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RESUMO 

FERREIRA, Thaís Bezerra. Papel da dopamina e dos padrões moleculares 
associados a patógenos no perfil funcional de células T de pacientes com esclerose 
múltipla. 2017. 125 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências 
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença desmielinizante, de caráter autoimune, 
do sistema nervoso central, cujo o desenvolvimento e gravidade dependem da 
influência de fatores ambientais, incluindo estresse psicológico e infecções, no 
sistema imune de indivíduos com predisposição genética para a doença. Os 
mecanismos pelos quais esses fatores impactam negativamente na EM podem estar 
relacionados ao favorecimento de vias de ativação e expansão de clones de linfócitos 
T encefalitogênicos. Diante do exposto, em nosso primeiro artigo, observamos que o 
bloqueio in vitro do receptor de IL-6 reduziu a produção de citocinas relacionadas ao 
perfil Th17. Ademais, a capacidade dos sobrenadantes de monócitos, ativados com 
lipopolissacarídeo (LPS), em potencializar a produção da IL-17 e reduzir os níveis de 
IL-10 pelas células T CD4+ de pacientes com EM foi anulada após a neutralização da 
sinalização via IL-6R nas culturas desses fagócitos. De forma interessante, a adição 
desse anticorpo monoclonal potencializou a capacidade da hidrocortisona (HC) em 
inibir a proliferação e produção de IL-17 pelas células T CD4+ e T CD8+ dos pacientes 
com EM. No segundo artigo, nós observamos que níveis de dopamina relacionados 
ao estresse, por mecanismos dependentes da IL-6, elevaram a produção de citocinas 
por células T CD4+ com perfil encefalitogênico e resistentes à HC. Em nosso último 
artigo, elevada percentagem de células T CD4+ e T CD8+ circulantes capazes de 
expressar receptores do tipo Toll (TLR)2, TLR4 e TLR9 foram detectadas no sangue 
periférico dos pacientes com EM quando comparado ao grupo controle. Dentre essas 
células, os subtipos de células T CD4+ e T CD8+ capazes de produzir simultaneamente 
IL-17 com IL-6 ou com IFN-γ foram diretamente associados ao número de lesões 
cerebrais ativas e grau de incapacidade neurológica. Quando as células T CD4+ e T 
CD8+ foram mantidas na presença apenas de ligantes de TLR (TLR-L), maiores níveis 
de citocinas relacionados ao fenótipo Th17 foram dosados nos sobrenadantes 
recolhidos nas culturas estimuladas com TLR2-L, o Pam3CSK4. Nessas culturas, os 
níveis de IL-6 e IL-17 em resposta ao Pam3CSK4 foram diretamente correlacionados 
aos parâmetros clínicos da doença. Finalmente, culturas de células T CD4+ dos 
pacientes com EM mais grave responderam ao agonista de TLR2 liberando elevados 
níveis de GM-CSF e IFN-γ. Coletivamente, nossos achados sugerem que a IL-6 
exerce um papel importante na imunopatogênese da EM, sendo a produção dessa 
citocina, assim como de outras relacionadas a diferentes subtipos de células Th17, 
elevada pela dopamina e diferentes padrões moleculares associados a patógenos. Os 
achados obtidos aqui ajudam não apenas a explicar como o estresse psicológico e 
doenças infecciosas são considerados fatores de risco para a EM, como também 
podem ajudar na criação de novas estratégias terapêuticas. 

Palavras-chave: Esclerose Múltipla. IL-6. Padrões moleculares associados a 

patógenos. Dopamina. Receptores do tipo Toll. Neuroimunologia. 



ABSTRACT 

 

 

FERREIRA, Thaís Bezerra. Role of dopamine and pathogens-associated molecular 
patterns on functional profile of T cells from patients with multiple sclerosis. 2017. 
125 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – Faculdade de Ciências Médicas, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017. 

 
 
Multiple sclerosis is an autoimmune, demyelinating disease, of the Central 

Nervous System, in which the onset and severity depends on the influence of 
environmental factors, including psychological stress and infections, on the immune 
system of individuals with genetic predisposition to the disease. In light of that, in our 
first paper, we observed that the in vitro blockage of IL-6 receptor, using anti-IL-6R 
IgG, reduced the Th17-related cytokines production. In addition, the ability of 
supernatants from lipolyssacharide (LPS)-activated monocytes cultures, in increasing 
IL-17 production and reducing IL-10 levels by autologous CD4+ T cells was abolished 
after neutralization of IL-6R signaling in these phagocytes' cultures. Interestingly, the 
addition of this monoclonal antibody increased the ability of hydrocortisone in inhibiting 
proliferation and IL-17 production by CD4+ and CD8+ T cells from MS patients. In our 
second paper, we observed that the stress-related dopamine levels, by IL-6-depending 
mechanisms, elevated the cytokine production by CD4+ T cells with an 
encephalitogenic profile and hydrocortisone-resistance. In our third and last paper, an 
elevated percentage of circulating CD4+ and CD8+ T cells capable of expressing toll-
like receptors (TLR)2, TLR4 and TLR9 was detected in MS patients samples as 
compared to the control group. Among these cells, the subtypes of CD4+ and CD8+ T 
lymphocytes able to produce IL-17 with along IL-6 or IFN-gamma were positively 
related with the number of active brain lesions and the neurological disability. When 
CD4+ and CD8+ T cells were maintained in the presence of TLR ligands alone, greater 
levels of Th17-related cytokines were dosed at the supernatants of cell cultures 
stimulated with the TLR2L, Pam3CSK4. In these cell cultures, the levels of IL-6 and IL-
17 in response to Pam3CSK4 were positively related to clinical parameters of the 
disease. Finally, CD4+ T cells cultures from patients with severe MS symptoms 
released higher levels of GM-CSF and IFN-gamma. Collectively, our findings suggest 
that IL-6 has an important role in MS immunopathogenesis and the production of this 
cytokine, as well as others Th17-related ones, are increased by dopamine and different 
PAMPs. The findings obtained here help not only to explain how psychological stress 
and infectious diseases are considered risk factors for MS, but they offer information 
that could aid in the development of new therapeutic strategies. 
 
 
Keywords: Multiple sclerosis. IL-6. Pathogen-associated molecular patterns. 

Dopamine. Toll-like receptors. Neuroimmunology. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença desmielinizante de caráter autoimune 

do sistema nervoso central (SNC) (NYLANDER; HAFLER, 2012). Descrita por Jean-

Baptiste Charcot (HAFLER, 2004), no final do século XIX, a EM é a principal causa de 

déficit neurológico em adultos jovens, sendo, portanto, um grave problema de saúde 

pública, pois afeta diretamente a população economicamente ativa do país. Em 2013, 

a estimativa era que aproximadamente 2,3 milhões de pessoas no mundo conviviam 

com a EM (MSIF, 2013). 

Apesar de sua etiologia multifatorial, a EM tem sido considerada uma condição 

autoimune de mediação celular com a participação majoritária de subtipos 

patogênicos das células Th17 e T CD8+ dirigidos contra antígenos da bainha de 

mielina (FLETCHER et al., 2010). Portanto, o surgimento de diferentes déficits 

neurológicos correlaciona-se com a área do SNC afetada pela resposta autoimune 

(NYLANDER; HAFLER, 2012). Entretanto, assim como para outras doenças 

autoimunes, o desenvolvimento e a gravidade da EM dependem da interação entre 

diferentes fatores ambientais, tais como estresse (MOHR et al., 2004) e doenças 

infecciosas, em pacientes geneticamente predispostos (CUSICK; LIBBEY; FUJINAMI, 

2013; FUJINAMI et al., 2006). 

Os mecanismos pelos quais o estresse e as doenças infecciosas impactam 

negativamente na EM podem estar, ao menos em parte, relacionados à desregulação 

na rede de citocinas inflamatórias que podem, por diferentes vias, favorecer a 

expansão de clones de linfócitos T encefalitogênicos. Em acordo com essa hipótese, 

estudo prévio de nosso grupo demonstrou que elevados níveis de dopamina (DA) 

favorecem a expansão de células Th17 e reduz a produção de citocinas anti-

inflamatórias em culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMC – 

peripheral blood mononuclear cells) policlonalmente ativadas de pacientes com 

transtorno de ansiedade generalizada (FERREIRA et al., 2011). A DA, apesar de ser 

uma catecolamina produzida principalmente dentro do SNC, tem seus níveis 

periféricos elevados durante o estresse (BENESICS et al., 1997; MIGNINI; 

STRECCIONI; AMENTA, 2003). Portanto, a primeira etapa de nosso estudo foi avaliar 

o papel da DA em modular, in vitro, o comportamento das células T de pacientes com 

EM. No contexto das doenças infeciosas, sabe-se que diferentes padrões moleculares 
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associados a patógenos (PAMPs – pathogen-associated molecular pattern), por 

ativarem a imunidade inata, podem favorecer a ativação de células T autorreativas 

(CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2015). Diante disso, a segunda etapa desse trabalho 

foi determinar como diferentes PAMPs podem modular, diretamente, a produção de 

citocinas por fenótipos de células T implicados na EM. Os dados obtidos por esse tipo 

de investigação podem ajudar a entender a complexidade da doença e ajudar no 

desenho de novas terapias em favor do paciente.  

 

 

  



18 
 

1   REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1   Esclerose Múltipla: epidemiologia 

 

 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória que atinge o SNC, que, 

anatomicamente, compreende o encéfalo e a medula espinhal (SOSPEDRA; 

MARTIN, 2005). Entre as doenças desmielinizantes que afetam esse sistema, a EM é 

a mais comum (NICOL et al., 2015). Durante o seu curso clínico, os pacientes 

acumulam incapacidades através de déficits de funções sensitivas, motoras, 

autônomas e neurocognitivas (MCFARLIN; MCFARLAND, 1982). 

A prevalência de EM varia muito ao redor do globo, com lugares com grande 

prevalência e outros com baixa. Na América do Norte (140 afetados para cada 

100.000 habitantes) e na Europa (108 afetados para cada 100.000 habitantes), são 

encontradas as maiores prevalências e, na África Subsaariana (2,1 afetados para 

cada 100.000 habitantes) e no Leste Asiático (2,2 afetados para cada 100.000 

habitantes), são encontradas as menores (BELBASIS et al., 2015). Em 2013, a 

prevalência média mundial foi de 33 afetados para cada 100.000 habitantes 

(BELBASIS et al., 2015). Segundo o Atlas of MS, publicado em 2013, o número 

estimado de pessoas com EM no mundo é de 2,5 milhões e a incidência é crescente 

(MSIF, 2013). 

Não existem dados nacionais que determinem com exatidão o número de 

pessoas afetadas pela EM no Brasil. Alguns estudos feitos em cidades brasileiras 

estão disponíveis e apresentam a prevalência da doença. Em 1997, na cidade de São 

Paulo, a prevalência era de 15 afetados para cada 100.000 habitantes (CALLEGARO 

et al., 2001). Em 2011, na cidade de Belo Horizonte, em Minas Gerais, a prevalência 

era de 18 afetados para cada 100.000 habitantes (LANA-PEIXOTO et al., 2012). Em 

2013, a prevalência era de 27,2 afetados para cada 100.000 habitantes, na cidade de 

Santa Maria, no Rio Grande do Sul, constatando a maior prevalência no Brasil 

(FINKELSZTEJN et al., 2013). Segundo estimativas da Associação Brasileira de 

Esclerose Múltipla, mais de 35.000 brasileiros convivem com a doença atualmente no 

Brasil e pouco mais de 10.000 estão em tratamento, segundo dados do Departamento 

de Informática do Sistema Único de Saúde (DATASUS) (MACHADO, 2012).  
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A doença acomete, em geral, adultos jovens, com idades entre 20 e 40 anos e, 

como na maioria das doenças autoimunes, as mulheres são mais suscetíveis 

(COMPSTON; COLES, 2002; SAWCER; FRANKLIN; BAN, 2014), embora haja 

diferenças nas proporções mulher : homem entre os cursos clínicos. Na forma 

remitente recorrente da EM, a relação é de 2 mulheres para cada homem afetado, 

enquanto na forma progressiva primária, essa taxa diminui para 1:1 (SOSPEDRA; 

MARTIN, 2005). Ainda que a doença seja mais comum em adultos jovens, cerca de 

2% a apresentam antes dos dez anos e 5% antes dos dezesseis (COMPSTON; 

COLES, 2002), principalmente meninas (COMPSTON; COLES, 2008).  

 

 

1.2   Esclerose Múltipla: critérios de diagnóstico e curso clínico 

 

 

O diagnóstico da EM se baseia em parâmetros clínicos e laboratoriais. 

Atualmente, a disseminação no tempo e espaço, que pode ser observada em exames 

de ressonância magnética nuclear (RMN) e na prática clínica, é o fator de maior 

importância para o diagnóstico definitivo de EM (MCDONALD et al., 2001; POLMAN 

et al., 2011). A disseminação no espaço é caracterizada por pelo menos uma lesão 

em T2 em pelo menos dois dos quatro locais considerados característicos da EM 

(justacortical, periventricular, infratentorial e medula espinhal) (POLMAN et al., 2011). 

A disseminação no tempo é caracterizada pelo surgimento de novas lesões em T2 ou 

de novas lesões captantes de gadolínio entre duas RMNs distintas, independente do 

intervalo de observação. Outra possibilidade é o paciente apresentar simultaneamente 

lesões captantes e não captantes de gadolínio em uma mesma ressonância 

(POLMAN et al., 2011). Além desses achados, o surgimento de episódios de 

incapacidade neurológica também é importante para o diagnóstico da doença. 

Segundo o critério de diagnóstico publicado mais recentemente, uma recidiva é 

definida como o surgimento de um episódio de comprometimento neurológico que 

dure ao menos 24 horas com ausência de infecção ou febre (POLMAN et al., 2011). 

Entre as recidivas, deve haver um espaço de pelo menos 30 dias de remissão clínica 

(MCDONALD et al., 2001). Nos pacientes em recidiva, a análise do líquido 

cefalorraquidiano (LCR) revela a presença de bandas oligoclonais de imunoglobulina 

do tipo G (IgG) em mais de 90% dos casos (COMPSTON; COLES, 2008). Esses 
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anticorpos são dirigidos contra proteínas da bainha de mielina e contra componentes 

de oligodendrócitos (COMPSTON; COLES, 2002). Embora não possuam grande 

expressividade clínica, esses anticorpos são importantes para o diagnóstico 

diferencial e representam uma evidência do caráter autoimune da EM (COMPSTON; 

COLES, 2002; LUBLIN et al., 2014). 

A primeira manifestação clínica da doença é chamada de síndrome clínica 

isolada (CIS – clinically isolated syndrome), caracterizada por desmielinização de 

etiologia inflamatória, mas que não satisfazem o critério de disseminação no tempo 

(LUBLIN et al., 2014). Alguns pacientes também podem apresentar achados na RMN, 

sugerindo desmielinização de etiologia inflamatória na ausência de sinais e sintomas, 

caracterizando a síndrome radiológica isolada (RIS – radiologically isolated syndrome) 

(LUBLIN et al., 2014). Embora a RIS não seja presuntiva da EM per se, ela pode ser 

um importante alerta para um possível futuro diagnóstico, sendo, portanto, necessário 

acompanhamento prospectivo do paciente (LUBLIN et al., 2014). 

Clinicamente, a doença se apresenta como episódios agudos de 

comprometimento neurológico, deterioração da função neuronal progressiva e gradual 

ou uma combinação de ambos (LUBLIN; REINGOLD, 1996). Isso permite que a 

doença seja dividida em três cursos clínicos principais: remitente-recorrente (EM-RR), 

progressiva primária (EM-PP) e progressiva secundária (EM-PS) (LUBLIN et al., 2014; 

LUBLIN; REINGOLD, 1996). 

A EM-RR é caracterizada por recidivas clínicas claramente definidas com 

recuperação completa ou parcial, com sequelas e deficiências residuais após a 

melhora, com períodos entre as recidivas caracterizados por ausência de progressão 

(LUBLIN; REINGOLD, 1996). Cerca de 85% dos pacientes com EM apresenta esse 

curso (SOSPEDRA; MARTIN, 2005).  

A EM-PP, que acomete entre 10 a 15% dos pacientes com EM, é caracterizada 

por progressão da doença desde o primeiro evento índice com platôs ocasionais, sem 

a presença de recidivas clínicas definidas, podendo apresentar pequenas melhoras 

temporárias (LUBLIN; REINGOLD, 1996; SOSPEDRA; MARTIN, 2005).  

