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RESUMO

LOPES, Lana Méarcia Ferreira. Analise comparativa do tratamento com
fingolimode e dimetilfumarato na composicao de linfécitos B, mondcitos e
diferentes subtipos de células T em pacientes com Esclerose Multipla. 2020.
77f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Esclerose Mdltipla remitente recorrente (EMRR) é uma doenca autoimune
inflamatoria crénica do Sistema Nervoso Central considerada a principal causa, entre
as doencas desmielinizantes, de incapacidade neurolégica crénica em adultos jovens.
O réapido diagnostico e inicio do tratamento com terapias modificadoras da doenca
(TMD), tais como fingolimode (FGL) e dimetilfumarato (DMF), pode alterar o curso
clinico por controlar, através de diferentes mecanismos, eventos imunes mediados
pelas células T encefalitogénicas associados as recaidas e lesdo neuronal.
Entretanto, faltam estudos comparando os efeitos de ambas as drogas na composicao
de diferentes subtipos de células T, células B e mondcitos circulantes, sendo esse o
objetivo do presente trabalho. Para tal, os linfécitos totais foram estimulados por 3 h
com a combinacao de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e ionomicina, seguida de
marcacdo de diferentes anticorpos monoclonais fluoroceinados dirigidos contra os
marcadores CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7, IFN-y, CD19, HLA-DR, CD28, CD57,
CD14, CD80, CD86 e CD1llc. Para fins de comparacdo, amostras de sangue
periférico foram colhidas de individuos saudaveis (grupo controle) e de pacientes
infectados pelo HIV-1 com Aids. A determinacdo das diferentes subpopulacdes
celulares foi conduzida por citometria de fluxo. Nossos resultados demonstram que o
tratamento com FGL foi mais eficiente em reduzir tanto a porcentagem total das
células T CD4* periféricas, quanto o subtipo de memdria central. No compartimento
das células T CD8*, resultados semelhantes foram observados nos pacientes sob
terapia com FGL. A frequéncia de células T (CD4* e CD8") INF-y* foi maior nos
pacientes nao tratados do que no grupo controle, e dentre as TMD, apenas o FGL
reduziu a proporcéo de células T CD8*IFN-y* virgens, associado a um aumento na
fracdo de células T(CD4* e CD8*) D28 CD57- circulantes. A incapacidade do DMF em
reduzir os niveis circulantes de células T IFN-y* virgens foi diretamente associada ao
grau de comprometimento motor do paciente. Quanto aos monécitos (CD14*HLA-
DR*) e linfécitos B (CD19*HLA-DR™), o FGL foi superior ao DMF em aumentar a
porcentagem dessas células expressando os marcadores de ativagcdo CD80 e CD11c,
respectivamente. Finalmente, e de forma interessante, apesar do FGL levar a uma
linfopenia mais acentuada nas células T de memoaria central circulantes nos pacientes
com EM quando comparada aos pacientes com Aids, é provavel que aumento na
proporcao de células T CD28'CD57 e de mondcitos ativados (CD80*CD86), deva
contribuir na resisténcia imune a diferentes patdogenos nos pacientes com EM. Apesar
de preliminares, nossos dados sugerem que, maior eficiéncia terapéutica na EM
dependa da capacidade da TDM em reduzir a frequéncia de células T IFN-y* virgens.
Ademais, apesar do FGL levar a uma queda importante em subtipos nobres de células
T circulantes, € possivel que, por mecanismos imunes compensatorios, a grande
maioria desses pacientes consigam manter ainda vigilancia imune contra diferentes
patdgenos.

Palavras-chave: Esclerose Mdultipla. Linfocitos T. Linf6citos B. Monécitos. Tratamento.



ABSTRACT

LOPES, Lana Marcia Ferreira. Fingolimod and dimethyl fumarate alters
functional profile of T cell, B cell and monocytes in patients with multiple
sclerosis. 2020. 77f. Dissertagéo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Recurrent remitting multiple sclerosis (RRMS) is a chronic inflammatory
autoimmune disease of the central nervous system considered to be the main cause,
among demyelinating diseases, of chronic neurological disability in young adults. The
rapid diagnosis and treatment with disease-modifying therapies (TMD), such as
fingolimod (FGL) and dimethylfumarate (DMF), can alter the clinical course by
controlling, through different mechanisms, immune events mediated by
encephalitogenic T cells associated with relapses and neuronal injury. However,
studies comparing the effects of both drugs on the composition of different T cell
subsets, B cells and circulating monocytes are lacking, which is the objective of the
present study. Thus, the total lymphocytes were stimulated for 3 h with the combination
of PMA and ionomycin and subsequently labeled using different fluoroclaved
monoclonal antibodies directed against the CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7, IFN-y,
CD19, HLA-DR, CD28, CD57, CD14, CD80, CD86 and CD1lc markers. For
comparison, peripheral blood samples were collected from healthy individuals (control
group) and from HIV-1 infected patients with AIDS. The determination of different cell
subpopulations was carried out by flow cytometry. Our results demonstrate that
treatment with FGL was more efficient in reducing both the total CD4* T cells and the
central memory cell subset. In the CD8* T cell compartment, similar results were
observed in patients with FGL therapy. The frequency of IFN- y* (CD4* and CD8*) T
cells was higher in untreated MS patients than in the control group, and, among TMD,
only FGL was capable in reducing the proportion of virgin IFN-y*CD8*T cells,
associated with an increase in the frequency of circulating CD28 CD57-(CD4* and
CD8") T cells. Inability of DMF of reducing circulating levels of virgin IFN-y* T cells was
directly associated with the degree of motor impairment of the patient. Different from
DMF, FGL was able to elevate the proportions of monocytes (CD14* HLA-DR*) and B
lymphocytes (CD19* HLA-DR™) expressing the activation markers CD80 and CD11c,
respectively. Finally, and interestingly, although FGL leads to more pronounced
lymphopenia in circulating central memory T cells in patients with MS compared to
AIDS patients, an increase in the proportion of CD28CD57- T cells and activated
monocytes (CD80*CD867) should contribute to immune resistance to different
pathogens in patients with MS. Although preliminary, our data suggest that higher
therapeutic efficiency in MS depends on the ability of TDM to reduce the frequency of
virgin T IFN-y* cells. In addition, although FGL leads to an important reduction in noble
circulating T cell subtypes, it is possible that, by compensatory immune mechanisms,
the great majory of these patients are able to maintain immune surveillance against
different pathogens.

