito) recorriam ao uso da terapia modificadora da 

doença (TMD), enquanto 13 (treze) indivíduos com NMOSD se encontravam 

sobre tratamento com fármacos imunossupressores no momento da coleta. A 

maior parte dos pacientes presentes no atual estudo pertencem ao gênero 

feminino, os quais foram pareados de acordo com a idade. O presente estudo 

foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do HUGG/UNIRIO (CAAE: 

43009015.6.0000.5258). As amostras sanguíneas só foram coletadas após o 

consentimento oral e escrito de cada participante por meio da assinatura desses 

no termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

3.2. Obtenção do plasma e células mononucleares do sangue 
periférico. 

 

Aproximadamente 18 mL de sangue periférico de cada indivíduo 

participante do estudo foram coletados por meio de agulhas e tubos estéreis 

contendo heparina (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NY). Após a flebotomia, a 

amostra biológica foi conduzida ao Laboratório de Imunofisiologia e 

Imunopatologia dos Linfócitos T (LIILiT, UNIRIO). A partir do sangue total, 
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alíquotas de plasmas foram obtidas para ensaios futuros de ELISA revestido de 

proteína de ligação LPS (LBP) (ThermoFisher, EUA), posteriormente, o sangue 

foi submetido a centrifugação a 2.000 rpm durante 20 (vinte) minutos em 

gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Merck, EUA). A partir disso, as células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram coletadas, lavadas duas 

vezes com solução de Hank (ThermoFisher, EUA) e submetidas à determinação 

da viabilidade celular mediante a uma alíquota de azul de Trypan com parte das 

CMSP, utilizando para tal fim a Câmara de Neubauer. A concentração de CMSP 

viável utilizada para os experimentos funcionais foi de 2 x 106 células/mL. As 

células foram cultivadas em placas de 24 (vinte e quatro) poços de fundo chato 

em meio RPMI completo e ativadas durante 4 (quatro) horas com Phorbol-12-

Miristato-13-Acetato [PMA (20ng/mL)] e Ionomicina [IO (600 ng/mL)] na 

presença de Brefeldina A (10µg/mL). Algumas culturas de células não foram 

estimuladas (controle negativo). Todas as culturas celulares foram mantidas em 

estufa úmida a 37ºC e 5% de CO2.  

 

3.3. Análise por citometria de fluxo. 

 

Para determinação da frequência de diferentes subtipos de linfócitos B, 

as células foram analisadas por meio do citômetro Attune NxT (ThermoFisher 

scientific, Life Technologies) e marcadas com anticorpos monoclonais 

direcionados contra diferentes marcadores de células B humanas (anti-CD19-

Super Bright 600; anti-IgD-PerCP-eFluor 710; anti-CD38-PE; anti-CD27-Alexa 

Fluor 700; anti-HLA-DR-APC-eFluor780; anti-IL-17-APC, anti-IL-10-AlexaFluor 

488, anti-CD138-PECy-7, anti-b7-FITC; anti-CCR9-EF660). Em diferentes 

combinações, foi possível determinar os seguintes fenótipos de linfócitos B: 

Naïve (CD19+CD38+CD27-), Transicionais (CD19+CD38++CD27-), Memória 

(CD19+CD38-CD27-; CD19+CD38-CD27+; CD19+CD38+CD27+) e Plasmoblastos 

(CD19+CD38++CD27++). Em todos esses subtipos, frequências de IgD, HLA-DR, 

integrina a4b7, produção de citocinas IL-10 e IL17 e, exclusivamente em 

plasmoblastos, a frequência de CD138 foram avaliadas. 
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Quadro 1. Anticorpos utilizados para a marcação e identificação de linfócitos B, assim 
como suas subpopulações, derivados do sangue periférico. 

 Fluorocromo Clone 
CD19 Super Bright 600 SJ25C1 
CD38 PE-eFluor 610 HIT2 
CD27 Alexa Fluor 700 0323 

CD138 (Sydecan-1) PE-Cyanine 7 DL-101 
Integrina beta 7 FITC FIB504 
CD199 (CCR9) eFluor 660 BBC3M4 

HLA-DR APC-eFluor 780 LM3 
IgD PerCP-eFluor 710 IA6-2 

IL-10 eFluor 450 JES3-907 
IL-17 PE-eFluor 610 eBio64DEC17 

 

3.4. Técnica Cell-based assay (CBA). 

 

Para a adequada classificação dos indivíduos com diagnóstico de 

neuromielite óptica espectro de doenças (NMOSD), é essencial a pesquisa dos 

autoanticorpos anti-aquaporina-4 (AQP4-IgG), uma vez que sua presença define 

uma importante subcategoria da doença, com implicações clínicas, 

imunopatológicas e terapêuticas distintas. Considerando a sensibilidade e 

especificidade superiores em comparação a outras técnicas sorológicas, a 

metodologia adotada para a detecção dos autoanticorpos foi o Cell-Based Assay 

(CBA), padrão-ouro atual para a identificação de AQP4-IgG. Brevemente, células 

HEK 293T foram cultivadas em estufa úmida a 37ºC e 5% de CO2 em frascos de 

cultura T75 até atingirem aproximadamente 70 – 80% de confluência, momento 

o qual foram submetidas ao processo de transfecção plasmidial conforme as 

instruções do kit Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (ThermoFisher, 

EUA). Em relação aos testes, estes ocorreram somente quando observado uma 

taxa de transfecção superior à 20% por meio da técnica de citometria de fluxo. 

Após a confirmação da taxa mínima de células HEK 293T transfectadas, estas 

foram suspensas, lavadas e incubadas com os plasmas dos pacientes 

previamente diluídos em PBS 1x contendo 8% de soro normal de cabra (NGS, 

do inglês Normal Goat Serum), em placa de 96 poços. Em sequência, ocorreu a 

marcação da IgG humana, fixação com PFA (1%), etapas de lavagens e a 

marcação com anticorpo secundário, por fim, analisando posteriormente os 

resultados via citometria de fluxo. 
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3.5. Quantificação de LBP por ELISA tipo sanduíche. 
 

Os níveis de proteína ligadora de lipopolissacarídeo (LBP) humanos foram 

quantificados por meio de kits comerciais de ELISA (do inglês,  Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) Thermo Scientific Human LBP, seguindo as instruções 

fornecidas pelo fabricante (Thermo Fischer - Waltham, Massachusetts, USA). De 

forma breve, 100 µL de plasma foram diluídas conforme recomendação do 

protocolo (1:1000) e adicionadas a cada poço previamente sensibilizado com 

anticorpo de captura específico para as respectivas proteínas. As placas foram 

incubadas por 2,5 horas à temperatura ambiente e, em seguida, lavadas. 

Posteriormente, 100 µL do anticorpos de detecção biotinilados (anti-LBP) foram 

adicionados aos poços e incubados por mais 1 hora à temperatura ambiente, 

sob agitação suave. Após nova etapa de lavagem, foi adicionada estreptavidina 

conjugada à enzima horseradish peroxidase (streptavidina-HRP) e incubada por 

45 minutos conforme as especificações de ambos os kits. Em seguida, concluída 

a nova etapa de lavagem, 100 µL do substrato TMB (3,3’,5,5’-

tetrametilbenzidina) foram aplicados ao abrigo da luz, e a reação foi revelada 

após 30 minutos com a adição de uma solução de parada. A leitura foi realizada 

em leitor de microplacas a 450 nm. Para cada kit, foi construída uma curva 

padrão a partir dos padrões liofilizados fornecidos pelo fabricante, com 

concentrações variando de 0,819 a 200 ng/mL (LBP), a fim de determinar os 

níveis das proteínas-alvo nas amostras analisadas. 

 

3.6. Análise estatística. 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa de 

gráfico GraphPad Prisma versão 8.0 para Windows (GraphPad). A fim de 

determinar se os dados seguiam ou não uma distribuição gaussiana, utilizou-se 

o Teste de Aderência de Kolmogorov-Smirnov. Ao apresentarem uma 

distribuição não normal, utilizou-se o teste não-paramétrico de Mann-Whitney ou 

Kruskal-Wallis e correlação de Pearson. O teste t de Student, ou ANOVA e 
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correlação de Spearman foram aplicados para verificar se uma determinada 

variável, com distribuição normal, era estatisticamente diferente entre os 

indivíduos do mesmo grupo. Os valores foram considerados significativos 

quando p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Características da população estudada. 

 

Para o presente estudo, amostras de sangue periférico de indivíduos 

saudáveis (n=10), com EM (n=21) e pertencentes ao NMOSD (n=21) foram 

colhidas e submetidas à avaliação da frequência de diferentes subtipos de 

células B. A população feminina se apresenta dominante no estudo onde a 

prevalência tanto na EM quanto no NMOSD é de 76,19% e 85,71%, 

respectivamente. Pacientes pertencentes ao grupo EM apresentaram o 

tratamento baseado, principalmente, em três fármacos: dimetil fumarato 

(19,05%), natalizumabe (28,57%) e fingolimoide (4,76%). Por outro lado, 38,10% 

dos pacientes com NMOSD recrutados não faziam uso de medicamentos no 

momento da coleta, enquanto o restante apresentou o uso da TMD baseada no 

uso de azatioprina (42,86%), micofenolato de mofetila (4,76%), fingolimoide 

(4,76%), gabapentina (4,76%) e carbamazepina (4,76%). 

 

Tabela 1. Características da população estudada. 

  
Controlea 

 
EMb 

 
NMOSDc 

N0 de indivíduos (n) 10 21 21 

Mulheres/homens (n) 7/3 16/5 18/3 

Idade [(anos) média ± dp]d 
40,9 ± 5,96 41,67 ± 10,41 46,1 ± 12,85 

Anti-AQP4e 
   

Testados/positivos (n) NA 21/0 21/4 

EDSS [média (range)]f NA 2.24 (0-6) 4.6 (0-6.5) 

TMDg    

Sem tratamento NA 3 8 

Azatioprina 
NA 

0 
9 

Micofenolato de mofetila NA 0 1 

Dimetil fumarato NA 
4 

0 
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Natalizumabe NA 6 0 

Teriflunomida NA 1 0 

b-interferona 1a NA 1 0 

Acetato de Glatirâmer NA 2 0 

Fingolimoide NA 4 1 

Gabapentina NA 0 1 

Carbamazepina NA 0 1 

Dados de aindivíduos saudáveis (controle) e de pacientes com esclerose múltipla (EM)b e 
com doenças do complexo da neuromielite óptica (NMOSD)c, todos em fase de remissão 
clínica. dIdade (anos) refere-se à idade em que as amostras de sangue foram coletadas. 
eDosagem de anticorpos anti-AQP4 pela técnica CBA (todos foram anti-MOG negativos). 
fEDSS. Escala Expandida de Status de Incapacidade. Esquema gTMD em uso no momento 
da coleta de sangue. 