A EM-PS é caracterizada como uma fase inicial remitente-recorrente seguida 

pela progressão que pode apresentar ou não recidivas ocasionais e raras remissões 

e períodos de estabilidade clínica (LUBLIN; REINGOLD, 1996). Esse curso clínico é 

considerado uma evolução da EM-RR (LUBLIN; REINGOLD, 1996). Cerca de 70% 

dos pacientes com a forma EM-RR desenvolvem o curso progressivo após 10-15 anos 
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do diagnóstico inicial (ONTANEDA et al., 2016). Ainda não existe um marcador 

indicativo de mudança do curso EM-RR para o EM-PS e a transição é gradual 

(FROHMAN; RACKE; RAINE, 2006; LUBLIN et al., 2014).  

Em 2014, Lublin e colaboradores fizeram uma revisão dos cursos clínicos da 

doença, estabelecendo marcadores para melhor definir os cursos ao longo do tempo 

(LUBLIN et al., 2014). Esses critérios, considerados modificadores de doença, ajudam 

a informar sobre variáveis temporais durante o curso da EM. A doença é considerada 

ativa quando são observadas a presença de lesões captantes de gadolínio ou o 

surgimento de novas lesões em T2 na RMN ou ainda a presença de recidivas clínicas. 

Quando não é observada nenhuma dessas evidências, a doença é considerada 

inativa. Nos pacientes que possuem o diagnóstico das formas progressivas (EM-PP e 

EM-PS), a ausência ou presença de piora clínica ajudam a caracterizar melhor a 

evolução temporal da progressão (LUBLIN et al., 2014). 

Portanto, segundo a revisão proposta em 2014, tanto a CIS quanto a EM-RR 

podem ser categorizadas em ativa ou inativa, com base em evidências clínicas e de 

imagem. As formas progressivas, por sua vez, foram agrupadas, podendo se 

apresentar ativas com progressão, ativas sem progressão, inativas com progressão e 

inativas sem progressão (LUBLIN et al., 2014). 

 

A EM pode apresentar vários sinais e sintomas, dependendo da área do SNC 

afetada pelas lesões. As manifestações clínicas indicam o envolvimento de diferentes 

sistemas, como o motor, o sensitivo, o visual e o autônomo, porém, outros sintomas 

podem surgir, como dificuldade de deglutição, dificuldade na fala, fraqueza, 

disfunções na bexiga, dor e fadiga (COMPSTON; COLES, 2008). Um estudo 

publicado baseado em populações brasileiras mostrou que os principais sintomas 

apresentados pelos pacientes são os distúrbios de ordem motora, seguido pelos 

sensoriais, visuais, cerebelares, de tronco cerebral e esfincterianos (VASCONCELOS 

et al., 2016). 

A fim de determinar a gravidade da evolução da doença, os pacientes são 

estadiados segundo a Escala Expandida de Estado de Incapacidade (EDSS – 

Expanded Disability Status Scale) (KURTZKE, 1983). Essa escala avalia diferentes 

sistemas funcionais (FS – functional system) que podem ser afetados pela EM 

(Quadro 1) e os pontua de acordo com as incapacidades apresentadas pelos 

pacientes (Quadro 2). A escala varia de zero, quando o paciente mostra um exame 
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neurológico sem alterações a dez, quando o paciente vem a óbito por conta da EM 

(KURTZKE, 1983). É importante ressaltar que a escala atribui uma importância muito 

grande à deambulação do paciente. 

 

 

Quadro 1 - Sistemas funcionais avaliados pela Escala Expandida do Estado de 

Incapacidade (EDSS). 

Sistemas funcionais Exemplos de processos relacionados 

Funções Piramidais Movimento voluntário 

Funções Cerebelares Coordenação de movimento 

Equilíbrio 

Funções de Tronco Cerebral Movimento dos olhos  

Sensação 

Movimentos da face 

Engolir 

Funções Sensitivas  

Funções Vesicais e Intestinais  

Funções Visuais  

Funções Cerebrais (ou Mentais) Memória  

Concentração 

Humor 

Outros Fadiga 

Fonte: Kurtzke, 1983 

  



23 
 

 

Quadro 2 - Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS) 

Score Significado 

0,0 Exame neurológico normal (FS grau 0). 

1,0 Nenhuma deficiência, sinais mínimos em 1 FS (1 FS 1). 

1,5 Nenhuma deficiência, sinais mínimos em 1 FS, excluindo função cerebral grau 1 (mais de 1 FS 

1). 

2,0 Deficiência mínima em 1 FS (1 FS 2, outros 0 ou 1). 

2,5 Deficiência mínima em 2 FS (2 FS 2, outros 0 ou 1). 

3,0 Deficiência moderada em 1 FS (1 FS 3, outros 0 ou 1) ou deficiência leve em 3 ou 4 FS (3 ou 4 

FS 2, outros 0 ou 1), embora com marcha livre. 

3,5 Marcha livre mas com deficiência moderada em 1 FS (1 FS 3) e 1 ou 2 FS 2, ou 2 FS 3, ou 5 FS 

2 (outros 0 ou 1). 

4,0 Marcha livre sem órtese, independente, por 12 h/dia apesar de deficiência relativamente grave 

de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combinações de graus menores excedendo os limites dos passos 

anteriores, capaz de andar sem auxílio e sem descanso por 500 metros. 

4,5 Marcha livre sem auxílio durante grande parte do dia, capaz de trabalhar o dia todo, pode, 

contudo, ter alguma limitação para atividade livre ou requerer mínima assistência; caracterizado 

por deficiência relativamente grave consistindo de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combinações de 

graus menores e marcha livre por 300 metros. 

5,0 Marcha livre por 200 metros; deficiência grave atrapalhando as atividades diárias; geralmente 1 

FS 5 (outros 0 ou 1) ou combinações de graus menores. 

5,5 Marcha livre por 100 metros; deficiência grave para impedir as atividades de vida diária, (1 FS 

5, outros 0 ou 1). 

6,0 Auxílio intermitente ou unilateral (bengala, muleta, aparelho tutor, órtese) necessário para andar 

100 metros com ou sem descansar (+ de 2 FS 3). 

6,5 Auxílio bilateral constante para andar 20 metros (+ de 2 FS 3). 

7,0 Incapaz de andar 5 metros mesmo com auxílio, necessita de cadeira de rodas comum e faz 

transferência sozinho, toca a CR por 12 h/dia (= de 1 FS 4; muito raramente só 1 FS 5). 

7,5 Incapaz de andar mais que poucos passos, restrito à cadeira de rodas, pode precisar de auxílio 

para transferência, toca a cadeira de rodas, mas não pode se manter na cadeira de rodas comum 

o dia todo. Pode necessitar de cadeira de rodas motorizada (+ de 1 FS 4+). 

8,0 Essencialmente restrito ao leito ou cadeira de rodas, pode ficar na cadeira de rodas boa parte 

do dia, mantém muitos cuidados pessoais, geralmente tem o uso efetivo dos membros 

superiores (FS 4 em muitos sistemas). 

8,5 Restrito ao leito boa parte do dia, tem alguma função de membros superiores; mantém alguns 

cuidados pessoais (FS 4 em vários sistemas). 

9,0 Dependente no leito; pode se comunicar e se alimentar (FS 4 na maioria). 

9,5 Totalmente dependente no leito, incapaz de deglutir ou se alimentar (todos os FS 4 ou 5). 

10,0 Morte por Esclerose Múltipla 

Fonte: Kurtzke, 1983 
FS – sistema funcional. 
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1.3   Imunopatogênese da Esclerose Múltipla e Fatores de risco 

 

 

1.3.1   Achados histopatológicos 

 

 

Análises histopatológicas revelam que a EM apresenta lesões envolvendo 

desmielinização inflamatória aguda e focal, com perda axonal e limitada 

remielinização, levando a placas escleróticas multifocais crônicas (COMPSTON; 

COLES, 2008). Achados clínicos e de imagem sugerem que a inflamação e a 

formação de novas lesões na substância branca são a base da EM-RR, enquanto nas 

formas progressivas, a presença de lesões inflamatórias são raras, mas atrofia das 

substâncias branca e cinzenta é exuberante, além de mudanças na chamada 

substância branca aparentemente normal (NAWM – normal-appearing white matter) 

(LASSMANN; BRÜCK; LUCCHINETTI, 2007). Isso sugere que, inicialmente, a reação 

inflamatória é um importante componente, mas que, com o tempo, um processo 

neurodegenerativo passa a ser mais preponderante e independente da inflamação 

(FROHMAN; RACKE; RAINE, 2006; LASSMANN; BRÜCK; LUCCHINETTI, 2007).  

Nas lesões em atividade, o infiltrado inflamatório é dominado por células T, 

principalmente T CD8+ (NEUMANN et al., 2002), e macrófagos, além da presença de 

células da micróglia ativadas, e de alterações na barreira hematoencefálica (BHE) 

(HOCHMEISTER et al., 2006; KIRK et al., 2003). Em amostras de pacientes com EM 

aguda, é possível encontrar células T CD8+ com granzima B próximas a 

oligodendrócitos e axônios desmielinizados (NEUMANN et al., 2002). Essas lesões 

histológicas podem ser divididas em ativas, crônicas ativas e inativas. As lesões ativas 

se apresentam com margens não definidas, intenso infiltrado perivascular contendo 

linfócitos pequenos, parênquima edemaciado, perda de mielina e de oligodendrócitos, 

dano axonal disseminado, plasmócitos, macrófagos cheios de mielina, astrócitos 

hipertróficos e nenhuma ou poucas cicatrizes astrogliais (FROHMAN; RACKE; RAINE, 

2006). As lesões crônicas ativas, por sua vez, são bem delimitadas, com células 

infiltradas que se dispõem próximas das margens, macrófagos cheios de mielina e 

lipídeos, astrócitos hipertróficos, axônios em degeneração e presença de 

desmielinização, com a deposição de anticorpos (FROHMAN; RACKE; RAINE, 2006). 
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Já as lesões inativas também apresentam bordas bem delimitadas, tecido cicatricial, 

poucos axônios desmielinizados, macrófagos e vasos com paredes espessas, com 

poucos leucócitos em volta e nenhum ou poucos oligodendrócitos (FROHMAN; 

RACKE; RAINE, 2006). 

O processo completo de desmielinização é acompanhado por estágios variados 

de injúria e perda axonal (FERGUSON et al., 1997; TRAPP et al., 1998), que é em 

parte contrabalanceada por remielinização (KORNEK et al., 2000). A desmielinização 

focal de etiologia inflamatória na substância branca é o principal achado na EM-RR.  

Nas formas progressivas, a histopatologia é distinta (KUTZELNIGG et al., 

2005). Ainda são encontradas lesões desmielinizantes focais na substância branca, 

mas lesões ativas são raras, embora haja evidência mostrando um crescimento lento 

e gradual nas suas margens (PRINEAS et al., 2001). Nesse caso, há infiltrados 

inflamatórios mais discretos, com predominância de células T e micróglia ativada, 

poucas delas contendo produtos de mielina. Fora dessas placas, a NAWM se 

apresenta anormal (ALLEN; MCKEOWN, 1979; ALLEN et al., 2001). Acredita-se que 

esse processo é influenciado por inflamação difusa e ativação generalizada da 

micróglia, associado a injúria axonal difusa e destruição, seguida de desmielinização 

secundária (KUTZELNIGG et al., 2005). Além da substância branca, o córtex também 

é afetado. Extensas áreas de desmielinização cortical são observadas tanto no 

prosencéfalo e no cerebelo. (KUTZELNIGG et al., 2005). 

Apesar da boa descrição quanto a composição do infiltrado inflamatório nas 

lesões cerebrais de pacientes com EM usando marcadores de linhagens celulares do 

sistema imune, muitos dos aspectos funcionais dessas células estão sendo 

desvendados só nos últimos anos, com o conhecimento da complexa biologia 

comportamental das células T CD4+, o subtipo mais implicado na doença 

(SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Entretanto, devido a plasticidade funcional desses 

linfócitos, diferentes eventos ambientais devem impactar no prognóstico e na resposta 

a terapêutica em pacientes geneticamente predisponentes. 
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1.3.2   Fatores de risco genéticos e a Esclerose Múltipla 

 

 

Modelos que tentam associar a EM a genes específicos sugerem que, na 

verdade, a doença é determinada pela associação de diferentes alelos de genes 

envolvidos na resposta imune. Um dos principais alelos é o antígeno leucocitário 

humano (HLA – human leukocyte antigen) DRB1*1501, uma molécula que pertence 

ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC – major histocompatibility 

complex) do tipo II. A odds ratio para esse alelo chega a 3,10 (COMPSTON; COLES, 

2008; HEMMER; KERSCHENSTEINER; KORN, 2015; SAWCER; FRANKLIN; BAN, 

2014). Além disso, cada cópia desse alelo parece adiantar em 11 meses o surgimento 

da doença (SAWCER et al., 2011). Outros alelos, como o DQB2*0602, DRB5*0101, 

DQA1*0102, DRB1*0405, DQA1*0201 e DQB1*0302, também aumentam o risco de 

desenvolver a doença – os três últimos, principalmente em populações mediterrâneas 

(COMPSTON; COLES, 2008; OLERUP; HILLERT, 1991). Entretanto, existem alelos 

de MHC que parecem estar relacionados à proteção contra a doença, como o alelo 

que codifica o MHC de classe I, HLA-A*0201 (BRYNEDAL et al., 2007; SAWCER et 

al., 2011). 

A miscigenação entre diferentes populações europeias, africanas e nativas 

torna a população brasileira bem particular (IBGE, 2007). Essa miscigenação em 

conjunto com o uso de diferentes técnicas com diferentes resoluções podem interferir 

e dificultar a estimativa de variáveis genéticas de risco para o surgimento da EM. Em 

comparação com populações europeias, a presença do alelo DRB1*1501 apresentou 

menor frequência em indivíduos com a EM no estado do Paraná (WERNECK et al., 

2016). Por outro lado, estudos anteriores encontraram maiores frequências desse 

alelo em indivíduos com EM nos estados do Rio de Janeiro e de São Paulo (ALVES-

LEON et al., 2007; BRUM et al., 2007; PARADELA et al., 2015). Esse mesmo alelo 

também foi relacionado à doença de forma dependente da etnia em pacientes 

caucasianos. Nesse mesmo estudo, outro alelo, o DQB1*0602, foi associado à doença 

de forma independente de etnia (ALVES-LEON et al., 2007). 

Além do MHC, outros genes, como, por exemplo, os que codificam os 

receptores de IL-7 (IL-7R – interleukin-7 receptor) e de IL-2 (IL-2R – interleukin-2 

receptor), genes relacionados a sinalização dos interferons e do fator de transcrição 

NF-κB têm sido relacionados à doença (CEROSALETTI et al., 2013; DENDROU; 
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FUGGER; FRIESE, 2015; GREGORY et al., 2007; HARTMANN et al., 2014; 

LUNDMARK et al., 2007; TRABOULSEE et al., 2014). 

 

 

1.3.3   Fatores de risco ambientas: infecções e a Esclerose Múltipla 

 

 

Doenças infecciosas são implicadas no desenvolvimento e exacerbação de 

doenças autoimunes, tal como a EM. Por exemplo, infecções por vírus influenza e da 

família herpes vírus parecem contribuir no desenvolvimento da doença. Uma 

associação temporal entre a mononucleose infecciosa, causada pelo vírus do Esptein-

Barr (EBV – Epstein-Barr virus), e desenvolvimento da EM tem sido descrita. 

Entretanto, esse vírus também tem sido relacionado a outras doenças autoimunes, 

tais como lúpus, artrite reumatoide e síndrome de Sjögren (IGOE; SCOFIELD, 2013; 

JIMÉNEZ-DALMARONI; GERSWHIN; ADAMOPOULOS, 2015; LOSSIUS et al., 

2012). No curso da EM-RR, patógenos podem também elevar o risco de novas 

recidivas clínicas. Evidências sugerem que 1/3 de todas as recidivas da EM são 

relacionadas a infecções (OIKONEN et al., 2011). Aproximadamente 30% dos 

pacientes acompanhados tiveram recidivas durante o período de 2 semanas antes até 

2-5 semanas depois de uma infecção sintomática, principalmente aquelas associadas 

às vias aéreas superiores (ANDERSEN et al., 1993; EDWARDS et al., 1998; 

PANITCH, 1994; SIBLEY; BAMFORD; CLARK, 1985). Estudos no modelo 

experimental da EM, conhecido como encefalomielite autoimune experimental (EAE – 

experimental autoimune encephalomyelitis) demonstraram que infecção prévia com o 

vírus Influenza H1N1 aumentou a gravidade da EAE, evidenciada pela exuberância 

nas lesões cerebrais com intensos infiltrados inflamatórios ricos em células T, 

monócitos e neutrófilocs (BLACKMORE et al., 2017; CHEN et al., 2017). 