Keywords: Multiple sclerosis. T lymphocytes. B lymphocytes. Monocytes. Treatment.
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INTRODUCAO

Consideracdes Gerais

A esclerose multipla (EM) € uma doenca inflamatdéria, desmielinizante crénica
e progressiva do sistema nervoso central (SNC), com curso clinico variavel e
heterogéneo, diagnosticada entre os 20 e 50 anos, tendo, portanto, um forte impacto
socioecondmico. E mais comum em mulheres (proporgéo de 2-3:1) e caucasianos,
nos paises ao norte e ao sul da linha do Equador (G. K. et al., 2019).

Embora sua etiologia permaneca nao totalmente conhecida, sabe-se que a
EM resulta de uma interagdo complexa entre fatores genéticos e ambientais que
determinam alterac6es imunoldgicas desencadeando fenbmenos de autoimunidade,
tendo como alvo principal a bainha de mielina (PAUNOVIC et al., 2018).

E a patologia primaria mais frequente do SNC, caracterizada pela inflamac&o
e desmielinizag&o no parénquima cerebral, degeneragao axonal e gliose, conferindo
também, um carater neurodegenerativo (COURTEN; MATSOUKAS;
APOSTOLOPOULOQS, 2017). Apesar da evolucéo e gravidade da doenca ndo serem
uniformes, a maioria dos pacientes com EM (85 - 90%) apresenta a forma
remitente-recorrente (RR), caracterizada por recaidas clinicas seguidas de
remissdes (DECKX et al., 2013).

Estudos em modelos animais e achados em pacientes tém demonstrado uma
participacdo importante das células T especificas para antigenos da bainha de
mielina na génese das lesbes desmielinizantes caracteristicas da EM. Como as
lesbes podem se formar em qualquer local do SNC, os sintomas relacionados a
doenca sdo heterogéneos e imprevisiveis (COURTEN; MATSOUKAS;
APOSTOLOPOULOS, 2017; DENIC et al., 2010; FLETCHER, 2013).

Atualmente, ha grande interesse na investigacdo quanto a implicacdo das
células B no desenvolvimento e progressdo da EM, principalmente apds a
observacdo de resultados positivos na deplecdo desses linfocitos, utilizando
anticorpos monoclonais (MCWILLIAM; SELLEBJERG; MARQUART, 2018). A
terapia com anticorpos monoclonais pertence a um grupo de drogas direcionadas ao
tratamento de pacientes com EM, conhecidas como terapias modificadoras da
doenca (TMD), utilizadas na fase de remissdo, com objetivo de reduzir o risco e

severidade das recaidas clinicas. No Brasil, os farmacos aprovados pela Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sao: Acetato de Glatiramer, Interferon
(IFN)-B1b, IFN-B1a, B-peginterferonla, Natalizumabe, Ocrelizumabe,
Alentuzumabe, Cladribina, Teriflunomida, Dimetilfumarato (DMF) e Fingolimode
(FGL) (MARQUES et al., 2018).

Enquanto DMF parece agir reduzindo a inflamacao, o fingolimode altera o
padrdo de recirculacdo de diferentes subtipos de linfocitos T e interfere na
homeostase das células B. Até o momento, nenhum estudo comparou os efeitos
dessas duas terapias orais, que sdo as mais utilizadas atualmente, em diferentes

subtipos de células T, B e mondcitos circulantes, em pacientes com EM.

Ativacao das Células T

Classicamente, o sistema imune, através de interacbes entre diferentes
elementos celulares, é capaz de identificar, eliminar e/ou confinar diferentes
estimulos estranhos capazes de perturbar a homestase. Dentre todos os leucécitos,
os linfécitos T ocupam uma posicdo de destaque por regular a capacidade funcional
de diferentes células da imunidade inata e adaptativa (BUCHHOLZ; SCHUMACHER,;
BUSCH, 2016).

Entretanto, a ativagéo eficiente dos linfécitos T dependem de sinais cognitivos
e soluveis liberados por um conjunto de células da imunidade natural conhecidas
como células apresentadoras de antigeno (APCs, do inglés antigen presenting cells),
em especial as células dendriticas (DCs, do inglés dentritic cells) (SARKIZOVA,
HACOHEN, 2018). Quando comparada a outras células do sistema imune inato, as
DCs apresentam biologia mais complexa (BONASIO; ANDRIAN, 2006; HUGUES et
al., 2006) e sao divididas em duas subpopulacdes: plasmocitoides (pDC)
(CD11c¢c*CD11b*CD8a*) e DCs mieloides (mDC) (CD11cM9"CD11b-CD8a’), que inclui
as DC derivadas de mondcitos (CD14*HLA-DR*), um subconjunto evolutivamente
conservado de leucdcitos que desempenham papéis chave na inflamacéo,
representando cerca de 3 - 10% (300 — 900mm?) da totalidade de leucécitos na
corrente sanguinea, diferenciando-se, também, em macréfagos (van FURTH, 1986;
SWIRSKI et al., 2010).

