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RESUMO

Vieira, M.M. Estudo do perfil funcional das células T de pacientes com Esclerose Multipla e
sua relacdo com o grau de incapacidade neuroldgica e resposta in vitro ao glicocorticoide.
2013. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de janeiro, 2013.

A esclerose multipla (EM) é uma doenca progressiva autoimune que afeta o sistema
nervoso central tendo como alvos peptideos das proteinas dos oligodendrdcitos, célula
formadora da bainha de mielina. Apesar de estudos sobre eventos imunes conduzidos em
pacientes com EM na fase ativa da doenca terem demonstrado o envolvimento das células
Th17 na imunopatogénese, poucos dados existem sobre o perfil imune desses individuos
durante a fase de remissdo. Nesse sentido, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar aspectos
funcionais das células T de pacientes com EM recorrente-remitente (EM-RR) na fase de
remissao clinica e sua relacdo com o grau de incapacidade neuroldgica e resposta in vitro a
hidrocortisona (HC). Nossos resultados demonstraram que a proliferacdo de células T
induzida por fitohemaglutinina foi inferior nas culturas de pacientes com EM-RR, quando
comparada a individuos saudaveis. A HC, no entanto, foi menos eficaz em reduzir a
proliferacdo das células T nas culturas obtidas dos pacientes com EM-RR. Dentre as citocinas
do tipo Thl (IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4 e IL-5), apenas a producdo de IL-2 foi
significativamente inferior nas culturas contendo células T policlonalmente ativadas dos
pacientes. Por outro lado, a producéo de citocinas relacionadas ao fenétipo Thl7, TNF-a, IL-6
e IL-17, foi significativamente superior nas culturas dos pacientes com EM-RR, quando
comparado ao grupo controle. Apesar dessa maior producéo de IL-17 observada nas culturas
dos pacientes, nenhuma diferenca foi observada, entre 0s dois grupos, quanto a producdo de
citocinas anti-inflamatorias, a IL-10 e o0 TGF-f. Entretanto, a adicdo de HC foi menos eficaz
em reduzir a producdo de IL-17 pelas culturas de células dos pacientes com EM-RR.
Finalmente, a maior tendéncia em montar uma resposta tipica Th17 nos pacientes foi
diretamente relacionada tanto a maior producdo in vitro de IL-23 e IL-6 por mondcitos
estimulados com LPS, quanto a maior dosagem in vivo de LPS. Em resumo, nossos resultados
demonstram que, mesmo na remissdo clinica, citocinas relacionadas ao fen6tipo Th17 séo
dominantes em culturas de células T de pacientes com EM-RR e que essa forte tendéncia deve
estar relacionada, a0 menos em parte, a maior sensibilizacdo das células da imunidade inata
pelo LPS circulante e a menor sensibilidade a inibicao pelos glicocorticoides.

Palavras-chave: Esclerose Multipla. Glicocorticéide. Th17. Mondcitos. LPS.



ABSTRACT

The multiple sclerosis (MS) is a progressive autoimmune disease of central nervous
system, having by targets the peptides of the oligodendrocytes proteins, cell responsible for
the formation of the myelin sheath. Although studies about the immune events in MS patients
during clinical relapses have demonstrated the involvement of Thl7 cells in the
immunopathogenesis, few data are available concerning the immune profile from these
patients during remission phase. In this context, the objective of this study was evaluate
functional aspects of T cells from remittent-recurrent MS (RR-MS) patients during the
clinical remission and their relationship with neurological disabilities and the in vitro
hidrocortisone (HC) response. Our results demonstrated that T cell proliferation induced by
phytohemagglutinin (PHA) was lower in cell cultures from RR-MS patients, as compared
with healthy individuals. The HC, however, was less potent in reducing T cell proliferation in
cell cultures from RR-MS patients, as compared with control group. Among Thl (IFN- y and
IL-2) and Th2 (IL-4 e IL-5) cytokines, only the production of IL-2 was significantly lower in
cultures containing policlonally-activated T cells from patients. On the other hand, the
production of Th17-related cytokines TNF-a, IL-6 and IL-17 was significantly higher in cell
cultures from RR-MS patients, as compared with control group. Although higher I1L-17
production in cell cultures from patients, no difference was observed with regard to anti-
inflammatory cytokines production, IL-10 and TGF-f, between the two groups studied.
Nevertheless, the addition of HC was less efficient in reducing IL-17 production by cell
cultures from RR-MS patients. Finally, higher tendency in mounting Th17 response in
patients was directly related to both higher LPS-induced in vitro 1L-23 and IL-6 production by
monocytes and higher in vivo LPS dosage. In summary, our results demonstrated that, even
during clinical remission, Th17-related cytokines are dominant in T cells cultures of RR-MS
patients, and this strong tendency should be related, at least in part, to higher sensibilization of
innate immune cells by peripheral LPS and lower sensibility to inhibition to glucocorticoids.

Keywords: Multiple Sclerosis. Glucocorticoid. Th17. Monocytes. LPS.
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INTRODUCAO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca progressiva autoimune que afeta o sistema
nervoso central (SNC) causando destruicdo da bainha de mielina, estrutura fundamental na
transmissdo do impulso nervoso (Adams; Victor, 1989). A EM pode envolver qualquer parte
do SNC, de modo que a lista de sinais e sintomas pode ser infinita (Haegert; Swift; Benedikz,
1996). Caracteristicamente a doenca é descrita como disseminada no tempo e no espaco, 0
que implica comprometimento de diversas areas do SNC e em épocas diferentes. A EM afeta
principalmente adultos jovens, entre 20 a 40 anos de idade, e leva a significante disfuncdo
neuroldgica. A doenca é mais comum em mulheres, e estima-se que no mundo mais de 2
milhGes de pessoas tenham EM.

Com etiologia multifatorial, eventos imunoldgicos e ambientais podem contribuir
direta ou indiretamente para a determinacdo da evolucédo clinica da doenca. Passados alguns
anos, os principais esforcos tém sido concentrados na elucidacdo dos eventos imunes
envolvidos na inducdo, especificidade antigénica e regulacdo na fase aguda em modelos
experimentais da EM em camundongos, a chamada encefalomielite autoimune experimental
(EAE, do inglés “experimental autoimmune encephalomyelitis”). Por outro lado, em humanos
poucos artigos referentes a avaliacdo imunofuncional do paciente com EM foram
particularmente conduzidos em pacientes na fase ativa da doenca. Um estudo dos aspectos
imunes na fase de remissdo pode ajudar, no entanto, a predizer o curso natural da doenca
assim como contribuir na identificacdo de marcadores preditivos da resposta a terapéutica

durante as recaidas clinicas.

Esclerose multipla: a doenca

Na maioria dos pacientes a doenca se manifesta clinicamente como uma sindrome
isolada sugestiva de EM, tipicamente com neurite Optica, sindrome tronco-encefélico ou
mielite. Com o estabelecimento da EM, a doenca pode seguir diferentes cursos: recorrente-
remitente (RR), progressiva primaria (PP) e progressiva secundaria (PS) (Shibasaki;
McDonald; Kuroiwa, 1981). A forma RR é diagnosticada na maioria dos casos de EM (>
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80%) e caracteriza-se por apresentar episodios agudos de comprometimento neurolégico, com
duracdo minima de 24 horas e com no minimo trinta dias de intervalo entre cada surto
(Schumacher et al., 1965). A forma PS representa, na verdade, uma progressao da forma RR.
O que dispara a mudanca de uma forma mais inflamatoria e responsiva a terapia
imunossupressora para uma forma secundaria progressiva, neurodegenerativa e refrataria ao
tratamento ndo é conhecido. A forma PP é caracterizada por um curso progressivo ja seguindo
a primeira manifestacdo da doenca e é totalmente refrataria ao tratamento correntemente
disponivel.

Os sintomas iniciais mais comuns compreendem alteracfes piramidais, sensitivas e
cerebelares, conhecidas como sinais maiores, e manifestacfes visuais e esfincterianas, ditos
menores (Poser; Poser, 1983). Os sinais piramidais englobam fraqueza, espasticidade, sinais
de liberacdo piramidal. As alteracdes cerebelares podem ser divididas em comprometimento
do equilibrio e da coordenacdo. Os principais disturbios visuais sdo diminui¢do da acuidade
visual, diplopia e escotomas, quase sempre reconhecidos como embacamento visual. O
comprometimento esfincteriano apresenta-se sob a forma de incontinéncia ou retencdo
urinaria e fecal. A fadiga, que costuma estar associada a ansiedade e depressao, é uma queixa
muito comum e pode ser o0 sintoma mais limitante. Alteracbes cognitivas podem acometer de
13% a 65% dos pacientes com EM. A aplicacdo sistematica de testes neuropsicolégicos revela
especialmente alteracdo de memoria.

Seguindo a avaliacdo da extensdo dos disturbios nos sistemas funcionais (SFs, Quadro
1), os pacientes com EM séo estadiados utilizando a escala chamada Expanded Disability
Status Scale (EDSS) (Tabela 1), que mede o grau de incapacidade neuroldgica do paciente
(Kurtzke, 1983). O EDSS possui 10 itens com valores variando de 0 a 10, com pontuagédo
aumentando em meio ponto conforme o grau de incapacidade do paciente, dando maior
enfoque a capacidade de deambulacéo do paciente (principalmente quando o EDSS ¢ > 4,0).
Esta classificacdo vai desde o normal, que € zero, até a incapacidade méaxima, quando o valor

do EDSS é superior a 6.
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Quadro 1. Os sistemas funcionais avaliados no ambito da escala EDSS

v Funcbes Piramidais - movimento voluntario

\

Funcdes do Tronco-cerebral - movimento dos olhos, sensacdo e movimento da face,
engolir

Funcdes Visuais (ou Opticas)

Funcbes Cerebrais (ou Mentais)- meméria, concentracao, humor

Funcbes Cerebelares - coordenacdo do movimento ou equilibrio

Funcdes Sensitivas

Funcdes Intestinais e Vesicais

AN NN NN

Outras Fungdes - incluindo a fadiga




Tabela 1. A Escala EDSS?.

DSS

Déficit neuroldgico

Exame neuroldgico normal

Auséncia de incapacidade funcional e exame com achados anormais
minimos

Incapacidade funcional minima em apenas um sistema funcional

Capaz de andar sem ajuda, mas com incapacidade moderada em um
dos sistemas funcionais

Capaz de andar sem ajuda pelo menos 500 metros, mas tem
incapacidade grave em um dos sistemas funcionais

Capaz de andar sem ajuda pelo menos 200 metros, mas a incapacidade
é muito grave para estar apto para o trabalho a tempo inteiro

Precisa de uma bengala, muleta ou outra ajuda para andar 100 metros,
COM OU Sem pausas

N&o consegue andar mais de 5 metros, mesmo com ajuda, pode mover
a cadeira de rodas e transferir-se sem ajuda

Restringido a cadeira, cama ou cadeira de rodas, bragos funcionais mas
necessita de assisténcia para a transferéncia

Acamado e totalmente dependente, bracos nao funcionais, mas pode
comer e falar

Morte devida a EM (muito raro)

'Expanded Disability Status Scale (Kurtze, 1983)

Imunohistopatologia da esclerose multipla

18

A EM é caracterizada por desmielinizacdo, inflamagdo multifocal e perda axonal e de

oligodendrdcitos (Adams; Victor, 1989). Macroscopicamente as lesdes sdo identificadas na

ressonancia como placas acinzentadas de tamanhos variados (Adams; Victor, 1989). (Figura

1) As placas antigas apresentam-se bem demarcadas, enquanto as mais novas, por causa do
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edema, possuem limites imprecisos. Em casos de longa duracéo, nota-se atrofia cerebral com

alargamento dos ventriculos laterais.

Plaques

Healthy brain Brain with damage (lesions
or plaques) caused by MS

Figura 1. Placas caracteristicas de lesdes por EM mostradas em ressonancia.