Coletivamente, esses achados sugerem que eventos relacionados à ativação 

inespecífica do sistema imune por produtos microbianos deve favorecer a quebra de 

tolerância imunológica em pacientes com predisposição genética para EM. Nesse 

sentido, inúmeros trabalhos têm demonstrado o papel adjuvante de diferentes padrões 

moleculares associados aos patógenos em favorecer a expansão de subtipos de 
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células T mais implicados na doença (CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2015; 

HERNÁNDEZ-PEDRO et al., 2016). 

 

 

1.3.3.1   Produtos microbianos, imunidade inata e a Esclerose Múltipla 

 

 

Muito do nosso conhecimento acerca dos PAMPs na EM vem dos achados nos 

modelos experimentais da doença, como a EAE. Estudos nesses modelos animais 

sugerem a hipótese de que a doença se inicie a partir de uma ruptura na barreira 

hemato-encefálica decorrente de algumas infecções sistêmicas, o que facilita a 

entrada de células do sistema imune no SNC de indivíduos com predisposição 

genética. O encontro dos linfócitos T autoreativos específicos contra antígenos da 

mielina dispara uma cascata de eventos que resulta na lesão inflamatória 

desmielinizante, resultando na destruição da bainha de mielina e das células 

responsáveis pela mielinização do axônio, os oligodendrócitos (FROHMAN; RACKE; 

RAINE, 2006). A ativação dessas células na periferia, no entanto, depende das células 

do sistema imune inato. 

A imunidade inata é considerada como a primeira linha de defesa contra 

patógenos. O reconhecimento desses micro-organismos é feito através de uma série 

de receptores capazes de ligar diferentes tipos de PAMPs, como os membros da 

família de receptores do tipo Toll (TLR – Toll-like receptors). Até o momento, 13 

membros da família são conhecidos, sendo que os TLR1-10 estão presentes em 

humanos (SATOH; AKIRA, 2016). A expressão celular também é diferente: enquanto 

a maioria dos TLR é expressa na superfície celular, os TLR3, 7, 8 e 9 são expressos 

em vesículas endossomais (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Enquanto os 

TLRs de superfície estão muito relacionados a reconhecimento de produtos 

bacterianos no espaço extracelular, os subtipos endossomais detectam ácidos 

nucleicos de origem viral e bacteriana (DOWLING; MANSELL, 2016). 

Os TLRs são expressos em diferentes tipos de células pertencentes ou não ao 

sistema imune (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; CARAMALHO et al., 2003). 

Entretanto, sua expressão é particularmente elevada nas células do sistema imune 

inato, como nas células dendríticas (DC – dendritic cell) (CARAMALHO et al., 2003). 
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Apesar do reconhecimento de PAMPs pelos TLRs estar associado à proteção e à 

eliminação de agentes infecciosos, esses receptores têm sido igualmente implicados 

na indução da EAE/EM. Uma das clássicas formas de induzir o modelo experimental 

da EM em camundongos é a injeção de antígenos da bainha de mielina emulsificados 

em adjuvante completo de Freund (CFA – Complete Freund’s Adjuvant), que carrega 

na sua fórmula a bactéria Mycobacterium tuberculosis inativada pelo calor, contendo 

ligantes de TLR2, TLR4 e TLR9 (DOWLING; MANSELL, 2016). Nesse modelo, adição 

do adjuvante incompleto de Freund (IFA – Incomplete Freund’s Adjuvant) não foi 

capaz de induzir a doença nos camundongos imunizados com antígenos da bainha 

de mielina (HANSEN et al., 2006). De forma interessante, quando o IFA foi injetado 

junto com um ligante de TLR4, os camundongos desenvolveram a doença (HANSEN 

et al., 2006). Isso reforça a ideia de que infecções podem se relacionar com o 

surgimento da doença ou de suas recidivas. 

Nos pacientes com EM, há um aumento na expressão de TLR3 e 4 no tecido 

inflamado do encéfalo e da medula espinhal, sugerindo uma participação destes no 

processo de autoimunidade (BSIBSI et al., 2002). Enquanto na NAWM desses 

pacientes, a detecção dos TLRs foi mínima, há uma alta expressão de TLR3 e TLR4 

nas lesões ativas, principalmente nas bordas e no centro das lesões (BSIBSI et al., 

2002). Nas lesões ativas recentes, as células da micróglia expressam esses 

receptores em vesículas endossomais, enquanto nas ativas crônicas, astrócitos e 

célula da micróglia expressam esses receptores na superfície e em vesículas 

endossomais, respectivamente (BSIBSI et al., 2002). Alterações na expressão de 

TLRs também são observadas nos camundongos que desenvolvem a EAE: as células 

da medula espinhal apresentam maiores níveis de ácido ribonucleico (RNA – 

ribonucleic acid) mensageiro (mRNA – messenger RNA) para TLR1, 2, 4, 6, 7, 8 e 9 

quando comparados aos camundongos do grupo controle (PRINZ et al., 2006). 

A expressão dos TLRs nas células do sistema imune é fundamental no curso 

da resposta imune. As DCs residentes nos tecidos são imaturas, incapazes de ativar 

células T virgens. A partir do reconhecimento dos PAMPs feito por meio dos 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs – pattern-recognition receptor), a 

DC passa por um processo de maturação, caracterizado pelo indução e/ou aumento 

na expressão de moléculas necessárias para ativar as células T virgens e iniciar a 

resposta adaptativa. Além de iniciar o processo de ativação, o engajamento dos TLRs 

pode determinar o perfil no qual a célula T se diferenciará (AGRAWAL et al., 2003; 
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DOWLING; MANSELL, 2016). Por exemplo, a ligação do TLR2 com seu agonista 

Pam3CSK4 induz, via sinalização das proteínas quinases p38 e ERK1/2 (AGRAWAL 

et al., 2003), a expressão de IL-23, citocina importante para a manutenção do fenótipo 

Th17 (MADDUR et al., 2012). 

O TLR2 é importante no reconhecimento de componentes da parede celular de 

bactérias, como o ácido lipoteicoico (LTA – lipoteicoic acid), peptideoglicanos (PG – 

peptideoglycan) e lipoproteínas (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Embora 

controverso, foi relatado que esse receptor também pode reconhecer algumas formas 

de lipopolissacarídeos (LPS – lipopolysaccharide) (LEPPER et al., 2005; WERTS et 

al., 2001). Isso pode estar relacionado a capacidade do TLR2 em formar 

heterodímeros com o TLR1 ou 6, o que o ajuda a discriminar variações na estrutura 

dos lipídeos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; OZINSKY et al., 2000). O dímero 

TLR1/2 reconhece lipopeptídeos triacilados enquanto o dímero TLR1/6 reconhece 

lipopeptídeos diacilados (SATOH; AKIRA, 2016). Outro ligante de TLR2 é o zimosan, 

uma glucana de origem fúngica, que, em indivíduos saudáveis, foi capaz de induzir, 

de forma dose dependente, a secreção de IL-23 por DCs (GEROSA et al., 2008). De 

forma interessante, oligodendrócitos humanos expressam TLR2 e há um aumento na 

expressão dele nas lesões cerebrais crônicas de pacientes com EM (SLOANE et al., 

2010). Na EAE, camundongos deficientes na expressão de TLR2 nas células T CD4+ 

ou nocautes para TLR2 apresentam a doença de forma mais branda que os 

camundongos selvagens (MIRANDA-HERNANDEZ et al., 2011; REYNOLDS et al., 

2010). Além disso, quando o zimosan foi injetado na dose de 100µg em camundongos 

foi capaz de induzir a EAE de forma similar a injeção de Mycobacterium tuberculosis 

(HANSEN et al., 2006). No entanto, a injeção de pequenas doses de ligantes de TLR2 

parece induzir tolerância em camundongos, que desenvolveram EAE de forma mais 

tardia e menos grave após tratamento com Pam2CSK4, um ligante do dímero 

TLR2/TLR6 (ANSTADT et al., 2016). Sendo assim, o dímero pelo qual o TLR2 sinaliza 

parece ser importante para determinar o resultado final de sua estimulação. 

O TLR3 reconhece RNA de fita dupla (dsRNA – double-strand RNA) (AKIRA; 

UEMATSU; TAKEUCHI, 2006), é expresso em neurônios humanos, em 

oligodendrócitos, em astrócitos e na micróglia (BSIBSI et al., 2010; FARINA et al., 

2005; JACK et al., 2005; LAFON et al., 2006). Além disso, parece apresentar um efeito 

neuroprotetor na EM ao se ligar a proteína endógena stathmin (BSIBSI et al., 2010). 

Quando um análogo sintético de dsRNA, Poly(I:C) (Poly (I:C) – polyinosinic-
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polycytidylic acid), foi usado como adjuvante na indução da EAE, os animais 

desenvolveram uma forma mais atenuada da doença que foi associada a reduzida 

resposta proliferativa por parte das células T (HANSEN et al., 2006), levando a doença 

mais branda (TOUIL et al., 2006). Esses efeitos benéficos da ligação com o TLR3 

devem estar relacionados com a capacidade de agonistas em ativar a via de 

sinalização que aumenta a produção de IFN-β (TOUIL et al., 2006), uma citocina que 

diminui o fenótipo Th17 (RAMGOLAM et al., 2009). 

O TLR4 foi o primeiro receptor a ser descoberto (TAKEDA; AKIRA, 2015) e, 

portanto, é um dos mais estudados. Seu ligante mais conhecido são os LPS presentes 

na parede celular de bactérias Gram-negativas. Além disso, esse receptor também 

reconhece moléculas como taxol, a proteína de fusão do Vírus Sincicial Respiratório 

e proteínas de choque térmico (HSP – heat-shock protein), como a HSP60 (TAKEDA; 

AKIRA, 2015). O LPS é um dos melhores adjuvantes para a indução de EAE, com 

100% dos animais desenvolvendo a doença de forma moderada a grave, comparável 

à ação adjuvante do M. tuberculosis (HANSEN et al., 2006). Porém, quando esses 

animais são previamente tratados com LPS, para induzir tolerância, a injeção do 

ligante de TLR4 perdeu parte de sua função adjuvante, acarretando uma menor 

ativação/função APC das DCs (BUENAFE; BOURDETTE, 2007; ELLESTAD et al., 

2009; HANSEN et al., 2006), induzindo uma forma mais tardia e branda da doença 

(BUENAFE; BOURDETTE, 2007; ELLESTAD et al., 2009), ou até mesmo sendo 

incapaz de induzir a EAE (HANSEN et al., 2006). Outro adjuvante usado na indução 

da EAE é a toxina pertussis, também um ligante de TLR4 (KERFOOT et al., 2004; 

RACKE; HU; LOVETT-RACKE, 2005). Ademais, a expressão de TLR4 na glia pode 

amplificar a lesão neuronal. Quando as células da linhagem MO3.13 imortalizada de 

oligodendrócitos humanos foram mantidos na presença de LPS, a expressão de uma 

isoforma neuronal da enzima óxido nítrico sintase (nNOS – neuronal nitric oxide 

synthase) foi elevada e associada a maior suscetibilidade à morte celular mediada por 

óxido nítrico (YAO et al., 2010). Esse achado sugere que a sinalização via TLR4 pode 

ser um processo relacionado diretamente à desmielinização. 

O TLR5 reconhece a flagelina (HAYASHI et al., 2001), principal proteína 

formadora dos flagelos bacterianos, estrutura importante para a mobilidade desses 

micro-organismos (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Pouco se conhece sobre 

os efeitos que ele pode apresentar na EM (MIRANDA-HERNANDEZ; BAXTER, 2013). 
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O TLR7 reconhece RNA de fita simples ricas em uridina e guanosina de origem 

viral (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; FORSBACH et al., 2008) e é expresso 

em membranas endossomais em monócitos e macrófagos, DCs plasmocitoides e 

células B (MIRANDA-HERNANDEZ; BAXTER, 2013). Durante a CIS, o tratamento de 

PBMC de pacientes com interferon do tipo β (IFN-β) diminuiu a expressão de fatores 

relacionados com diferenciação do fenótipo Th17 de forma dependente de TLR7 

(ZHANG et al., 2009). Já na EM, houve um déficit na produção de interferon do tipo α 

(IFN-α) pelas DCs plasmocitoides estimuladas com agonistas de TLR7 oriundas de 

pacientes, principalmente durante as recidivas (MYCKO et al., 2014). Esses achados 

sugerem, a princípio, um papel protetor de agonistas de TLR7 na EM.  

O TLR8 reconhece RNA de fita simples ricas em adenina e uridina de origem 

viral (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; FORSBACH et al., 2008) e é expresso 

em monócitos, macrófagos, algumas DCs e mastócitos (MIRANDA-HERNANDEZ; 

BAXTER, 2013). O papel desse receptor na EM ainda não é bem entendido, mas 

estudo por JOHNSON et al. (2013) demonstrou menor expressão desse TLR nas 

PBMC dos pacientes com EM, sugerindo um provável efeito protetor na doença 

(JOHNSON et al., 2013). 

O TLR9 reconhece regiões do ácido desoxirribonucleico (DNA – 

deoxyribonucleic acid) de bactérias, rico em sequências CpG repetidas não metiladas, 

comumente presentes no DNA bacteriano (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). 

Estudos em humanos e em camundongos apontam papeis contraditórios na função 

desse receptor na imunopatogênese da EM e da EAE (ZHOU et al., 2017). 

Camundongos nocauteados para o gene que codifica o TLR9 desenvolveram a EAE 

induzida com o peptídeo 35-55 da glicoproteína da mielina do oligodendrócito (MOG35-

55 – myelin oligodendrocyte glycoprotein), porém de início tardio e evolução mais 

branda (MIRANDA-HERNANDEZ et al., 2011; PRINZ et al., 2006), embora fossem 

capazes de montar uma resposta proliferativa com produção de interferon do tipo 

gama (IFN-γ) similar aos camundongos do grupo controle (PRINZ et al., 2006). Em 

contraste, também em animais nocaute, a indução da EAE com a proteína da mielina 

levou a uma doença mais grave, sugerindo um papel regulador desse TLR (MARTA 

et al., 2008). Essas diferenças podem estar relacionadas a vários ligantes de TLR9 

em diferentes populações celulares levando a muitos desfechos (ZHOU et al., 2017) 

ou até mesmo a diferentes protocolos de indução da EAE (MARTA et al., 2008). 
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A sinalização intracelular desencadeada quando um TLR encontra seu 

agonista pode seguir duas vias: a via dependente de MyD88 ou a via independente 

de MyD88 (também chamada de via dependente de TRIF) (DOWLING; MANSELL, 

2016). As duas vias apresentam objetivos distintos: a via dependente de MyD88 

resulta em ativação do fator de transcrição NF-κB e a indução de citocinas como IL-6 

e fator de necrose tumoral alfa (TNFα – tumor necrosis factor-α), enquanto a via 

independente de MyD88 induz a expressão de interferons do tipo I e ativa elementos 

de resposta ao interferon (IRF – interferon regulatory factor). Portanto, enquanto a 

primeira é muito relacionada à indução da resposta inflamatória, a segunda é muito 

relacionada a uma resposta antiviral (DOWLING; MANSELL, 2016).  

Essas vias de sinalização parecem estar envolvidas com os mecanismos que 

levam a autoimunidade observada na EM. Camundongos que desenvolvem a EAE 

apresentam maiores níveis de mRNA para a proteína MyD88 (PRINZ et al., 2006). De 

forma interessante, animais nocauteados para o gene que codifica a MyD88 são 

resistentes a indução da doença (MARTA et al., 2008; MIRANDA-HERNANDEZ et al., 

2011; PRINZ et al., 2006). Nesses animais, as DCs mieloides purificadas do baço 

produziam menores quantidades de IL-6 e IL-23 após a imunização com MOG, além 

de menores proporções de células T IL-17+, menores níveis de mRNA para a IL-17 e 

menores níveis no soro de IL-17. Juntos, os dados sugerem que a via dependente de 

MyD88 é importante na indução do fenótipo Th17 (MARTA et al., 2008). Portanto, 

quando comparados entre si, adjuvantes que utilizam a via dependente de MyD88 são 

melhores indutores de EAE do que aqueles que utilizam a via independente (HANSEN 

et al., 2006).  