No entanto, independente de sua origem, as DCs imaturas possuem
capacidade de internalizar e processar antigenos, mas apresentam pouca habilidade

de ativar células T naive (Tn). Todavia, ao reconhecerem diferentes agonistas dos
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receptores do tipo Toll (TLR, do inglés Toll-like receptors) ou citocinas inflamatorias
(interleucina (IL)-1B, o fator a de necrose tumoral (TNF) a ou o interferon-gama
(IFN-y)), essas ceélulas se tornam APCs eficientes, sendo entdo capazes de ativar
células Tn (Figura 1) (WATTS et al., 2007).

A ativacdo das células Tn (CD62L*CD45RA*CCR7") pelas DCs profissionais
ocorre nos Orgaos ou tecidos linfoides secundarios nas areas que concentram
células T. Para tanto, as DCs maduras, que expressam CCR (do inglés, C-C
chemokine receptor)-7, devem migrar para essas regibes em resposta as
guimiocinas CCL (do inglés, C-C Motif Chemokine Ligand) 19/21. A ativacao das
células T pelas DCs envolve interacbes entre varias moléculas de adesao e
coestimulatorias, fundamentais para estabilizar o contato intercelular (figura 1)
(BACKER et al., 2018).

Essa aproximacdo fisica permite que as células T, através de seus TCR (do
inglés, T-cell receptor), possam identificar os complexos peptideos:HLA (do inglés,
human leukocyte antigen) na superficie das DCs. Caso essa interacao seja de alta
afinidade, vias de sinalizacdo séo disparadas em ambas células e ha o aumento da
avidez relacionadas as interacdbes moleculares estabelecidas na sinapse
imunologica (CONNELL et al., 2016).

Apesar de o reconhecimento dos peptideos pelas células T ser uma etapa
priméria e fundamental da resposta imune, garantindo especificidade ao evento, este
ndo é suficiente. A ativacdo e diferenciacao eficazes das células T dependem,
portanto, de um segundo sinal, que é antigeno-inespecifico e, principalmente,
mediado pela interacdo da molécula CD28, expresso constitutivamente nos linfocitos
T, com os seus ligantes, as moléculas B7.2 (CD86) e/ou B7.1 (CD80), presentes na
superficie das DCs maduras (Figura 1). As vias de sinaliza¢do disparadas através
do primeiro e segundo sinais sdo fundamentais para garantir a ativacao dos fatores
de transcricdo NF-kB (do inglés, nuclear factor kappa B), NF-AT (do inglés, Nuclear
factor of activated T-cells) e complexo AP (do inglés, Activator Protein)-1 e 2, tal
como a acao autocrina da IL-2, que induz a proliferacdo celular e potencializa a
producdo de outras citocinas pro-inflamatérias (HENRICKSON; ANDRIAN, 2007;
DUSTIN et al., 2009).
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Figura 1: Ativacdo dos Linfdcitos T. Durante o processo de ativacdo da resposta imune especifica
mediada pelas células T, as células dendriticas (DCs) profissionais apresentam diferentes peptideos
de proteinas antigénicas acoplados as moléculas do complexo principal de histocompatibiliade (MHC).
Durante essa sinapse imunoldgica, moléculas coestimuladoras expressas na superficie das DCs,
particularmente CD80 e CD86, interagem com o marcador CD28 expresso nas células T. Na figura os
eventos imunes necessarios para a ativacéo das células T CD4+ estdo sendo demonstrados. Fonte:
Slideplayer.

Linfécitos B como APCs

Apés a formacdo na medula 6ssea, as células B maduras (CD19*) ocupam o
conjunto de linfécitos circulantes e sdo encontradas nas regides foliculares dos
orgaos e tecidos linfoides secundarios. Nesses locais, vao ser ativados, via BCR (do
inglés, B cell receptor), por antigenos solluveis ou complexos imunes localizados na
superficie de células dendriticas foliculares (FDC, do inglés follicular dentritic cells),
que secretam BAFF (do inglés, B-cell activating factor) responsavel pela
sobrevivéncia e proliferacdo celular, e CXCL (do inglés, chemokine C-X-C motif
ligand)-13 quimioatraente do receptor CXCR (do inglés, C-X-C chemokine
receptor)-5, relacionado a entrada no foliculo, localizado na superficie dessas células
(SOUZA; BHATTACHARYA, 2019).

E descrito que o marcador CD83, quando presente na superficie de linfcitos
B ativados, regulam positivamente a expressdao do MHC (do inglés - major
histocompatibility complex)-1l e moléculas coestimulatorias, principalmente CD86
(REGINA et al., 2017; WONG et al., 2018).
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Os linfocitos TCD4*, que expressam CXCR5 associados a baixa expressao
de CCR7, migram para a regiao limite do foliculo iniciando a interacdo entre as
Células T e B (SONG; CRAFT, 2019). Funcionalmente, esses linfécitos T,
denominados Tru (do inglés, T follicular helper), produtores de IL-21 e positivos
também para os marcadores PD (do inglés, programmed cell death protein)-1 e ICOS
(do inglés, inducible T-cell costimulator), sdo imprescindiveis na resposta imune
humoral por auxiliarem na proliferacéo, producao de anticorpos, mudanca de classe
e inducdo de memoarias nas células B (HABERMAN et al., 2019).