Achados a partir das amostras de tecido cerebral e medular de pacientes que veio a
Obito por EM revelaram um acumulo perivascular de células T oligoclonais consistindo de
linfocitos T CD4" e T CD8", mondcitos e células B ocasionais com infrequentes plasmacitos
(Steinman, 2001). Linfécitos T podem ser encontrados também na matéria branca
aparentemente normal adjacente as lesdes agudas. Por outro lado, os macr6fagos sdo mais
proeminentes no centro das placas contendo fragmentos de mielina onde a contagem de
oligodendradcitos € reduzida (Lucchinetti et al., 2000). Nas lesdes ativas cronicas, o infiltrado
inflamatdrio celular € menos proeminente e é largamente restrito a borda da placa, sugerindo a
presenca de uma atividade inflamatoria basal (Lucchinetti et al., 2000). Finalmente, placas
com evidéncia escassa de inflamagdo sdo também descritas como lesBes crbnicas inativas
(Lucchinetti et al., 2000).
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Bases imunoldgicas da esclerose multipla: modelo em construcdo

Os linfécitos Thl e Thl7 e a esclerose multipla

A EM ocorre em individuos geneticamente predisponentes seguindo exposicdo a
eventos ambientais que ativam as células T mielina-especificas permitindo que estas ataquem
o0 sistema nervoso central (SNC). Entretanto, muito de nosso conhecimento acerca das bases
moleculares e celulares da imunopatologia da EM tem sido obtido através do modelo
experimental da doenga em camundongos, a encefalomielite autoimune experimental (EAE).
Na cinética da resposta imune celular da EAE, células dendriticas (DCs, do inglés “dendritic
cells”), que sdo consideradas as melhores células apresentadoras de antigeno do sistema
imune (Almolda; Gonzalez; Castellano, 2011), ativam os linfécitos T CD4" e T CD8" contra
antigenos da bainha de mielina no contexto de uma reacdo inflamatdria nos ganglios
paracervicais (Ando et al., 1989). Uma vez ativadas, essas células passam a expressar niveis
elevados de varias moléculas de adesdo e receptores de quimiocinas que facilitam sua entrada
no parénquima cerebral (Kebir et al., 2009). Quanto ao fenotipo, por muitos anos acreditava-
se que as células T CD4" Th1(T helper 1) ativadas pelas DCs seriam as Gnicas implicadas na
imunopatologia da EAE e da EM (Yura et al., 2001).

Células Th1 representam um subtipo funcional de células T CD4" induzido pelas DCs
através da secrecao de interleucina-12 (IL-12) (Zhu et al., 2010). Os linfocitos Thl, quando
ativados, secretam grandes quantidades de IL-2 e interferon-y (IFN-y), e medeiam uma
resposta conhecida como imunidade celular, por envolver, majoritariamente, a ativacdo de
fagdcitos. O IFN-y, porém, ndo apenas aumenta o poder microbicida dos fagocitos humanos
(macrofagos e neutrofilos), como também amplifica a funcéo litica das células assassinas
naturais (NK, do inglés “natural Killer’) e a producdo de anticorpos das classes 1gG1
(imunoglobulina G1) e 1gG3 pelos linfocitos B humanos (Mckinstry et al., 2010). Os eventos
envolvidos na resposta imune celular sdo fundamentais para controlar todas as bactérias e
protozoarios que causam infecgdes intracelulares (Romagnani, 1999). Ademais, por auxiliar
as células T CD8", os linfocitos Thl sdo imperativos numa boa resposta contra virus e
tumores (Obar; Lefrangois, 2010). Nesse sentido, as células T CD8" classicas quando ativadas
pelas DCs se transformam em linfocitos citotdxicos (CTL, do inglés “cytotoxic T

lymphocytes™) (Coquerelle; Moser, 2010). Esses CTLs eliminam células infectadas por virus
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ou transformadas atraves da liberagdo de um poderoso arsenal de proteinas liticas, conhecidas
como perforinas e granzimas, que induzem a morte do alvo por apoptose (Coquerelle; Moser,
2010). (Figura 2)

A descrenca sobre o envolvimento soberano das células Thl como protagonista na
génese da EM veio a partir dos dados publicados em numerosos estudos conduzidos em
camundongos deficientes nas citocinas relacionadas a esse fenétipo de célula T CD4" (Lovett-
Racke; Yang; Racke, 2011). Esses trabalhos demonstraram que animais deficientes em IL-12
e IFN-y desenvolveram quadro severo de incapacidade neurolégica seguindo a inducdo de
EAE (Ferber et al., 1996; Willenborg et al., 1996; Lublin et al., 1993; Chu et al., 2000;
Becher et al., 2002). Em contraste, camundongos deficientes em IL-23 ou em IL-6 eram
completamente resistentes a EAE (Okuda et al., 1998; Cua et al., 2003; Langrish et al., 2005).

A IL-23 é uma citocina crucial para o desenvolvimento de células Th17, uma distinta
linhagem de células T CD4" que € caracterizada pela producdo de I1L-17 (também conhecida
como IL-17A), IL-17F e IL-22 e IL-21 (Gutcher; Becher, 2007) (Figura 2). A habilidade das
células Th1l7 em produzir essas citocinas inflamatdrias e sua capacidade em induzir outras
células a sintetizar IL-6, metaloproteinases de matriz e CXCL8 (IL-8), potente quimioatraente
de neutréfilos, sugere que esses linfocitos Th possam contribuir para dano neuronal
caracteristico da EM (Miossec, 2009).

Indicios sobre a participagdo das células Th17 em pacientes com EM também tem sido
descritos em estudos clinicos (Brucklacher-Waldert et al., 2009). Elevados niveis de
transcritos de RNA mensageiro para IL-17 foram detectados nas lesdes cronicas de pacientes
com EM, quando comparado com as lesdes agudas (Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011;
Matusevicius et al., 1999; Lock et al., 2002). Niveis séricos e liquoricos elevados de
metaloproteinase do tipo 9 nos pacientes com EM foram diretamente relacionados ao
rompimento da bainha hemato-encefalica e a atividade clinica e radiologica da doenca
(Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011). Ademais, a migracdo das células Th17 para o SNC €
facilitado pela expressao, nesses linfocitos, da molécula CCR6 (Revel et al., 1995). O ligante
do CCR®, a quimiocina CCL20, é expressa constitutivamente pelas células epiteliais do plexo
cordide em humanos (Wolburg; Paulus, 2010). Evidéncias a partir de estudos de imagem
confirmam que o espago subaracnoide é o primeiro sitio onde as células T CD4", previamente
ativadas na periferia, s@o reativadas (Wolburg; Paulus, 2010). Quando dentro do parénquima

cerebral e medular, a producéo in situ de niveis elevados de citocinas inflamatdrias por esses
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linfocitos induz a expressdo de diferentes moléculas de adesdo e produgdo de quimiocinas
pelas células endoteliais perivasculares, amplificando assim o recrutamento de outras células
T para o espaco perivascular (Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011). Perifericamente, expressdo
elevada de IL-17 e IL-6 tem sido detectada nas células mononucleares de pacientes durante as
recaidas clinicas (Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011), assim como a frequéncia de células
Th17 aumenta significativamente no liquor de pacientes com EM-RR durante as crises
clinicas (Brucklacher-Waldert et al., 2009).

Apesar dos dados atuais apontarem um maior envolvimento dos linfocitos Th1l7 na
fisiopatogenia da EM, para a maioria dos pesquisadores, as citocinas produzidas por Thl
continuam sendo importantes no dano neuronal. Niveis elevados de IL-12, citocina envolvida
na inducdo de Th1l, tém sido detectados nos sangue periférico de pacientes com EM em surto
clinico e tém sido correlacionados ao déficit neuroldgico, medido pelo EDSS (Brucklacher-
Waldert et al., 2009; Skurkovich et al., 2001). O IFN-y, citocina classica do fendtitipo Thl,
induz apoptose de oligodendrdcitos humanos, e nas lesbes da EM, a expressdo de IFN-y co-
localiza-se com oligodendrécitos em apoptose (Kebir et al., 2009). Ademais, no modelo EAE,
apesar da transferéncia de células Th17 induzir uma doenga mais severa, camundongos que
receberam células Th1l mielina-especificas também apresentaram um certo grau de déficit
neuroldgico (Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011). Para alguns autores, no inicio dos surtos
clinicos citocinas relacionadas tanto ao fen6tipo Thl quanto Th17 parecem estar envolvidas
nas lesbes medulares (Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011). Entretanto, a medida que a doenca
progride, células produtoras de IL-17 passam a ser dominantes no infiltrado inflamatorio
(Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011). Esses resultados sugerem, portanto, que ambos fen6tipos
de células T CD4" contribuem, com cinéticas diferentes, no curso da doenga.

Finalmente, além das células T CD4", os linfocitos T CD8" devem executar um papel
importante na imunopatologia da EM. Por exemplo, estudos tém demonstrado que o
desenvolvimento de novas lesdes no SNC tem sido principalmente correlacionado com o
nivel de infiltracio medular de células T CD8" periféricas, melhor do que células T CD4"
(Bjartmar; Wujek; Trapp, 2003). Os mecanismos lesivos mediados pelos linfocitos TCD8" no
processo de desmielinizacdo envolvem a direta liberagcdo de proteinas toxicas, as perforinas e
granzimas, e a secrecdo de IFN-y, fator de necrose tumoral o (TNF-a) e IL-17 que induzem,
por exemplo, a producdo de radicais livres derivados do oxigénio conduzindo a morte dos

oligodendraocitos (Bjartmar; Wujek; Trapp, 2003).
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Figura 2. Ativacdo, diferenciacéo e funcio efetora das células T CD4".

Representamos aqui 0s principais fendtipos efetores que as células T CD4" virgens podem assumir
guando ativada por uma célula dendritica imunogénica (DC). A diferenciacdo em Thl , Th2 ou Th17 dependera
principalmente do perfil de citocinas dominante no momento da ativacdo das células T. Nesse sentido, enquanto
a IL-4 favorece a diferenciacio das células T CD4" virgens em Th2, a montagem de uma resposta imune
mediada por Thl depende da presenca de IL-12 no momento de sua ativa¢do pela DC. As citocinas produzidas
pelas células Th2 (particularmente a IL-4, IL-5 e IL-13) induzem uma resposta humoral caracterizada pela
producdo de IgE e ativagdo de mastdcitos e eosinofilos, que, junto com a IgE, participam da resposta imune
contra 0s helmintos. Na resposta imune mediada por Thl, a citocina IFN-y ajuda a eliminar patégenos
intracelulares por aumentar o poder microbicida dos fagdcitos [por elevar a produgdo de espécies ativas do
oxigénio (EAQ), Oxido nitico (ON) e das enzimas catepsinas] e induzir células B humanas a secretar 1gG1 e
1gG3, que amplificam diretamente os mecanismos de controle das infec¢des por aumentar a fagocitose dos
mesmos e indiretamente, por ativar as proteinas do sistema complemento. A IL-2, que € outra citocina
importante produzida pelas células Thi, é fundamental na resposta contra a maioria dos virus tanto por elevar a
funco citotoxica das células T CD8" ativadas quanto por auxiliar na manutencdo de memoria desses linfocitos.
Finalmente, a indugéo de diferenciacio das células T CD4" em células Th17 depende, em humanos, da produco,
pela DC, de IL-1p e IL-23, sendo esse evento amplificado pela IL-6. Na resposta imune mediada pelo fendtipo
Thl7, grandes quantidades de IL-17, IL-21 e IL-22 sdo produzidas que, caracteristicamente, facilitam a
infiltracdo de neutrofilos no local de infecgdo por bactérias extracelulares e fungos. Na figura se destaca o papel
de alguns padrdes moleculares associados aos patégenos (PAMPs) em favorecer a diferenciacdo das células T
CD4" em Th1 efou Th17 por induzir a producio, pela DC, da IL-12 ou IL-6, IL-1p e IL-23, respectivamente.
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Esclerose multipla e disturbios na regulagdo imune

Apesar de células T especificas para antigenos da mielina também serem detectadas
em individuos saudaveis, estas apresentam um fendtipo ativado apenas no sangue periférico
de pacientes com EM. Isso sugere que mecanismos de regulagdo imune estdo deficientes em
pacientes com EM (Goverman, 2011).

A regulacdo das respostas mediadas pelos linfécitos T efetores Thl e Thl7 é
importante para evitar o desenvolvimento de doencas imunomediadas pela producédo
excessiva de citocinas inflamatorias (Costantino et al., 2008). Sabemos, por exemplo, que
respostas exacerbadas mediadas pelos linfocitos Thl e, principalmente, Th17 estdo envolvidas
ndo apenas na génese da EM, como também de outras doencas autoimunes (Zaghouani et al.,
2009). Portanto, a regulacdo das repostas imunes mediadas pelos linfocitos T efetores é
fundamental para a manutencdo da homeostase, e é principalmente exercida por um conjunto
de células T reguladoras. (Vignali et al., 2008)

Com base na expressdao de determinados marcadores, as células T reguladoras
consistem em uma populacdo relativamente heterogénea que possui em comum algumas
propriedades, tais como hiporresponsividade a estimulagdo antigénica e funcéo
imunossupressora (Saito et al., 2007). Dentre elas se destacam as células T reguladoras do
tipo 1 (Tr-1) e, mais recentemente, as células T CD4" reguladoras naturais (nTregs), ambas
sendo majoritariamente CD4" (Aluvihare et al., 2004; Saito et al., 2007) (Figura 3).