Essas evidências sugerem que determinadas infecções que ativam vias de 

sinalização dependentes de MyD88 nas células da imunidade inata podem favorecer 

o desenvolvimento de doenças autoimunes. O mecanismo pelo qual se dá essa 

relação são complexos, mas parecem envolver quebra de tolerância central e ativação 

de células T autorreativas e reforçam a importância de uma infecção antes do 

surgimento da doença. 

No SNC, as células da micróglia, via sinalização por TLR, parecem executar 

um papel na reativação de células T autorreativas periféricas que chegam no 

parênquima cerebral (ALOISI et al., 1999; LI et al., 2007). Quando estimuladas por 

agonistas de TLR2 (Pam3CSK4) ou TLR4 (LPS), a expressão de mRNA para IL-

23p19 nessas células foi aumentada, enquanto os agonistas de TLR9 (CpG ODN) e 
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TLR4 (LPS) elevaram a expressão de IL-12p35 (LI et al., 2007). O sobrenadante de 

culturas de micróglia mantidas com PAMPs foi capaz de aumentar a produção de IL-

17 por esplenócitos murinos (LI et al., 2007), sugerindo um papel importante das 

células da micróglia na manutenção do fenótipo Th17 no SNC.  

Embora classicamente os TLR sejam receptores da imunidade inata, a 

capacidade das células T humanas ativadas em expressar esses receptores 

(CARAMALHO et al., 2003; MILLS, 2011) sugere que diferentes PAMPs podem 

modular diretamente o comportamento funcional de células T. No contexto das 

doenças autoimunes, o engajamento de diferentes ligantes de TLR podem promover 

a expansão de células T, podendo favorecer o fenótipo Th17 em detrimento de um 

dano funcional nas células T reguladoras, envolvidas na tolerância imune (NYIRENDA 

et al., 2011; VOO et al., 2014). Estudos sobre o papel da direta sinalização via TLR 

nas células T de pacientes com EM podem ajudar a entender a heterogeneidade do 

curso da EM. 

 

 

1.3.3.2   Imunidade adaptativa e a Esclerose Múltipla 

 

 

O conhecimento de que a imunidade adaptativa apresenta grande importância 

no desenvolvimento da EM não é recente. Muitas variantes genéticas relacionadas à 

EM estão relacionadas a genes que codificam proteínas envolvidas na resposta imune 

mediada por células T (HEMMER; KERSCHENSTEINER; KORN, 2015). Por exemplo, 

o principal fator de risco genético para o desenvolvimento da EM é a presença de um 

alelo do gene que codifica o HLA DRB1*1501 (HEMMER; KERSCHENSTEINER; 

KORN, 2015), provavelmente pela sua habilidade em apresentar, com alta afinidade, 

antígenos da bainha de mielina para as células T CD4+. Essas evidências ajudam a 

compreender melhor o papel que a imunidade adaptativa pode desenvolver na 

imunopatogênese da doença.  

Embora não haja um consenso sobre o que realmente dispara a doença, a 

participação de diferentes fenótipos efetores de células T tem sido amplamente 

estudada na EM. 
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Um fator interessante nesse contexto é que a presença de células T 

autorreativas contra antígenos da mielina não é exclusividade dos pacientes com EM. 

Elas também são encontradas em frequências similares no sangue periférico de 

indivíduos saudáveis (CRAWFORD et al., 2004; FROHMAN; RACKE; RAINE, 2006; 

LOVETT-RACKE et al., 1998). O que diferencia os dois grupos é o fenótipo que essas 

células apresentam. Nos pacientes, elas se apresentam como células ativadas ou de 

memória, enquanto nos indivíduos saudáveis, elas se apresentam como células 

virgens (LOVETT-RACKE et al., 1998; SCHOLZ et al., 1998). 

Historicamente, as células T CD4+ com o fenótipo Th1 foram as primeiras 

células implicadas na doença (ADORINI, 1999; YURA et al., 2001). No entanto, 

estudos na EAE mostraram que animais que apresentavam deficiência para citocinas 

relacionadas ao perfil Th1, como a IL-12, fundamental para a diferenciação desse 

fenótipo efetor, e o IFN-γ, a principal citocina do fenótipo Th1, eram suscetíveis a 

indução da doença (BECHER; DURELL; NOELLE, 2002; CUA et al., 2003; FERBER 

et al., 1996; GRAN et al., 2002). Por outro lado, os animais que não expressavam a 

subunidade p40 da proteína heterodimérica IL-12 (composta pelas subunidades p40 

e p35), eram resistentes ao desenvolvimento da EAE, enquanto os que apresentavam 

deficiências na expressão da subunidade a p35 desenvolviam uma forma mais grave 

da doença (BECHER; DURELL; NOELLE, 2002; CUA et al., 2003; ZHANG et al., 

2003). Finalmente, a descrença do envolvimento das células Th1 na doença foi 

reforçada com o achado que camundongos que não expressavam o IFN-γ 

apresentavam uma forma mais grave da EAE e, muitas vezes, letal (CHU; WITTMER; 

DALTON, 2000; FERBER et al., 1996). 

A descoberta de um novo fenótipo efetor de células T CD4+, reconhecido pela 

capacidade de secretar IL-17 (PARK et al., 2006), chamado Th17, foi crucial para 

compreender melhor os mecanismos envolvidos na imunopatogênese da EM.  

A biologia das células Th17 é muito complexa, apresentando muitas lacunas a 

serem preenchidas. Em camundongos, as células Th17 podem se diferenciar na 

presença ou ausência do fator de crescimento transformado β (TGF-β – transforming 

growth factor β) (GHORESCHI et al., 2010). As combinações entre IL-6 e IL-1β, na 

presença de TGF-β1 ou IL-23, parecem dar origem a diferentes subpopulações de 

células Th17, que serão discutidas mais à frente. Em humanos, as células Th17 

podem se diferenciar na presença de IL-6, IL-1β e o TGF-β1 parece inibir esse 

processo (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007a). Por sua vez, a IL-23 parece ter um 
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importante papel na estabilização do fenótipo, mais do que na indução dele 

(LANGRISH et al., 2005; MCGEACHY et al., 2009). 

Nesse contexto, estudos mostraram que animais com deficiência na sinalização 

de IL-1β eram menos suscetíveis à indução de EAE (SUTTON et al., 2006), enquanto 

os com deficiência de IL-6 eram resistentes à indução da doença (OKUDA et al., 1998; 

SERADA et al., 2008). Assim como a IL-1β e a IL-6, a IL-23 também foi considerada 

essencial para a indução da resposta inflamatória autoimune no SNC (CUA et al., 

2003; LANGRISH et al., 2005). Em concordância com esses achados, maiores níveis 

da subunidade p19, presente unicamente na IL-23, foram detectados nas lesões de 

pacientes com EM e essa expressão se correlacionou com a atividade da doença (LI 

et al., 2007). De forma interessante, a IL-23 é formada por duas subunidades, p19 e 

p40 (LANGRISH et al., 2005), esta última comum a IL-12, o que pode ter levado a 

conclusão inicial da importância do fenótipo Th1 na patogenia da EM (CUA et al., 

2003). Em resumo, a diferenciação das células T CD4 em Th17 patogênicas parece 

depender da presença de IL-1β, IL-6, IL-23 na ausência de TGF-β. 

A IL-23 também é capaz de induzir as células Th17 a secretar o fator 

estimulante de colônias de granulócitos e monócitos (GM-CSF – granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor), que é essencial para o desenvolvimento do 

efeito encefalitogênico mediado por essas células (CODARRI et al., 2011; EL-BEHI et 

al., 2011). Contudo, em outra linhagem de camundongos, o GM-CSF foi considerado 

redundante para o desenvolvimento da EAE (PIERSON; GOVERMAN, 2017). Apesar 

desses estudos parecerem conflitantes, animais com deficiência na expressão do 

receptor para GM-CSF em monócitos, conhecido como receptor de quimiocina CCR2 

(CCR2 – C-C chemokine receptor type 2), foram totalmente resistentes à indução da 

EAE (CROXFORD et al., 2015). Na EM, o GM-CSF tem sido associado a sua 

capacidade de induzir a migração de células mieloides para dentro do SNC 

(CODARRI et al., 2011; SPATH et al., 2017). Na EM, a infiltração desses fagócitos 

tem sido ligada à destruição de oligodendrócitos, neurônios e astrócitos através da 

grande liberação de espécies reativas de oxigênio (SPATH et al., 2017).  

A IL-17, por sua vez, favorece o recrutamento de neutrófilos para o SNC. Esse 

evento é adicionalmente amplificado pelo recrutamento de células Th17 CCR6+ 

periféricas através da quimiocina CCL20 (CCL20 – Chemokine C-C motif ligand 20) 

sintetizada pelas células Th17 nas lesões neuronais (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 

2007b; GAFFEN et al., 2014). Adicionalmente, a IL-17 aumenta a permeabilidade da 
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BHE por diminuir a expressão de ocludina e zonula occludens em células endoteliais 

da BHE humana (KEBIR et al., 2007), facilitando a migração dessas células para 

dentro do parênquima nervoso. Pacientes com EM apresentam aumentados níveis de 

mRNA para IL-17 não só nas lesões (LOCK et al., 2002; TZARTOS et al., 2008), mas 

também nas células mononucleares no sangue periférico e no LCR (MATUSEVICIUS 

et al., 1999). A presença de células que expressam IL-17 em lesões ativas agudas e 

crônicas sugere que esta citocina está relacionada não só com o surgimento da lesão, 

mas com a sua persistência (TZARTOS et al., 2008). De forma interessante, o mesmo 

estudo de 2008 realizado com pacientes com EM, encontrou a IL-17 não apenas nas 

células T CD4+, mas também em células T CD8+, astrócitos e oligodendrócitos 

(TZARTOS et al., 2008). Aumento na proporção de células Th17 também foi detectada 

no sangue periférico e no LCR de pacientes com CIS e EM-RR, principalmente 

durante as recidivas (BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009). Essas células 

apresentavam expressão maior de moléculas co-estimulatórias, como CD28, e eram 

mais resistentes a inibição pelas células T regulatórias (Treg – regulatory T cell) do 

que as células Th1 autólogas (BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009). 

Outra citocina produzida pelas células Th17 implicadas na EM é a IL-22, que à 

semelhança da IL-17, parece ter um papel importante em aumentar a permeabilidade 

da BHE humana (KEBIR et al., 2007). Além disso, em pacientes com EM, a produção 

de IL-22 pelas células T CD4+ específicas para proteínas da bainha de mielina foi 

menos sensível à inibição por corticoides e foi diretamente relacionada ao número de 

lesões cerebrais ativas em pacientes com diagnóstico recente de EM (WING et al., 

2015). NA EAE, a IL-22 parece participar ativamente do processo de desmielinização 

através da sua capacidade de induzir a expressão da molécula Fas/CD95 em 

oligodendrócitos (ZHEN et al., 2017). 
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Figura 1 - Imunopatogênese da EM dentro do SNC na fase inicial da doença. 

Legenda: A infiltração de células do sistema imune, principalmente as células T, é um importante 
fenômeno na fase inicial da EM. As células T são ativadas na periferia e migram em direção 
ao SNC. Essas células entram por três principais acessos: pela BHE (indicada por 1), que 
possui a permeabilidade aumentada, pelo espaço subaracnoide (SAS, indicado por 2) ou 
pelo plexo coroide (indicado por 3). Após a entrada, junto com a micróglia residente e os 
astrócitos, promovem desmielinização, injúria nos oligodendrócitos e nos neurônios por 
mecanismos dependentes de contato e por mediadores solúveis inflamatórios ou 
neurotóxicos. CNS: sistema nervoso central; CSF: líquido cefalorraquidiano; DC: célula 
dendrítica; GM-CSF: fator estimulante de colônias de granulócitos e monócitos; IFN-γ: 
interferon-gama; IL-17: interleucina-17; ODC: oligodendrócitos; SAS: espaço subaracnoide; 
Th1: célula T helper 1; Th17: célula T helper 17. 

Fonte: Adaptada de DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015, f. 11. 

 

Apesar das inúmeras descobertas referentes ao fenótipo Th17 nos últimos 

anos, ainda há muito a se entender. Entre as principais dificuldades que se 

apresentam é a grande plasticidade que esse fenótipo exibe podendo produzir 

simultaneamente citcoinas de outros fenótipos, tais como Th1 e Tregs (MADDUR et 

al., 2012). 

Além do CCR6, as células Th17 clássicas expressam o fator de transcrição 

ROR-γt e produzem IL-17 e IL-22 (MIOSSEC, 2009). Porém, hoje já são reconhecidos 

pelo menos dois subtipos de células Th17 em camundongos: uma com propriedades 
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“regulatórias”, que expressa os receptores de quimiocinas CCR6 e CCR4 e produz 

simultaneamente IL-17 e IL-10 (Treg17), e outro subtipo, conhecido como Th17.1, que 

expressa os receptores de quimiocinas CCR6 e CXCR3, secreta IL-17 e IFN-γ e 

parece estar relacionada ao desenvolvimento de doenças inflamatórias autoimunes 

(GHORESCHI et al., 2010; MCGEACHY et al., 2007). A diferenciação do fenótipo 

Th17.1 depende da presença de IL-6, IL-1β e IL-23 (GHORESCHI et al., 2010). Essas 

células expressam os fatores transcricionais RORγt, RORC e t-bet e produzem IL-

17A, IFN-γ, IL-21 e grandes quantidades de IL-22 (GHORESCHI et al., 2010). Além 

disso, a transferência adotiva dessas células Th17.1 induziu a EAE de forma mais 

grave que os animais que receberam as células Th17. A análise histopatológica dos 

cérebros desses animais que desenvolveram a forma clínica mais exuberante de EAE 

revelou uma infiltração intensa de células T IL-17+ IFN-γ+ associadas às lesões 

neuronais (GHORESCHI et al., 2010). 

Evidências mostram que esses fenômenos podem ocorrer também em 

humanos. As células Treg17, que expressam IL-17 e IL-10 já foram observadas em 

pacientes com EM que apresentavam menor comprometimento motor (DA COSTA et 

al., 2016). Além disso, as células T IL-17+ IFN-γ+ também foram encontradas no 

sangue periférico (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007a; DA COSTA et al., 2016), no 

LCR (BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009) e em amostras cerebrais de pacientes 

com EM (KEBIR et al., 2009). Em consonância com esses achados, os níveis de 

células T IL-17+ IFN-γ+ foram positivamente correlacionados com a pontuação no 

EDSS (DA COSTA et al., 2016). 

Apesar desses achados sugerirem um envolvimento das células T CD4+ IL-17+ 

IFN-γ+ na EM, a maior proporção de células T CD4+ são do tipo Th1 não clássica 

(RESTORICK et al., 2017). Evidências sugerem que as células Th17 murinas não 

apresentam um fenótipo estável. As células T CD4+ que produzem, inicialmente, IL-

17 podem depois passar a co-expressar IFN-γ e, em seguida, deixar de produzir IL-

17, mantendo apenas IFN-γ, sugerindo, por fim, que essas células podem permutar 

entre diferentes fenótipos na dependência de fatores oriundos do ambiente no qual se 

encontram (HIROTA et al., 2011). Esses achados sinalizam a dificuldade em estudar 

o envolvimento das células T efetoras na EM, podendo, na verdade, indicar que o tipo 

celular dominante poderia impactar no prognóstico e resposta terapêutica dos 

pacientes.  
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Outro fenótipo de células T que também apresenta grande importância no 

contexto das doenças autoimunes são as células Tregs. Essas células têm como 

função inibir a resposta pró-inflamatória, na tentativa de impedir que o excesso de 

inflamação leve a danos ao hospedeiro. 

Na EM, deficiências funcionais nas Tregs têm sido descritas por diferentes 

autores (ASTIER et al., 2006; HAAS et al., 2005; VENKEN et al., 2007, 2008; 

VIGLIETTA et al., 2004). As Tregs CD4+ CD25high de pacientes com EM-RR, em 

experimentos de cocultura, foram menos eficientes em inibir a proliferação das células 

T CD4+ efetoras, quando comparadas a indivíduos saudáveis (HAAS et al., 2005; 

MICHEL et al., 2008; VENKEN et al., 2007; VIGLIETTA et al., 2004), sem diferença 

funcional entre as recidivas e as remissões (HAAS et al., 2005). Essa falha na 

supressão pode estar ligada a uma menor expressão no fator de transcrição FoxP3, 

(VENKEN et al., 2007). Todavia, também é possível que a função deficiente nas Tregs 

possa ser indireta, relacionada a uma grande quantidade de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-2 e IFN-γ, produzidas por células T efetoras que expressam 

altos níveis de receptor da IL-7, o marcador CD127. Quando as células T CD127high 

foram depletadas in vitro do conjunto total das células T, a função supressora das 

Tregs CD4+ CD25high foi restaurada nos pacientes com EM-RR (MICHEL et al., 2008). 