 

4.2. Avaliação fenotípica dos subtipos de células B circulantes de 
pacientes acometidos com EM e NMOSD. 

 

Levando-se em conta o papel dual das células B em doenças autoimunes, 

como na EM (KUMAR G, AXTELL, 2023), o primeiro objetivo foi avaliar a 

frequência de diferentes células B circulantes em indivíduos saudáveis (controle) 

e pacientes com EM e NMOSD de acordo com a expressão diferencial de CD27 

e CD38 dentre as células B totais (CD19+), utilizando para tal fim as estratégias 

de confinamento elucidadas na figura 6A, permitindo a identificação dos subtipos 

transicionais (CD27-CD38++), naïves (CD27-CD38+), plasmoblastos totais 

(CD27++CD38++) e plasmoblastos mais funcionais  (CD27++CD38++CD138+) 

(MCCARON et al., 2017), além de diferentes subtipos de células B de memória 

(CD19+CD27+CD38+; CD19+CD27+CD38-; CD19+CD27-CD38-) (Fig. 6A). Como 

observado na figura, a porcentagem de células B transicionais (Fig. 6C) e 

plasmablastos (totais e CD138+) (Fig. 6E) foi significativamente maior nos 

pacientes com EM e NMOSD quando comparado aos indivíduos controle, mas 

sem nenhuma diferença entre os dois grupos clínicos. Em relação aos diferentes 

subtipos de células B de memória (Fig. 6F), a proporção do subtipo CD27-CD38- 

foi superior no grupo controle quando comparado apenas aos pacientes 

acometidos com EM. Análises estatísticas entre os dois grupos de pacientes não 
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revelou nenhuma diferença observada na frequência de subtipos de células B 

analisados no presente estudo (Fig. 6).  

Figura 6. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais e os subtipos em pacientes acometidos com EM e NMOSD. 

 

 

Figura 6. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais 
e os subtipos em pacientes acometidos com EM e NMOSD. As frequências de células B totais 
e de seus subtipos foram analisadas em indivíduos saudáveis (n = 10), EM (n = 21) e NMOSD  
(n = 21), esses representados pelas cores branco, cinza e preto, nessa ordem. A: Estratégia de 
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análise utilizada para o delineamento dos subtipos celulares nos três grupos. O fluxo incluiu o 
confinamento dos linfócitos, a seleção de eventos singlets, a identificação das células B (CD19+), 
a caracterização dos subtipos B com base na expressão de CD27 e CD38, e a detecção de 
plasmoblastos funcionalmente mais ativos por meio da marcação CD138+. B: frequência das 
células B totais. C: frequência das células B transicionais (CD27-CD38++). D: frequência das 
células B naïve (CD27-CD38+). E: frequência de plasmoblastos (CD27++CD38++; 
CD27++CD38++CD138+). F: frequência de células de memória (CD27+CD38+; CD27+CD38-; 
CD27-CD38-). Na figura, as barras correspondem as médias e desvios-padrão. 

 

4.3. Impacto da EM e da NMOSD na frequência de diferentes 
subtipos de células B segundo a expressão diferencial de HLA-DR e 
IgD. 

 

Expressão de HLA-DR e IgD podem agregar mais informações quanto ao 

status de ativação e capacidade de apresentar antígenos para as células T. 

Nesse sentido, seguindo as estratégias de confinamento demonstradas na figura 

7A, a percentagem de células B totais (Fig. 7B) e transicionais (Fig. 7C) positivos 

tanto para HLA-DR quanto para IgD, foi significativamente menor nos pacientes 

com EM e NMOSD quando comparado aos indivíduos saudáveis. Por outro lado, 

a frequência de células B transicionais (Fig. 7C) dentre os tipos HLA-DR+IgD- foi 

maior nas amostras de pacientes com EM e NMOSD. Ademais, a proporção de 

plasmoblastos HLA-DR+IgD- também foi maior nos dois grupos de pacientes, na 

qual esse incremento só se apresentou significativo no grupo NMOSD quando 

comparado ao grupo controle (Fig. 7E).  
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m HLA-DR pacientes acometidos com EM e NMOSD. 
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Figura 7. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais 
e os subtipos que expressam HLA-DR e IgD em pacientes acometidos com EM e NMOSD. 
As frequências de células B totais e os subtipos foram avaliados em indivíduos saudáveis (n = 
10), acometidos com EM (n = 21) e NMOSD (n = 21), esses representados pelas cores branco, 
cinza e preto, nessa ordem. A: Estratégia de análise utilizada para o delineamento dos subtipos 
celulares nos três grupos. O fluxo incluiu o confinamento dos linfócitos, a seleção de eventos 
singlets, a identificação das células B (CD19+), a caracterização dos subtipos B com base na 
expressão de CD27 e CD38, e a seleção de células B transicionais com posterior análise da 
expressão dos marcadores de funcionalidade HLA-DR e IgD. B: frequências das células B totais 
que expressam HLA-DR e IgD. C: frequência das células B transicionais (CD27-CD38++) que 
expressam HLA-DR e IgD. D: frequência das células B naïve (CD27-CD38+) que expressam HLA-
DR e IgD. E: frequência de plasmoblastos (CD27++CD38++; CD27++CD38++CD138+) que 
expressam HLA-DR e IgD. F: frequência de células de memória (CD27+CD38+; CD27+CD38-; 
CD27-CD38-) que expressam HLA-DR e IgD. Na figura, as barras correspondem as médias e 
desvios-padrão. 

 

Além da análise da frequência, obtenção dos valores de intensidade de 

fluorescência média (MFI, do inglês mean fluorescence intensity), pode nos 

fornecer pistas adicionais quanto a capacidade dessas células B serem mais 

imunogênicas ou tolerogênicas dada a expressão do HLA-DR e IgD. Nesse 

sentido, quando comparado com o grupo controle, a intensidade de expressão 

de HLA-DR nas células B transicionais e plasmablastos (Fig. 8C) de pacientes 

com EM e NMOSD foi maior. Por outro lado, maior expressão média de IgD em 

células B transicionais do grupo controle foi observada (Fig. 8C), enquanto a 

intensidade de expressão dessa imunoglobulina em plasmócitos foi maior nas 

amostras de pacientes com EM quando comparado ao grupo controle (Fig. 8C). 

Nenhuma diferença foi observada quanto a intensidade de expressão desses 

marcadores na superfície das células B totais, naïve e memória. 
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Figura 7. Média de intensidade de fluorescência (MFI) dos marcadores HLA-DR e IgD nos subtipos de células B em pacientes acometidos com EM e NMOSD. 

 

 
Figura 8. Média de intensidade de fluorescência (MFI) dos marcadores HLA-DR e IgD nos 
subtipos de células B em pacientes acometidos com EM e NMOSD. MFI de células B totais 
e os subtipos foram avaliados em indivíduos saudáveis (n = 10), acometidos com EM (n = 21) e 
NMOSD (n = 21). A: Representação gráfica da média da intensidade de fluorescência (MFI) dos 
marcadores HLA-DR e IgD em três indivíduos representativos de cada grupo: C03 (controle 
saudável), P051 (EM) e P049 (NMOSD), elucidados pelas cores verde, azul e laranja, 
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respectivamente. B: MFI referente ao HLA-DR das células B totais, transicionais (CD27-CD38++), 
naïve (CD27-CD38+), plasmoblastos (CD27++CD38++; CD27++CD38++CD138+) e memória 
(CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-). C: MFI referente ao IgD das células B totais, 
transicionais (CD27-CD38++), naïve (CD27-CD38+), plasmoblastos (CD27++CD38++; 
CD27++CD38++CD138+) e memória (CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-). Na figura, as 
barras correspondem as médias e desvios-padrão. Os grupos controle, EM e NMOSD são 
representados pelas cores branco, cinza e preto, respectivamente. 

 

4.4. Avaliação da frequência de células B circulantes que 
expressam CCR9 e a integrina a4b7 em pacientes acometidos com 
EM e NMOSD. 
 

Classicamente, linfócitos CCR9+a4b7+ são originários na mucosa, 

particularmente intestinal (KADOWAKI, A., SAGA, R., LIN, Y., et al., 2019). No 

pressente estudo, seguindo as estratégias de confinamento demonstradas na 

figura 9A, como próximo objetivo, buscou-se avaliar a expressão desses 

marcadores de endereçamento intestinal nos subtipos de células B circulantes 

de acordo com a expressão de CD27 e CD38.  

Conforme ilustrado na Figura 9, a análise dos subtipos de células B naïve 

(Fig. 9D) e de memória (Fig. 9F) revelou uma menor frequência de células 

CCR9⁺α4β7⁺ tanto em pacientes com EM quanto com NMOSD, quando 

comparados aos indivíduos saudáveis. Em relação às células B totais, esse 

mesmo padrão foi observado apenas no grupo EM, quando comparado ao 

controle (Fig. 9B). Não foram identificadas diferenças significativas nas 

frequências das células B transicionais e dos plasmoblastos CCR9⁺α4β7⁺ entre 

os pacientes e os controles. Por outro lado, ao se considerar as populações de 

células B totais (Fig. 9B), naïve (Fig. 9D) observou-se um aumento na frequência 

do subtipo celular CCR9⁺α4β7⁻ em pacientes com NMOSD, quando comparado 

aos pacientes com EM. Dentre essas, apenas as células B totais CCR9⁺α4β7⁻ do 

grupo NMOSD apresentaram porcentagens superiores também em relação ao 

controle. No grupo EM, menor frequência de células B de memória 

(CD27⁻CD38⁻) CCR9⁺α4β7⁻ foi observada quando comparada aos indivíduos 

saudáveis (Fig. 9F). Por fim, ao se analisar os fenótipos celulares CCR9⁻α4β7⁺, 

células B totais (Fig. 9B), naïve (Fig. 9D) e de memória (CD27⁺CD38⁻) (Fig. 9F) 

de pacientes com NMOSD mostraram-se em menor porcentagem quando 

comparadas aos grupos controle e EM, enquanto a frequência de plasmoblastos 
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CCR9⁻α4β7⁺ no grupo com EM foi superior ao grupo controle, sem diferença 

significativa com pacientes com NMOSD (Fig. 9E).  