As células nTregs sdo primariamente originarias do timo e fenotipicamente expressam
grandes quantidades da cadeia o do receptor para a IL-2 (CD25) na superficie e,
intracelularmente, o fator transcricional chamado FoxP3 (FoxP3, do inglés “forkhead winged
helix”) (Shevach et al., 2006). Adicionalmente, em humanos, essas células séo positivas para
0s marcadores de membrana CD45RO, CD62L, GITR (receptor do TNF induzido por
glicocorticoide) (Shevach et al., 2006) associada a auséncia do receptor para IL-7 (CD127)
(Liu et al., 2006). Células Treg ativadas produzem as citocinas anti-inflamatdrias TGF-3 (
fator de crescimento transformado f), IL-10 e IL-35 (Dieckmann et al., 2001) e suprimem
proliferacdo e funcdo das células T CD4" e T CD8" ndo s de forma paracrina, através do
efeito inibitorio dessas citocinas, mas principalmente através de contato, como por exemplo a

inibicdo da apresentacdo de antigeno atraves da expressdo do CTLA-4 nas Tregs. (Piccirillo;
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Shevach, 2001; Grohmann et al., 2002; Wing et al., 2002; Fallarino et al., 2003; Nakamura et
al., 2004; Shevach, 2009; Lee et al., 2009).

Apesar de uma origem central, mais recentemente, varios artigos tém demonstrado que
células do tipo nTregs-similes podem ser obtidas a partir de linfocitos TCD4"CD25" virgens
quando ativadas na presenca de TGF-pB (Fantini et al., 2004; Polanczyck et al., 2004; Walker
et al., 2005; Polanczyk et al., 2006; Tai et al., 2008). Essas Treg induzidas (iTreg) apresentam
0 mesmo fenotipo das nTregs e, quando ativadas, secretam grandes quantidades de TGF-f e
IL-10 (Polanczyk et al., 2004; Polanczyk et al., 2006; Tai et al., 2008). Atualmente, alguns
autores sugerem que as iTreg podem, na verdade, representar as classicas células Th3 (Xu et
al., 2010).

O fendtipo Trl (célula T reguladora tipo 1), muitas vezes referida como celula
reguladora FoxP3-negativa, conhecida em produzir niveis elevados de IL-10, é induzida na
presenca de IL-10 e IL-27 (Barrat et al., 2002; Aluvihare et al., 2004; Carpentier et al., 2009).
A 1L-10 é uma citocina com potente acdo inibidora dos mecanismos efetores da resposta
imune mediada pelos fendtipos Thl e Th1l7 (Groux et al., 1997; Strobl; Knapp, 1999). Até o
momento, nao existe um marcador de superficie que identifique a célula Tr1.

No contexto da EM, enquanto alguns pesquisadores ndo tem identificado uma
diferenca significativa na frequéncia de células T reguladoras no sangue periférico de
individuos saudaveis e de pacientes (Venken et al., 2007; Michel et al., 2008), varios estudos
tém revelado, no entanto, incapacidade dessas células em inibir a proliferacédo e a producédo de
citocinas inflamatdrias pelas células T efetoras especificas para proteinas da mielina (Venken
et al., 2007; Michel et al., 2008; Falcon, 2009; Hensen et al., 2008; Smolders et al., 2009;
Ma et al., 2009). Essa deficiéncia funcional pode estar relacionada a menor expressao
intracelular da proteina FoxP3 descrita nas células T reguladoras de pacientes com EM
(Venken et al., 2007 ). Ademais, durante as recaidas clinicas, linfocitos T FoxP3" representam
o infiltrado minoritario dentre os leucocitos no cerebro de pacientes com EM (Venken et al.,
2007). A menor frequéncia dessas células no SNC durante o surto pode indicar falha delas em
migrar para as areas de lesdo devido a ndo expressao de adressinas especificas, reduzida
sobrevida local ou mesmo transformacédo dessas em células potencialmente encefalitogénicas
de fenotipo Thl7 (Venken et al., 2007). Interessantemente, estudo por Michel et al. (2008)
sugere que falhas funcionais das células T reguladoras em controlar a reagdo inflamatéria em

pacientes com EM seja indireta, isto €, esteja relacionada a elevada producdo de citocinas
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inflamatorias, tais como IFN-y e TNF-a, produzidos por linfocitos T efetores que expressam
elevados niveis de receptor para a citocina IL-7, o0 CD127. Nesse estudo, a deplecéo in vitro
dessas células CD4*CD127™ permitiu que os linfécitos T reguladores dos pacientes com EM
fossem igualmente capazes, quando comparado a individuos saudaveis, de inibir resposta
inflamatoria mediada por células T efetoras. Esses resultados sugerem que, na verdade,
deficiéncias nos mecanismos de regulacdo possam estar atrelados a elevada producdo de
citocinas inflamatdrias durante as crises clinica dos pacientes com EM, e ndo ha defeitos

intrinsicos nos programas genéticos de indugdo e manutencdo dessas células T reguladoras.
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Figura 3. Regulacdo da resposta imune mediada pelas células T reguladoras.

A figura representa as células reguladoras Trl, Treg induzida (iTreg) e Treg natural (nTreg), sendo a
Gltima proveniente do timo e as duas primeiras geradas perifericamente. As citocinas por elas produzidas, bem
como moléculas de superficie (no caso das Tregs), exercem acdo inibitéria sobre os fenétipos efetores Thl, Th2
e Th1l7. A IL-10 e o TGF-B, por exemplo, inibem diretamente as células da imunidade inata (como fagocitos e
CTLA-4 (CD152) pelas células Tregs reduz a funcdo imunogéncia das DCs por ligar-se as moléculas B7-1
(CDB80) e B7-2 (CD86). A linha tracejada (— — — —) representa inibicdo. A figura destaca os efeitos inibidores de
determinados PAMPs na inducéo e também na funcdo das células T reguladoras. A maioria dos achados sugere
que os efeitos adversos desses antigenos seja indireta, isto é, elevando a producéo de citocinas inflamatdrias, tal

como IL-6.
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos no risco de desenvolvimento e/ou progressao

da esclerose multipla.

A EM ¢ uma doenca de etiologia multifatorial com influéncias de fatores genéticos e
ambientais. Por se tratar de uma patologia de mediagdo imune, alguns estudos tem descrito
uma forte relacdo entre a expresséo de alguns genes envolvidos na resposta imune com maior
resisténcia ou suscetibilidade a EM. A expressao, por exemplo, de alguns alelos do MHC
(complexo principal de histocompatibilidade) de classe Il, particularmente HLA (antigeno
leucocitario humano)-DRB5*0101, HLA-DRB1*1501, HLA-DQA1*0102, HLA-DQB1*0602
e HLA-DRB1*0602 tem sido associada com maior suscetibilidade 8 EM (Runmarker et al.,
1994). Essas observacdes estdo de acordo com a hipotese que a EM seja uma doenca
autoimune mediada principalmente pelas células TCD4", subtipo de linfécito dependente das
moléculas do complexo de HLA de classe Il para reconhecer antigenos préprios da bainha de
mielina. Outros genes também parecem afetar o risco de desenvolver a doenca, tais como o
nivel de expressdo das moléculas STAT-3 (do inglés “signal transducer and activator of
transcription 3”) (Spach et al., 2009) e CD25 (Alcina et al., 2009). O gene CD25 codifica a
cadeia o do receptor para a citocina IL-2, uma citocina fundamental para o bom
funcionamento das células T reguladoras implicadas em proteger o individuo de doencas
autoimunes (Hall et al., 2011). Deficiéncia na expressdo desse receptor, portanto, eleva o
risco a EM (Alcina et al., 2009). A molécula STAT-3 funciona como um transativador de
promotores para diferentes genes envolvidos na ativagdo imune, incluindo a via de sinalizacéo
intracelular Jak (fator de transcricdo Janus quinase)-STAT que tem sido implicada na
diferenciacdo das células TCD4" no fendtipo Th17 (Qin et al., 2010). Como descrito
previamente, as células Th17 especificas para peptideos das proteinas da bainha mielina tém
sido relacionadas na patogénese da EM.

Interessantemente, hd muito tempo os clinicos tém associado EM as doencas
infecciosas causadas por bactérias e, principalmente, por virus (Ascherio; Munger, 2007).
Dentre estes, a maioria dos estudos tem revelado uma relagédo mais frequente entre infecgéo
com o virus do Epstein-Barr (EBV) e EM (Ascherio; Mette, 2000). No contexto da infecgdo
pelo EBV, pacientes jovens adultos que desenvolvem a manifestacdo aguda da doenca,
conhecida como mononucleose infecciosa, tém maior risco em desenvolver EM (Ascherio;

Mette, 2000). Estudos objetivando identificar a relagéo entre esses dois eventos tém sugerido
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duas interessantes hipéteses: reacdo cruzada e quebra de tolerdncia. No primeiro caso,
pesquisadores tém demonstrado a presenca de reatividade cruzada entre células T especificas
para peptideos do EBV capazes de reconhecer também epitopos da bainha de mielina (Cepok
et al., 2005). Entretanto, como maior risco em desenvolver EM foi igualmente observado em
individuos seguindo outras doengas, tais como infecgdes agudas por Chlamydia pneumoniae e
0 herpes virus 6 humano (Ascherio; Munger, 2007), existe a possibilidade, ndo excludente, de
que doengas infecciosas possam agir como um sinal, um “gatilho” para a induc¢do da resposta

autoimune, por favorecer a quebra de tolerancia imune.

Doencas infecciosas e autoimunidade: papel como adjuvante.

Diferentes moléculas expressas por diferentes patdgenos sdo poderosos adjuvantes na
inducdo da resposta imune, e o0 seu principal mecanismo de agdo envolve a ativagcdo das
células da imunidade inata, particularmente as células apresentadoras de antigenos, ou APCs
(do inglés “antigen presenting cells”). Como mencionado previamente, a natureza das
interacbes entre uma APC, principalmente as células dendriticas (DC), e as células T
determina o perfil funcional desses linfocitos como células efetoras promotoras de inflamacao
do tipo Thl, Th2 ou Thl7 (Reizis et al., 2012). Portanto, fatores ambientais capazes de
modular o status funcional das APCs pode, assim, alterar o curso de uma resposta imune
adaptativa. No contexto das doencas autoimunes se destacam determinados antigenos
microbianos, os chamados padrdes moleculares associados a patégenos, ou PAMPs (do inglés
“pathogen-associated molecular pattern”), em favorecer principalmente respostas imunes
mediadas por células Th17 (Figura 2).

A habilidade do hospedeiro em se proteger contra diferentes patégenos depende da
capacidade das células da resposta imune inata, em identifica-los atraves da expresséo de
diferentes receptores conhecidos como PRRs (do inglés “pattern recognition receptor’).
Enquanto alguns sdo expressos na superficie outros sdo intracelulares, mas ambos tém
habilidade em reconhecer diferentes PAMPs (Netea; Wijmenga; O Neill, 2012; Abdelsadik;
Trad, 2011). Esses PRRs incluem: os receptores do tipo Toll (TLR, do inglés “Toll-like
recpetors”) (Tabela 2); receptores do tipo Nod (NLR, do inglés “Nod-like receptors”) e as
helicases do tipo RIG-1, ambos reconhecem PAMPs no citosol da célula hospedeira; e
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receptores lectinas do tipo C, capazes de reconhecer polissacarideos de diferentes patdgeos
(Kumar; Kawai; Akira, 2011 e 2009; Osorio; Reis; Souza, 2011; Rajan, et al., 2009; Yanai et
al., 2009). As vias de sinalizacdo disparadas pelo engajamento desses PRRs leva a ativagédo
celular, e no caso da APC, amplifica sua capacidade em ativar as células T por aumentar a
expressdo de moléculas do complexo HLA, a producdo de citocinas e de moléculas co-
estimuladoras, particularmente os membros da familia B7 (B7.1/CD80 e B7.2/CD86) (Kumar;
Kawai; Akira, 2009; Rajan et al., 2009).

Véarios PAMPs microbianos, por possuirem atividade adjuvante sobre as APCs, tém
sido implicados na imunopatologia das doencas autoimunes, tais como o lipopolissacarideo
(LPS) de vérias bactérias gram-negativas, o peptideoglicano, rico nas paredes de bactérias
gram-positivas, a flagelina e &cidos nucleicos bacterianos e virais (Janeway Jr., 1989).

Um excelente exemplo da importancia do poder adjuvante de produtos microbianos na
autoimunidade é a classica inducdo do modelo experimental da EM em camundongos, a EAE,
através da imunizacdo dos animais com peptideos da proteina basica da mielina emulsificados
em adjuvante completo de Freund, ou CFA (do inglés “complete Freund’s adjuvant”). O CFA
contem Mycobacterium tuberculosis morta, e PAMPs dessa micobactéria podem ativar as
respostas imunes inatas, promovendo assim a ativacdo das células T (Damsker; Hansen;
Caspi, 2010). Esse poderoso adjuvante induz a producdo de IL-12 e IL-23 pelas DCs,
favorecendo assim a inducdo de células Thl e Th17, respectivamente (Luger et al., 2008).
Ademais, M. tuberculosis ativa o inflamassoma NLRP3, que promove a produgdo de IL-1p e
IL-18 (Damsker; Hansen; Caspi, 2010; Lalor et al., 2011).