Além de IL-2 e IFN-, o excesso de IL-6 exerce diferentes efeitos adversos no 

compartimento das células Tregs. Além de inibir sua capacidade supressora, elevados 

níveis de IL-6 são capazes de reprogramá-las para expressar diferentes genes 

relacionados ao fenótipo Th17 (BERIOU et al., 2009; NYIRENDA et al., 2011, 2015; 

PANDIYAN; ZHU, 2015). Portanto, manobras terapêuticas capazes de resgatar e 

estabilizar a função das células Tregs devem trazer grande impacto no manejo clínico 

da EM, visto que essas células parecem ser capazes de induzir a diferenciação de 

células precursoras de oligodendrócitos e remielinização, mesmo na ausência de 

inflamação perceptível (DOMBROWSKI et al., 2017).  

Finalmente, alguns estudos atuais têm sugerido a participação das células B 

na EM. Nesse contexto, os autoanticorpos contra a mielina foram os primeiros a serem 

descobertos, mas pouco consenso existe sobre as suas especificidade e 

patogenicidade (FRAUSSEN et al., 2014; KINZEL; WEBER, 2017). Anticorpos contra 

a proteína básica da mielina (MBP – myelin basic protein), a glicoproteína da mielina 

do oligodrendócito (MOG – myelin oligodendrocyte glycoprotein), a proteína 

proteolipídica (PLP – proteolipidic protein) e glicoproteína associada à mielina (MAG 
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– myelin associated glycoprotein) vêm sendo encontrados no soro e no LCR não só 

dos pacientes, mas também dos indivíduos saudáveis (FRAUSSEN et al., 2014), 

reforçando a hipótese de menor contribuição da imunidade humoral no 

desenvolvimento e curso da EM. A comparação entre os anticorpos encontrados no 

LCR de pacientes com EM ou com outras doenças neurológicas mostra que os 

anticorpos na EM apresentam pouca variabilidade, sugerindo que sejam de origem 

oligoclonal, enquanto no segundo grupo, a origem é policlonal (OWENS et al., 2003; 

QIN et al., 1998). Essas evidências ajudam a fortalecer a ideia de que existe uma 

resposta humoral antígeno-específica ocorrendo no SNC, embora o impacto dessa 

descoberta não seja totalmente compreendido.  

Entretanto, esses autoanticorpos parecem funcionar como marcadores da 

doença, uma vez que se observa uma correlação positiva entre a presença de IgG 

anti-mielina tanto com as lesões em T2 e com o número de lesões captantes de 

gadolínio em T1 nos pacientes com a CIS quanto com o surgimento de recidivas dos 

pacientes com EM (VOGT et al., 2009). Além disso, a presença de bandas oligoclonais 

de anticorpos em pacientes com CIS é associada a uma odds ratio de 9,88 para a 

evolução para EM (DOBSON et al., 2013). 

No entanto, nos pacientes com EM, também são encontrados autoanticorpos 

contra uma série de moléculas que estão presentes em outros tipos celulares, como 

neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (FRAUSSEN et al., 2014), mostrando que 

essa abordagem ainda precisa ser melhor estudada. Dentro desse grupo de 

moléculas, está o canal de potássio KIR4.1 expresso nas células da glia. 

Autoanticorpos específicos para esse canal são encontrados em alguns pacientes 

com EM (NICOL et al., 2015). 

Além da produção de anticorpos, a célula B parece ter papel na 

imunopatogênese da doença. Em um estudo clínico de fase II, a depleção dessas 

células através do rituximabe, um anticorpo monoclonal anti-CD20, diminuiu o número 

de lesões novas e antigas captantes de gadolínio, e a ocorrências de recidivas em 

pacientes com EM-RR (HAUSER et al., 2008). O uso de ocrelizumabe, outro anticorpo 

anti-CD20, também levou a uma diminuição na quantidade de lesões captantes de 

gadolínio em pacientes com EM-RR também em estudos clínicos de fase II (KAPPOS 

et al., 2011). Esses anticorpos atuam induzindo a depleção de células B por três 

principais mecanismos: citotoxicidade celular dependente de anticorpos, realizada por 

monócitos, macrófagos e células assassinas naturais (NK – natural killer); 
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citotoxicidade dependente de complemento, no qual complexos antígeno-anticorpo 

disparam a via clássica de ativação do sistema complemento e apoptose de células B 

(GASPERI; STÜVE; HEMMER, 2016). Em EAE, essa melhora após a depleção 

parece estar relacionada à capacidade de as células B secretarem IL-6. É provável 

que similar benefício com a perda de células B ocorra em pacientes tratados com IgG 

anti-CD20 (BARR et al., 2012). Em consonância com essa hipótese, Steinman e 

Zamvil sugerem que a atividade do ocrelizumabe na EM está relacionada com a 

produção de citocinas e com a função APC de células B e não com a função de 

produzir anticorpos (STEINMAN; ZAMVIL, 2016). 

 

 

1.3.4   Fatores de risco ambientais: estresse e a Esclerose Múltipla 

 

 

Além de infecções, o estresse psicológico também deve contribuir de maneira 

adversa no curso da EM. Aparentemente, a relação entre estresse e EM é controversa 

(BRIONES-BUIXASSA et al., 2015). Porém, fatores como duração, tipo e frequência 

do evento estressor parecem interferir diretamente nessa relação (BRIONES-

BUIXASSA et al., 2015), alterando a percepção do estresse como um fator de risco 

para o desenvolvimento ou as exacerbações da EM. 

Nesse contexto, o estresse psicológico tem sido implicado no desenvolvimento 

e exacerbações de doenças autoimunes de um modo geral (STOJANOVICH; 

MARISAVLJEVICH, 2008), incluindo a EM (ARTEMIADIS; ANAGNOSTOULI; 

ALEXOPOULOS, 2011; BRIONES-BUIXASSA et al., 2015; GRANT et al., 1989; 

WARREN; GREENHILL; WARREN, 1982). Em consonância com esse achado, foram 

observados aumentos na taxa de recidivas em pacientes em zonas de guerra (GOLAN 

et al., 2008). 

Ao encontro desses resultados, alguns estudos têm sugerido um papel dos 

mediadores do estresse em desregular o sistema imune e, consequentemente, 

favorecer o desenvolvimento de doenças autoimunes (STOJANOVICH; 

MARISAVLJEVICH, 2008). No contexto da EM, o estresse pode exercer um efeito 

deletério direto por aumentar a permeabilidade da BHE, favorecendo a migração de 

células imunes para o SNC (ESPOSITO et al., 2001, 2002; THEOHARIDES; 

KONSTANTINIDOU, 2007). 
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Nesse sentido, como já foi mencionado, durante a evolução da EM, diversas 

populações celulares invadem o SNC. Essas células migrantes são, então, 

submetidas a condições novas, como a influência de neurotransmissores locais, por 

exemplo, a dopamina (DA) que tem importantes funções imunoduladoras (FERRARI 

et al., 2004; KIRILLOVA et al., 2008; MCKENNA et al., 2002; NAKANO et al., 2008, 

2009a). 

 

 

1.4   Dopamina 

 

 

A DA é o principal neurotransmissor dentro do grupo das catecolaminas no 

cérebro de mamíferos (MISSALE et al., 1998), uma amina biogênica (LEVITE; 

MARINO; COSENTINO, 2017) que age em suas células-alvo através de duas classes 

de receptores, designados de tipo I (DAR I – dopamine receptor type I) e os de tipo II 

(DAR II – dopamine receptor type II) (STRANGE, 1993). Os DARs são receptores de 

membrana com sete domínios transmembrana, pertencentes à superfamília dos 

receptores acoplados a proteína G (MISSALE et al., 1998). Os DAR I quando 

estimulados, se acoplam a proteína Gαs e levam a um aumento dos níveis 

intracelulares de adenosina-3'-5'-monofosfato cíclico (cAMP – cyclic adenosine-3'5'-

monophosphate), enquanto os DAR II, se acoplam a proteína Gαi e levam a uma 

diminuição dos níveis de cAMP intracelulares (MISSALE et al., 1998). Dentro dessas 

classes de receptores, até o presente momento, cinco tipos de receptores foram 

descritos: D1, D2, D3, D4 e D5. Enquanto D1 e D5 pertencem ao DAR I, os DAR II 

incluem D2, D3 e D4. Esses dois tipos de receptores permitem que a DA aja de 

diferentes formas numa mesma célula (SIDHU, 1998). 

Esse neurotransmissor exerce muitas funções no SNC, como motricidade 

voluntária, recompensa, regulação do sono, alimentação, afeto, atenção, função 

cognitiva, olfato, visão, regulação hormonal, regulação simpática e ereção 

(BEAULIEU; ESPINOZA; GAINETDINOV, 2015). Na periferia, a DA é precursora de 

noradrenalina e da adrenalina, o principal neurotransmissor do sistema nervoso 

simpático e o principal hormônio adrenomedular, respectivamente. 
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A DA é derivada do aminoácido tirosina. A tirosina é convertida em L-DOPA 

pela enzima tirosina hidroxilase, etapa que determina a velocidade da reação. A L-

DOPA, em seguida é metabolizada pela enzima DOPA descarboxilase gerando DA 

(WEIHE et al., 2006) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Via de biossíntese da DA e outras catecolaminas, junto com suas 

estruturas químicas 

 

Legenda: A via de síntese da dopamina inicia-se com a conversão da L-tirosina em L-DOPA, reação 
catalisada pela enzima tirosina hidroxilase, na etapa que determina a velocidade da reação. 
Em seguida, a L-DOPA é convertida em dopamina pela enzima DOPA descarboxilase. A via 
pode seguir e formar noradrenalina pela ação da dopamina β-hidroxilase sob a dopamina e 
formar adrenalina pela ação da feniletanolamina N-metiltransferase. 

Fonte: LEVITE, 2012, f. 3. 

 

No SNC, o transportador para DA retira o neurotransmissor do espaço 

extracelular, controlando a meia-vida da DA (MIGNINI; STRECCIONI; AMENTA, 

2003). Por outro lado, transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT – vesicular 

monoamine transporters) atuam na mobilização intracelular de DA, sintetizada de 

novo ou captada (MIGNINI et al., 2006). 

Disfunções na secreção de DA podem levar a graves distúrbios. Enquanto 

níveis reduzidos de terminais dopaminérgicos são observados em pacientes com a 

doença de Parkinson, pacientes esquizofrênicos apresentam hiperatividade 

dopaminérgica (BIRTWISTLE; BALDWIN, 1998; TEMLETT, 1996). De forma 

interessante, distúrbios imunes têm sido observados em ambos os grupos (ILANI et 

al., 2001; NAGAI et al., 1996; WANDINGER et al., 1999). 
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1.4.1   Dopamina: papel imunomodulador 

 

 

Sabe-se que o sistema imune é regulado tanto por terminações nervosas 

simpáticas centrais quanto periféricas. Esse controle é feito primariamente pelas 

catecolaminas, como a DA, que ao interagir com diferentes células do sistema imune 

regula muitas de suas funções em resposta a diferentes estressores (SARKAR et al., 

2010). Sabe-se que diferentes células do sistema imune expressam receptores para 

a DA (FERRARI et al., 2004; KIRILLOVA et al., 2008; MCKENNA et al., 2002; 

NAKANO et al., 2008, 2009a), o que indica que as interações entre os sistemas 

nervoso e imune fazem parte da fisiologia de ambos os sistemas (PACHECO; 

CONTRERAS; ZOUALI, 2014). Nesse contexto, em várias doenças autoimunes, 

anormalidades na resposta à DA ou na expressão de seus receptores são descritas 

(JAFARI et al., 2012; NAGAI et al., 1996; NAKANO et al., 2011)  

A fonte primária de DA capaz de modular a resposta imune periférica provem 

do plasma, na forma de glicoconjugados ou sulfoconjugados (CUCHE et al., 1990), 

produzidos principalmente por células cromafins nas glândulas adrenais 

(SCHEUERMANN, 1993). Em indivíduos saudáveis, o nível sérico de DA chega a 10 

pg/mL (SAHA et al., 2001a, 2001b). Além disso, os órgãos linfoides primários e 

secundários possuem inervação dopaminérgica (MIGNINI et al., 2009; MIGNINI; 

STRECCIONI; AMENTA, 2003), permitindo que essa catecolamina influencie 

diferentes eventos imunes periféricos. No entanto, a principal fonte de DA são os 

neurônios dopaminérgicos do SNC. Em geral, as células imunes não cruzam a BHE, 

mas, no curso de encefalopatias inflamatórias, como a EM, as células imunes efetoras 

podem entrar no SNC e ter contato com níveis elevados de DA, podendo ser 

moduladas pela ação dessa catecolamina (OWENS et al., 1998; PACHECO; 

CONTRERAS; ZOUALI, 2014).  

De forma interessante, estudos têm demonstrado que outra fonte de DA 

provem da síntese por subtipos de células T humanas, particularmente os linfócitos 

Tregs (COSENTINO et al., 2000, 2007). Nesses estudos, os autores demonstraram 

expressão constitutiva da tirosina hidroxilase e armazenamento de quantidades 

substanciais de DA pelas Tregs, enquanto nos linfócitos T efetores apenas 

quantidades traços de DA foram detectadas (COSENTINO et al., 2000, 2007). Porém, 

não apenas Tregs humanas, mas linfócitos efetores expressam VMAT, o que permite 
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a eles acumular DA em vesículas específicas (COSENTINO et al., 2007). Outro 

achado importante foi a descoberta de que as DCs não apenas expressam receptores 

de DA como também possuem maquinaria necessária para sintetizar, estocar e liberar 

DA durante a sinapse imunológica com células T (NAKANO et al., 2009b; PRADO et 

al., 2012). Devido à proximidade das DCs com as células T, estima-se que a liberação 

de DA na fenda sináptica imune seja de 100 a 250 nM (NAKANO et al., 2009b), a 

mesma concentração que é liberada pelos neurônios dopaminérgicos durante as 

sinapses neurológicas (WICKENS; ARBUTHNOTT, 2005). Isso implica que as células 

T virgens e de memória devem ser expostas a concentrações relativamente elevadas 

durante sua interação com as DC. 

Os efeitos da DA sobre o sistema imune são amplos, complexos e ainda pouco 

explorados em suas bases moleculares. Esses efeitos são dependentes da 

concentração, do modelo experimental (in vivo e in vitro), do subtipo de receptor para 

DA que é majoritariamente expresso na célula estudada e do estado de ativação da 

célula (LEVITE, 2016). Dessa forma, a DA pode ser tanto imunoestimulante quanto 

imunossupressora, dependendo das condições experimentais usadas. Por exemplo, 

in vitro, a DA tem sido destacada em inibir a proliferação e induzir apoptose das células 

T de indivíduos saudáveis (BERGQUIST et al., 1997; GHOSH et al., 2003). Bergquist 

e colaboradores (1994) reportaram que a DA é capaz de suprimir a proliferação e a 

produção de IFN- pelas células T de indivíduos saudáveis. Josefsson e 

colaboradores (1996) e Ghosh e colaboradores (2003) demonstraram que a DA 

suprime a proliferação das células T e a produção de citocinas por estímulos 

envolvendo a sinalização via receptor da célula T (TCR –T cell receptor) (GHOSH et 

al., 2003; JOSEFSSON et al., 1996). Ademais, Saha e colaboradores (2001) 

reportaram que a DA, via receptor DAR I, além de reduzir a proliferação, também foi 

capaz de inibir a citotoxicidade mediada pelas células T CD4+ e T CD8+ induzida pela 

IL-2 (SAHA et al., 2001a).  

Apesar dos estudos descritos acima relatarem um efeito inibitório da DA na 

ativação e função das células T, alguns autores têm demonstrado de forma elegante 

que agonistas de receptores DAR I favorecem, por outro lado, a diferenciação das 

células T humanas em células Th17 (NAKANO et al., 2008, 2009b, 2011). Isso pode 

estar relacionado à capacidade de a estimulação de DCs via D5 induzir a liberação de 

IL-23 (PRADO et al., 2012). Além disso, esse evento deve ser facilitado pelo efeito da 
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DA em inibir, também via DAR I, a função das células Treg clássicas (COSENTINO et 

al., 2007; KIPNIS et al., 2004). 