Figura 8. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais e os subtipos que expressam. 
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Figura 9. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais 
e os subtipos que expressam CCR9 e a4b7 em pacientes acometidos com EM e NMOSD. 
As frequências de células B totais e os subtipos foram avaliados em indivíduos saudáveis (n = 
10), acometidos com EM (n = 21) e NMOSD (n = 21). A: Estratégia de análise utilizada para o 
delineamento dos subtipos celulares nos três grupos. O fluxo incluiu o confinamento dos 
linfócitos, a seleção de eventos singlets, a identificação das células B (CD19+), a caracterização 
dos subtipos B com base na expressão de CD27 e CD38, e a seleção de células B de memória 
(CD27+CD38-) com posterior análise da expressão dos marcadores de “homing intestinal”: CCR9 
e integrina a4b7. B: frequência das células B totais que expressam CCR9 e integrina a4b7. C: 
frequência das células B transicionais (CD27-CD38++) que expressam CCR9 e integrina a4b7. D: 
frequência das células B naïve (CD27-CD38+) que expressam CCR9 e integrina a4b7. E: 
frequência de plasmoblastos (CD27++CD38++; CD27++CD38++CD138+) que expressam CCR9 e 
integrina a4b7. F: frequência de células de memória (CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-) 
que expressam CCR9 e integrina a4b7. Na figura, as barras correspondem as médias e desvios-
padrão. Os grupos controle, EM e NMOSD são representados pelas cores branco, cinza e preto, 
respectivamente. 

 

Quanto à intensidade de expressão, os valores médios de MFI do CCR9 

foi superior nos subtipos de células B transicionais, naïve e memória (CD27-

CD38-) dos pacientes com NMOSD quando comparado ao grupo EM (Fig. 10B). 

Com relação a proteína α4β7, maior intensidade de expressão dessa integrina foi 

observada na superfície das células B totais (Fig. 10C) e de memória 

CD27+CD38- de pacientes com NMOSD (Fig. 10C). 
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Figura 9. Média de intensidade de fluorescência (MFI) dos marcadores CCR9 e a4b7 nos subtipos de células B em pacientes acometidos com EM e NMOSD.  

 

 

Figura 10. Média de intensidade de fluorescência (MFI) dos marcadores CCR9 e a4b7 nos 
subtipos de células B em pacientes acometidos com EM e NMOSD. MFI de células B totais 
e os subtipos foram avaliados em indivíduos saudáveis (n = 10), acometidos com EM (n = 21) e 
NMOSD (n = 21). A: Representação gráfica da mediana da intensidade de fluorescência (MFI) 
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dos marcadores CCR9 e integrina a4b7 em três indivíduos representativos de cada grupo: C03 
(controle saudável), P051 (EM) e P049 (NMOSD), elucidados pelas cores verde, azul e laranja, 
respectivamente. B: MFI referente ao CCR9 das células B totais, transicionais (CD27-CD38++), 
naïve (CD27-CD38+), plasmoblastos (CD27++CD38++; CD27++CD38++ CD138+) e memória 
(CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-). C: MFI referente a integrina a4b7 das células B totais, 
transicionais (CD27-CD38++), naïve (CD27-CD38+), plasmoblastos (CD27++CD38++; 
CD27++CD38++ CD138+) e memória (CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-). Na figura, as 
barras correspondem as médias e desvios-padrão. Os grupos controle, EM e NMOSD são 
representados pelas cores branco, cinza e preto, respectivamente. 

 

4.5. Impacto da EM e da NMOSD na frequência de células B que 
produzem IL-10 e IL-17. 

 

Enquanto IL-10 tem sido associada a regulação da resposta imune, a IL-

17 tem sido atrelada à várias doenças autoimunes, tais como EM e NMOSD 

(BURKETT, P.R., MEYER ZU HORSTE, G., KUCHROO, V. K, 2015). O objetivo 

subsequente consistiu em avaliar a frequência de diferentes subtipos de células 

B circulantes capazes de produzir IL-10 e/ou IL-17 seguindo a estratégia de 

confinamento demonstrada na figura 11A. De forma interessante, observou-se 

uma menor percentagem de células B totais (Fig. 11B), naïve (Fig. 11D), 

plasmablastos (Fig. 11E) e todos os subtipos de células B reguladoras (Fig. 11F). 

Dentre às células transicionais, a frequência do fenótipo 10⁺IL-17⁻ foi 

significativamente superior no grupo controle, sem diferença entre as amostras 

dos pacientes com EM e NMOSD (Fig. 11C). Ainda, em relação a esse mesmo 

fenótipo (IL-10⁺IL-17⁻), esse padrão de redução também foi observado ao 

comparar o grupo controle com os pacientes com EM no compartimento de 

plasmoblastos (Fig. 11E).  

Em contrapartida, células produtoras de IL-17 circulantes (IL-10-IL-17+) 

pertencentes aos fenótipos de células B totais (Fig. 11B) e memória (CD27-

CD38-) (Fig. 11F) apresentaram um maior percentual em indivíduos acometidos 

com NMOSD quando comparados ao grupo controle. No entanto, a frequência 

de células B memória (CD27-CD38-) IL-10-IL-17+ foi maior no grupo controle 

quando comparado aos pacientes (Fig. 11F).  

Células B com fenótipo híbrido IL-10⁺IL-17⁺ foram particularmente 

identificadas nas populações de linfócitos B totais (Fig. 11B) e de memória 
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CD27⁺CD38⁻ (Fig. 11F), apresentando menor frequência nos grupos NMOSD e 

EM quando comparadas ao grupo controle. Por outro lado, em relação as células 

de memória CD27⁻CD38⁻, essa diferença foi observada apenas entre o grupo 

NMOSD e o controle (Fig. 11F). 

Figura 10. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais e os subtipos produtores de citocinas IL-10 e IL-17 em pacientes acometidos com EM e 
NMOSD. 
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Figura 11. Estratégia de confinamento e comparação entre a frequência de células B totais 
e os subtipos produtores de citocinas IL-10 e IL-17 em pacientes acometidos com EM e 
NMOSD. As frequências de células B totais e os subtipos foram avaliados em indivíduos 
saudáveis (n=10), acometidos com EM (n=21) e NMOSD (n=21). A: Estratégia de análise 
utilizada para o delineamento dos subtipos celulares nos três grupos. O fluxo incluiu o 
confinamento dos linfócitos, a seleção de eventos singlets, a identificação das células B (CD19+), 
a caracterização dos subtipos B com base na expressão de CD27 e CD38, e a seleção de células 
B naïve com posterior análise da expressão intracelular das citocinas IL-10 e IL-17. B: frequência 
das células B totais que expressam IL-10 e IL-17.. C: frequência das células B transicionais 
(CD27-CD38++) que expressam IL-10 e IL-17. D: frequência das células B naïve (CD27-CD38+) 
que expressam IL-10 e IL-17. E: frequência de plasmoblastos (CD27++CD38++; 
CD27++CD38++CD138+) que expressam IL-10 e IL-17. F: frequência de células de memória 
(CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-) que expressam IL-10 e IL-17. Na figura, as barras 
correspondem as médias e desvios-padrão. Os grupos controle, EM e NMOSD são 
representados pelas cores branco, cinza e preto, respectivamente. 

 

Interessantemente, apesar de todos os subtipos celulares observados IL-

10+IL-17- apresentarem um percentual menor no grupo NMOSD quando 

comparado ao restante (Fig. 11B – F), o MFI dessa mesma citocina foi superior 

nas células B totais dos pacientes com NMOSD quando comparado ao controle 

(Fig. 12B). Por outro lado, quando comparado aos indivíduos saudáveis, 

pacientes de ambos os grupos acometidos com tais condições 
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neuroinflamatórias apresentaram o MFI da citocina IL-17 menor em células B 

totais, naïve e todos os subtipos de células de memória (Fig. 11C). 

 

 

Figura 12: Média de intensidade de fluorescência (MFI) dos marcadores IL-10 e IL-17 nos 
subtipos de células B em pacientes acometidos com EM e NMOSD. MFI de células B totais 
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e os subtipos foram avaliados em indivíduos saudáveis (n = 10), acometidos com EM (n = 21) e 
NMOSD (n = 21). A: Representação gráfica da média da intensidade de fluorescência (MFI) dos 
marcadores IL-10 e IL-17 em três indivíduos representativos de cada grupo: C03 (controle 
saudável), P051 (EM) e P049 (NMOSD), elucidados pelas cores verde, azul e laranja, 
respectivamente. B: MFI referente ao IL-10 das células B totais, transicionais (CD27-CD38++), 
naïve (CD27-CD38+), plasmoblastos (CD27++CD38++; CD27++CD38++CD138+) e memória 
(CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-). C: MFI referente a IL-17 das células B totais, 
transicionais (CD27-CD38++), naïve (CD27-CD38+), plasmoblastos (CD27++CD38++; 
CD27++CD38++CD138+) e memória (CD27+CD38+; CD27+CD38-; CD27-CD38-). Na figura, as 
barras correspondem as médias e desvios-padrão. Os grupos controle, EM e NMOSD são 
representados pelas cores branco, cinza e preto, respectivamente. 