Figura 2 Apresentacéo de antigenos pelos linfocitos B. Apds a diferenciacdo em células T helper
folicular (TrH), esses linfocitos positivos para o marcador CXCR5 migram para aborda do foliculo e
interagem com linfocitos B, via MHC-II e moléculas coestimulatérias.Fonte The University of Turku,
Faculty of Medicine, Institute of Biomedicine, Depart- ment of Medical Microbiology and Immunology,

2013.

Diferenciacédo dos linfocitos T

Apds a expansdo clonal, faz-se necessario um terceiro sinal para a
diferenciacdo das células TCD4* e TCD8* ativadas, auxiliado principalmente por
secrecdo de citocinas pelas DCs maduras, que conduzem a diversos fenotipos
capazes de produzir diferentes padrées de citocinas, que irdo regular e coordenar as
respostas imunes (SARKIZOVA; HACOHEN, 2018).

Os linfécitos TCD4* reconhecem antigenos via MHC-II e ajudam a coordenar
respostas imunes estimulando outras células, como macrofagos, linfécitos B e
linfécitos TCD8*. Nesse contexto, a citocina IL-12 secretada pelas mDCs e a ativagédo
do fator de transcricdo T-bet (do inglés, T-box transcription fator) induzem, nas
células TCD4*, a diferenciacdo em células T auxiliares (Th, do inglés T helper) do

tipo 1 (Figura 3A), responsavel por produzir grandes quantidades de IL-2 e IFN-y,



19

efetuar a resposta imune celular, fundamental no combate a microrganismos
intracelulares obrigatérios ou facultativos, e aumentar a ativacdo de fagocitos,
células assassinas naturais (células NK, do inglés natural killer) e dos linfocitos T
CD8*" (FAZILLEAU; MCHEYZER-WILLIAMS, 2007; HENRICKSON; ANDRIAN,
2007; HUSTER; STEMBERGER; BUSCH, 2006; ZHU; YAMANE; PAUL, 2012). O
IFN-y, secretado pelas células Trn 1, também induz a producdo e secrecdo de
imunoglobulinas (lg, do inglés Immunoglobulin) G1 e G3 pelos linfécitos B humanos
(MCKINSTRY; STRUTT; SWAIN, 2010; SONG; CRAFT, 2019).

Na presenca de niveis elevados de IL-4, as mDCs induzem a expressao do
fator de transcricdo GATA (do inglés, trans-acting T-cell-specific trancription fator)-3,
importante na diferenciagdo dos linfocitos TCD4* em células T auxiliares do tipo 2
(Th2) (figura 3A). Ao secretarem IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 (VISEKRUNA; HUBER,
2014; ZHU; YAMANE; PAUL, 2012), as células Th2, com as células Trn2, coordenam
a resposta imune atoépicas e contra helmintos por ativar eosindéfilos e induzir a
producéo de IgE (MAKANI; JEN; FINN, 2008; SONG; CRAFT, 2019; ZHU; YAMANE;
PAUL, 2012).

A ativacdo do fator de transcricdo RORC (do inglés, RAR-related orphan
receptor C), através da liberacdo de TGF-B (do inglés, transforming growth factor
beta) e IL-23 pelas mDCs, induz a diferenciacdo no fendétipo Th1l7 em humanos
(Figura 3A) (MATSUZAKI; UMEMURA, 2007; OKUDA et al., 2005). Os linfécitos
Th17, guando ativados, sintetizam ndo apenas IL-17, mas também IL-21 e IL-22, que
induzem as células imunes e parenquimatosas a secretarem IL-8, principal
guimiocina envolvida no recrutamento de neutréfilos para o local da infeccéo iniciada
por bactérias extracelulares e fungos (CROZAT, 2009; MIOSSEC, 2009). Entretanto,
no contexto de doencas autoimunes, novos estudos tém demonstrado o
envolvimento de um subtipo de células Thl7, conhecidas como células Thl7
patogénicas, produtoras de IL-17 e INF-y, que parece ser induzida na presencga de
IL-18, IL-6 e IL-23, associada a auséncia da citocina TGF- (LEE; KUCHROO, 2015;
TAN et al., 2014).

A célula T auxiliar 22 (Th22) (Figura 3A), um novo subtipo de células TCD4*,
gue possui como fator de transcricdo o receptor hidrocarbono aril (AHR, do inglés
aryl hydrocarbon receptor) (MIRSHAFIEY et al., 2015), caracterizam-se por secretar
altos niveis de IL-22 e tém sido implicadas em varias doencas autoimunes, tal como
a psoriase e a EM (MIRSHAFIEY et al., 2015; WING et al., 2015).
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A apresentacao de peptideos antigénicos acoplados as moléculas do MHC de
classe | (MHC-I) expressos na superficie das APCs profissionais, particularmente
das pDCs, ativam os linfocitos TCD8*, importantes no combate aos virus. Quando
ativadas, essas células se tornam linfocitos T citotdxicos (CTL, do inglés cytotoxic T
lymphocytes), produzem granzimas e perforinas e sdo capazes de levar as células
infectadas a apoptose, através da secrecdo coordenada desses produtos estocados
em granulos citoplasmaticos. Assim como os linfécitos TCD4*, essas células também
séo capazes de se diferenciar em fenoétipos efetores distintos, secretando diferentes
padrdes de citocinas (VISEKRUNA; HUBER, 2014).