Na EAE, enquanto a ablação química do sistema nervoso simpático protegeu 

os animais, inibindo o desenvolvimento da doença, fenômeno que foi relacionado com 

o aumento no número de Tregs no baço e em gânglios linfáticos, em um mecanismo 

dependente de TGF-β (BHOWMICK et al., 2009), a depleção química de DA no SNC 

levou a uma piora na doença (BAŁKOWIEC-ISKRA et al., 2007). 

Nesse modelo experimental, os DAR I parecem induzir o surgimento da doença 

ou piorar sua evolução, uma vez que o tratamento com o antagonista de DAR I, 

SCH23390, protegeu os animais do desenvolvimento da doença, fenômeno que pode 

estar associado a uma inibição na diferenciação de Th17 pelas DCs (NAKANO et al., 

2008). Embora os camundongos com o gene para o D5 nocauteado tenham 

desenvolvido a doença, ela começou tardiamente e foi mais branda (PRADO et al., 

2012). Quando os animais selvagens receberam DCs de animais nocaute para o D5, 

houve uma menor infiltração de células T CD4+ IL-17+ e de células T CD4+ IL-17+ IFN-

γ+ no SNC (PRADO et al., 2012). 

Com relação aos receptores DAR II, o tratamento com diferentes antagonistas 

de DAR II parece apresentar resultados distintos. Enquanto o tratamento com 

L750667 induziu a diferenciação de Th17 mediada pelas DCs, com uma maior 

produção de IL-17, causando uma doença mais grave e fatal (NAKANO et al., 2008), 

o tratamento com bromocriptina levou a melhora nos sintomas apresentados pelos 

animais (DIJKSTRA et al., 1994).  

Na EM, as células mononucleares do sangue periférico (PBMC – peripheral 

blood mononuclear cell) de pacientes tanto com as formas progressivas quanto com 

a forma EM-RR durante as recidivas estimuladas com mitógeno produziram menores 

níveis de DA (COSENTINO et al., 2002). Essa redução pode estar relacionada à 

resistência dos linfócitos à apoptose induzida por ativação (COSENTINO et al., 2002). 

Enquanto a adição de DA às culturas de PBMC de indivíduos saudáveis mantidas com 

anticorpo anti-CD3 e IL-2 diminuiu a proliferação das células T, a secreção de IFN-γ e 

o mRNA para a metaloproteinase-9, nos pacientes com EM não houve diferença 

significativa (GIORELLI; LIVREA; TROJANO, 2005).  

No contexto dos receptores de DA, foi observada nas PBMC dos pacientes com 

EM uma menor expressão a nível proteico do receptor D5, independente se eles 

apresentaram recidivas ou não ou se eram tratados com IFN-β (GIORELLI; LIVREA; 
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TROJANO, 2005). Nos linfócitos circulantes, por sua vez, o tratamento com IFN-β 

levou a um aumento na expressão do mRNA para o receptor D5 (ZAFFARONI et al., 

2008). Já nas Tregs, antes do tratamento com IFN-β, havia uma alta expressão do 

receptor D5 e o tratamento diminuiu progressivamente a expressão desses receptor, 

até chegar, após 12 meses, a uma expressão menor do que a dos indivíduos do grupo 

controle (COSENTINO et al., 2012). 

Com relação aos receptores DAR II, o tratamento com o antagonista 

bromocriptina levou a piora nos pacientes tratados (BISSAY et al., 1994). No entanto, 

o tratamento com IFN-β diminuiu a expressão do mRNA para o receptor D2 

(ZAFFARONI et al., 2008). Não houve diferença na expressão de receptores D3 em 

PBMC de pacientes com EM sem recidivas há mais de um ano e os indivíduos do 

grupo controle. Porém o tratamento com IFN-β diminuiu a expressão do mRNA para 

o receptor D3 nas PBMC (GIORELLI; LIVREA; TROJANO, 2005), mas não nos 

linfócitos circulantes (ZAFFARONI et al., 2008). 

Portanto, não há consenso sobre as funções da DA nas células do sistema 

imune tanto em indivíduos saudáveis quanto de pacientes com EM. Mais estudos são 

necessários para compreender melhor o papel dessa catecolamina no sistema imune 

na saúde e na doença. 

 

 

1.5   Tratamento da Esclerose Múltipla 

 

 

Os esquemas de tratamento para a EM atualmente disponíveis são 

recomendados apenas para a forma EM-RR, já que para as formas progressivas, 

nenhuma dessas drogas mostra resultados satisfatórios. O tratamento da doença se 

divide, então, em três principais frentes: o tratamento direto das recidivas, as terapias 

modificadoras de doença (TMD) e o tratamento sintomático. 

Durante as recidivas, a administração intravenosa de altas doses de 

metilpredinisolona (1000mg/dia) por 3-5 dias é o tratamento de escolha (BRASIL, 

2015). Um estudo recente, realizado na França, mostrou que não há menor eficácia 

da administração oral em comparação à intravenosa de altas doses de 

metilprednisolona (1000mg/dia) por três dias (LE PAGE et al., 2015). A plasmaferese 
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também é uma opção, tanto como tratamento adjuvante ou como principal, se a 

recidiva é muito grave ou evolui muito rápido (DOSHI; CHATAWAY, 2016). 

Para os pacientes em remissão, algumas drogas são usadas para modificar a 

história natural da doença, as TMD. Em 1993, apenas uma droga tinha a aprovação 

do FDA (FDA – US Food and Drug Administration). Ao fim de 2016, eram 13 drogas 

(DOSHI; CHATAWAY, 2016). O principal objetivo das TMD é a inibição da atividade 

da doença, unindo parâmetros clínicos, como a ausência de novas recidivas clínicas 

e a ausência de progressão da incapacidade neurológica, a parâmetros de imagem, 

como a ausência de novas lesões em T2 e de atrofia cerebral. Esses dois parâmetros 

são condensados no estado de “ausência de atividade da doença” (NEDA – no 

evidence of disease activity) (DOSHI; CHATAWAY, 2016). No início da década 

passada, as drogas disponíveis eram os IFN-β, o acetato de glatirâmer, azatioprina e 

mitoxantrona (COMPSTON; COLES, 2002).  

Segundo o Ministério da Saúde, os IFN-β ainda são a principal droga de 

escolha entre as TMD (BRASIL, 2015). Caso o paciente se mostre refratário ao 

tratamento, o acetato de glatirâmer é a próxima escolha. Se o paciente continuar 

mostrando-se refratário à terapia, o natalizumabe deve ser administrado. O 

fingolimode é recomendado apenas em casos de pacientes com EM-RR que 

apresentem recidivas incapacitantes após o uso dos interferons β e do acetato de 

glatirâmer, que não apresentem contra-indicação ao uso de fingolimode ou 

apresentem contra-indicação ao uso de natalizumabe (BRASIL, 2015). A falha 

terapêutica é caracterizada como a presença de pelo menos duas recidivas no período 

de um ano, de caráter moderado a grave, que deixem sequelas ou limitações 

significantes, pouco responsivas à terapia com corticoides, ou ainda quando há 

aumento de um ponto na escala EDSS ou progressão das lesões em atividade 

(BRASIL, 2015). No Reino Unido, drogas como a teriflunamida, o dimetil-fumarato e o 

alentuzumabe também são indicadas (DOSHI; CHATAWAY, 2016). No quadro 3, 

estão representadas as principais TMD usadas no tratamento da EM e o mecanismo 

de ação proposto para cada uma. 

Terapias anti-inflamatórias têm pouco efeito nas formas progressivas 

(LASSMANN; BRÜCK; LUCCHINETTI, 2007) e, além disso, não existem TMD para 

esses pacientes. Felizmente, duas drogas testadas em estudos de fase III, o 

ocrelizumabe e o siponimod aparecem como possíveis terapias para a EM-PP e a EM-

PS, respectivamente (KAPPOS et al., 2016; MONTALBÁN et al., 2016).  
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O tratamento sintomático é usado na tentativa de melhorar a qualidade de vida 

do paciente, sendo os mais aparentes fadiga, espasticidade, disfunção sexual, dor e 

ataxia (DOSHI; CHATAWAY, 2016). 

Apesar do avanço nas opções terapêuticas objetivando modificar o curso 

natural da doença, muitos pacientes têm benefícios limitados, enquanto outros não 

respondem, e isso pode estar relacionado ao nosso pobre conhecimento acerca do 

papel de diferentes fatores de risco em comportamento funcional as células T desses 

pacientes. 
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Quadro 3 - Principais TMD para a EM e seus mecanismos de ação propostos 

Droga Mecanismo de Ação Proposto Referências 

Interferon-β 

(Citocina) 

↑ agentes anti-inflamatórios; ↓ citocinas pró-

inflamatórias; ↓ diferenciação de Th17. 

(MADSEN, 2017; 

RAMGOLAM et al., 

2009) 

Acetato de Glatirâmer 

(Mistura heterogênea de 

aminoácidos)  

Competição por MHC; ↑ citocinas anti-inflamatórias 

em DCs e monócitos; antagonismo de TCR em 

células T autorreativas; ↑ número de células Treg; ↓ 

número de células Th17; ↑ fenótipos reguladores 

em células T CD8+; ↑ fatores neurotrópicos; ↑ 

remielinização; ↑ proliferação neuronal. 

(AHARONI, 2013; 

WEINSTOCK-

GUTTMAN et al., 

2017). 

Natalizumabe 

(Anticorpo monoclonal anti-

subunidade de integrinas) 

↓ migração de leucócitos para o SNC. (CLERICO et al., 

2017; POLMAN et al., 

2006) 

Fingolimod  

(Análogo da esfingosina-1-

fosfato) 

Aprisionamento de linfócitos no tecido linfoide. (DARGAHI et al., 

2017; MANDAL et al., 

2017) 

Teriflunomida 

(Metabólito da leflunomida) 

↓ síntese de DNA, em células com alta taxa mitótica; 

↓ sinapse imunológica; ↓ produção de citocinas pró-

inflamatórias; ↓ proteínas tirosina-quinase; ↓ 

ativação do NF-κB. 

(HE et al., 2016; 

KASAREŁŁO et al., 

2017). 

Dimetil-fumarato 

(Éster do ácido fumárico) 

↑ DCs que secretam IL-10; ↓ função do NF-κB; ↑ 

expressão de enzimas antioxidantes; ↑ restauração 

da BHE;  

↓ exocitotoxicidade do glutamato; ↓ resistência das 

T efetoras à inibição pelas Tregs. 

(DARGAHI et al., 

2017; KASAREŁŁO et 

al., 2017; SCHLÖDER 

et al., 2017). 

Alentuzumab 

(Anticorpo monoclonal anti-

CD52) 

↓ linfócitos CD52+. (DARGAHI et al., 

2017; DÖRR; BAUM, 

2016; KASAREŁŁO et 

al., 2017). 

Ocrelizumabe 

(Anticorpo monoclonal 

humanizado anti-CD20) 

↓ células B com função APC e com secreção de 

citocinas, ↑ sobrevida de células tronco e 

plasmócitos. 

(ABDELHAK; 

WEBER; TUMANI, 

2017; SHIRANI; 

OKUDA; STUVE, 

2016) 

Siponimod 

(Modulador do S1PR) 

↓ recirculação e infiltração de linfócitos no SNC. (SHIRANI; OKUDA; 

STUVE, 2016) 

Legenda:  
↓ - redução 
↑ - aumento 
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2   OBJETIVOS 

 

 

2.1   Geral 

 

 

Investigar aspectos funcionais das células T CD4+ e T CD8+ dos pacientes com 

EM, quando cultivadas na presença de dopamina (DA) ou de PAMPs e de diferentes 

estímulos policlonais, e correlacionar com parâmetros clínicos. 

 

 

2.2   Específicos: 

 

 

Artigo publicado 1: Endogenous interleukin-6 amplifies interleukin-17 production and 

corticoid-resistance in peripheral T cells from patients with multiple sclerosis 

Ferreira TB, Hygino J, Barros PO, Teixeira B; Kasahara TM, Linhares UC, Lopes LMF, Vasconcelos 

CCF, Alvarenga R, Wing AC, Andrade RM, Andrade AFB, Bento CAM. Immunology. 2014 Dec; 143(4):560-

8. doi: 10.1111/imm.12334. 

 Quantificar a produção de citocinas nas culturas de PBMC dos pacientes e do 

grupo controle em resposta a anti-CD3 e anti-CD28; 

 Verificar se há correlação entre a produção de citocinas in vitro e o grau de 

incapacidade dos pacientes; 

 Analisar o impacto do bloqueio do receptor para IL-6 (IL-6R) na secreção das 

citocinas IL-17, IL-21 e IL-10 e na proliferação em culturas de células T CD4+ e 

T CD8+ estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28. 

 Avaliar o impacto do bloqueio do IL-6R no perfil de citocinas produzido por 

monócitos ativados in vitro com lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli 

nas amostras de pacientes e de indivíduos saudáveis; 

 Avaliar o impacto do IL-6R na capacidade de sobrenadantes de culturas de 

monócitos ativados com LPS induzirem a produção de IL-17, IL-21 e IL-10 em 

culturas de células T CD4+ e T CD8+ de pacientes estimuladas com anti-CD3 e 

anti-CD28; 
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 Analisar o impacto do bloqueio do IL-6R na sensibilidade das células T CD4+ e 

T CD8+ dos pacientes à inibição da proliferação e da produção de IL-17 in vitro 

pela hidrocortisona (HC); 

 Analisar o impacto do bloqueio do IL-6R na sensibilidade das células T CD4+ e 

T CD8+ dos pacientes à indução da produção de IL-10 e TGF-β in vitro pela 

HC. 

 

Artigo publicado 2: Dopamine favors expansion of glucocorticoid-resistant IL-17-

producing T cells in multiple sclerosis 

Ferreira TB, Barros PO, Teixeira B, Cassano T, Centurião N, Kasahara TM, Hygino J, Vasconcelos 

CCF, Alvarenga H, Alvarenga R, Wing AC, Andrade RM, Andrade AF, Bento CAM. Brain Behav Immun. 

2014 Oct; 41:182–190. doi: 10.1016/j.bbi.2014.05.013 

 Avaliar, in vitro, a resposta proliferativa dos linfócitos periféricos de pacientes 

com EM em remissão clínica e indivíduos saudáveis em culturas de PBMC em 

resposta a PHA na ausência e na presença de DA e HC; 

 Quantificar a produção de citocinas nas culturas de PBMC dos pacientes e 

grupo controle em resposta a PHA na ausência e na presença de DA; 

 Verificar se há correlação entre a produção de citocinas in vitro e o grau de 

incapacidade dos pacientes; 

 Avaliar a capacidade de a HC inibir a produção de IL-17 em culturas de PBMC 

estimuladas com PHA na ausência ou presença de DA; 

 Avaliar a capacidade de a HC inibir a produção de IL-17 em culturas de células 

T CD4+ e T CD8+ estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 na ausência ou 

presença de DA; 

 Avaliar o perfil de citocinas produzido por monócitos ativados in vitro com 

lipopolissacarídeo (LPS) de E. coli nas amostras de pacientes e de indivíduos 

saudáveis na ausência ou presença de DA e HC; 

 Avaliar a capacidade de sobrenadantes de culturas de monócitos ativados com 

LPS e mantidos na ausência ou presença de DA induzirem a produção de IL-

17 em culturas de células T CD4+ e T CD8+ estimuladas com anti-CD3 e anti-

CD28; 

 Avaliar o impacto do bloqueio do IL-6R na produção in vitro de IL-17 e IL-10 por 

células T CD4+ mantidas em cultura com sobrenadantes de culturas de 

monócitos ativados com LPS e mantidos na ausência ou presença de DA. 
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Artigo publicado 3: Different interleukin-17-secreting Toll-like receptor+ T-cell subsets 

are associated with disease activity in multiple sclerosis  

Ferreira TB, Hygino J, Wing AC, Kasahara TM, Sacramento PM, Camargo S, Rueda F, Alves-Leon 

SV, Alvarenga R, Vasconcelos CC, Agrawal A, Gupta S, Bento CAM. Immunology 2017 Nov; doi: 

10.1111/imm.12872. 