 

4.7. Correlação entre subtipos de células B e a incapacidade 
neurológica em pacientes com EM e NMOSD. 

 

Classicamente, as incapacidades neurológicas na EM e na NMOSD é 

aferida a partir do EDSS. Como demonstrado na tabela 3, a frequência de 

linfócitos B totais, transicionais, memória (CD27+CD38-, CD27-CD38-), 

identificados como sendo HLA-DR-IgD+, no grupo com EM foi negativamente 

correlacionado com a pontuação do EDSS. Ainda em relação ao grupo EM, 

células B totais, transicionais, naïve, memória (CD27+CD38+, CD27+CD38-) 

identificadas como IL-10+IL-17- apresentaram correlação negativa quando 

relacionadas à pontuação do EDSS. Em contrapartida, células transicionais e 

plasmoblastos identificadas como IL-10-IL-17+ foram positivamente 

correlacionadas com o escore do EDSS. Quando analisado a correlação entre a 

expressão dos marcadores celulares CCR9 e a integrina a4b7 junto a escala 

EDSS no grupo EM, células de memória (CD27+CD38+, CD27-CD38-) CCR9+ 

a4b7- apresentaram correlação negativa assim como as células naïve e memória 

(CD27+CD38+) CCR9- a4b7+.  

Por outro lado, as incapacidades neurológicas pertencentes aos pacientes 

com NMOSD foram positivamente correlacionadas com a proporção de células 

B totais HLA-DR+IgD-, transicionais IL-10-IL-17+, plasmoblastos IL-10-IL-17+ e 

células B de memória (CD27+CD38-) HLA-DR+IgD-. Em contrapartida, células B 

totais CCR9+a4b7-, plasmoblastos CCR9+a4b7-, memória (CD27+CD38+) CCR9-

a4b7+ e memória (CD27+CD38-) IL-10+IL-17- apresentaram correlação inversa 

com a pontuação do EDSS. Por fim, tanto na EM quanto na NMSOD, pontuação 
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do EDSS foi correlacionada diretamente com a frequência de plasmoblastos 

CD138+. 

 

Tabela 2. Correlação entre os subtipos de células B e o grau de incapacidade neurológica 
(EDSS) em pacientes com EM e NMOSD. 

 EDSS 

 EMa NMOSDb 

 r p r p 

Total 0,3235 0,1526 0,2148 0,3497 

HLA-DR+IgD+ -0,0369 0,8736 0,0916 0,6927 

HLA-DR+IgD- 0,01320 0,9547 0,4686 0,0321 

HLA-DR- IgD+ -0,5354 0,0124 0,2938 0,1962 

MFI HLA-DR 0,1548 0,5146 0,1773 0,4419 

MFI IgD -0,3486 0,1215 0,2771 0,2467 

CCR9+α4β7+ -0,2614 0,2523 0,1105 0,6336 

CCR9+α4β7- -0,0878 0,7046 -0,5026 0,0202 

CCR9-α4β7+ 0,1022 0,6595 0,4173 0,0598 

MFI CCR9 -0,3185 0,1593 -0,2824 0,2149 

MFI α4β7+ -0,1372 0,5532 0,1599 0,4886 

IL-10+IL-17+ 0, 035 0,8852 -0,2736 0,2300 

IL-10+IL-17- -0,4780 0,0284 -0,4091 0,051 

IL-10-IL-17+ 0,2797 0,2323 0,3720 0,1415 

     

Transicional 0,0785 0,7350 0,00602 0,9793 

HLA-DR+IgD+ 0,0366 0,8747 0,00610 0,9544 

HLA-DR+IgD- 0,1864 0,4184 -0,2848 0,2109 

HLA-DR- IgD+ -0,3701 0,0986 0,1413 0,5233 

MFI HLA-DR 0,1479 0,5337 0,2469 0,2805 
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MFI IgD -0,3901 0,0891 0,4019 0,0518 

CCR9+α4β7+ -0,3715 0, 0973 0,1566 0, 4977 

CCR9+α4β7- -0,1965 0,3934 0,2983 0,1891 

CCR9-α4β7+ -0,2071 0,3678 -0,3105 0,1707 

MFI CCR9 0,0997 0,6672 0,1158 0,6173 

MFI α4β7+ 0,1037 0,5532 0,1879 0,4146 

IL-10+IL-17+ 0,0336 0,8848 0,0377 0,8947 

IL-10+IL-17- -0,4692 0,0319 0,079 0,1733 

IL-10-IL-17+ 0,5430 0,0110 0,4559 0,0366 

     

Naïve -0,1201 0,6039 0,2112 0,3581 

HLA-DR+IgD+ 0,0871 0,7072 0,0455 0,8446 

HLA-DR+IgD- 0,1377 0,5517 0,3073 0,1755 

HLA-DR- IgD+ 0,2321 0,3113 -0,1012 0,6625 

MFI HLA-DR 0,0935 0,6950 0,2416 0,2914 

MFI IgD -0,2938 0,0891 0,3044 0,071 

CCR9+α4β7+ -0,4391 0,0465 -0,1920 0,4043 

CCR9+α4β7- 0,1452 0,5299 -0,1539 0,5053 

CCR9-α4β7+ -0,4824 0,0328 0,1298 0,5750 

MFI CCR9 0,0709 0,7600 0,2817 0,2160 

MFI α4β7+ -0,1532 0,5072 -0,1830 0,4273 

IL-10+IL-17+ 0, 0914 0,6946 0,0361 0,8765 

IL-10+IL-17- -0,3999 0,0898 -0,0833 0,7345 

IL-10-IL-17+ 0,3374 0,1457 0,0535 0,8188 

     

Plasmoblasto 0,0945 0,6835 0,0820 0,7238 

CD138+ 0,3788 0,0411 0,4111 0,0213 
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HLA-DR+IgD+ 0,2443 0,2858 0,3883 0,8673 

HLA-DR+IgD- 0,2209 0,3359 0,5208 0,0155 

HLA-DR- IgD+ 0,1768 0,4432 -0,3823 0,0872 

MFI HLA-DR 0,0062 0,9797 0,1633 0,4794 

MFI IgD 0,0488 0,8334 0,2561 0,2081 

CCR9+α4β7+ -0,3775 0,0916 0,1456 0,5288 

CCR9+α4β7- 0,1182 0,6098 -0,5228 0,0150 

CCR9-α4β7+ 0,0099 0,9658 0,1884 0,4135 

MFI CCR9 -0,2965 0,1919 -0,2034 0,3764 

MFI α4β7+ 0,0933 0,6873 0,1589 0,5194 

IL-10+IL-17+ 0,0114 0,9761 0,0685 0,7680 

IL-10+IL-17- 0,3003 0,1859 -0,1899 0,4225 

IL-10-IL-17+ 0,4965 0,0220 0,1061 0,6471 

     

Memória     

CD27+CD38+ 0,1720 0,4559 0,3466 0,1237 

HLA-DR+IgD+ 0,1400 0,5451 -0,2212 0,3351 

HLA-DR+IgD- 0,4055 0,0682 0,3210 0,1560 

HLA-DR- IgD+ 0,1281 0,5801 -0,0845 0,7142 

MFI HLA-DR 0,0886 0,7181 0,2658 0,2574 

MFI IgD -0,3195 0,1580 0,3367 0,1091 

CCR9+α4β7+ 0,0521 0,8224 0,2890 0,2142 

CCR9+α4β7- -0,3690 0,0997 -0,1267 0,5842 

CCR9-α4β7+ -0,4099 0,0650 -0,3940 0,0772 

MFI CCR9 -0,3031 0,1876 -0,2536 0,2673 

MFI α4β7+ -0,0277 0,9049 -0,3379 0,1340 

IL-10+IL-17+ 0,2198 0,3383 -0,3503 0,9772 
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IL-10+IL-17- -0,4581 0,0367 -0,1818 0,4563 

IL-10-IL-17+ 0,3036 0,1931 0,0939 0,7021 

     

CD27+CD38- 0,0587 0,8003 0,1225 0,5969 

HLA-DR+IgD+ 0,0598 0,7969 0,1593 0,4904 

HLA-DR+IgD- 0,1836 0,4257 0,4544 0,0385 

HLA-DR- IgD+ -0,4555 0,0380 -0,2858 0,2091 

MFI HLA-DR 0,0019 0,9936 0,2889 0,2167 

MFI IgD -0,0693 0,7653 0,1781 0,4188 

CCR9+α4β7+ 0, 2180 0,3413 0,2195 0,3391 

CCR9+α4β7- 0,2506 0,2732 0,0737 0,7508 

CCR9-α4β7+ 0,1476 0,5346 0,0737 0,7508 

MFI CCR9 -0,0455 0,8447 -0,2938 0,1962 

MFI α4β7+ 0,1934 0,4009 -0,3122 0,1988 

IL-10+IL-17+ 0,1566 0,4877 0,0368 0,8741 

IL-10+IL-17- -0,5294 0,0136 -0,4687 -0,0430 

IL-10-IL-17+ 0,1290 0,6099 0,0291 0,9085 

     

CD27-CD38- 0,2337 0,3079 0,1312 0,5709 

HLA-DR+IgD+ 0,2665 0,2430 0,0829 0,7206 

HLA-DR+IgD- 0,4793 0,0279 0,3338 0,1392 

HLA-DR- IgD+ -0,3940 0,0772 -0,2448 0,2848 

MFI HLA-DR 0,1640 0,4896 0,2563 0,2628 

MFI IgD -0,2297 0,3164 -0,3892 0,0551 

CCR9+α4β7+ -0,2231 0,3309 -0,1202 0,6039 

CCR9+α4β7- -0,4996 0,0211 0,2693 0,2378 

CCR9-α4β7+ -0,2069 0,3814 -0,0521 0,8223 
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MFI CCR9 -0,2924 0,1983 -0,1278 0,5809 

MFI α4β7+ -0,3627 0,1061 0,0110 0,9630 

IL-10+IL-17+ 0,1889 0,4133 0,2978 0,2443 

IL-10+IL-17- -0,1135 0,6621 -0,1498 0,5404 

IL-10-IL-17+ 0,2555 0,2911 0,2616 0,2943 

A frequência de diferentes subtipos de células B (CD19+) [transicional (CD27-CD38++), naïve 
(CD27-CD38+), plasmoblasto (CD27++CD38++) e células de memória (CD27+CD38-; CD27+CD38+ 
e CD27-CD38-)], capazes de expressar HLA-DR, IgD, CCR9, α4β7, IL-10 e IL-17, foi avaliada em 
pacientes com esclerose múltipla (EM)a e desordens do espectro da neuromielite óptica 
(NMOSD)b através da citometria de fluxo. A porcentagem dos diferentes subtipos celulares foi 
correlacionada a gravidade da incapacidade neurológica, determinada pela pontuação do Escala 
Expandida do Estado de Incapacidade Neurológica (EDSS)a. Elementos em preto representam 
resultados estatisticamente significativos; elementos em azul representam tendência de 
significância. 
 