O perfil Tc-1 (do inglés, T cytotoxic -1) (Figura 3B) € diferenciado pela acao
dos fatores Eomesodermina (Eomes), T-bet, Blimp-1 (do inglés, PR domain zinc
finger protein 1) e Foxo 1 (do inglés, Forkhead box protein O1), secreta IFN-y, TNF-a
e sdo capazes de amplificar a resposta Thl. Semelhante ao linfécito Th2, os linfécitos
T citotdxicos do tipo 2 (Tc-2) sao diferenciados pela atuacéo do fator de transcri¢céo
GATA-3 e secretam as citocinas IL-4 e IL-5. E, por acdo dos fatores de transcrigéo
RORVyt (do inglés, RAR-related orphan receptor gamma), RORa (do inglés, RAR-4
related orphan receptor alpha) e IRF4 (do inglés, Interferon Regulatory Factor 4) ha
o fendtipo Tc-17, secretores de IL-17 e IL-21 (OKUDA et al., 2005; VISEKRUNA;
HUBER, 2014).

Independente do fendtipo dos linfécitos T, a resolucdo da resposta imune

especifica € estabelecida pela memdria imunolégica.
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Figura 3: Diferenciacdo dos Linfocitos T CD4" e T CD8*. A inducdo de diferentes vias de
sinalizagcdo que culminam na proliferacéo e diferenciacdo desses linfécitos em diferentes fenotipos
gue produzem um conjunto polarizado de citocinas pré-inflamatodrias. Nesse contexto, enquanto a
diferenciacdo das células T CD4* e T CD8* humanas no fenétipo Thl e TC-1, respectivamente,
depende, principalmente, da producdo de IL-12 pelas DCs maduras; a formag¢do dos fendtipos
Th2/Tc-2 e Th17/Tcl7 é principalmente garantida quando elevadas concentracfes de IL-4 e 1L-23
mais TGF-[3, respectivamente, séo liberadas pelas DCs. Os linfocitos TCD4* e T CD8*, capazes de
produzir IL-22 — as células Th22/Tc22, cujo fator de transcricdo € o receptor hidrocarbono aril (AHR).
Fonte: Adaptado de Russ, B.A. et al., 2013/ O’Donnell, H. & McSorley,S.J.,2014 por SACRAMENTO,
P.M.; MONTEIRO, C. & BENTO,C.A.M.
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Geracao de memoaria

Inimeras pesquisas foram e séo realizadas com o0 objetivo de determinar
como é gerada a memoria imunoldgica, responsavel por respostas rapidas e
eficientes, importante frente a exposicdes subsequentes ao mesmo antigeno
(BUCHHOLZ; SCHUMACHER; BUSCH, 2016; CHANG et al., 2007; COBBOLD et
al., 2018).

Os primeiros estudos sobre o assunto discorrem sobre eventos estocésticos,
ou seja, a definicdo de um estado especifico ocorreria de forma aleatéria
(BUCHHOLZ; SCHUMACHER; BUSCH, 2016). Posteriormente, surgiu a teoria da
divisdo assimétrica, com sinalizacdo desigual e dependente da sinapse imunoldgica.
A divisdo distal gera células menos ativadas e autorrenovaveis, semelhantes as
células T de memoria central (Tmc) e, as similares as células T de memoria efetora
(Twme), originadas pela divisdo proximal (CHANG et al., 2007).

Recentemente, Cobbold e colaboradores (2018) descobriam que o destino
celular resulta de eventos arbitrarios e dependem da expressao de GITR (do inglés,
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 18 ou glucocorticoid-induced
TNFR-related protein), receptor relacionado a ativacdo das células T, e
desenvolvimento de uropddio (projecdo da membrana celular, envolvida na migracao
ou ativacdo) que ocorre antes de qualquer divisao celular. As células efetoras (Twme)
expressam GITR e desenvolvem uropédio em oposicao as células de memoria longa
(Twme).

Um marco importante nos estudos de memoria celular, foi conduzido por
Sallusto (1999) e colaboradores, em que foi demostrado a possibilidade de se
identificar as células T de memdria a partir de diferentes marcadores de superficie.

As células T de memoria sdo encontradas por periodos longos apos a
exposicdo ao antigeno e sao as remanescentes das duas fases da resposta imune:
fase de expansdo, em que as células Tn (CD45RA*CCR7*CD62L") encontram o
antigeno em 6rgéos ou tecidos linfoides secundarios, e a fase de contracao,
caracterizada pela intensa morte apoptética dos clones de células T efetoras
hiperestimuladas, mas ndo mais necessarias. Na dependéncia de marcadores de
superficie CD45RA, CCR7 e CD62L, tempo de sobrevida e funcéo efetora, as células
T de memodria sdo classificadas em dois grandes subtipos periféricos: as células T

de memodria efetora (Tme) € memoaria central (Tuwc) (BACKER et al., 2018).
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Enquanto as células Twuc (TORRI et al., 2017) expressam o CCR7 e CD62L,
mas ndo o CD45RA, as células Tme sdo negativas para triplice (WILLINGER et al.,
2020). No entanto, as duas populagdes celulares expressam a isoforma CD45RO,
um membro da familia de fosfatase capaz de acelerar a sinalizagéo via TCR. Além
dessas, uma terceira subpopulacéo de células T circulantes de vida longa foi descrita
e denominada célula T de memdria efetora terminalmente diferenciada (Temra, do
inglés effector memory CD45RA*) que possui alta expressdo da molécula CD57, da
molécula CD45RA, mas ndo de CCR7 e CD62L (LIPP et al., 1999).