 Avaliar a expressão de TLR2, TLR4 e TLR9 nas células T CD4+ e T CD8+ de 

pacientes com EM na fase de remissão clínica e comparar com indivíduos 

controles; 

 Determinar a proporção das células T CD4+ e T CD8+ IL-17+ que expressam 

TLR2, TLR4 e TLR9 entre os pacientes com EM e indivíduos controles; 

 Analisar, nos pacientes e em indivíduos controles, a porcentagem de células T 

CD4+ e T CD8+ positivas para TLR2, TLR4 e TLR9 capazes de produzir IL-17 

em associação com IFN-γ, IL-6 ou IL-10; 

 Verificar se há correlação entre os diferentes subtipos de células TCD4+ e T 

CD8+ IL-17+ TLRs+ com o número de lesões cerebrais ativas e o grau de 

incapacidade do paciente com EM; 

 Dosar as citocinas estimuladas pela estimulação das células T CD4+ e T CD8+ 

mantidas em presença de agonistas de TLR2 (Pam3CSK4), TLR4 (LPS) e 

TLR9 (ODN); 

 Verificar se há correlação entre a secreção de citocinas pelas células T TCD4+ 

e T CD8+ mantidas em presença de agonistas de TLR2 (Pam3CSK4), TLR4 

(LPS) e TLR9 (ODN) com o número de lesões cerebrais ativas e com o grau 

de incapacidade do paciente com EM. 
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3   ARTIGOS CIENTÍFICOS 

3.1   Artigo publicado 1 – Endogenous interleukin-6 amplifies interleukin-17 

production and corticoid-resistance in peripheral T cells from patients with multiple 

sclerosis
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3.2.   Artigo publicado 2 – Dopamine favors expansion of glucocorticoid-resistant 

IL-17- producing T cells in multiple sclerosis
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3.3. Artigo publicado 3 – Different interleukin-17-secreting Toll-like receptor+ T-cell 

subsets are associated with disease activity in multiple sclerosis 
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4   DISCUSSÃO 

 

 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune, de caráter crônico, na qual 

células T autoreativas dirigidas contra a bainha de mielina são ativadas na periferia e 

migram para o sistema nervoso central (SNC) (SOSPEDRA; MARTIN, 2005). Uma 

vez dentro do parênquima nervoso, essas células disparam uma resposta inflamatória 

contra as proteínas dos oligodendrócitos, o que culmina no processo de 

desmielinização gerando os sintomas da doença (COMPSTON; COLES, 2008). No 

entanto, o desenvolvimento e a gravidade da EM dependem da interação complexa 

entre diferentes eventos ambientais capazes de desregular o comportamento 

funcional das células T em indivíduos com predisposição genética para a doença 

(RAMAGOPALAN et al., 2010; SOSPEDRA; MARTIN, 2005). No presente estudo de 

tese, nós observamos que produtos biológicos presentes durante o estresse e 

infecções podem impactar negativamente o prognóstico e a resposta terapêutica aos 

corticoides nos pacientes com EM remitente-recorrente (EM-RR).  

Durante muitos anos após a descrição da doença, feita por Jean Baptiste 

Charcot, em 1868 (SOSPEDRA; MARTIN, 2005), o conhecimento sobre a doença 

cresceu de forma lenta. Nos últimos 40 anos, graças ao surgimento de novas técnicas 

laboratoriais e de imagem, associados a estudos em modelos experimentais da 

doença e ao nosso melhor entendimento sobre o perfil funcional das células T, 

grandes avanços no entendimento de sua imunopatogênese têm sido feitos. Embora 

o modelo murino da doença, a encefalomielite autoimune experimental (EAE), que é 

o mais usado no estudo experimental da doença (LASSMANN; BRADL, 2016), não 

cubra todos os cursos clínicos que a EM pode apresentar (LASSMANN; BRADL, 

2016), estudos nesses animais ainda são muito importantes para entender algumas 

particularidades que não podem ser observadas em humanos.  

Nesse sentido, tanto em modelos animais quanto em pacientes, a expansão de 

clones de células T específicas para proteínas da bainha de mielina com 

comportamento relacionado principalmente ao fenótipo Th17 parecem ser cruciais 

para desenvolvimento da doença (EDWARDS; ROBINS; CONSTANTINESCU, 2010; 

JADIDI-NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2011; LOVETT-RACKE; YANG; RACKE, 2011; 

RODRIGUES et al., 2016; SIE; KORN; MITSDOERFFER, 2014; YANG et al., 2014). 

Atualmente, sabemos que as células Th17 representam, na verdade, uma linhagem 
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celular complexa com diferentes subtipos capazes de exercer diferentes funções 

biológicas (KLEINEWIETFELD; HAFLER, 2013; MADDUR et al., 2012; MURANSKI; 

RESTIFO, 2013). No contexto da EM, achados da literatura sugerem que a produção 

de IL-1β, IL-6 e IL-23 pelas células acessórias da imunidade inata seja necessária 

para induzir a diferenciação das células Th17 encefalitogênicas (EL-BEHI et al., 2011; 

LANGRISH et al., 2005; ZHOU et al., 2007), conhecidas por produzir não apenas IL-

17, mas também IL-22, GM-CSF e, até mesmo, IFN- (BONIFACE et al., 2010; 

KUWABARA et al., 2017; VOLPE; BATTISTINI; BORSELLINO, 2015). Em nosso 

primeiro artigo apresentado, publicado na Immunology (2014) (Artigo 1), os 

sobrenadantes colhidos de monócitos ativados com LPS obtidos de pacientes com 

EM não apenas continham maiores níveis de IL-6 e IL-23, quando comparado ao 

grupo controle, como também foram capazes de amplificar a produção de IL-17 pelas 

células T CD4+ autólogas. Nesse mesmo sistema, a neutralização da sinalização via 

receptor da IL-6 pelo anticorpo monoclonal anti-IL-6R, o tocilizumab, nas culturas de 

monócitos foi capaz de atenuar esse fenômeno observado nas células T CD4+ após a 

transferência desses sobrenadantes. De forma interessante, nos primeiros dois 

artigos, os níveis de IL-17 e IL-6 foram diretamente associados a pontuação do EDSS, 

escala que mede incapacidade neurológica dos pacientes, com ênfase na habilidade 

motora (KURTZE, 1983). A IL-6 deve exercer um efeito adverso na EM por diferentes 

mecanismos, como favorecer a diferenciação das células Th17 patogênicas em 

sistema de ativação das células T CD4+ na presença de IL-23 e na ausência de TGF-

β (GHORESCHI et al., 2010; MADDUR et al., 2012; MCGEACHY et al., 2009). 

A IL-6 é fundamental para a indução da EAE (EUGSTER et al., 1998; OKUDA 

et al., 1998, 1999). Entretanto, e de forma interessante, nesses animais deficientes 

para IL-6, a imunização com a glicoproteína da mielina do oligodendrócito (MOG – 

myelin oligodendrocyte glycoprotein) não interferiu com a ativação das células T e 

produção de IL-2 e IFN-γ em resposta in vitro à adição de MOG (EUGSTER et al., 

1998). Esses resultados sugerem que, ou as células Th17 mielinas-específicas não 

sejam importantes na EAE, ou a invasão dessas células no SNC dos animais dependa 

das citocinas liberadas pelas células Th17 capazes de romper a barreira 

hematoencefálica (BHE). De fato, essa última hipótese está de acordo com achados 

na literatura sugerindo a importância da IL-17 em facilitar a migração das células T 

através do plexo coroide (KEBIR et al., 2007). 
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Em humanos com EM, tanto o mRNA para a IL-6 quanto a proteína IL-6 foram 

encontrados em lesões ativas e inativas, principalmente associada a astrócitos e 

dentro de células gliais residentes em áreas de desmielinização e ativação imune, 

além de áreas perivasculares inflamadas (MAIMONE; GUAZZI; ANNUNZIATA, 1997; 

SCHÖNROCK; GAWLOWSKI; BRÜCK, 2000; WOODROOFE; CUZNER, 1993). Em 

pacientes com EM, níveis elevados dessa citocina foram encontrados no plasma 

(FREI et al., 1991), enquanto que no LCR, os resultados parecem conflitantes. Estudo 

por Frei e colaboradores, publicado em 1991, não encontrou níveis significativos de 

IL-6 no LCR dos pacientes com a forma remitente recorrente da doença (EM-RR – 

esclerose múltipla remitente-recorrente) utilizando o ensaio de crescimento de 

hibridomas (FREI et al., 1991). Já Navikas e colaboradores encontraram um grande 

número de células que apresentavam o mRNA para essa citocina, maior que no 

sangue periférico utilizando hibridização in situ em pacientes com diferentes cursos 

da EM (NAVIKAS et al., 1996). Maimone e colaboradores também encontraram níveis 

altos de IL-6 no LCR de pacientes com cursos distintos de EM quando comparados a 

pacientes com doenças neurológicas não-inflamatórias usando um ensaio de 

hibridomas murinos dependentes de IL-6 (MAIMONE et al., 1991). Mesmo em 

pacientes com a forma progressiva secundárias da doença (EM-PS – esclerose 

múltipla progressiva sencundária) as células IL-6+ se mostravam uniformemente 

distribuídas ao longo das lesões agudas ativas e às margens das lesões crônicas 

ativas (MAIMONE; GUAZZI; ANNUNZIATA, 1997). Essas células eram, em sua 

maioria, astrócitos, mas macrófagos também apresentaram marcação para IL-6. Já 

nas lesões crônicas inativas, pouquíssimas ou nenhuma marcação para IL-6 foi 

observada (MAIMONE; GUAZZI; ANNUNZIATA, 1997). Coletivamente, a maioria dos 

achados na literatura aponta para um efeito deletério da IL-6 na EM.  

Outro achado interessante que implica a IL-6 na EM é sua provável capacidade 

em amplificar resistência a resistência a corticoides. Em nosso primeiro artigo 

apresentado (Artigo 1), a adição do tocilizumab elevou a capacidade da HC em reduzir 

a proliferação e a produção de citocinas relacionadas ao fenótipo Th17 em culturas 

de células T CD4+ e T CD8+ de pacientes com EM (FERREIRA et al., 2014a). 

Adicionalmente, nessas culturas, o bloqueio da sinalização da IL-6, elevou a produção 

de IL-10 e TGF-β. Esses resultados sugerem que a excessiva produção de IL-6 pode 

elevar a resistência dos pacientes ao tratamento com corticoides, amplamente usados 

no manejo clínico das crises agudas de incapacidade neurológica. De fato, resistência 
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imune aos corticoides tem sido observada tanto clinicamente quanto em cultura por 

alguns autores (DE KLOET et al., 2007; FAGAN et al., 2013; GOLD et al., 2012; 

MATYSIAK et al., 2008; STEPHANOU et al., 1997; VOORHEES et al., 2009).  

Finalmente, a excessiva produção de IL-6 também pode comprometer 

mecanismos intrínsecos de regulação imune pelas células Tregs (CHEN et al., 2009; 

FUJIMOTO et al., 2011). A IL-6 não apenas reduz a capacidade funcional dessas 

células Tregs como também pode induzi-las a expressar genes relacionados a 

diferenciação do fenótipo Th17 (BETTELLI et al., 2006; FUJIMOTO et al., 2011; 

KIMURA; KISHIMOTO, 2010; VELDHOEN et al., 2006; YANG et al., 2008). Em 

resumo geral, os dados apresentados no Artigo 1 sugerem que a IL-6 pode ser um 

importante alvo terapêutico. Essa abordagem não é nova em doenças autoimunes. 

Em pacientes com artrite reumatoide, o bloqueio do IL-6R através do tocilizumab se 

mostrou um tratamento eficiente (SHETTY et al., 2014). Outro anticorpo, dessa vez 

contra a própria IL-6, o sirukumab, está passando por diferentes estudos de fase III 

para tratamento da artrite reumatoide (REICHERT, 2016).  

Da mesma forma, os achados obtidos no Artigo 2 também sinalizam o impacto 

negativo que eventos ambientais podem exercer na EM por favorecer a produção de 

IL-6, como o estresse.  

Assim como em outras doenças autoimunes, a patogênese da EM deve ser 

influenciada pela ocorrência de transtornos de humor (MOHR et al., 2004; 

STOJANOVICH; MARISAVLJEVICH, 2008; WELSH et al., 2009). Uma associação 

clara entre a ocorrência de eventos de grande estresse e desenvolvimento da EM têm 

sido identificada em 70 a 80% dos pacientes (MOHR et al., 2004; SCHUMANN et al., 

2012). Sabe-se que durante o estresse, o comportamento funcional das células T 

pode ser mediado por um conjunto de neurotransmissores, como a dopamina (DA), a 

principal catecolamina produzida no SNC, uma vez que as células T humanas 

expressam todos os subtipos de receptores para a DA. Portanto, a segunda parte de 

minha tese de doutorado foi investigar o papel dessa catecolamina em modular o 

status funcional das células T de pacientes com EM. 

No trabalho publicado na revista Brain, Behavior and Immunity (2014) (Artigo 

2) nós demonstramos que a dose usada, relacionada ao estresse, da DA foi capaz de 

amplificar, in vitro, a produção de IL-17 pelas células T CD4+ e T CD8+ ativadas 

policlonalmente e obtidas de pacientes com EM (FERREIRA et al., 2014b). 

Adicionalmente, essa catecolamina elevou a produção de IL-6 por monócitos dos 
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pacientes ativados com LPS. Essas células responsivas à DA mostraram-se mais 

resistentes a inibição à hidrocortisona (HC), o que foi parcialmente revertido após a 

adição de tocilizumab às culturas (FERREIRA et al., 2014b). Essa capacidade da HC 

em inibir a resposta inflamatória na presença do tocilizumab foi associada a um 

aumento na produção de IL-10. Sabe-se que os corticoides são capazes de induzir a 

produção dessa citocina anti-inflamatória por diferentes células do sistema imune 

(MOZO; SUÁREZ; GUTIÉRREZ, 2004; XYSTRAKIS et al., 2006). Esses resultados 

sugerem que o aumento da IL-6 pela DA possa ser um importante mecanismo pelo 

qual essa catecolamina, em excesso, é deletéria na EM. Como o estresse é conhecido 

em aumentar os níveis de DA no cérebro (ABERCROMBIE et al., 1989) e na periferia 

(BENESICS et al., 1997; MIGNINI; STRECCIONI; AMENTA, 2003), a habilidade 

dessa catecolamina em aumentar IL-6 pode ajudar a explicar, ao menos em parte, 

porque o estresse é um fator de risco para a EM (ARTEMIADIS; ANAGNOSTOULI; 

ALEXOPOULOS, 2011),  

Em contraste com o nosso trabalho, um artigo publicado recentemente mostrou 

a DA inibindo o fenótipo Th17 em pacientes com EM-RR, em um fenômeno mediado 

por DAR II (MELNIKOV et al., 2016). Nesse trabalho, os níveis séricos de DA estavam 

diminuídos durante as recidivas quando comparado à remissão, assim como as 

células Th17. No entanto, as PBMC dos pacientes com recidivas produziram mais IL-

17 e IFN-γ quando comparados aos em remissão (MELNIKOV et al., 2016). De forma 

interessante, a adição de DA a culturas de PBMC diminuiu a produção de IL-17 e IFN-

γ nos pacientes, independente da presença de recidivas nesses pacientes. Essa 

diminuição provavelmente ocorreu via DAR II, uma vez que o uso de sulpirida, uma 

antagonista dos DAR II, aumentou a produção de IL-17 nos grupos experimentais 

(MELNIKOV et al., 2016). 

As diferenças entre esse trabalho e o nosso podem ser relativas a diferentes 

condições experimentais, como estímulo policlonal usado para ativar as células T 

(PHA e anticorpos anti-CD3 e anti-CD28) e doses de DA usadas (10-6 e 10-5 M). 

Porém, a diferença que mais chama atenção é que o estudo de Melnikov (2016) foi 

conduzido em uma coorte de indivíduos com EM que estavam sob tratamento de IFN-

β ou de acetato de glatirâmer, enquanto a coorte do nosso trabalho não estava sendo 

tratada por pelo menos três meses (FERREIRA et al., 2014b; MELNIKOV et al., 2016). 