 

4.8. Correlação entre subtipos de células B e os níveis plasmáticos de 
LBP em pacientes com EM e NMOSD. 

 

No grupo controle, observou-se correlação positiva entre os níveis 

plasmáticos de proteína que liga LPS (LBP) e a frequência de plasmoblastos 

com fenótipo CCR9⁺α4β7⁻, assim como em relação ao MFI da IL-17. Por outro 

lado, plasmoblastos IL-10⁺IL-17⁻ apresentaram correlação negativa com os 

níveis de LBP. 

No grupo de pacientes com EM, observou-se uma série de correlações 

significativas entre diferentes subpopulações de células B e os níveis 

plasmáticos da LBP. De maneira geral, células B totais que expressam os 

marcadores CCR9⁺α4β7⁺, IL-10+IL-17+ e IL-10⁺IL-17⁻ apresentaram correlação 

positiva com os níveis de LBP. De forma semelhante, células B transicionais com 

fenótipo HLA-DR⁺IgD⁻ e CCR9⁺α4β7⁺, além de células naïve CCR9⁺α4β7⁺, 

também mostraram correlação positiva. Em relação às células B de memória, 

tanto o subtipo CD27⁺CD38⁻ (IL-10+IL-17+ e IL-10+IL-17-) quanto o CD27⁻CD38⁻ 

com expressão de CCR9⁺α4β7⁺ ou IL-10+IL-17+ apresentaram associação 

positiva com LBP plasmático. 
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Por outro lado, foram identificadas correlações negativas em certos 

aspectos fenotípicos dessas mesmas populações celulares. Especificamente, a 

intensidade de expressão de IL-10 nas células B transicionais exibiu correlação 

negativa com LBP. O MFI da integrina α4β7 em células naïve apresentou 

correlação negativa com os níveis circulantes de LBP. Ademais, correlação 

negativa também foi observada entre LBP e o MFI de α4β7 em células B memória 

B CD27⁺CD38⁻ e MFI do CCR9 em células B de memória CD27⁻CD38⁻ de 

pacientes com EM.  

Em pacientes com NMOSD, os níveis plasmáticos de LBP foram 

positivamente correlacionados com a intensidade de expressão do CCR9 em 

células B totais, naïves, plasmablastos e células B de memória CD27⁺CD38⁺.	

Correlações positivas e significativas entre LPB também foram observadas em 

amostras de pacientes com NMOSD que apresentam maior frequência de 

células transicionais HLA-DR⁺IgD⁺ e HLA-DR⁺IgD⁻, naïve CCR9⁺α4β7⁻, memória 

CD27⁺CD38- CCR9⁺α4β7⁻ e CD27-CD38- CCR9⁺α4β7⁻. Em contrapartida, foram 

observadas correlações negativas para entre LBP com a porcentagem de células 

naïve CCR9⁻α4β7⁺ e memória CD27⁺CD38⁻. 

 
 

Tabela 3. Correlação entre subtipos de células B e os níveis plasmáticos de LBP em 
pacientes com EM e NMOSD. 

 LBP (ng/mL) 

 Controlea EMb NMOSDc 

 r p r p r p 

Total -0,09524 0,8401 0,1423 0,5496 0,4809 0,0371 

HLA-DR+IgD+ 0,08661 0.9166 -0,03741 0,8756 -0,1308 0,5936 

HLA-DR+IgD- -0,07143 0,8820 0,1230 0,6055 -0,06231 0,8000 

HLA-DR- IgD+ -0,07143 0,8820 0,003670 0,9877 0,3151 0,1889 

MFI HLA-DR 0,09524 0,8401 0,1925 0,4162 0,09566 0,6969 

MFI IgD 0,0918 0,8017 0,1609 0,4980 -0,3010 0,2105 

CCR9+α4β7+ -0,2619 0,5364 0,4792 0,0325 -0,3442 0,1491 

CCR9+α4β7- 0,2381 0,5821 0,002645 0,9912 -0,1343 0,5835 
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CCR9-α4β7+ -0,4524 0,2675 0,09761 0,6822 0,2370 0,3285 

MFI CCR9 0,3095 0,4618 -0,1353 0,5694 0,5406 0,0169 

MFI α4β7+ -0,1905 0.6646 -0.3414 0,1408 0,2551 0,2413 

IL-10+IL-17+ -0,07143 0,8820 0,4075 0,0833 -0,2675 0,2683 

IL-10+IL-17- -0,2857 0,5008 0,4715 0,0358 -0,2354 0,3602 

IL-10-IL-17+ -0,5000 0,2162 0,2092 0,3899 -0,04857 0,8587 

MFI IL-10 -0,02381 0,9768 -0,3594 0,1196 -0,3005 0,2257 

MFI IL-17 0,03770 0,9138 -0,06617 0,7817 -0,1571 0,5207 

       

Transicional -0,1870 0,6786 0.3279 0,1582 0,5113 0,0187 

HLA-DR+IgD+ -0,2036 0,6294 -0,06424 0,7879 0,5894 0,0079 

HLA-DR+IgD- 0,2571 0,5711 0,4817 0,0213 0,4348 0,0409 

HLA-DR- IgD+ 0,1916 0,6466 0,07990 0,7377 0,3847 0,1039 

MFI HLA-DR 0,2857 0,5008 0,1398 0.5564 0,06933 0,7779 

MFI IgD 0,2005 0,6981 -0.3705 0.1302 -0,09197 0,7243 

CCR9+α4β7+ -0,3429 0,3929 0,4517 0,0341 -0,1612 0,5097 

CCR9+α4β7- 0,2005 0,6390 -0,1666 0,4827 0,02881 0,9068 

CCR9-α4β7+ 0,1916 0,6466 0,1683 0,4781 0,08280 0,7361 

MFI CCR9 0,2619 0,5364 -0,1549 0,5144 0,3054 0,2036 

MFI α4β7+ -0,2635 0,5226 -0,09546 0,6889 0,2355 0,3317 

IL-10+IL-17+ -0,2026 0,6429 0,1666 0,4827 0,2645 0,2738 

IL-10+IL-17- 0,02381 0,9768 0,1683 0,4781 0,06903 0,7789 

IL-10-IL-17+ 0,05108 0,9143 0,002250 0,9925 0,2095 0,3894 

MFI IL-10 -0,02381 0,6191 -0,4180 0,0666 -0,2221 0,3757 

MFI IL-17 -0,1142 0,7857 -0,04517 0,8500 -0,1856 0,4469 

       

Naïve 0,4431 0,2734 0,001752 0,9942 0,09043 0,7127 
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HLA-DR+IgD+ -0,1429 0,7520 0,1109 0,6417 0,04917 0,8446 

HLA-DR+IgD- 0,1190 0,7930 -0,04361 0,8552 0,05443 0,8248 

HLA-DR- IgD+ -0,04762 0,9349 -0,02216 0,9261 0,00702 0,9772 

MFI HLA-DR 0,1667 0,7033 0,1699 0,4738 0,02820 0,9153 

MFI IgD 0,1298 0,6841 0.09023 0,7052 -0,2975 0,2161 

CCR9+α4β7+ 0,2755 0,5084 0,4803 0,0320 0,01151 0,9627 

CCR9+α4β7- -0,4524 0,0508 0,1296 0,5860 0,5125 0,0249 

CCR9-α4β7+ -0,4524 0,0751 0,007920 0,9736 -0,4455 0,0559 

MFI CCR9 0,4524 0,2675 -0.1970 0,4052 0,5265 0,0206 

MFI α4β7+ 0,09524 0,8401 -0,4421 0,0510 -0,2521 0,2478 

IL-10+IL-17+ -0,3234 0,2317 0,1502 0,5273 -0,07628 0,7563 

IL-10+IL-17- -0,1905 0,6646 0,1024 0,6859 0,01139 0,9642 

IL-10-IL-17+ -0,4048 0,1068 0,1598 0,5133 0,1401 0,5890 

MFI IL-10 0,7857 0,0279 -0,1639 0,4899 0,01242 0,9610 

MFI IL-17 0,3095 0,4618 0,01273 0,9575 0,0889 0,7247 

       

Plasmoblasto -0,3810 0,3599 0,3610 0,2048 0,4945 0,0330 

CD138+ -0,1352 0,8000 0,2987 0,2009 0,3694 0,1591 

HLA-DR+IgD+ 0,02410 0,9633 0,2111 0,3161 0,2039 0,4024 

HLA-DR+IgD- -0,3274 0,2131 -0,009438 0,9685 -0,3663 0,1229 

HLA-DR- IgD+ -0,3551 0,3845 -0,1437 0,5455 -0,3990 0,0906 

MFI HLA-DR 0,5238 0,1966 0,1947 0,4243 0,01141 0,9630 

MFI IgD 0,2865 0,7018 0,007514 0,9749 0,03335 0,8922 

CCR9+α4β7+ -0,2440 0,5667 0,3326 0,1532 0,09036 0,7215 

CCR9+α4β7- 0,7638 0,0357 0,1019 0,4311 0,02681 0,9159 

CCR9-α4β7+ -0,4364 0,3214 -0,1997 0,3987 0,04047 0,8733 

MFI CCR9 -0,4048 0,3268 -0,2917 0,2120 0,4835 0,0360 
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MFI α4β7+ -0,4791 0,2313 -0.1112 0,6437 0,3606 0,1294 

IL-10+IL-17+ 0,5911 0,1714 0,09422 0,7012 -0,1334 0,5861 

IL-10+IL-17- -0,7365 0,0536 -0,03578 0,09120 0,08291 0,7436 

IL-10-IL-17+ 0,4533 0,2876 0,0653 0,8541 0,1688 0,4898 

MFI IL-10 -0,1905 0,6646 -0,1639 0,4899 -0,2943 0,2359 

MFI IL-17 0,7092 0,0595 0,1054 0,6585 0,0957 0,7054 

       