PAMPs expressos na parede de outros micro-organismos parecem favorecer a quebra
de tolerdncia e inducdo de EAE. Nesse contexto, Hansen e colaboradores (2006),
demonstraram que imunizagdo de camundongos com MOG (do inglés “myelin
oligodendrocyte glycoprotein”) em combinagdo com altas doses de LPS, reconhecido pelo
TLR4, induz EAE (2006). Ademais, estudos por Prinz e colaboradores (2006) e por Marta e
colaboradores (2008) demonstraram que camundongos deficientes na proteina MYD88,
proteina envolvida na via de sinalizagdo da maioria dos TLRs, séo resistentes & inducéo de
EAE. Essa resisténcia ao desenvolvimento da doenca em camundongos foi atrelada a reduzida
producéo de IL-6 e IL-23 pelas DCs e de IL-17 e IFN-y pelas células T. Coletivamente, esseS

achados revelam a importancia da sinalizagéo via TLR na inducdo da EM experimental.
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Em humanos, a ativacdo de mondcitos ndo apenas com PAMPs de bactérias (&cido
lipoteicoico), como também com LPS e zimozano (preparacdo de parede celular) favorece a
producdo de IL-17 por células T CD4" humanas ativadas via TCR (Evans et al., 2007).
Ademais, polimorfismo genético de TLRs tem sido associado as doencas autoimunes (Park et
al., 2004; Hong et al., 2007), e PAMPs tem sido identificados em tecidos de pacientes com
desordens autoimunes, tal como no cérebro de pacientes com EM (Schrijver et al., 2001).
Interessantemente, nesses pacientes, elevada expressdo de TLRs tem sido detectada em
astrocitos e oligodendrocitos de pacientes com EM (Bsibsi et al., 2002), sugerindo que
elevada sinaliza¢do via TLR pode estar envolvida no etiopatogenia EM .

Finalmente, como consequéncia do dano inflamatorio cronico ao tecido do hospedeiro,
padrGes moleculares associados ao dano, ou DAMPs (do inglés ‘“damage-associated
molecular pattern molecules) podem ser expressos e, por serem reconhecidos por diferentes
tipos de TLRs, podem perpetuar processos inflamatorios autoimunes, amplificando as vias
envolvidas em lesdo tissular (Janeway Jr., 1989). Muitos DAMPs sdo proteinas nucleares e
citossolicas (Rubartelli; Lotze, 2007; Farkas; Kilgore; Lotze, 2007). (Tabela 2)

Além de favorecer a inducdo de doencas autoimunes, a presenca de determinados
PAMPs pode favorecer subsequentes exacerbacbes da autoimunidade. De fato, o uso de
agonista do TLR7 e do TLRS, utilizado no tratamento de pacientes com céncer, tem sido
descrito em exacerbar psoriase em pacientes (Rajan; Langtry, 2006).

Finalmente, alguns estudos tém demonstrado que muitos dos efeitos adversos de
varios PAMPs na autoimunidade podem estar relacionados as suas acdes sobre
desenvolvimento e funcdo das células T reguladoras (Figura 3). No contexto da
autoimunidade, DCs murinas, ativadas por LPS, via TLR4, ou pelo oligodeoxinucleotideo
rico em CpG ndo metilado (caracteristico de DNA bacteriano), via TLR9, produz IL-6 que
inibe a funcdo das células T reguladoras (Pasare; Medzhitov, 2003). Esse efeito foi
igualmente observado quando as DCs foram ativadas via TLR7 através da ligacdo a RNA de
virus (Hackl et al., 2011). Além de inibir a funcdo dessas células, a producdo de citocinas
inflamatorias, tais como IL-1p e IL-6, induz a expressdo de ROR-C e IL-17 pelas células
originalmente Treg (Hackl et al., 2011; Yang et al., 2008; Li; Kim; Boussiotis, 2010).
Portanto, citocinas como IL-6 e IL-1p parecem ser cruciais na reprogramacdo do perfil
genético de células Tregs em direcdo ao fendtipo Thl7 (Yang et al., 2008; Li; Kim;
Boussiotis, 2010). Ademais, altas concentragdes de flagelina, das bactérias Bacillus subtilis,
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Salmonella typhimurium, inibiram, via TLR5, a expressdo de FoxP3 na célula Treg ativada
via TCR (anti-CD3/anti-CD28) (Crellin et al., 2005).

Os resultados apresentados aqui revelam, portanto, que a patogénese da autoimunidade
¢ um fendmeno complexo com a participacdo de varios fatores genéticos e ambientais,
particularmente aqueles associados aos patdgenos. A aquisicdo de novos conhecimentos
acerca das bases moleculares e celulares da interacdo entre esses diferentes eventos pode
permitir aos pesquisadores desenvolver novas estratégias terapéuticas capazes de alterar o

curso natural da doenca.
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Tabela 2. Receptores do tipo Toll (TLR) como sensores dos padrées moleculares

associados aos patogenos (PAMPs) e de sinais enddgenos de perigo (DAMPS).

TLR Localizagcao PAMPs DAMPs Agonistas sintéticos
TLR1 e TLR2  Extracelular Bactéria: peptideoglicano, - Pam3Cys
lipoproteinas, acido
lipoteicéico,
Fungo: zimosan
TLR2 e TLR6  Extracelular Bactéria: lipoproteinas Veriscan MALP2
TLR3 Intracelular Virus: dsRNA mMRNA Poli I:C
TLR4 Extracelular Bactéria: LPS Acidos graxos Derivados do Lipidio A
Virus: protein de fus&o do saturados, f -
RSV defensinas,
oxLDL,
Fungo: manana
Protozoério: amiloide-
glicoinositolfosfolipideos
TLR5 Extracelular Bactéria: flagellina - -
TLR7 e TLR8 Intracelular Virus: ssRNA RNA proprio Imiquimode, R-848
TLR9 Intracelular Bactéria: CpG DNA DNA proéprio CpG-ODNs
Virus: CpG DNA
Protozoério: hemozoina
TLR11 Extracelular Bactéria uropatogénica - -

Protozoario: molécula

profilina-simile

Receptores do tipo Toll, ou TLR (Toll-like receptors) em humanos sdo homoblogos conservados da

proteina Toll da Drosophila melanogaster (envolvido no desenvolvimento embrionario desses insetos). Os TLRs

sdo expressos na superficie ou intracelularmente em muitos tipos celulares, especialmente nas células do sistema

imune inato funcionando como sensores de infecgdo, ao reconhecer os padres moleculares associados aos

patdgenos, ou PAMPs (pathogen-associated molecular pattern), e de dano celular, ou DAMPs (damage-

associated molecular patterns). Abreviaturas na tabela: CpG-ODNs, oligodeoxinucleotideos contendo a

sequéncia CpG; dsRNA, RNA de fita dupla; LPS, lipopolisscarideo; MALP2, lipopeptideo 2 de micoplasma

ativador de macrofagos; oxLDL, lipoproteina de baixa densidade oxidada; Polil:C, acido poliinosinico-

policitidilico; RSV, virus sinovial respiratorio; sSRNA, RNA de fita simples.
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Tratamento da esclerose multipla

Nos pacientes com EM em surto, pulsoterapia com corticoides ajuda a controlar as
crises de deficit neuroldgico por inibir as células do sistema imune, bloqueando assim a
producdo de citocinas e de outros mediadores inflamatorios envolvidos nas lesdes neuronais
(Lana-Peixoto et al., 2002). Na remissdo, no entanto, varios pacientes tém sido condicionados
ao tratamento com imunomoduladores objetivando diminuir o nimero e a severidade dos
surtos, modificando assim o curso natural da doenca.

Resultados demonstrados em vérias publicacdes de estudos multicéntricos tém
comprovado o beneficio do uso dos interferons (IFN)-1B e -1a e do acetato de glatiramer em
varios pacientes com EM. Esses imunomediadores reduzem o numero de lesdes ativas na
ressonancia nuclear magnética de cranio e o nimero de surtos em pacientes com EM-RR (Lu
et al., 2012). Os mecanismos pelos quais 0s IFNs reduzem substancialmente as crises clinicas
e atividade da doenca tém sido alvo de pesquisas de varios grupos e alguns resultados tém
demonstrado que essas citocinas reduzem a frequéncia de células T CD4" periféricas ativadas
(CD38"HLA-DR") associado ao aumento no ndmero de células T CD4'FoxP3" e T
CD8'FoxP3" reguladoras (Revel et al., 1995; Andrés et al., 2007; Durelli et al., 2009; Lu et
al., 2012). Aproximadamente um ano apds iniciar o tratamento com os IFNs, a maioria dos
pacientes eleva os niveis de células T reguladoras no sangue periférico e no liquor (Andrés et
al., 2007). Quando colocados em cultura, esses linfocitos produzem grandes quantidades de
IL-10, quando comparado aos valores dosados antes do inicio do tratamento (Andrés et al.,
2007). De maneira similar, dados experimentais tém demonstrado que o acetato de glatiramer
também é capaz de elevar a frequéncia de células T CD8" capazes de produzir IL-10 em
muitos pacientes com EM-RR (Weber; Hohlfeld; Zamvi, 2007; Lu et al., 2012).

Apesar do indiscutivel beneficio do uso desses imunomoduladores no curso clinico da
EM, a maioria dos pacientes ira desenvolver resisténcia terapéutica e o0 mecanismo envolvido
por tras disso ndo é conhecido. Isso deve estar atrelado ao nosso pobre conhecimento acerca

dos eventos imunes sequénciais envolvidos na progresséo clinica da doenca.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil funcional das células T e dos mondcitos obtidos de pacientes com
esclerose mdltipla recorrente-remitente (EM-RR) na fase de remisséo clinica e sua relacdo

com o grau de incapacidade neuroldgica e resposta in vitro ao glicocorticoide.

1.2 Objetivos especificos

- Avaliar a extensdo da resposta proliferativa de células T em culturas de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes com EM-RR seguindo adicdo do
ativador policlonal fitohemaglutinina (PHA) e comparar com culturas obtidas de individuos
saudaveis;

- Realizar uma andlise comparativa do perfil de citocinas inflamatérias
(relacionadas aos fenotipos Thl, Th2 e Thl7) e anti-inflamatdrias (tipicas Tregs) nos
sobrenadantes das culturas de CMSP contendo células T policlonalmente ativadas obtidas de
individuos saudaveis e de pacientes com EM-RR;

- Avaliar o impacto do glicocorticoide na producdo de citocinas em culturas de
CMSP contendo células T policlonalmente ativadas obtidas de individuos saudaveis e de
pacientes com EM-RR;

- Avaliar possivel correlagdo entre os niveis de citocinas dosadas in vitro com o
grau de incapacidade neuroldgica do paciente com EM-RR,;

- Dosar a producdo de citocinas definidoras dos fendtipos Thl (IL-12) e Thl7
(IL-23) em cultura de mondcitos ativados com lipopolissacarideo (LPS) bacteriano nos dois
grupos estudados; e

- Quantificar os niveis séricos de LPS e sua relagdo com o perfil de citocina

dosado in vitro e o grau de incapacidade neuroldgica do paciente com EM-RR.
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2 METODOLOGIA

2.1 Pacientes

Para nosso estudo, 20 pacientes com diagnostico definitivo (segundo critérios de
McDonald) de esclerose mdltipla com a forma recorrente-remitente (EM-RR) na fase de
remissdo clinica foram recrutados a partir do servico de Neurologia do Hospital da Lagoa
(RJ), coordenado pela investigadora Prof® Dr* Regina Maria Papais Alvarenga, médica
neurologista e professora associada de Neurologia da UNIRIO. Informagfes quanto idade,
género, tempo de doenca e grau de incapacidade neurologica foram obtidas a partir do
prontudrio do paciente. Para evitarmos a interferéncia de qualquer droga imunomoduladora
nos ensaios funcionais estudados aqui, todos 0s pacientes recrutados a participar desse estudo
ndo faziam uso de glicocorticdides h& pelo menos 60 dias e ndo utilizavam qualquer
imunoterapia, tal como o interferon ou acetato de glatiramer. Foram excluidos pacientes que
apresentassem qualquer sintoma de doenca infecciosa, outra doenga autoimune ou patologia
cronica, ingesta de mais de 200 mL de cerveja por dia ou fossem tabagistas cronicos. Como
controle da normalidade quanto ao perfil imunolégico, 20 individuos saudaveis pareados por
sexo e idade foram incluidos em nosso estudo.

Esse estudo foi aprovado pelo comité de Etica da UNIRIO (ANEXO B) e as amostras
de sangue periférico s6 foram colhidas ap6s cada individuo ter dado sua permissao oral e por
escrito (assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido — ANEXO A).