Essa diferença sugere fortemente que o tratamento com as TMD age também, de 

forma direta ou indireta, mudando o padrão de resposta à DA, talvez por alterar o 
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padrão de expressão de receptores para DA. Em animais, foi mostrado que o 

tratamento com agonista de DAR II induziu a expressão de fatores de transcrição 

relacionados com os fenótipos Th2 e Treg, mas com diminuição na proliferação e a 

secreção de IFN-γ pelas células T em resposta à concanavalina A, sugerindo uma 

possível inibição do fenótipo Th1 (HUANG et al., 2010, 2016). Em consonância com 

esses dados, o tratamento com agonista de DAR I diminuiu a secreção de IFN-γ, mas 

não levou a diferença significativa na proliferação mediada por concanavalina A 

(HUANG et al., 2010). Entretanto, em outro estudo realizado em camundongos, foi 

observado que a estimulação via TCR induz a expressão de D3 em células T CD4+, 

favorecendo a diferenciação do fenótipo Th1, além de favorecer, por vias 

desconhecidas, o fenótipo Th17 em modelo experimental de colite com transferência 

adotiva (CONTRERAS et al., 2016). Nesse sentido, além do tipo de célula, o receptor 

em específico, mais do que o subgrupo parece exercer influência na resposta imune. 

Em acordo com os nossos dados, estudo por Nakano e colaboradores 

demonstrou que agonistas de DAR I são capazes de induzir a produção de IL-17 

células T CD4+ de pacientes com artrite reumatoide, um evento que foi dependente de 

IL-6 (NAKANO et al., 2011). Esse trabalho sugere que a DA, liberada por DCs, induz 

o eixo IL-6/Th17 agravando a doença autoimune reumatológica.  

Além do estrese, doenças infecciosas têm sido associadas à EM (CHEN et al., 

2017; COMPSTON; COLES, 2008; PANITCH, 1994; STEELMAN, 2015). Dois 

mecanismos não excludentes têm sido descritos para explicar a associação entre 

doenças infecciosas e autoimunidade, mimetismo molecular (CHASTAIN; MILLER, 

2012; CUSICK; LIBBEY; FUJINAMI, 2013), e ativação inespecífica da resposta imune 

que auxiliam na quebra de tolerância imunológica (FUJINAMI et al., 2006; MCCOY; 

TSUNODA; FUJINAMI, 2006). Com relação a EM, alguns estudos têm documentado 

uma relação estreita entre a infecção pelo vírus Epstein-Barr (EBV – Epstein-Barr 

virus) com EM (BELBASIS et al., 2015). Lünemann e colaboradores (2008) 

demonstraram que as células Th1 específicas para o antígeno nuclear 1 do EBV 

(EBNA 1 - Epstein-Barr nuclear antigen 1) também eram capazes de reconhecer, in 

vitro, antígenos da bainha de mielina (LÜNEMANN et al., 2008). Entretanto, infecção 

por EBV tem sido igualmente associada a outras doenças autoimunes, tais como 

lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumatoide e síndrome de Sjögren (IGOE; 

SCOFIELD, 2013; JIMÉNEZ-DALMARONI; GERSWHIN; ADAMOPOULOS, 2015; 

LOSSIUS et al., 2012). Além disso, infecções pelo vírus Influenza também têm sido 
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associadas ao modelo experimental da EAE (BLACKMORE et al., 2017; CHEN et al., 

2017) e à própria EM (OIKONEN et al., 2011). Esses achados não excluem, mas 

sugerem que o mimetismo molecular não deve ser o principal mecanismo pelo qual 

doenças infecciosas impactam no desenvolvimento e exacerbação de doenças 

autoimunes. Mais recentemente, vários estudos têm demonstrado o papel adjuvante 

de padrões moleculares associados aos patógenos (PAMP – pathogen-associated 

molecular patterns) e o risco de autoimunidade em indivíduos com predisposição 

genética (CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2015; HERNÁNDEZ-PEDRO et al., 2016). 

Muitos PAMP têm potente efeito adjuvante na resposta imune inata com 

impacto na imunidade específica por favorecer a diferenciação e expansão de clones 

de células T potencialmente patogênicas no contexto de distúrbios inflamatórias 

(GOVERMAN, 2009; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004; YEN et al., 2015; ZOZULYA et 

al., 2010). Os PAMP medeiam seus efeitos através de sua ligação aos receptores de 

reconhecimento de padrão (PRR – pattern recognition receptors), tais como os 

membros da família de receptores do tipo Toll (TLRs – Toll-like receptors) (TAKEDA; 

AKIRA, 2005).  

No contexto da ativação das células T, o status funcional das APCs estimuladas 

por diferentes PAMPs pode determinar o tipo de resposta imune adquirida que será 

montada (CARRENO; COLLINS, 2002; CROFT, 2003). Além de elevar a expressão de 

importantes moléculas co-estimuladoras, tal como B7.1 (CD80), a habilidade de diferentes 

PAMPs em induzir padrões polarizados de citocinas irá impactar no fenótipo das células 

T ativadas (IWASAKI; MEDZHITOV, 2004). Sendo assim, ligantes de TLRs capazes de 

induzir a produção de IL-23, IL-1β e IL-6 favorecem a diferenciação de células T CD4+ 

envolvidas em desordens inflamatórias, tal como a EM (SHI et al., 2013). Entretanto, as 

células T humanas ativadas (BENDIGS et al., 1999; MARSLAND; KOPF, 2007; MERCIER 

et al., 2009; RUDD et al., 2008), à semelhança das células da imunidade inata, expressam 

TLR, sugerindo que PAMPs podem também modular diretamente o seu status funcional.  

Em nosso último trabalho (Artigo 3), publicado na revista Immunology, nós 

observamos que a porcentagem de células T CD4+ e T CD8+ circulantes capazes de 

expressar TLR2, TLR4 e TLR9 foi superior nas amostras dos pacientes com EM quando 

comparado ao grupo de indivíduos saudáveis. Infelizmente, pela falta de reagentes não 

foi possível avaliar a expressão de outros membros da família TLR, o que pretendemos 

fazer no futuro próximo. Outra limitação foi a impossibilidade de avaliar a porcentagem 
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dessas células que expressam simultaneamente TLR2, TLR4 e TLR9, desde que todos 

eram lidos no mesmo canal do citômetro.  

Estudos sugerem que a expressão de TLR em células T tem implicação na indução 

e gravidade de doenças autoimunes. Em humanos, a expressão de TLR em linfócitos T 

estão envolvidos na patogênese de lúpus eritematoso sistêmico (CHRISTENSEN; 

SHLOMCHIKA, 2007), da artrite reumatoide (THWAITES; CHAMBERLAIN; SACRE, 

2014) e das desordens do espectro da neuromielite óptica (BARROS et al., 2017). No 

modelo experimental da EM, células T CD4+ deficientes na expressão de TLR2 

apresentaram uma forma mais branda da doença (MIRANDA-HERNANDEZ et al., 2011; 

REYNOLDS et al., 2010). Estudo recente por Zastepa e colaboradores demonstrou que 

expressão sustentada de TLR2 e TLR4 após a ativação policlonal das células T CD4+ 

virgens de pacientes com EM foi observada nos pacientes que evoluíram mais rápido para 

a forma progressiva da doença, caracterizada pela perda progressiva e irreversível das 

funções neurológicas (ZASTEPA et al., 2014). Essa relação pode estar ligada ao perfil 

fenotípico no qual essas células se diferenciam. 

Nesse contexto, no nosso estudo, a porcentagem de células T CD4+ e T CD8+ 

capazes de expressar TLR2, TLR4 ou TLR9 e de produzir simultaneamente IL-17 e IFN- 

ou IL-17 e IL-6 foi diretamente correlacionada com o número de lesões cerebrais ativas e 

grau de incapacidade neurológica. Esses achados sugerem que diferentes fenótipos de 

células Th17 capazes de expressar TLR podem contribuir para a patogênese da EM. 

Ademais, em acordo com os nossos dois primeiros artigos (FERREIRA et al., 2014a, 

2014b), a IL-17 e a IL-6 continuam se relacionando com parâmetros clínicos da doença. 

Um achado interessante observado pelo nosso grupo foi a relação entre gravidade da EM 

com a porcentagem das células T que expressam TLR2, TLR4 ou TLR9 e produzem IL-

17 em associação com IFN-. De fato, ao menos dentro do compartimento dos linfócitos 

T CD4+ humanos, células Th17 patogênicas têm sido identificadas pela co-expressão de 

CCR6 e CXCR3 e pela produção simultânea de IL-17 e IFN- (GHORESCHI et al., 2010). 

Esse subtipo de célula Th17 induziu uma encefalite desmielinizante mais grave nos 

camundongos com EAE, quando comparado aos animais que receberam linhagens de 

células Th17 clássicas (GHORESCHI et al., 2010). Apesar dessas células estarem 

presente em pequena quantidade no LCR e no sangue dos pacientes com EM, sua 

presença tem sido associada às recidivas clínicas (BRUCKLACHER-WALDERT et al., 

2009). Estudo prévio publicado pelo nosso grupo (DA COSTA et al., 2016), linfócitos T 
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CD4+ e T CD8+ totais que produzem IL-17 em associação com IFN- foram diretamente 

associados à pontuação da escala do EDSS. Coletivamente, esses dados sugerem que 

células T IL-17+ IFN-+, que expressam ou não TLRs, devem contribuir na patogênese da 

EM quando em contato com os seus respectivos ligantes. 

Em nosso terceiro artigo (Artigo 3), dentre os PAMPs testados em culturas de 

células T CD4+ e T CD8+ obtidos do sangue periférico dos pacientes com EM, o 

PAM3CSK4 destaca-se pela sua habilidade em favorecer, diretamente, a produção de 

citocinas relacionadas ao fenótipo Th17, mas não da IL-10. Parece que ligantes de TLR2, 

de fato, tendem a favorecer não só a transcrição do gene da IL-17 nas células T CD4+, 

mas também os genes para IL-17F, IL-21 e CCR6 (REYNOLDS et al., 2010). Por outro 

lado, Nyirenda e colboradores demonstraram que esse ligante de TLR2/TLR1 não apenas 

bloqueou diretamente a capacidade das células Tregs ativadas via TCR de produzir IL-10, 

como também elevou a resistência das células T efetoras em cultura à inibição pelas Tregs 

(NYIRENDA et al., 2011, 2015). Esse efeito sobre as Tregs dos pacientes com EM 

mantidas em cultura na presença de ligante de TLR2 foi parcialmente dependente da 

produção de IL-6 (NYIRENDA et al., 2015).  

Em acordo com os nossos dados obtidos pela fenotipagem, a presença de células 

T CD4+ e T CD8+ capazes de produzir IL-6 em resposta aos ligantes de TLR2 e TLR4 foi 

diretamente correlacionada aos parâmetros clínicos dos nossos pacientes com EM. A 

mesma correlação foi observada quanto aos níveis de IFN- produzidos pelos linfócitos T 

CD4+ e T CD8+quando mantidos apenas na presença de Pam3CSK4. Adicionalmente, as 

células T CD4+ dos pacientes com maior atividade neurológica da doença produziram 

maiores níveis de GM-CSF em resposta ao ligante de TLR2. Esses achados sugerem que 

produtos microbianos capazes de sinalizar via TLR2 podem impactar no prognóstico da 

EM por favorecer a produção do GM-CSF, um fator hematopoiético produzido pelas 

células T encefalitogênicas (RASOULI et al., 2015; RESTORICK et al., 2017; SPATH et 

al., 2017). Com relação ao ligante de TLR9, a adição do ODN induziu os menores níveis 

de citocinas pelas células T CD4+ e T CD8+ dos pacientes com EM, e nenhuma correlação 

com a gravidade da doença foi observada (dados não mostrados). Entretanto, resultados 

preliminares obtidos pelo nosso grupo mostram que esse PAMP aumentou a produção de 

citocinas relacionadas ao fenótipo Th17 em culturas de células T CD4+ e T CD8+ ativadas 

com anti-CD3/anti-CD28 (dados não mostrados). Isso sugere que, à semelhança de 
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outros PAMPs, ODN é capaz de co-estimular a ativação das células T via TCR (MERCIER 

et al., 2009; MORTEZAGHOLI et al., 2017). 

Enquanto o TLR4 e o TLR9 reconhecem, respectivamente, LPS bacteriano e DNA 

bacteriano e viral, o TLR2 é necessário para o reconhecimento de moléculas de origem 

microbiana de vários tipos diferentes de micro-organismos, como bactérias Gram-

positivas ricas em ligantes de TLR2, como Clostridium perfringens, recentemente 

associada às doenças do espectro da neuromielite óptica (NMOSD - neuromyelitis optica 

spectrum disorder), outra doença autoimune neurodegenerativa (CREE et al., 2016; 

VARRIN-DOYER et al., 2012). De forma interessante, a disbiose com grande proliferação 

de espécies comensais pertencentes ao cluster Clostridia foi observada em pacientes com 

EM (MIYAKE et al., 2015). A excessiva presença de ligantes de TLR2 nessas bactérias é 

conhecida por participar na indução de colite em modelos experimentais de doença 

inflamatória intestinal (NAKANISHI; SATO; OHTEKI, 2014). Esses achados sugerem o 

impacto deletério da translocação microbiana na EM. Finalmente, a presença de ligantes 

endógenos de TLRs, chamados padrões moleculares associados ao dano (DAMP – 

danger-associated molecular patterns), poderia também contribuir para a EM. Na EM, 

HSP70 é um DAMP altamente expresso nas lesões cerebrais (AQUINO et al., 1997), que 

se liga à MBP formando um complexo imunogênico (LUND et al., 2006) capaz de 

influenciar a indução da EAE (MANSILLA et al., 2014).  

Em conclusão, nossos dados, embora preliminares, sugerem que a expansão de 

diferentes fenótipos Th17-like expressando TLR2, TLR4 e TLR9 estão associados com a 

gravidade da EM, e revelam a capacidade particular de ligantes de TLR2, especialmente 

do dímero TLR2/TLR1, de induzir diretamente a produção de citocinas implicadas nas 

lesões cerebrais ativas e incapacidades neurológicas. Esse estudo é importante, porque 

nós acreditamos que os dados apresentados nessa tese ajudem a explicar os 

mecanismos pelos quais micro-organismos impactam negativamente na autoimunidade, 

o que pode ajudar a criar novas estratégias terapêuticas para os pacientes com EM. 
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CONCLUSÕES 

 

 

o Nossos resultados sugerem que a IL-6, ao se ligar ao IL-6R, pode estar 

relacionada com a patôgenese da EM por aumentar a secreção de IL-17 e 

diminuir a secreção de IL-10, além de comprometer a eficiência de 

glicocorticoides em inibir as células T efetoras, especialmente, nas células T 

CD8+. 

o Elevados níveis de dopamina (DA), por elevarem a produção in vitro de TNF-

α, IL-6, IL-21 e IL-17 e diminuirem a liberação de IL-10 e TGF-β pelas células 

T ativadas de pacientes com EM, podem favorecer a desregulação imune 

associada ao desenvolvimento e recidivas da EM nos pacientes com a forma 

remitente-recorrente. 

o Muitos dos efeitos adversos da DA nos linfócitos T dos pacientes com EM foram 

associados à habilidade dessa catecolamina em amplificar a produção, in vitro, 

de IL-6 pelas células acessórias. 

o Além disso, a DA elevou, por um mecanismo dependente de IL-6, a resistência 

das células T efetoras à inibição pela HC, principalmente no compartimento das 

células T CD8+. 

o A expansão de subtipos de células Th17 capazes de expressar TLR2, TLR4 ou 

TLR9 e de produzir IL-17 associada à IL-6 ou ao IFN-γ foi diretamente 

correlacionada a parâmetros clínicos relacionados à gravidade da EM. 

o As células T CD4+ e T CD8+ dos pacientes com EM foram capazes de 

responder, in vitro, diretamente aos diferentes ligantes de TLR2, TLR4 e TLR9 

liberando diferentes citocinas. Entretanto, a produção de citocinas inflamatórias 

relacionadas aos fenótipos de células T encefalitogênicas foi superior nas 

culturas estimuladas com o ligante sintético do dímero TLR2/TLR1. 

o Dentre todas as citocinas liberadas pelas células T em respostas aos diferentes 

PAMPs, os níveis de IL-6 e IL-17 em resposta ao ligante de TLR2 foram 

diretamente associados aos parâmetros clínicos. Ademais, células T CD4+ de 

pacientes com piores índices clínicos responderam ao ligante de TLR2 

liberando maiores níveis de IFN-γ e GM-CSF. 
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Em resumo, nossos dados obtidos durante o desenvolvimento dessa tese 

sugerem que a eventos que aumentem a produção de IL-6, tais como infecções e 

eventos psiquiátricos que elevem dopamina, devem impactar negativamente na 

esclerose múltipla por favorecer a expansão de células Th17 patogênicas e danificar 

o status funcional das células T reguladoras.  
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