Memória       

CD27+CD38+ 0,07143 0,8820 0,06016 0,8011 0,2078 0,4079 

HLA-DR+IgD+ -0,1905 0,6640 0,07071 0,7671 -005170, 0,8386 

HLA-DR+IgD- -0,1667 0,7033 0,1484 0,5325 0,08782 0,7290 

HLA-DR- IgD+ -0,4286 0,2992 0,008477 0,9717 0,04030 0,8738 

MFI HLA-DR 0,1667 0,7033 0,1053 0,6680 0,2034 0,4182 

MFI IgD 0,1322 0,7782 0,003008 0,9900 0,01206 0,9358 

CCR9+α4β7+ 0,4762 0,2431 0,2063 0,3828 -0,0388 0,9032 

CCR9+α4β7- -0,2857 0,5008 0,1171 0,6228 0,5378 0,0213 

CCR9-α4β7+ 0,1905 0,6646 0,04313 0,8567 -0,1805 0,4735 

MFI CCR9 0,3095 0,4618 -0.2135 0.3660 0,5529 0,0141 

MFI α4β7+ 0,04762 0,9349 -0,3000 0,1986 0,2054 0,3990 

IL-10+IL-17+ -0,1667 0,7033 0,1690 0,3931 0,1409 0,5771 

IL-10+IL-17- -0,2143 0,6191 0,4763 0,0865 -0,1730 0,5066 

IL-10-IL-17+ 0,1860 0,6287 0,1265 0,6059 -0,1868 0,4884 

MFI IL-10 0,2857 0,5008 -0,2280 0,6720 -0,01652 0,9481 

MFI IL-17 0,1933 0,6251 0,1811 0,4449 0,3114 0,2084 

       

CD27+CD38- 0,04762 0,9349 -0,006520 0,9782 -0,4932 0,0319 

HLA-DR+IgD+ 0,04762 0,9349 -0,3087 0,1854 -0,1975 0,4178 
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HLA-DR+IgD- 0,07143 0,8820 -0,03385 0,8873 -0,1448 0,5542 

HLA-DR- IgD+ 0,09534 0,8401 -0,1185 0,6188 -0,1223 0,6471 

MFI HLA-DR 0,1810 0,6119 0,1398 0,5565 0,2446 0,3280 

MFI IgD 0,1122 0,7834 0,08271 0,7289 -0,2703 0,2631 

CCR9+α4β7+ -0,4048 0,3268 0,1457 0,5400 -0,2932 0,2231 

CCR9+α4β7- 0,1667 0,7033 0,2731 0,2698 0,3423 0,1515 

CCR9-α4β7+ -0,1905 0,6646 0,2440 0,3012 -0,2787 0,2479 

MFI CCR9 -0,3011 0,4977 -0,2782 0,2350 0,4827 0,0363 

MFI α4β7+ -0,02381 0,9768 -0,5158 0,0199 0,05553 0,8221 

IL-10+IL-17+ -0,2143 0,6491 0,4317 0,0650 -0,1106 0,6522 

IL-10+IL-17- -0,2619 0,5364 0,3875 0,0914 0,01239 0,9611 

IL-10-IL-17+ 0,5476 0,1710 0. 2091 0,4051 0,3703 0,1433 

MFI IL-10 -0,5238 0,1966 -0,1654 0,4850 -0,2953 0,2342 

MFI IL-17 0,1667 0,7033 0,1053 0,6587 0,2705 0,2776 

       

CD27-CD38- 0,1190 0,7930 -0,3458 0,4196 -0,2195 0,3666 

HLA-DR+IgD+ -0,1078 0,8081 -0,1578 0,7121 -0,1860 0,4457 

HLA-DR+IgD- 0,2619 0,5364 0,2619 0,5364 0,2247 0,3551 

HLA-DR- IgD+ 0,02381 0,9765 -0,0655 0.9112 0,1360 0,5787 

MFI HLA-DR 0,1733 0,6430 0,2708 0,2481 0,09917 0,6803 

MFI IgD 0,16754 0,6987 0,1398 0,5565 -0,3423 0,1515 

CCR9+α4β7+ -0,1905 0,6646 0,4788 0,0327 -0,1766 0,4696 

CCR9+α4β7- 0,3571 0,3894 0,01699 0,9433 0,4949 0,0297 

CCR9-α4β7+ -0,5000 0.2162 0,2338 -0,3212 -0,04203 0,8644 

MFI CCR9 0,4524 0,3675 -0,3850 0,0937 0,3844 0,1042 

MFI α4β7+ 0,04762 0,9346 -0,4391 0,0528 0,02051 0,9927 

IL-10+IL-17+ 0,3566 0,3651 0,6603 0,0021 -0,2751 0,2543 



 

 

74 

IL-10+IL-17- 0,02381 0,9768 0,1840 0,4796 -0,3864 0,1402 

IL-10-IL-17+ -0,4048 0,3268 -0,1815 0,4571 -0,07947 0,7689 

MFI IL-10 -0,1905 0,6646 -0,2511 0,2855 -0,1780 0,4799 

MFI IL-17 0,07143 0,8820 0,2301 0,3291 -0,3738 0,1265 

A frequência de diferentes subtipos de células B (CD19+) [Transicional (CD27-CD38++), naïve 
(CD27-CD38+), plasmoblasto (CD27++CD38++; CD27++CD38++CD138+) e células de memória 
(CD27+CD38+; CD27+CD38- e CD27-CD38-)], capazes de expressar HLA-DR, IgD, CCR9, α4β7, 
IL-10 e IL-17, foi avaliada em indivíduos saudáveisa, pacientes com EMb e NMOSDc através da 
citometria de fluxo. A porcentagem dos diferentes subtipos celulares foi correlacionada com os 
níveis plasmáticos de LBP, dosados por ELISA. Elementos em preto representam resultados 
estatisticamente significativos; elementos em azul representam tendência de significância. 
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5. DISCUSSÃO 
 

A esclerose múltipla (EM) e o transtorno do espectro da neuromielite 

óptica (NMOSD) são doenças desmielinizantes do SNC que, apesar de 

compartilharem algumas semelhanças, diferem acerca das apresentações 

clínicas e lesões patognomônicas têm auxiliado no diagnóstico diferencial e na 

compreensão de cada entidade nosológica (LOPES et al. 2021). Enquanto na 

maioria dos pacientes com NMOSD a doença envolve majoritariamente a 

presença de autoanticorpos dirigidos contra a AQP4 localizada nos pés dos 

astrócitos, o que leva estas células à morte por complemento, a EM é 

caracterizada pelo ataque às proteínas da bainha de mielina, mediada por 

células T produtoras de citocinas inflamatórias, particularmente IL-17 e IFN-γ 

(SEOK, J.M., CHO, W., CHUNG, Y.H. et al., 2023). Portanto, enquanto a EM é 

uma doença desmielizante primária, a NMOSD é uma astrocitopatia com 

desmielinização secundária. Apesar do papel das células T mielina-específicas 

nas lesões características da EM, a identificação de folículos linfoides ectópicos 

ricos em células B abaixo das meninges nos pacientes com formas progressivas 

desta doença (NEGRON et al. 2018), traz uma nova compreensão do papel da 

imunidade humoral no pior desfecho da doença.  

Dessa forma, o presente estudo avaliou os diferentes subtipos de células 

B circulantes em pacientes com EM e NMOSD e, de maneira geral, nós 

observamos não apenas uma maior frequência de células B transicionais e de 

plasmoblastos com perfil mais imunogênico (HLA-DR⁺IgD⁻) em pacientes com 

NMOSD em comparação aos indivíduos saudáveis, como também um 

percentual significativamente mais elevado dessa primeira população ativada em 

pacientes com EM em relação ao grupo controle.  

Quanto às células B de memória, Negron e colaboradores (2018) 

identificaram que a presença maciça de eFLs em áreas de meninges adjacentes 

a lesões neurodegenerativas em pacientes com EMSP se correlacionou com um 

subconjunto de células B de memória IgD-CD27- anormalmente expandido. Um 

estudo de Menard e colaboradores (2016) demonstraram que lúpus eritematoso 

sistêmico, doença autoimune de base humoral, foi associada a expansão de 

células B CD27–IgD–. Curiosamente, observamos uma frequência 
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significativamente maior de células B de memória DN (CD27⁻CD38⁻) no grupo 

controle em comparação aos pacientes com EM. Este achado contraria, à 

primeira vista, a expectativa gerada por estudos anteriores, que descrevem a 

expansão de subpopulações DN em condições autoimunes, associando-as a 

fenótipos inflamatórios e diferenciação em plasmócitos autorreativo. Todavia, de 

acordo com Chung e colaboradores (2023), tais fenótipos de memória podem 

ser classificados em, ao menos, 4 (quatro) subtipos (DN1–DN4), os quais 

apresentam diferenças fenotípicas, funcionais e contextuais relevantes. Dessa 

forma, dentre esses perfis celulares, células de memória DN1 (CD27-

CXCR5+CD21+CD11c-) são descritas como células de provável origem folicular, 

dependendo da ativação via células TFH, sendo aquelas precursoras benignas 

de memória comuns em indivíduos saudáveis, assim, associado a perfis menos 

inflamatórios. Por outro lado, células de memória DN2 (CD27-CXCR5-

CD21+CD11c+) são descritas como células de origem extrafolicular, as quais 

sofrerão ativação via receptores semelhantes ao tipo toll (TLR7) e citocinas pró-

inflamatórias (IFN-g e IL-21), sendo essas responsáveis por promover respostas 

inflamatórias rápidas, pois não há o processo de maturação via centro 

germinativo. Infelizmente, considerando o painel de citometria empregado neste 

estudo o qual se restringe à detecção dos marcadores CD27 e CD38, não foi 

possível discriminar com precisão os diferentes subtipos fenotípicos da 

população DN. Dito isso, a maior frequência dessa população observada entre 

os indivíduos do grupo controle quando comparado ao grupo de pacientes 

diagnosticados com EM poderia eventualmente refletir uma predominância do 

subtipo DN1, descrito na literatura como mais prevalente em indivíduos 

saudáveis e associado a perfis imunológicos menos inflamatórios. No entanto, a 

confirmação dessa hipótese demanda a utilização de marcadores adicionais 

(haja vista, CXCR5, CD21, CD11c e T-bet) que permitiriam uma estratificação 

mais robusta e acurada dessas células.  