Além de expressar diferentes marcadores de superficie, as células T de
memoria possuem diferentes propriedades, a saber:

a) Células Tmc — possuem pouca funcdo efetora de acdo imediata, mas
respondem muito bem a IL-2 e produzem altos niveis dessa citocina quando
reestimuladas pelas APCs. Tém elevada resisténcia a morte apoptética, o que Ihe é
garantido por sua habilidade em entrar nos 6rgdos linfoides secundarios, onde
recebem sinais de sobrevivéncia fornecidos pela IL-7 (células TCD4* e TCD8") e IL-
15 (células T CD8%);

b) Células Tme — possuem funcédo efetora imediata e secretam citocinas
relacionadas ao fendtipo diferenciado na resposta imune primaria. Nao possuem
capacidade de migrar para os ganglios linfaticos, por ndo expressarem CCR7 e
CD62L, e sua sobrevida é relativamente curta e dependente da resposta inflamatoria.

C) Células Temra — S0 principalmente do tipo CD8* e possuem potente
funcao efetora, tais como a producéo de granzimas e perforinas. Apesar de terem
capacidade replicativa limitada, sdo altamente resistentes a morte por apoptose.
Acredita-se que essas células tenham suas atividades reduzidas devido a expresséo
de marcadores de senescéncia imune, tais como CD57 associada a ndo expressao
do marcador CD28 (OBAR; LEFRANCOIS, 2011).

Inameros estudos demonstraram que o equilibrio entre os diferentes subtipos
de células T de memoria depende da homeostase mantida particularmente por

células reguladoras.

Regulacédo da resposta imune por células da imunidade adaptativa

As respostas imunes necessitam ser reguladas com o objetivo de evitar o

desenvolvimento de doencas imunomediadas. Sabe-se que as respostas Thl e,
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principalmente, Th17, quando exacerbadas, estdo envolvidas no desenvolvimento
de varias doencas autoimunes (ZAGHOUANI, 2010) e que as citocinas secretadas
pelos linfocitos Th2 estéo fortemente relacionadas as reacdes alérgicas mediadas
pela IgE (MCKINSTRY; STRUTT; SWAIN, 2010).

Assim, os linfocitos T reguladores (Tregs) (Figura 4) sado as células mais
importantes na manutencdo da homeostase e, portanto, do controle das respostas
inflamatérias (VASILEIADIS et al., 2018). Essas células podem ser naturalmente
geradas no timo durante a ontogenia (nTreg), ou induzidas (iTreg e Tr-1) na periferia
guando em contato com DC tolerogénicas (PHILLIPS et al., 2019).

Fenotipicamente, as células nTreg e iTreg sdo, em sua maioria,
CD4*CD25"9"FoxP3*CTLA-4*, capazes de inibir células T efetoras por contato ou
através da producgdo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 e o TGF-3. Por
outro lado, as Tr-1 sdo FoxP3 negativas e inibem a resposta imune inflamatoria pela
liberacdo de grandes quantidades de IL-10 (MULS et al., 2015).

Outras células também podem regular a resposta inflamatéria. As células B
reguladoras (Breg) atuam suprimindo a producéo de citocinas proé-inflamatorias pelas
DC. Por consequéncia, inibem a diferenciacéo dos perfis Thl e Thl7 (VASILEIADIS
et al., 2018) e favorecem a expansédo dos linfocitos Treg (PIANCONE et al., 2016).
Alguns estudos em modelos animais demonstraram que os linfocitos T CD8*
produtores de IL-10 (TCD8* reg) possuem, também, papel imunossupressor,
reduzindo a leséo tecidual causada ap6s a infeccdo por Coronavirus (SINHA et al.,
2015; TRANDEM et al., 2012).

Qualqguer deficiéncia na funcdo ou no numero das células Tregs/Tr-1 e Breg,

pode elevar o risco de doencas autoimunes, tal como a EM.
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Figura 4 As células T reguladoras e a homeostase imune. Durante as respostas imunes
inflamatorias, a producdo excessiva de citocinas pelas células Thl e Th17 patogénicas tem sido atrelada
a distarbios na rede de regulacgéo, principalmente executada pelos linfécitos T reguladores (Tregs). As
células Tregs representa uma subpopulacdo de células T CD4+ relativamente heterogénea, sendo as
células T CD4+ FoxP3+ CD25+ o subtipo mais estudado nas doenc¢as autoimunes. Essas células podem
ser tanto induzidas (iTregs) na periferia quando reconhecem os peptideos especificos apresentados
pelas células dendriticas (DCs) tolerogénicas, quanto geradas naturalmente no timo (nTregs). A terceira
subpopulagéo é induzida por DCs tolerogénicas na presenca do metabdlito da vitamina D [1,25(0OH)2D]
ou do acido retindico. Essas células, conhecidas como células Tr-1, sdo negativas para o FoxP3 mas
expressam elevados niveis do fator de transcricdo Maf. Os mecanismos de ac¢do executados pelas
células para controlar reagfes inflamatdrias séo diversos e envolvem a inibigdo por contato com a célula
alvo efetora (iTreg e nTregs) e/ou a liberagcdo de citocinas anti-inflamatorias, particularmente IL-10 e
TGF-B. Fonte: SACRAMENTO, P.M; MONTEIRO, C. & BENTO, C.A.M.
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ESCLEROSE MULTIPLA

A doenca

Em 1831, Robert Carswell e Jean Cruveilhier observaram a presenca de
placas em algumas necropsias, no SNC, sugestivos de uma nova doenca. Ja no final
do século XIX, Jean Martin Charcot e Edmé Félix Alfred Vulpian descreveram, pela
primeira vez, os aspectos fisicos e patologicos da Esclerose Mdltipla (EM) (SBN,
2020).

E uma doenca inflamatoria crénica, tendo como caracteristica fisiopatolégica
principal a formacao de placas desmielinizantes no SNC (composto pelo encéfalo e
medula espinhal), o que representa o estagio final de varios processos patoldgicos,
incluindo a quebra da barreira hematoencefélica (BHE), inflamacdo multifocal,
desmielinizacdo, remielinizacdo, deplecdo de oligodendroécitos, gliose reativa e
degeneracao axonal e neuronal (SCOLDING et al., 2015).