2.2 Culturas de células mononucleares do sangue e estimulo

Para 0 nosso estudo, aproximadamente 20 mL de sangue periférico foram colhidos
utilizando agulhas e tubos estéreis contendo heparina ou em seringas heparinizados (BD
Vacutainer, Franklin Lakes, NY). Imediatamente ap0s a coleta, o sangue foi encaminhado até
o laboratério de Imunofisiologia e Imunopatologia dos Linfécitos T (LIILT). A partir da
centrifugacgdo do sangue total sobre um gradiente de densidade Fycoll-Hypaqgue obtivemos os
plasmas e as células mononucleares (CMSP).
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Enquanto os plasmas foram congelados a — 20° C, as CMSP colhidas foram lavadas (3
vezes) com solucdo de HANK e contadas em azul de trypan a 0,4% (v/v), para exclusdo de
células mortas da contagem, usando uma camara de Neubauer. Para 0s experimentos
funcionais, a concentragdo de CMSP viaveis foi ajustada para 1 x 10%mL e as células foram
cultivadas em placa de 96 pocos de fundo chato em 0,2 mL de meio RPMI 1640 completo ou
em uma placa de 24 pocos de fundo chato em 1 mL de meio RPMI 1640 completo. O meio
RPMI 1640 é considerado completo apds a adicdo de 2 mM de L-glutamina (GIBCO,
Carlsbad, CA, USA), 10% de soro fetal bovino, 20 U/mL de penicilina, 20 pg/mL de
estreptomicina e 20 mM de tampdo HEPES. Nos experimentos objetivando a obtencdo de
mondcitos, 2 x 10°/mL de CMSP foram incubadas por 1 h em placas de 24 pocos e as células
ndo aderentes foram entdo recolhidas e as placas lavadas com 2 mL de meio RPMI completos
a temperatura ambiente. Apds contagem das células em suspensdo, aproximadamente 8% das
células permaneceram aderidas nas placas, isto &, 1.6 x 10°/mL de mondcitos.

A fim de induzir a ativacdo policlonal das células T, todas as culturas de CMSP (1 x
10%/mL) foram mantidas por 3 dias com fitohemaglutinina (PHA, 1ug/mL), tempo
correspondente ao pico de resposta das células T humanas a PHA. Para ativar a monocamada
de monocitos, lipopolissacarideo (LPS) a 100 mg/mL (Escherichia coli cepa 0111:B4,
Invitrogen) foram adicionados e a avaliacdo da producdo de citocinas aferida ap6s 24 h.
Finalmente, para avaliar o impacto dos glicocorticoides (utilizado no controle das crises
clinicas) na resposta proliferativa e na producdo de citocinas, doses farmacoldgicas de
hidrocortisona (1x10°M ou 1 x 10° M; Sigma Chemicals, St Loius, MD) (Agarwal; Marshall,
1998) foram adicionados as culturas. Vale ressaltar que, apesar de termos usado uma solucéo
de etanol a 1% para diluirmos a solu¢do mae de hidrocortisona, a concentracéo final de etanol
na cultura foi de 0,05%, dose esta que néo foi capaz de alterar a viabilidade celular (dados néo
mostrados). Todas as culturas de células foram incubadas em uma estufa imida a 37°C em
atmosfera a 5% de CO..

2.3 Ensaio de proliferacéo celular

Culturas de CMSP (1 x 10°mL) foram mantidas estimuladas por 3 dias com PHA
(1pg/mL) e o nivel de proliferacdo das células T foi determinado atraves da incorporagdo do
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nucleotideo timidina tritiada ([*H] TdR, 4 uCi/poco) adicionado as culturas 8 horas antes do
término da incubacdo (3 dias). As células foram recolhidas, utilizando um coletor automatico,
e seu DNA impregnado em papel de filtro. Esses papéis foram transferidos, individualmente,
para frascos contendo liquido de cintilacdo e levados para um contador (modelo Is 6000se da
Beckman). A incorporacdo da timidina radioativa nas moléculas do DNA foi avaliada atraveés
desse contador de radiagdo B e os resultados foram mostrados como média + desvio padrdo

das contagens por minuto (cpm).

2.4 Determinacao de Citocinas

A fim de se dosar o contetdo de citocinas in vitro, os sobrenadantes das culturas de
CMSP submetidas a diferentes condicdes experimentais foram analisados pela técnica ELISA
usando kits BD OptEIA seguindo as instru¢es do protocolo fornecido pelo fabricante (BD,
Pharmigen, San Diego). Brevemente, 50,0 pL dos sobrenadantes (diluidos 1:10) foram
adicionados a cada po¢o contendo anticorpo primario anti-citocina. Apds 2 horas de
incubacdo, 100,0 pL do anticorpo secundario (previamente tratado com a enzima conjugada
estreptavidina-horseradish peroxidase) foram adicionados em cada poco e adicionalmente
incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, 100,0 puL de substrato TMB
(3,3,5,5 -tetrametilbenzidina) foram adicionados aos pocos e a reacéo foi revelada ap6s 30
minutos tendo adicionado uma solucédo de parada (acido fosférico a 1,0 M). As placas foram
lidas a 450 nm em leitor de ELISA (Dynex Technologies, USA). Para o nosso estudo, nos
dosamos as seguintes citocinas: 1L-12p40, 1L-23, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-4, IL-5, IL-21, TNF-
a, IFN-y, TGF-B e IL-17. Citocinas humanas recombinantes variando de 7-500 pg/mL foram

usadas para construir curvas-padrao.
2.5 Dosagem de LPS
A quantificacdo de LPS no plasma foi realizada utilizando-se um ensaio de lisado de

amebdcitos de Limulus (Limulus Amebocyte Assay — LAL) (Lonza, Basel, Switzerland) de

acordo com as instrucdes do fabricante. Inicialmente os plasmas foram aquecidos a 56°C por
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30 minutos e diluidos 1:5 utilizando &gua apirogénica fornecida pelo kit (LAL Reagent
Water). 50 pL do plasma diluido foram adicionados em cada poco de uma placa de 96 pocos
(estéril e apirogénica). Cada dosagem foi realizada em duplicata. Em seguida, 50 puL de LAL
foi adicionado a cada poco e, apds 10 minutos, 100 pL/pogo da solucdo de substrato foi
adicionada. Por fim, ap6s 6 minutos a reacdo foi interrompida através da adi¢do de 100 pL de
solucdo de parada (&cido acético a 25% v/v, em agua apirogénica) em cada poco.
Adicionalmente, no intuito de excluir a possivel interferéncia da cor de cada amostra no valor
da absorbancia, um terceiro po¢o contendo 50 pL do plasma diluido (1:5) mais 150uL de
LAL Reagent Water e 100uL de solugdo de parada foi feito. O valor da absorbancia desse
terceiro poco foi utilizado para subtracdo da média da leitura dos outros dois poc¢os referentes
a cada individuo aonde foi adicionado o LAL. Finalmente, a placa foi lida em leitor de ELISA
(Dynex Technologies, USA) a 405 nm. Uma curva-padréo foi preparada com a leitura de 4
concentracdes diferentes e conhecidas, preparadas a partir de uma solugdo-mae vinda com o
kit do ensaio.

2.6 Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas dos ensaios de proliferacdo e dosagem de citocinas foram
conduzidas usando o programa de grafico GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows
(GraphPad). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U foi utilizado para determinar se 0s
dois grupos eram estatisticamente diferentes para cada varidvel dada. O teste t de student foi
utilizado para avaliar o impacto da hidrocortisona nos eventos imunes estudados. A correlagdo
de Pearson foi aplicada para avaliar a relacdo entre citocinas ou as concentra¢fes plasmaticas
de LPS com o EDSS dos pacientes. A significancia em todos os experimentos foi definida
como p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Impacto da hidrocortisona na resposta proliferativa das células T de pacientes com
EM-RR

Inicialmente, para investigar o nivel de proliferacdo das células T, culturas de CMSP,
obtidas de 20 pacientes com EM-RR (Tabela 3), foram ativadas por 3 dias com o ativador
policlonal PHA na presenca ou na auséncia de hidrocortisona (HC), e a extenséo da expansao
clonal aferida pelo nivel de captura de timidina tritiada ([*H] TdR). Para fins de comparacéo
as mesmas analises foram conduzidas em culturas de CMSP obtidas de individuos saudaveis.
Vale ressaltar que, em ambos os grupos estudados, nenhuma linfoproliferacdo foi detectavel
nas culturas de células ndo estimuladas, isto €, mantidas apenas na presen¢a de meio RPMI
completo (dados ndo mostrados). Como podemos observar na figura 4, o nivel de captura de
[*H] TdR foi significativamente menor nas culturas de pacientes com EM-RR quando
comparado ao grupo controle (p= 0.0433). A hidrocortisona, apesar de ter capacidade de
reduzir significativamente a expansdao policlonal das células dos pacientes, este
glicocorticéide foi mais eficiente em inibir esse evento nas culturas contendo células T

policlonalmente ativadas obtidas de individuos saudaveis, isto €, o grupo controle (Figura 4).

Tabela 3. Caracteristicas dos individuos.

Controle’ EM-RR?
(n=20) (n=20)
Idade em anos [média (dp)] 38,7 (14,9) 40,8 (10,3)
Homens (%) 50 35
Tempo em anos desde o diagnostico [média (dp)] NA’ 6,3 (3,7)
EDSS® [média (variacio)] NA 5,26 (2-7,5)

TIndividuos saudaveis e * pacientes com esclerose multipla recorrente-remitente (EM-RR) na remissao

clinica. *Expanded Disability Status Scale. “N&o se aplica.
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Figura 4. Resposta proliferativa das células T de pacientes com EM-RR em presenca
de hidrocortisona.

CMSP (1x10%mL) purificadas de pacientes com esclerose multipla recorrente-remitente (EM-RR)
(n=20) e individuos saudaveis (controle, n=20) foram mantidas por 3 dias em cultura na presenca de PHA
(1pg/mL) ou PHA mais hidrocortisona (HC) em duas diferentes concentrages (1 x 10°M e 1x10°M). O indice
de proliferacdo foi avaliado através da captura de [*H] TdR e os valores de cpm e dos p estdo indicados na
figura. Na figura, as linhas horizontais dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas

correspondem aos percentis 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo.

3.2 Andlise do perfil de citocinas em culturas de células T ativadas obtidas de pacientes
com EM-RR

Como descrito na introducdo, o tipo de resposta imune adquirida mediada pelas
células T é principalmente determinado pelo padrdo de citocinas produzidas por esses
linfocitos. Portanto, nosso proximo passo foi avaliar o perfil de citocinas produzidas pelas
culturas de CSMP ativadas com PHA. Mais uma vez é importante ressaltar que produgéo
detectavel de citocinas relacionadas ao fenétipo Thl (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-5) e tipicas Th17
(IL-17 e IL-21) ndo foi detectada nas culturas de CMSP obtidas dos dois grupos
experimentais quando mantidas s6 com meio de cultura (dados ndo demonstrados).

Seguindo a estimulacéo das culturas de CMSP com PHA, nossos resultados mostrados

na Figura 5A revelaram que, com relacdo ao fendtipo Thl, apesar de nenhuma diferenca
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significativa ter sido observada nos niveis IFN-y produzidos nos grupos estudados, a liberagédo
de IL-2 foi significativamente inferior nas culturas obtidas dos pacientes. Com relacdo a
producdo de citocinas relacionadas ao fenétipo Th2 (IL-4 e IL-5), nenhuma diferenga foi

observada em resposta ao PHA nos dois grupos estudados (Figura 5B).
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Figura 5. Andlise do perfil in vitro de citocinas do tipo Th1/Th2 em pacientes com EM-RR.

PHA (1pg/ml) foi adicionada as culturas de CMSP (1x10%/mL) obtidas de individuos saudaveis (n=20)
ou de pacientes com esclerose miltipla recorrente-remitente (EM-RR) (n=20) e os sobrenadantes foram
recolhidos apds 3 dias para determinagdo de diferentes citocinas através da técnica ELISA. A figura mostra a
dosagem de citocinas relacionadas ao fenétipo (A) Thl (IL-2 e IFN-y) e (B) Th2 (IL-4 e IL-5). Na figura, as
linhas horizontais dentro das caixas correspondem & mediana, os limites das caixas correspondem aos percentis

25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p estdo indicados na figura.

Quando a quantificacdo das citocinas relacionadas ao fenotipo Th1l7 foi conduzida,
nos observamos que a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-17 foi significativamente superior nas
culturas de células de pacientes com EM-RR, quando comparado ao controle (Figura 6).
Nenhuma diferenca foi observada com relacdo a producéo de IL-1p e IL-21 em ambos 0s
grupos estudados (Figura 6). Interessantemente, niveis detectaveis de I1L-6 (37 = 41pg/mL) e
IL-1PB (22 + 17 pg/mL) foram dosados nos sobrenadantes das culturas de CMSP dos pacientes
com EM-RR na remisséo clinica mantidos apenas na presenca do meio de cultura (producao

espontanea).
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Figura 6. Produgdo de citocinas relacionadas ao fen6tipo Th17 em culturas de células
de pacientes com EM-RR.

Culturas de CMSP (1x10%/mL), obtidas de individuos controles (n=20) ou de pacientes com esclerose
maltipla recorrente-remitente (EM-RR) (n=20), foram ativadas por 3 dias na presenca de PHA (1ug/mL) e a
producdo de IL-1B, IL-6, TNF-o, IL-21 e IL-17 foi realizada através do ELISA. Na figura, as linhas horizontais
dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem aos percentis 25 e 75, e as linhas

verticais indicam o intervalo. Os valores de p estdo indicados na figura.