Ainda, desequilíbrio na proporção de diferentes subtipos de células B de 

memória pode se relacionar com a formação de plasmoblastos.  Pacientes com 

Miastenia Gravis, plasmoblastos derivados de células B de memória CD27+ 

podem desencadear recaídas da doença (LEE, D.S.W., ROJAS, O.L., 

GOMMERMAN, J.L, 2021). Tais dados podem nos auxiliar acerca do 
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entendimento da tendência observada, na qual identificou-se uma correlação 

positiva entre os níveis circulantes de células B de memória CD27+CD38+HLA-

DR+IgD- com o grau de incapacidade neurológica em pacientes com EM, assim 

como da correlação positiva entre as células B de memória CD27+CD38-HLA-

DR+IgD- com o grau de incapacidade de pacientes com NMOSD. E, para 

corroborar com essas análises, maior frequência de plasmoblastos mais 

funcionais (CD138+) (MCCARRON et al. 2017) não apenas foi identificada em 

ambos os grupos clínicos (NMOSD e EM), mas também a frequência dessas foi 

correlacionada, de forma positiva com pontuação do EDSS. Levando-se em 

consideração que NMOSD é mais grave que a EMRR, e que a progressão da 

EM para a forma neurodegenerativa tem sido associada à presença de células 

B no SNC, é provável que a presença de plasmoblastos mais eficientes esteja 

associada à neurodegeneração nos pacientes com EM aqui avaliados. Se 

consolidado em um número maior de pacientes, esses achados impactam no 

manejo terapêutico diferenciado na EM em pacientes que apresentam um perfil 

mais humoral da doença.  

Um outro achado interessante foi a menor proporção de células HLA-

DR+IgD+ entre as células B totais e transicionais em pacientes com EM e 

NMOSD quando comparado aos indivíduos saudáveis. Diferente das 

imunoglobulinas IgA, IgE, IgG e IgM que são amplamente estudadas, a função 

da IgD ainda não é muito compreendida (GUTZEIT, CHEN & CERUTTI, 2018). 

Muito estudos apontam que a elevada presença de IgD, associada a uma baixa 

expressão de IgM, na superfície de células B seria indicativo de linfócitos 

anérgicos presentes no sangue periférico e tecidos linfoides secundários, sendo 

visto como um mecanismo de autotolerância (ZIKHERMAN, PARAMESWARAN, 

WEISS, 2012; SABOURI et al. 2016; GUTZEIT, CHEN e CERUTTI, 2018). Em 

contraste, a sinalização via HLA-DR amplifica a ativação das células B (TABATA 

et al., 2000). Portanto, é possível que expansão de subtipos de células B HLA-

DR+IgD+ esteja associada a melhor prognóstico das doenças aqui estudadas 

assim como os fenótipos HLA-DR-IgD+, visto que foi possível observar 

correlações negativas entre células transicionais e células de memória 

(CD27+CD38-, CD27-CD38-) HLA-DR-IgD+ circulantes com as pontuações 

adquiridas por meio da escala de incapacidade em pacientes com EM. Portanto, 
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mapeamento diferencial dos subtipos dominantes de plasmoblastos pode ajudar 

na definição da gravidade da EMRR e da NMOSD.  

Citocinas como IL-10 e IL-17 têm sido implicadas em proteção e 

patogênese de muitas doenças autoimunes, tais como EMRR e NMOSD 

(CARTER NA., et al., 2011). Se comparado aos indivíduos saudáveis, assim 

como pacientes acometidos com a EM, a frequência de células IL-10+IL-17- 

dentre essas B totais, transicionais, naïve, plasmoblastos e memória 

(CD27+CD38+, CD27+CD38-, CD27-CD38-) foi menor nos pacientes com 

NMOSD. Neste contexto, alguns estudos de autoimunidade em modelos animais 

demonstraram que a deficiência de células B produtoras de IL-10 e TGF-β 

aumentou a suscetibilidade ao desenvolvimento de EM e LES (MATSUSHITA et 

al. 2008; CARTER NA, et al. 2011; RAY A, et al. 2011). Este resultado está 

parcialmente de acordo com outros estudos que demonstram uma relação entre 

resposta terapêutica satisfatória dos pacientes com EMRR ao tratamento com 

IFN-β, fumarato de dimetila e fingolimode e aumento da frequência de células B 

transicionais e naïves circulantes capazes de produzir altos níveis de IL-10 

associadas à redução da proporção de células B IgD- de memória (CLAES N. et 

al., 2014; GRUTZKE B et al. 2015; LI R et al. 2017). Além disso, um estudo de 

Grutzke e colaboradores (2015) descobriu que células B produtoras de IL-10, 

induzidas pelo tratamento com fingolimode, mostraram capacidade de migrar 

para o SNC e de reduzir a gravidade da doença. Portanto, é possível que esse 

aumento na frequência de células B transicionais e plasmoblastos com perfil 

mais regulador observado nos pacientes com EM esteja particularmente 

associado à terapia modificadora de doença. Por outro lado, células B mais 

imunogênicas (HLA-DR+IgD-) devem estar relacionadas a pior desfecho das 

doenças autoimunes de fundo humoral. De fato, apesar de preliminares, os 

resultados indicam que as células B totais, plasmoblastos, memória 

(CD27+CD38-), com fenótipo HLA-DR+IgD-, se relacionaram positivamente com 

maior pontuação do EDSS nos pacientes com NMOSD. Além disso, células B 

transicionais IL-10⁻IL-17⁺ apresentaram correlação positiva com a escala EDSS 

tanto na EM quanto na NMOSD, e um padrão semelhante foi observado em 

plasmoblastos derivados do sangue periférico de pacientes com EM. É possível 

que essas células, por produzir IL-17, amplifiquem a diferenciação de subtipos 
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de células Th17 patogênicas (MA S, et al., 2019), evento esse que pode estar 

associado à disbiose intestinal. 

As interações biológicas entre a microbiota intestinal, intestino e 

principalmente células T CD4+ são complexas e podem impactar profundamente 

na saúde ou na suscetibilidade ao desenvolvimento de reações de 

hipersensibilidades, tais como autoimunidade. A disbiose intestinal tem sido 

associada à EM e a NMOSD (SHIM JA, RYU JH, JO Y, et al., 2023; MOUSA WK, 

CHEHADE F, HUSBAND S., 2022), e os mecanismos por traz dessa relação 

adversa é assunto de intensa investigação visto que muitas dessas células 

acessam naturalmente o SNC. Na disbiose intestinal, a presença de certos 

microrganismos comensais no intestino, especialmente SFB, as quais induzem  

fortemente a diferenciação de células Th17 a partir de células T naïve. Esses 

microrganismos ativam células apresentadoras de antígeno da lâmina própria, 

levando à produção de citocinas como IL-6, IL-1β e TGF-β — fundamentais para 

a polarização Th17 (IVANOV et al., 2009). O crescimento preferencial de 

bactérias patogênicas, como algumas do filo Prevotella (LARSEN, 2017), 

associadas a maior permeabilidade intestinal, tende a favorecer o surgimento de 

células Th17 produtoras de IFN-γ as quais podem expressar em sua superfície 

CCR6, assim, sendo direcionadas ao SNC (MOUSA WK, CHEHADEH F, 

HUSBAND S. 2022; SHIM JA, RYU JH, JO Y, HONG C. 2023). Perifericamente, 

linfócitos T oriundos do intestino são identificadas pela co-expressão do CCR9 e 

da integrina α4β7, moléculas responsáveis por direcionar os linfócitos para área a 

lâmina própria e tecidos linfoides do intestino, regiões que expressão os seus 

respectivos ligantes, CCL25 e MadCAM-1 (SCHMUTZ, C., CARTWRIGHT, A., 

WILLIAMS, H., et al., 2010). Apesar do intestino ser rico em células B, pouco é 

explorado sobre a relação entre a presença de células B que expressam esses 

receptores de endereçamento para a mucosa do intestino com doenças 

autoimunes.  

Em condições homeostáticas, indivíduos saudáveis não imunizados 

apresentam 80% de suas células plasmáticas circulantes (ASCs) presentes no 

sangue periférico as quais expressam IgA quanto os receptores de quimiocina 

CCR10 e da integrina α4β7 (MEI et al., 2009). Esses achados sugerem uma 

predominância, no sangue periférico, dessas células derivadas de respostas 
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imunes da mucosa. Dessa forma, tais leucócitos não apenas mantêm a 

capacidade de retornar aos tecidos pertencente às mucosas, mas também foram 

identificadas na medula óssea, assim, indicando sua plasticidade migratória e 

possível contribuição para a imunidade sistêmica e local. DCs CD103⁺ derivadas 

do GALT demonstraram ser essenciais na indução dessas moléculas de homing 

em ASCs, especialmente em ambientes ricos em ácido retinóico, evidenciando 

que a redução da metabolização da vitamina A pode comprometer essa via 

específica em doenças intestinais inflamatórias (MORA; VON ANDRIAN, 2009). 

Ademais, em modelos animais de colite induzida, já foi observado que a redução 

na sinalização mediada por ácido retinóico foi responsável pela diminuição 

significativa da expressão de CCR9 e da integrina α4β7 no intestino desses em 

comparação ao grupo controle (LI et al., 2022). Embora existam poucos estudos 

em humanos que descrevam diretamente a relação entre a diminuição dos 

marcadores CCR9 e α4β7 e o processo patológico em si, é possível observar a 

redução de tais marcadores em contextos inflamatórios. No presente estudo, e 

de forma interessante, a frequência de células B naïve e memória (CD27+CD38+, 

CD27+CD38-, CD27-CD38-) CCR9+a4b7+ foi menor nos indivíduos acometidos 

com ambas as condições neuroimunológicas quando comparados ao grupo 

controle.  