Revela grande variagao de prevaléncia e incidéncia no mundo, apresentando
aproximadamente 33 casos a cada 100 mil habitantes. No Brasil, hA uma média de
8,69 casos por 100.000 habitantes, apresentando diferencas entre as regides (1,36
casos no Nordeste a 27,2 casos no Sul e Sudeste) (KOBELT et al., 2019), sendo
mais comum em caucasianos e acomete, aproximadamente, 2 a 3 vezes mais
mulheres em relagédo aos homens (ALVES- LEON et al., 2008; ABEM, 2017; KOCH
et al., 2014).

A doenca afeta principalmente pessoas com idade entre 20 e 50 anos, tendo
um forte impacto na qualidade de vida, acarretando problemas familiares, sociais e
profissionais (LEVIN et al., 2014). Apesar de ser mais rara (aproximadamente 5%
dos pacientes), a EM pode ocorrer durante a infancia ou na adolescéncia e apos os
60 anos (SUPPIEJ; CAINELLI, 2014).

E considerada uma das doengas neuroldgicas mais comuns, mas com causa
ainda desconhecida (ABN, 2020). Varios estudos sugerem que o desenvolvimento e
progressédo da EM esteja relacionada a interagdes complexas entre fatores genéticos
e ambientais que desencadeiam os mecanismos de autoagressédo (DOLEI et al.,
2019).

Os genes mais implicados na susceptibilidade a EM s&o os alelos dos
antigenos leucocitarios humanos (HLA) DR15*1501, DRB5*0101, DQA1*0102
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DQB1*0602, situados no cromossomo 6 (DYMENT; EBERS; SADOVNICK, 2004).
Ja os fatores de riscos ambientais mais associados a doenca sao: baixos niveis de
vitamina D, infeccdo pelo virus Epstein-Barr (EBV), tabagismo e disbiose (AHMED
et al., 2019; ILLIANO; BRAMBILLA; PAROLINI, 2020).

Alguns autores apontam a reativacdo, principalmente pela influéncia dos
fatores ambientais citados, dos retrovirus endégeno humano (HERV, do inglés
human endogenous retroviruses) como gatilho para doenca (GRUCHOT; KREMER,;
KURY, 2019; LUCA et al., 2019). Esses HERVs incorporaram-se ao genoma humano
h& mais de 100 mil anos, foram neutralizados por metilacéo e fixados na populacéo
através da deriva genética (MORANDI; TANASESCU; TARLINTON, 2019).

Devido a sua heterogeneidade, o espectro de sintomas da EM é muito variado,
mas o0 paciente comumente se queixa de fadiga intensa, depressao, fraqueza
muscular, alteracéo do equilibrio da coordenacdo motora, dores articulares e neurite
optica (DECKX et al., 2013).

As Academias Americana e Brasileira de Neurologia propuseram a
classificacdo de doencas desmielinizantes inflamatoria, de acordo com a sua
gravidade e tipo de evolucéao clinica. As primeiras apresentacdes da doenca podem
ser a Sindrome Radioldgica Isolada (RIS, do inglés Radiologically Isolated
Syndrome) que é pré-clinica e diagnosticada a partir de padrées alterados nas
imagens de ressonancia magnética sugestiva de EM (desmielinizacdo e inflamacéo
no parénquima cerebral), mas sem sinais nem sintomas clinicos, e a Sindrome
Clinica Isolada (CIS — do inglés Clinically Isolated Syndrome), primeiro episodio
clinico da doenca, com duracdo de, pelo menos, 24h e se apresenta com
desmielinizacdo compativel com EM, subdividida em baixo e alto risco de conversao
para a forma ativa da doenca (AAN, 2017; MATUTE-BLANCH et al, 2017; ABN,
2018).

Apos o diagnadstico definitivo, a maioria dos pacientes (80 a 85%) evolui para
a forma remitente-recorrente (EMRR), caracterizada pela ocorréncia de episodios
agudos (surtos) de comprometimento neurologico (CHAIRMAN et al., 1960; FILIPPI
et al.,, 2018). Ao longo dos anos, e por motivos ainda desconhecidos, a maioria
desses pacientes progride para a forma secundaria progressiva (EMSP), que é
neurodegenerativa e refrataria ao tratamento com as drogas atualmente disponiveis.
Aproximadamente 50% dos casos de EMRR convertem para esta forma apos 10
anos do diagnéstico (MAHAD; TRAPP; LASSMANN, 2015).
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Sendo menos frequente, a forma Primaria Progressiva (EMPP) (acometendo
5% dos pacientes) caracteriza-se por um curso progressivo, com velocidade variavel,
logo apos a primeira manifestagéo da doenga (DECKX et al., 2013) e, recentemente,
foi disponibilizado o tratamento para essa condi¢cdo (ANVISA, 2018).

Em 2009, foi introduzido o conceito de auséncia de atividade da doenca
(NEDA, do inglés no evidence of disease activity) ou minima atividade da doenca
(MEDA, do inglés mininal evidence of disease activity) determinando o estado
daqueles pacientes sem ou minimo surtos e progressdes clinicas e radiolégicas
(GIOVANNONI, 2018). Os fendétipos EMRR e EMSP podem ser estratificados pela
presenca ou nao de atividade da doenca e os fenotipos progressivos séo definidos
pela progressao continua, avaliada anualmente (ABN, BCTRIMS, 2018).