Em geral, o desenvolvimento de doencas autoimunes tem sido atrelado a um dano nos
mecanismos imunes de autotolerancia, tal como deficiéncia na produgédo de citocinas anti-
inflamatdrias pelas células T reguladoras (Tegs) (Costantino; Baecher-Allan; Hafler, 2008).
Entretanto, como demonstrado na figura 7, ao menos durante a fase de remissdo clinica, 0s
niveis de IL-10 e TGF- B nas culturas de CMSP de pacientes ndo foram significativamente

diferentes dos valores dosados nas culturas obtidas de individuos saudaveis.
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Figura 7. Andlise do perfil in vitro de citocinas do tipo Treg em pacientes com EM-RR.

PHA (1ug/mL) foi adicionada as culturas de CMSP (1x10%/mL) obtidas de individuos saudaveis (n=20) ou de
pacientes com esclerose multipla recorrente-remitente (EM-RR) (n=20) e os sobrenadantes foram recolhidos
apos 3 dias para determinacdo de IL-10 e TGF-B através da técnica ELISA. Na figura, as linhas horizontais
dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem aos percentis 25 e 75, e as linhas

verticais indicam o intervalo. Os valores de p estdo indicados na figura.

3.3 Correlacgdo entre a producéo in vitro de IL-17, incapacidade neuroldgica e resposta a

hidrocortisona

Alguns estudos cinicos tém demonstrado niveis séricos e liqudricos elevados de 1L-17
em pacientes com EM durante a fase ativa da doenca (Lovett-Racke; Yang; Racke, 2011,
Matusevicius et al., 1999; Lock et al., 2002). Em nosso estudo, uma correlagdo positiva foi
observada entre os niveis de IL-17, dosados nas culturas contendo células T ativadas e

incapacidade neuroldgica dos pacientes (aferidos pela pontuacdo do EDSS) (Figura 8).
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Figura 8. Correlacdo entre os niveis de IL-17 e a pontuacdo do EDSS dos pacientes com
EM-RR.
A figura destaca forte correlagdo positiva entre os niveis de IL-17, produzidos por culturas de CMSP (1

x 10%/mL) contendo linfécitos T policlonalmente ativados, e a pontuagdo do ESDD (dados obtidos a partir do

prontuario médico).

Durante as crises clinicas, 0s pacientes sdo tratados com pulsoterapia de corticoide.
Como demonstrado na figura 4, a resposta proliferativa das células T de pacientes com EM-
RR seguindo a adicdo da PHA foi menos sensivel a adi¢do da hidrocortisona que no grupo
controle. Como a producdo de IL-17 foi maior nas culturas de células de pacientes com EM, e
devido a implicacdo dessa citocina na doenca, nosso proximo objetivo foi avaliar a
capacidade da HC em modular in vitro a producdo dessa citocina. Como demonstrado na
figura 9A, a HC, adicionada em duas doses diferentes, foi menos eficaz em inibir a producéo
de IL-17 produzida nas culturas de CMSP contendo células T policlonalmente ativadas de
pacientes com EM. Ademais, a menor eficiéncia em inibir a IL-17 foi observada
principalmente nas culturas de células de pacientes com maior incapacidade neuroldgica
(aferido pelo valor do EDSS) (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito do glicocorticoide na producdo in vitro de IL-17 em pacientes com EM-RR.

Em (A), CMSP (1x10%/mL) obtidas de individuos saudaveis (controle, n=20) ou de pacientes com esclerose

maltipla recorrente-remitente (EM-RR) (n=19) foram mantidas em cultura por 3 dias na presenca de PHA

(1pg/mL) com ou sem hidrocortisona (HC) em duas concentracdes diferentes (1x10°M e 1x10°M) e a dosagem
de I1L-17 foi conduzida através da técnica ELISA. Em (B), o efeito da HC (1 x 10° M) sobre a producéo de IL-17

foi estratificado pelo EDSS dos pacientes. Na figura B, o valor referente a porcentagem de inibicdo da producéo

de IL-17 pela HC (10

® M) para cada paciente esta indicado.
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3.4 Dosagem das citocinas 1L-12p40, IL-23 e IL-6 produzidas por mondcitos de

pacientes com EM-RR em resposta ao LPS

Resultados anteriores demonstraram uma maior tendéncia das células T de pacientes
com EM-RR, mesmo na fase de remissdo clinica, em montar uma resposta mais tipica Th17.
Esse fendbmeno pode estar atrelado a capacidade das APCs desses pacientes em produzir
elevadas quantidades de citocinas envolvidas na inducdo do programa genético de
diferenciacdo de uma célula T naive (virgem) em células produtoras de IL-17. De fato, como
pode ser observado na figura 10, niveis significativamente superiores de 1L-12p40, IL-23 e
IL-6 foram produzidos por mondcitos de pacientes com EM-RR apds a estimulagdo com LPS
por 24 h. Interessantemente, niveis baixos mas detectaveis de IL-6 (31.3 + 16.8 pg/mL) e IL-
23 (19.8 £ 14.1 pg/mL) foram quantificados apenas nas culturas de mondcitos obtidas dos

pacientes com EM-RR quando mantidas apenas em meio completo.
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Figura 10. Producéo de IL-12p40, IL-23 e IL-6 em cultura de mondcitos de pacientes
com EM-RR.

Culturas de mondcitos (aproximadamente 1,6x10°/mL), obtidas de individuos saudaveis (controle,
n=20) ou de pacientes com esclerose maltipla recorrente-remitente (EM-RR) (n=20), foram mantidas em cultura
por 24 h apenas com meio ou na presenca € 100 ng/mL de LPS. A producdo de IL-12p40, IL-23 e IL-6 foi
determinada através da técnica ELISA. A figura representa os valores médios + desvio-padrdo e os valores de p

estéo indicados nos gréficos.



47

3.5 Quantificacao dos niveis plasmaticos de LPS em pacientes com EM-RR

Diante dos resultados obtidos acima, nosso proximo e Ultimo objetivo foi determinar
uma provavel etiologia para maior producdo de IL-23 e IL-6 nas culturas de mondcitos nao
ativados (s6 com meio) dos pacientes com EM-RR. Para tanto, quantificamos os niveis
plasméticos de LPS em ambos os grupos e, como pode ser observado na figura 11A, niveis
significativamente superiores de LPS foram dosados no sangue periférico dos pacientes,
guando comparado ao grupo controle. Apesar de ndo termos observado nenhuma diferenca
estatitica, uma clara tendéncia dos pacientes com maiores niveis plasmaticos de LPS em
apresentarem maiores déficits neuroldgicos e maiores niveis de IL-17 foi observada em nosso
estudo (Figura 11B e C).
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Em (A), a quantificagdo do LPS nos plasmas de individuos saudaveis de pacientes com EM-RR

(n=14), aferida pelo ensaio quantitativo de LAL (ver metodologia). Em (B) temos a relagdo entre os niveis de

LPS nos plasmas dos pacientes com EM-RR (n=14) e o grau de incapacidade neurologico aferido pela pontuagéo

do EDSS (dados obtidos a partir do prontuario médico). Em (C), a relacdo entre os niveis de IL-17 produzida

pelas CMSP dos pacientes com EM-RR (n=14) e os niveis plasmaticos de LPS.
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4 DISCUSSAO

A esclerose multipla (EM) é uma doenca desmielinizante do sistema nervoso central
(SNC) de mediacdo celular com dominio do fendtipo Th1l7 cujos alvos sdo peptideos das
proteinas do oligodendrdcito, célula formadora da bainha de mielina (Lovett-Racke; Yang;
Rocke, 2011). Apesar de apresentar diferentes cursos, a forma recorrente-remitente (RR) é o
curso clinico mais comum da EM. Como outras doengas autoimunes, a patogénese da EM
envolve a combinacdo de diferentes fatores genéticos e ambientais (Selmi et al., 2012) que
deve favorecer ndo apenas o inicio da doenga como também o risco de recaidas. No presente
estudo nds observamos que mesmo na remisséo clinica, os linfocitos T de pacientes com EM-
RR produzem niveis elevados de citocinas relacionadas ao fenétipo Th17. Interessantemente,
essa maior tendéncia em produzir citocinas relacionadas a células Th17 foi diretamente
relacionada a sintese de IL-23 e IL-6 por mondcitos ativados em cultura com
lipololissacarideo (LPS) de Escherechia coli.

O primeiro evento imunofuncional avaliado em nosso estudo foi a capacidade
proliferativa das células T em resposta ao PHA, um poderoso mitdgeno de células T humanas.
Nesse sentido, nossos resultados demonstraram que o nivel de captura de timidina foi
significativamente inferior nas culturas de células de pacientes com EM-RR quando
comparado ao grupo controle, isto €, individuos saudaveis. Esse resultado pode ser explicado,
ao menos em parte, pela menor producdo de IL-2 detectadas nessas culturas. Similar prejuizo
na proliferacdo das células T dependente de IL-2 foi observado em estudos prévios
conduzidos em pacientes com EM-RR (Merril et al., 1984; Killestein et al., 2002) e em
pacientes com neuromielite éptica recorrente-remitente (NMO-RR) (Linhares et al., 2012). A
NMO-RR ¢ outra doenca desmielinizante de fundo autoimune do SNC que foi por muitas
décadas considerada uma variante da EM (Argyrou; Makris, 2008). Diferente da EM, a NMO
se manifesta a partir do ataque imune a bainha de mielina dos nervos oOpticos e da medula
espinhal, caracterizado, clinicamente, por dois eventos indices, neurite dptica (NO) e mielite
transversa aguda (MTA) (Wingerchuk et al, 2006; Pittock et al, 2006). Outra possibilidade,
ndo excludente e ndo avaliada no presente estudo se refere a possibilidade de maior
sensibilidade dessas células a morte induzida por ativacdo envolvendo vias de morte celular,

tal como a via Fas (CD95). Interessantemente, apesar da menor resposta proliferativa das
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celulas T ao ativador policlonal nos pacientes com EM-RR, maior resisténcia a inibigdo pela
hidrocortisona foi observada.

Os glicocorticoides (GCs) endogenos, particularmente o cortisol, estdo sob o controle
do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e executa um papel importante em regular
processos inflamatérios (Franchimont, 2004). Os GCs podem suprimir a producdo de
citocinas inflamatorias por inibirem a atividade do fator de transcri¢do nuclear chamado de
fator nuclear da cadeia kappa da célula B (NFkB, do inglés “nuclear factor kB”) (De Bosscher
et al., 2000). Elevada atividade do eixo HPA tem sido observada em pacientes com EM e
parece estar negativamente associado com o nivel de inflamacdo aguda (Michelson et al.,
1994). Entretanto, apesar de GCs exdgenos serem frequentemente utilizados no tratamento
das recaidas clinicas dos pacientes com EM, a resposta a esses farmacos difere entre os
pacientes, sugerindo diferencas na sensibilidade aos GCs (Gold et al., 2012). Acredita-se que,
apos longos periodos de ativacdo elevada do eixo HPA, resisténcia central e periférica aos
glicorticoides surjam, primariamente devido a uma reducgdo tanto na expressdo quanto na
sensibilidade dos receptores para os GC (Phillips et al., 1998). Essa resisténcia ao GC
compromete a regulacdo das respostas inflamatdrias pelo eixo HPA, levando a um estado
basal de elevada ativagdo imune (De Kloet et al., 2007; Gotovac et al., 2003). Nesse sentido,
estudo por Roel e colaboradores (2004) demonstrou que concentracbes superiores de
dexametasona foram necessarias para reduzir em 50% os niveis de IL-6 produzidos por
CMSP de pacientes com EM ativadas com LPS quando comparado ao grupo controle, isto &,
individuos saudaveis. O mesmo fenémeno foi obsevado com relagdo a eficiéncia do GC em
inibir a produgéo de TNF-o em culturas de monécitos de pacientes com EM-RR ativados com
LPS (van Winsen et al., 2005). Nesse Gltimo estudo, essa maior resisténcia ao GC ndo foi
corrigida apds uso de imunoterapia com IFN-B. Finalmente, trabalho por Correale e
colaboradores (2000) demonstrou que clones de células T especificas para o antigeno PLP
(proteolipideo) de pacientes com EM com a forma progressiva secundaria sao mais resistente
a apoptose in vitro por GC. Coletivamente, esses resultados denunciam a existéncia de
resisténcia periférica e central ao GC como mais um fator de risco para a progressdo da
doenca e menor eficacia terapéutica com metilpredinisona, um glicocorticoide sintético
utilizado no controle das crises clinicas de déficit neuroldgico.