Por outro lado, quando analisado as células B totais, naïve e memória 

(CD27-CD38-) com o fenótipo CCR9+α4β7-, pacientes pertencentes ao grupo 

NMOSD apresentaram uma maior porcentagem desses subtipos celulares  

quando comparado aos pacientes acometidos com EM. Previamente, estudos 

revelaram a presença abundante de monócitos CCR9+ em pacientes com artrite 

reumatoide quando comparado aos indivíduos saudáveis (SCHMUTZ et al., 

2010). Além disso, a frequência de células T CD4+CCR9+ no sangue periférico 

encontra-se aumentada em pacientes com doenças gastrointestinais, como 

dispepsia funcional (LIEBREGTS et al., 2011) e doença de Crohn (PAPADAKIS 

et al., 2001). No modelo experimental da EM, sinalização via TLR-4, por regular 

a expressão de CCL25/CCR9, favorece a infiltração de células Th17 no 

parênquima cerebral nos camundongos com EAE (ZHANG et al., 2019). Quando 

comparado ao grupo com EM, a intensidade de expressão de CCR9 sobre 

células B transicionais, naïve e memória (CD27-CD38-) foi maior no grupo 
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NMOSD. Todavia, em nosso estudo, a frequência linfócitos CCR9+a4b+ entre as 

células B virgens e células de memória CD27+CD38-, assim como o subtipo de 

memória CD27+CD38+ CCR9-a4b+, foi correlacionado negativamente com a 

pontuação do EDSS nos pacientes com EM. Ainda, proporção de linfócitos 

CCR9+a4b- entre as B de memória CD27-CD38- nos pacientes com EM e em 

plasmoblastos na NMOSD correlacionou-se negativamente com a gravidade da 

incapacidade neurológica. Apesar da necessidade de incluir marcadores 

adicionais que forneçam mais pistas quanto ao perfil funcional dessas células 

com expressão diferencial de CCR9 e da integrina a4b7, tal como a expressão 

de IL-10 e IL-17, essa relação inversa observada no presente estudo pode 

indicar migração preferencial para o SNC onde podem proteger ou favorecer 

novas recaídas clínicas.  

O papel funcional entre a integrina α4β7 e MAdCAM-1 para o homing 

intestinal de células B é evidenciada por meio da redução de ASC IgA⁺ 

observada em modelos animais que não expressam β7 ou MAdCAM-1 

(SCHIPPERS et al., 2009). Ademais, Tyler e colaboradores (2021) observaram 

em modelos animais que células T provenientes do baço, lâmina própria e 

sangue periférico expressavam predominantemente α4β1, enquanto a linhagem 

de células B expressavam α4β7. Todavia, a expressão dessa integrina na 

superfície não modificou durante a inflamação, não diferenciando entre as 

células T ou B isoladas do cólon de camundongos IL-10−/− inflamados e não 

inflamados. Por outro lado, Müller e colaboradores (2021) demonstraram que, 

durante a infecção por COVID-19 há uma queda na frequência de células T a4b7+ 

e B a4b7+ circulantes. Em nosso estudo, quando comparado com o grupo 

controle e pacientes com EM, menor frequência de células B totais, naïve e 

memória (CD27+CD38-) com fenótipo CCR9-a4b7+ foi identificado no sangue 

periférico de pacientes com NMOSD. Por outro lado, a intensidade de expressão 

de CCR9 nas células B totais e memória (CD27+CD38-) quando comparado ao 

grupo EM e saudável. Coletivamente, esses achados, ainda que preliminares, 

apontam para um envolvimento de eventos na mucosa intestinal dentro do 

compartimento das células B que podem estar implicados na EM e na NMOSD, 

tal como a translocação microbiana. 
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Produzida principalmente pelo fígado durante a resposta de fase aguda, 

a proteína de ligação ao lipopolissacarídeo (LBP, do inglês, lipopolysaccharide-

binding protein) é reconhecida por sua grande vantagem de se apresentar como 

um marcador indireto de transmigração bacteriana de meia-vida longa, assim, 

possuindo como função a ativação do complexo de sinalização CD14/TLR4 por 

meio de sua ligação ao lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas, 

dessa forma, desencadeando respostas imunológicas contra a esse antígeno 

(KOUTSONAS et al., 2015). Em pacientes com EM alterações na permeabilidade 

intestinal têm sido associadas à presença de biomarcadores inflamatórios, como 

o LPS e a LBP. Evidências indicam que níveis elevados de LPS e LBP no sangue 

desses pacientes correlacionam-se com o aumento da produção de IL-6 e com 

a ativação de células Th17, configurando uma resposta imunológica periférica 

de caráter pró-inflamatório, a qual pode refletir e potencialmente amplificar 

mecanismos patogênicos ativos no sistema nervoso central (CAMARA-

LEMARROY et al., 2018). No presente estudo, a análise da correlação entre 

níveis plasmáticos de LBP e subpopulações de células B revelou padrões 

distintos entre os grupos avaliados. No grupo controle, níveis circulantes de LBP 

foram correlacionados positivamente e negativamente com a frequência de 

plasmoblastos CCR9⁺α4β7⁻ e plasmoblastos IL-10⁺IL-17⁻, respectivamente. Em 

pacientes com EM, múltiplas subpopulações de células B apresentaram 

correlação positiva com LBP, incluindo células B totais (CCR9⁺α4β7⁺, IL-10+IL-

17+ e IL-10⁺IL-17⁻), células transicionais (HLA-DR⁺IgD⁻ e CCR9⁺α4β7⁺), células 

naïve (CCR9⁺α4β7⁺), células de memória CD27⁺CD38⁻ (IL-10+IL-17+ e IL-10⁺IL-

17⁻) e CD27⁻CD38⁻ (CCR9⁺α4β7⁺ e IL-10+IL-17+). Em contrapartida, nas 

amostras dos pacientes com EM, foram verificadas correlações negativas entre 

os níveis plasmáticos de LBP com a presença de células transicionais, 

expressando elevados níveis de IL-10, e células naïve e de memória 

CD27⁺CD38⁻ com elevado MFI da integrina α4β7. Ainda, em EM, elevada 

frequência de células de memória CD27⁻CD38⁻ CCR9+α4β7+ foi observada entre 

em pacientes que apresentam menores níveis de LPB. No grupo com NMOSD, 

correlações positivas entre níveis plasmáticos da LBP foram observadas com as 

células B totais, naïve e plasmablastos que expressam elevados níveis de CCR9. 

Ainda, LPB foi correlacionado positivamente, no grupo com NMOSD, com a 

frequência de células transicionais (HLA-DR⁺IgD⁺ e HLA-DR⁺IgD⁻), células naïve 
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(CCR9⁺α4β7⁻) e diferentes subtipos de memória (CD27⁺CD38⁺ e CD27⁻CD38⁻) 

CCR9⁺α4β7⁻. Em contraste, correlações negativas foram observadas para 

células naïve CCR9⁻α4β7⁺. Ao considerar a participação do eixo intestino-

cérebro, observa-se que, em comparação com a EM, a gravidade da NMOSD 

poderia estar associada a uma correlação mais robusta entre a transmigração 

bacteriana — representada aqui pelos níveis plasmáticos de LBP — e subtipos 

mais ativados de linfócitos B (CCR9⁺ e HLA-DR+IgD-). No entanto, são 

necessários estudos adicionais para elucidar o papel das células que promovem 

o homing intestinal na EM e compreender de que forma essas células contribuem 

para a manutenção da homeostase nesses indivíduos. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Neste estudo, verificou-se uma maior porcentagem na frequência de 

células B transicionais HLA-DR⁺IgD⁺ em indivíduos saudáveis, em contraste com 

o aumento dessas células no subtipo HLA-DR⁺IgD⁻ nos grupos de pacientes com 

EM e NMOSD, sugerindo um possível desbalanço imunológico associado à 

perda da homeostase. No grupo NMOSD, células de memória CD27⁺CD38-HLA-

DR⁺IgD⁻ mostraram correlação positiva com o grau de incapacidade dos 

pacientes, o que aponta para um papel desse subtipo como precursor potencial 

de plasmoblastos patogênicos. Além disso, a frequência de plasmoblastos, 

incluindo aqueles com fenótipo funcional CD138⁺, esteve aumentada em ambos 

os grupos, correlacionando-se positivamente com a pontuação na escala EDSS. 

No que tange às células B com perfil de migração mucosa (CCR9⁺α4β7⁺), 

foram encontradas menores frequências em pacientes com EM e NMOSD em 

comparação a indivíduos saudáveis. Contudo, ao correlacionar esses fenótipos 

com a escala EDSS, observou-se que apenas algumas subpopulações 

CCR9⁺α4β7⁻ — como células B totais, plasmoblastos e células de memória 

CD27⁺CD38⁺ no grupo NMOSD — apresentaram correlação negativa com a 

incapacidade, comportamento análogo ao identificado em células de memória 

(CD27+CD38+ e CD27-CD38-) no grupo EM.  

Em relação as citocinas avaliadas internamente via citometria de fluxo, 

notou-se uma redução significativa das células B produtoras de IL-10 nos 

indivíduos com NMOSD em relação aos pacientes com EM e aos controles 

saudáveis. Em contrapartida, células produtoras de IL-17, sobretudo do subtipo 

de memória CD27⁺CD38⁻, apresentaram aumento no grupo NMOSD. Em 

pacientes com NMOSD, as células de memória CD27+CD38-HLA-DR⁺IgD⁻ e 

CD27+CD38-IL-10+IL-17- se correlacionaram positiva e negativamente com 

EDSS, respectivamente o que sugere que esse subtipo possa estar envolvido na 

amplificação do processo inflamatório, possivelmente por meio da diferenciação 

em plasmoblastos de longa vida produtores de IgG.  

Por fim, em relação as correlações efetuadas entre os níveis plasmáticos 

de LBP e os grupos controle, EM e NMOSD, foi possível observar que, em 
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pacientes acometidos com EM, diversas subpopulações de células B, incluindo 

células B totais, transicionais, naïve e de memória com fenótipo CCR9⁺α4β7⁺ 

mostraram correlações positivas com LBP, contrapondo-se as correlações 

referentes ao grupo NMOSD, os quais apresentaram correlação positiva apenas 

quando o LBP foi associado a subtipos ativados de células B expressando os 

marcadores CCR9 e HLA-DR. Esses dados indicam perfis distintos de 

associação entre transmigração bacteriana e ativação de células B em controles 

e pacientes com doenças neuroinflamatórias. 
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