O tipo de resposta imune mediada pelas células T é principalmente determinado pelo

padrdo de citocinas produzido por esses linfécitos. Nesse sentido, na presenca de elevadas
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concentragOes de IL-12 ou de IL-4, as DCs humanas induzem a diferencia¢éo das células T,
ativadas via TCR, em Thl ou Th2, respectivamente (Fazileau et al., 2007; Henrickson; von
Adrian, 2007). Celulas Thl produzem grandes quantidades de IFN-y e IL-2, e realizam a
chamada resposta imune celular, por ativar fagocitos, células assassinas naturais (células NK,
do inglés “natural killer”) e os linfocitos T CD8". O IFN-y ndo apenas aumenta o poder
microbicida dos fagdcitos (neutréfilos e macrofagos), a fungéo litica das células NK, como
também induz linfocitos B humanos a produzir 1gG1 e IgG3 (McKinstry et al., 2010). A
resposta imune celular é fundamental para o combate a micro-organismos que causem
infeccOes intracelulares (obrigatorios ou facultativos). Por outro lado, células Th2 medeiam
resposta imune humoral através da secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-13 permitindo assim a ativacao
dos linfécitos B e producdo de IgE (Zhu et al., 2010). A resposta dos linfocitos Th2 esta
envolvida no combate as infestagbes por helmintos e na patogénese das reacOes de
hipersensibilidade do tipo | (Makani et al, 2008; Zhu et al., 2010). Em nosso estudo, apesar da
producdo de IL-2 ter sido inferior nas culturas de CMSP ativadas com PHA do grupo de
pacientes, nenhuma diferenga significativa na liberacdo de IFN-y (Thl) e das citocinas
relacionadas ao fendtipo Th2 (IL-4 e IL-5) foi observada em resposta ao PHA nos dois grupos
estudados.

No contexto da EM, estudos em modelos experimentais e evidéncias clinicas apontam
para um envolvimento maior das células Th1l7 na imunopatologia das lesdes cerebrais
(Lovett-Racke; Yang; Rocke, 2011). Em humanos, a diferenciacio das células T CD4" em
Th17 é induzida pela producéo de niveis elevados de IL-1B e a IL-23 pelas DCs maduras
(Gutcher; Becher, 2007). As células Th17 produzem IL-17A (chamada de IL-17), IL-17F, IL-
21, TNF-a e IL-1pB, que dentre muitas fungdes destaca-se a capacidade de induzir as células
imunes e parenquimatosas a secretar I1L-8, principal quimiocina envolvida no recrutamento de
neutrofilos para a area de infeccdo (Miossec, 2009). Apesar da resposta imune mediada por
células Th1l7 ser importante no combate as bactérias extracelulares e fungos (Matsuzaki;
Umemura, 2007), sua descricdo original como uma nova linhagem de células T CD4" foi
descrita no contexto da autoimunidade, particularmente no modelo experimental de EM
(Miossec, 2009). Em acordo com os dados da literatura, em nosso presente estudo um
dominio na producéo de citocinas relacionadas ao fenotipo Th17 (IL-17, IL-6 e TNF-a) ndo
apenas foi detectado nas culturas de células dos pacientes com EM-RR na remisséo clinica,

como 0s niveis de IL-17 foram diretamente correlacionados com o grau de incapacidade
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neuroldgica do paciente. Interessantemente, a producéo de IL-1p e IL-6 foi detectada nessas
culturas sem adicdo de qualquer estimulo exdgeno. O mesmo foi observado com relacdo a
liberacdo de IL-6 e IL-23 em culturas de mondcitos mantidos na presenga apenas de meio de
cultura. Acreditamos que estes fendbmenos devam estar relacionados a sensibilizacdo dos
monocitos in vivo pelo LPS circulante, que, como observado em nosso estudo, foi
significativamente superior nos plasmas dos pacientes com EM-RR, quando comparado aos
niveis dosados no grupo controle.

Sabe-se que a regulacdo da resposta imune mediada pelas células Th1l7 € requerida
para evitar desordens imunes, tais como doencas autoimunes (Costantino; Bacher-Allan;
Hafler, 2008). Em geral, o desenvolvimento de doengas autoimunes tem sido atrelado a um
dano nos mecanismos imunes de autotolerancia, tal como deficiéncia na producéo de citocinas
anti-inflamatorias pelas células T reguladoras (Tregs) (Costantino; Baecher-Allan; Hafler,
2008). Nesse sentido, a produgdo de IL-10 e TGF-B pelas células T reguladoras inibem tanto a
expressdo de moléculas co-estimuladoras e secrecdo de citocinas inflamatorias pelas DCs,
como agem diretamente sobre os linfécitos T ativados suprimindo a proliferacdo e atenuando
as suas funcdes efetoras (Groux et al., 1997; Barrat et al., 2002; Groux, 2003; Wood ;
Sakaguchi, 2003). No contexto da EM, varios estudos tém revelado incapacidade das células
T reguladoras em inibir a proliferacdo e a producéo de citocinas inflamatdrias pelas células T
efetoras especificas para proteinas da mielina (Venken et al., 2007; Michel et al., 2008;
Falcon, 2009; Hensen et al.,2008; Smolders et al., 2009; Ma et al., 2009). Em nosso estudo,
no entanto, nenhuma diferenca foi observada na producdo dessas citocinas pelas culturas de
células de ambos os grupos estudados. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de
que, durante as crises clinicas, deficiéncias na funcao das células T reguladoras surjam como
mecanismos adicionais de desregulacdo imune. Ainda vale ressaltar que, apesar de nao termos
observado nenhuma diferenca quanto a producdo de IL-10 e TGF-f em nossos pacientes,
acreditamos que essas citocinas ndo conseguem controlar a producdo elevada de citocinas
inflamatdrias do tipo Th17. Em nossa opinido um evento que vale a pena ser investigado num
futuro préximo € quantificar os niveis de expressdo do receptor para essas citocinas anti-
inflamatdrias na superficie das células T desses pacientes, que podem estar significativamente
reduzidos. De qualquer maneira, desregulacdo em nivel hormonal documentada aqui deve
exercer um efeito adverso no curso da doenga. Em nosso estudo, uma maior resisténcia aos

efeitos inibidores do glicocorticéide sobre a producdo in vitro de IL-17 foi observada nas
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culturas de células contento linfécitos T policlonalmente ativados de pacientes com EM-RR,
particularmente dentre aqueles com incapacidades neuroldgicas mais severas. Sabendo que
nos pacientes com EM em surto, pulsoterapia com corticdides € utilizada para ajudar no
controle das recaidas (Lana-Peixoto et al., 2002), esse resultado deve ter implicacdes diretas
sobre a eficicia do tratamento da doenca.

Finalmente, em nosso estudo uma maior tendéncia em montar uma resposta mais
tipica Th17 foi atrelada a maior producdo de IL-23 e IL-6 por mondcitos ativados com LPS.
Interessantemente, como mencionado acima, niveis detectaveis de IL-23 e IL-6 foram
observados apenas nas culturas de mondcitos obtidas dos pacientes com EM-RR quando
mantidas na presenca s6 de meio de cultura. Em nosso estudo, esse fendbmeno pode ser
explicado pela ativacdo persistente, e de baixa extensdo, dos monacitos circulantes pelo LPS,
detectado em niveis maiores no plasma dos pacientes com EM-RR. Pacientes com niveis
maiores de LPS circulantes tendenciaram a produzir in vitro mais IL-17 e em possuirem
incapacidades neuroldgicas mais severas. Acreditamos que a auséncia de significancia nessas
relacBes entre os niveis de LPS circulantes pode estar relacionada a dois eventos nédo
excludentes: nimero pequeno de amostras colhidas e a sensibilidade diferenciada entre os
individuos a esse PAMP devido as variagdes alélicas de TLRs. Polimorfismo genético de
TLRs tem sido associado as doencas autoimunes (Park et al., 2004; Hong et al., 2007).
Fendmeno similar foi descrito em pacientes com NMO-RR (Barros et al., manuscrito
submetido a revista Journal of Clinical Immunology). Interessantemente, em uma de nossas
pacientes com diagnostico de NMO-RR acompanhada pelo nosso grupo, recaida de mielite foi
observada logo ap6s aumento sérico de LPS. Apesar desse fendmeno ter sido observado ao
acaso, pela recoleta de sangue periférico desse paciente, esse dado é muito interessante e pode
ser avaliado em nossos pacientes com EM-RR a partir da coleta de sangue dos pacientes com
EM-RR antes, durante e ap0s recaida clinica. Esses resultados sugerem que maior
translocacéo bacteriana pode ser um importante fator de risco para deflagracdo de uma nova
crise de déficit neuroldgico por, provavelmente, favorecer a ativacao de clones de células T de
memo©ria dirigidos contra diferentes antigenos da bainha de mielina.

Evidéncias clinicas, e mais claramente resultados obtidos em modelos experimentais,
revelam a forte ligacdo existente entre infeccdo e doencas autoimunes. Essa relacdo tem sido
atribuida tanto a mecanismos envolvendo semelhanga molecular entre antigenos derivados

dos patégenos com moléculas préprias do hospedeiro (Kivity et al., 2009; Guillerme; Kalil;
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Cunningham, 2006; Fujinami et al., 2006; Abu-Shakra et al., 1999; Asherson; Shoenfeld,
2000; Agmon-Levin et al., 2009; Blank et al., 2007; Blank et al., 2002; Gharavi et al., 2002;
Basu et al., 2000; Bachmaier et al., 1999; Steinhoff et al., 1999), bem como consequéncia da
ativacdo inespecifica da resposta imune inata favorecendo os mecanismos de quebra de
tolerancia imunoldgica no compartimento das células T e B (Damsker; Hansen; Caspi, 2010;
Selmi et al., 2012). Esses mecanismos nédo séo excludentes, portanto, semelhanga molecular
pode disparar a ativacdo inicial das células T autorreativas virgens e/ou expansdo de uma
populacdo de células T de memoria, enquanto produtos microbianos capazes de ativar
resposta imune inata podem contribuir na reativacdo das células T de memoria, contribuindo
assim para as recaidas subsequentes, caracteristica da maioria das doencas autoimunes (Selmi
et al., 2012). Diferentes agentes infecciosos (virus, batérias e fungos), ou seus produtos,
podem exacerbar e/ou servir como gatilhos das reacdes de autoimunidade (Selmi et al., 2012).
Nesse sentido, nos acreditamos que o LPS detectado em niveis superiores no sangue dos
pacientes com EM-RR possa executar um papel importante como adjuvante na doenga por
induzir as APCs a secretarem niveis elevados de IL-23, IL-6 e IL-1B. De fato, estudos tém
demonstrado que alguns PAMPS, tais como LPS, flagelina e &cido lipoteicoico, favorecem a
inducio de uma resposta Th17 pelas células T CD4" humanas ativadas via receptor da células
T, ou TCR (do inglés “T cell receptor”) (Gaddis; Michalek; Katz, 2011; Jin et al., 2012). Esse
evento foi descrito como dependente da producéo de 1L-23 e IL-1p pelas DCs em resposta a
esses PAMPs. Estudos in vivo tem adicionalmente demonstrado que macréfagos, astrocitos e
oligodendrdcitos do cérebro de pacientes com EM expressam niveis elevados de TLR e que
PAMPs bacterianos tém sido detectados nessa regido (Schrijver et al., 2001; Bsibi et al.,
2002), sugerindo um envolvimento da sinaliza¢do da via TLR na patogénese da EM (Bsibi et
al., 2002). Ademais, apesar da falta de estudo, vale lembrar que ligantes enddgenos, os
DAMPs, podem ser gerados como produtos da resposta inflamatoria crénica no qual o
paciente com EM € condicionado, podendo assim contribuir na perpetuacdo das reacdes de
lesdo no SNC por se ligarem aos TLRs. Finalmente, apesar de classicamente o modelo
experimental de EM em camundongo, a chamada EAE, ser induzida através da imunizagdo do
animal com antigenos da mielina emulsificados no adjuvante de Freud, a doenca pode
também ser induzida través da imunizagdo do animal com MOG na presenca de elevadas

doses de LPS (Hansen et al., 2006). Esses resultados sugerem que APCs, como mondcitos,
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ativadas por produtos microbianos, como o LPS, podem executar um papel importante em
contribuir para o dominio de uma resposta Th17 em pacientes com EM.

Apesar de TLRs serem tipicamente expressos pelas células da imunidade inata, tais
como macrofagos e DCs, células T CD4" e T CD8" ativadas via TCR passam a expressar
TLR (Babu et al., 2006; Gururajan et al., 2007; Pietschmann et al., 2009; Zarember;
Godowski, 2002). Os efeitos adversos dos PAMPs na autoimunidade podem, portanto, estar
também relacionados as acdes diretas dessas moléculas nas células T humanas. Nesse
contexto, linfocitos T CD8" encontrados nas lesbes cerebrais de pacientes com EM-RR
expressam elevados niveis de TLR (Wong et al., 2010; Hornung et al., 2002). Recente estudo
por Mansson, Mikael e Cardell (2006) demonstrou que dentre as células T ativadas, 0s niveis
de TLR4 sdo maiores no compartimento CD8".

Em humanos, a presenca sisttmica de PAMPs tem sido relacionada a maior
translocacdo microbiana, particularmente em nivel intestinal. Classicamente, o nivel de
translocacdo bacteriana pode ser aferido indiretamente pela dosagem periférica de LPS
(Balzan et al., 2007). Alguns estudos em humanos tém revelado alguns efeitos deletérios da
translocacdo bacteriana em doencas humanas. Um exemplo interessante € o impacto desse
fendbmeno na progressdo clinica da doenca causada pela infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1, do inglés “human immunodeficiency virus 17). A
infeccdo pelo HIV-1 danifica as barreiras imunoldgicas e fisicas da mucosa intestinal
permitindo assim maior passagem de bactérias, ou seus antigenos, para circulacdo periférica
(Nazli et al., 2010). Nesses individuos, niveis elevados de LPS tém sido correlacionados com
maior perda das células T CD4" e carga viral plasmatica mais elevada (Nowroozalizadeh et
al., 2010; Treseid et al., 2010). Acredita-se que a presenca de niveis elevados de LPS no
sangue periférico do paciente infectado pelo HIV-1 mantenha as células do sistema imune
inato ativadas e capazes de produzir citocinas inflamatorias, tais como IL-13 e TNF-a, que
favorecem intensa replicagdo viral nas células T CD4" infectadas (Nowroozalizadeh et al.,
2010; Tragseid et al., 2010). Outro estudo mais recente documentou niveis elevados de LPS
em pacientes com diagnostico de autismo (Sydney et al., 2012). Interessantemente, nesse
estudo, o tratamento dos pacientes com penicilina, cefalosporina e clindamicina atenuou o0s
sintomas da doenca (Sydney et al., 2012).

Em nosso estudo, a elevada concentracdo de LPS no sangue periférico dos pacientes

com EM-RR levanta uma questdo interessante sobre a origem dessa maior translocacdo
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microbiana. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada, ao menos em parte, a0 maior
grau de estresse no qual esses pacientes sdo condicionados, tais como quadros de ansiedade
e/ou depressdo (Beiske et al., 2008). Durante os episddios de estresse, niveis elevados do
horménio liberador de corticotropina séo produzidos no hipotalamo e este é capaz de induzir a
liberacdo sistémica de cortisol e noradrenalina por ativar indiretamente as glandulas adrenais
e 0 sistema nervoso simpatico (SNS) (Padgett; Glaser, 2003). Acredita-se que as
catecolaminas, como a adrenalina, possam aumentar a translocacdo bacteriana em nivel
intestinal por induzir a liberacdo da histamina e da prostaglandina E2 pelos mastoctios da
mucosa (Chang et al., 2008). A histamina, por exemplo, aumenta a permeabilidade
paracelular da mucosa intestinal por reduzir a expressao de moléculas de adeséao célula-célula
(Chang et al., 2008). Sabendo-se que elevada atividade do eixo HPA tem sido identificada em
pacientes com EM (Merril et al., 1984; Killestein et al., 2002), a ligacdo entre o estresse e
autoimunidade, classicamente conhecida (Stojanovich; Marisavljevich, 2008), pode estar
relacionada ao aumento da permeabilidade da mucosa intestinal e, consequentemente, maior
translocacdo microbiana.

Finalmente, apesar da provavel contribuicdo da Escherichia coli intestinal, a real
origem bacteriana do LPS dosado em nosso estudo ndo foi avaliada. Adicionalmente, outros
PAMPs bacterianos devem estar elevados no sangue periférico dos pacientes com EM-RR.
Nosso proximo objetivo seréa estudar o impacto de diferentes PAMPS na resposta das células
T CD4" e T CD8" em resposta in vitro a antigenos da bainha mielina através da citometria de
fluxo. Adicionalmente, iremos realizar uma analise da expressdo de diferentes TLRs nessas

subpopulacdes de células T de pacientes com EM-RR.
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5 CONCLUSOES

- Uma menor resposta proliferativa induzida por PHA foi observada nas culturas de células
T de pacientes com EM-RR quando comparadas as culturas de células T de individuos
saudaveis.

- A resposta proliferativa das células T ao ativador policlonal PHA foi significativamente
inferior nas culturas de células mononucleares (CMSP) de pacientes com EM-RR,
qguando comparado a individuos saudaveis, e isso deve estar relacionado, ao menos em
parte, a menor producao de IL-2 por essas células.

- Apesar das células T de pacientes com EM-RR proliferarem menos em resposta ao PHA, a
adicdo de HC foi mais eficiente em reduzir a expansdo policlonal das células T de
individuos saudaveis, quando comparadas as células T de pacientes com EM-RR.

- Com relacdo as citocinas do tipo Thl, o IFN-y, e do tipo Th2 (IL-4 e IL-5) nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos estudados. O mesmo foi observado quanto a
producdo das citocinas anti-inflamatorias 1L-10 e TGF-f, secretadas particularmente por
células T reguladoras.

- No que diz respeito as citocinas caracteristicas do fenétipo Th17, niveis superiores de TNF-
a, IL-6 e IL-17 foram produzidos pelas culturas de células dos pacientes com EM-RR,
guando comparada ao grupo controle.

- Uma correlacdo positiva entre os niveis de IL-17 e a incapacidade neuroldgica dosada pelo

EDSS, foi observada no grupo dos pacientes com EM-RR.

- Houve uma maior producdo de 1L-12p40, 1L-23 e IL-6 por mondcitos ativados com LPS
de pacientes com EM-RR quando comparados ao grupo de individuos saudaveis.

- Niveis maiores de LPS foram encontrados no plasma de pacientes com EM-RR quando
comparado ao grupo controle, e uma tendéncia foi observada entre os niveis plasmaticos
e LPS e os niveis de IL-17 e o grau de incapacidade neuroldgica dos pacientes.

- Em conjunto, esses resultados, apesar de preliminares, revelam um dominio do fenétipo
Th17 em pacientes com EM mesmo na remissdo clinica. Ademais, essa maior tendéncia
em montar uma resposta mais tipica Th17 se mostrou mais refrataria a inibi¢cdo pelo
glicocorticéide e pode também estar relacionada a maior sensibilizacdo das células
apresentadoras in vivo a antigenos microbianos decorrentes da maior translocacéo

bacteriana intestinal.
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ANEXO A- Termo de consetimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Laboratdrio de Imunofisiologia e Imunopatologia dos linfécitos T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto

“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite

optica”
Titulo do SubProjeto:

“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite

Optica: comparacdo com a esclerose multipla”

Investigador Principal: Dra. Cleonice Alves de Melo Bento - Professora de

Imunologia da UNIRIO.
Tels.: 2531-7906/ 2558-7586 / 9883-8948

EXPLICACAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PARTICIPANTES

1.1- Propdsito do estudo
O proposito desse estudo € avaliar o impacto de diferentes eventos imunes em
pacientes com neuromielite 6ptica (NMO) e compara-los com individuos saudaveis e com
pacientes com esclerose multipla (EM). Assim podemos identificar alguns parametros que
possam estar implicados na NMO.
1.2- Procedimentos
Durante a consulta clinica com o médico, uma vez estabelecido o diagnostico

de NMO, o médico fara algumas perguntas de relevancia para 0 nosso estudo. Essas perguntas
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objetivam avaliar relatos de intercorréncias clinicas de relevancia imunologica, tais como 0
numero de episodios de surtos ao ano, ocorréncia de reacdes alérgicas e de outras
imunopatologias, com defini¢do do tipo de desordem imunolégica de fundo auto-imune.

Apdbs a entrevista, e com 0 consentimento oral e por escrito do paciente, 0
médico ira colher o volume total de 20 mL de sangue periférico que sera utilizado para

realizar uma avaliagdo quantitativa e qualitativa de seu sistema imune.

1.3- Riscos e desconfortos
A aplicacdo das perguntas ndo oferece nenhum tipo de risco ou desconforto. Caso
vOCé esteja se sentido desrespeitado, pode interrompé-lo a qualquer momento. A obtencéo do
sangue periférico serd conduzida por seu médico e utilizara todo o material sob condicdes
adequadas.
1.4- Beneficios
Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes resultados
poderdo fornecer informacGes importantes relacionadas a NMO. Mas, eles podem nédo lhe
trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios anos de estudos em um ndmero
elevado de pacientes. No ent anto, caso os achados sejam significativos, 0 seu médico terd
acesso a todos eles e poderd, caso julgue necessario, apresenta-los a vocé.
1.5-Alternativas para a participacao
Sua participacdo nesse estudo é voluntaria. Vocé poderd interromper a
entrevista ou ndo permitir a coleta de seu sangue a qualquer momento, sem nenhum problema
para vocé. Vocé também poderd se retirar do estudo a qualquer momento sem nenhum
prejuizo quanto ao seu atendimento pela equipe médica hospitalar.
1.6- Custos e compensacdes
Vocé ndo pagara nada para participar nesse estudo. VVocé ndo sera pago por
estar no estudo.
1.7- Confidenciabilidade
Este estudo envolve informagdes confidenciais. Essas informacOes serdo
mantidas estritamente confidenciais entre os membros envolvidos na pesquisa. Qualquer
publicacdo cientifica dos resultados néo identificara vocé.

1.8- Direito para se retirar da pesquisa
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Sua participagdo é voluntéria. Vocé ndo é obrigado a participar nessa pesquisa.
Vocé é livre para interromper a qualquer momento sua participacao.
1.9- Perguntas ou problemas
Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, entre em
contato com Dr®. Regina Maria Papais Alvarenga ou Dr® Cleonice Alves de Melo Bento,
professora e Imunologista da UNIRIO tel: 2264-2723 ou 2531-7906.
1.10- Consentimento
Uma vez que vocé leu (ou lhe foi explicado) e entendeu o propdsito desse
estudo, os procedimentos que serdo realizados, os riscos e beneficios, e vocé
VOLUNTARIAMENTE concorda em fazer parte desse estudo, favor assinar seu nome

abaixo:

Nome do Individuo entrevistado:
Assinatura do Individuo entrevistado:

Eu expliquei o proposito do estudo para o paciente. Ao meu entender, ela entendeu o
proposito, procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador:

Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

Data:
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-UNIRIO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO

TTDD:232
Assunto: Projetos de Pesquisa — Avaliagdo.

Protocolo CEP-UNIRIO: 0042/2011 FR 460879 CAAE: 0050.0.313.000-11

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo fenotipica e funcional doa Linfécitos T de pacientes com
neuromielite Optica.

Versio do Protocolo e Data: 09/09/2011.

Pesquisador(a) Responsavel: Cleonice Alves de Melo Bento.

Institui¢do: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO.

Sumairio do protocolo:

- Objetivos: avaliar o perfil imunoldgico de pacientes com neuromielite 6ptica (NMO) em
resposta a diferentes estimulos antigénicos; avaliar a proliferagio dos linfocitos T mediante
ativagdo por diferentes antigenos e patogenos; a frequéncia de diferentes subpopulagdes de
células T no sangue periférico de pacientes com Neuromielite Optica; a frequéncia e a
situagéio funcional das células dendriticas no sangue periférico dos pacientes em questdo; o
impacto de diferentes neurotransmissores do stress na fungdo in vitro das células T dos
pacientes com NMO; quantificar a produgéo n vivo e in vitro de citocinas relacionadas aos
fenétipos inflamatorios e anti-inflamatérios de células T nos pacientes com NMO.

- Stimula do Projeto: o projeto tem como foco o estudo da neuromielite Optica, doenca
desemielinitizante do sistema nervosa central. O status funcional de células imunolégicas de
pacientes serd avaliado. Serdo utilizados pacientes do Hospital da Lagoa, com critério de inclusdo
o diagnéstico dos diversos tipos de NMO, e exclusdo obesidade mérbida, consumo de alcool e
tabaco. Ocorrerd a coleta de 20 mL de sangue para quantificagdo de células imunoldgicas e estudo
de cultura de células para avaliagdo de proliferagdo e viabilidade celular. Para as anélises
estatisticas serdo utilizados testes ndo paramétricos.

- Comentarios do Relator: projeto de relevancia cientifica e adequadamente discutido na sua
introdugdo, justificativa e metodologia. Foi descrito o destino da cultura de celular; defini¢io
pelo pesquisador do periodo de tempo para sele¢do dos pacientes na metodologia e\ou
esgotamento amostral; O cronograma est4 adequado.

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: estd de acordo com as Normas da
Resolugdo 196/96.
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o O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar

todas as folhas de Termo de Consetimento Livre e Esclarecido — TCLE -
apondo sua assinatura na iltima pagina do referido Termo.

o O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubircar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assintaura

na ultima péagina do referido Termo.

- Informo que a autorizagio para posterior publicagdo fica condicionada 4 apresentacdo do
resumo do estudo proposto & apresentagdo.

Diante do exposto, 0 Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro — CEP —UNIRIO, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugao CNS196/96
¢ suas complementares, manifesta-se pela aprovago do protocolo de pesquisa proposto.

Emitimos, portanto, parecer que classifica o projeto como APROVADO.

Rio de Janeiro, 18 de novembro de 2011.

Fabiana Barbosa Assumpad déSouza
Coordenadora do CEP-UNIRIO

Fabiana B. Assumpcéo de Souza
Coordenadora
CEP = UNIRIO
PROPG-DPQ
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