Portanto, o curso da EM pode ser considerado a expressdo de dois
fendmenos clinicos: surtos agudos, com ocorréncia, recorréncia ou agravamento de
sintomas neurologicos com duracdo igual ou superior a 24h, que terminam com
remissao parcial ou completa, e progressao, que se refere a piora irreversivel dos
sinais e sintomas por um periodo igual ou superior a 6 meses. Existe forte evidéncia
de que os surtos sejam principalmente a expressao de inflamacédo aguda, focal,
disseminada (no tempo e espaco) e recorrente no SNC (MARQUES et al., 2018).

Na EMRR os surtos refletem o processo inflamatorio focal, coordenado pelas
células T dirigidas contra proteinas da bainha de mielina no SNC, levando ao
aparecimento de varias lesdes desmielinizantes. Quando se esgotam a capacidade
dos processos adaptativos e reparadores do SNC, envolvidos na remielinizacéo e a
recuperacdo axonal na fase de remissdo, o paciente entra na forma progressiva
(FILIPPI et al., 2018).

Nos pacientes, o grau de comprometimento neurolégico é comumente
estadiado de acordo com a avaliagdo dos Sistemas Funcionais (FS — do inglés
functional systems) (Quadro 1) por meio da Escala Expandida do Estado de
Incapacidade (EDSS — do inglés Expanded Disability Status Scale) (Figura 5)
(KURTZKE, 1983). A escala possui vinte itens com pontuacdes que variam de 0 a
10, que aumentam meio ponto conforme o grau de incapacidade do paciente. O
maior enfoque dado é a capacidade de deambulagé&o, principalmente se o EDSS for
maior que 4. Nessa escala, 0 indica paciente sem déficit neurolégico enquanto que
10 indica morte em decorréncia da EM, sendo esse evento muito raro (GAFSON;
GIOVANNONI; HAWKES, 2012).



Quadro 1 Os sistemas funcionais avaliados no ambito da Escala Expandida
do Estado de Incapacidade (EDSS — do inglés Expanded Disability Status Scale)
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v" Func¢des Piramidais
v" Funcdes cerebelares
v" Funcdes do tronco cerebral
v" Funcgdes sensitivas
v" Funcdes vesicais
v" Func0es intestinais
v" Func0es visuais

v" Func¢des mentais

v Qutras funcdes

Fonte: Ministério da Saude, 2015

Imunopatologia

As lesBes desmielinizantes sdo o resultado de processo inflamatorio centrado,
principalmente, nos nervos 6pticos e medula espinhal, com participacdo ativa de
varios componentes do sistema imune inato e adaptativo (COURTEN,;
MATSOUKAS; APOSTOLOPOULOS, 2017).

Os linfocitos T autorreativos ativados na periferia acessam o SNC através de
alteraces na permeabilidade da BHE. No parénquima cerebral, esses linfocitos sdo
reestimulados e atacam a bainha de mielina através do reconhecimento de peptideos
das proteinas béasica de mielina (MBP, do inglés myelin basic protein),
neurofasceinas, ap-cristalina e glicoproteina de oligodendrdcito da mielina (MOG, do
inglés, myelin oligodendrocyte glycoprotein). Essas células efetoras iniciam um
processo inflamatdrio através da liberagdo de diferentes citocinas e o recrutamento
de outras células inflamatoérias periféricas, tais como monécitos e os linfocitos B
produtores de anticorpos antimielina (SONG. et al., 2014). A ativacdo dos mondcitos,
astrocitos e microglia pelas citocinas liberadas pelas células T efetoras podem,
adicionalmente, causar dano a bainha da mielina através da liberacdo de radicais
livres derivados e metaloproteinases (MMP — do inglés matrix metalloproteinases)
(ENGELHARDT; RANSOHOFF, 2012).
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1.0-1.5 = Sem Incapacidade
2.0-2.5 = Incapacidade minima
3.0-3.5 = Incapacidade minima a moderada
4.0-4.5 = Incapacidade moderada
5.0-5.5 = Aumento na limitag¢do da capacidade de andar
6.0-6.5 = Necessita de ajuda pra andar

7.0-7.5 = Confinado a uma cadeira de rodas

8.0-8.5 = Confinado a uma cama ou cadeira

Figura 5 Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke. Método para quantificar o grau de
incapacidade na esclerose multipla. A escala classifica a incapacidade em sistemas funcionais (SF) e permite
aos neurologistas determinar uma pontuagéo a cada um deles. Fonte: Sanofi®

Com relacao ao fendétipo, véarios estudos tém demonstrado uma relagéo entre
a frequéncia de células Thl e Th17 produtoras de IFN-y na patogénese da EM. Uma
elevada frequéncia de células T CD4* capazes de produzir IFN-y foi detectada no
sangue periférico e no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com EM durante
os surtos clinicos (TABARKIEWICZ, 2015). Adicionalmente, a expresséo de IL-17 foi
observada nas éareas de lesdo cerebral ativa, levando ao aumento de astrdcitos
neurotoxicos e apoptose dos oligodendrécitos (POTENTIAL; LIDDELOW; BARRES,
2017).

Por outro lado, a IL-22 parece induzir a morte apoptética dos oligodendrdcitos
através da via envolvendo Fas/FasL. Os niveis de IFN-y, importante citocina
produzida majoriatariamente pelas células Thl e TCD8*, também foram detectados
no sangue periférico de pacientes durante as recaidas clinicas de incapacidade
neurolégica e também tem sido associado a apoptose dos oligodendrdcitos
(VISEKRUNA; HUBER, 2014).

Rasouli e colaboradores (2016) demonstraram elevada frequéncia, na EM, de
células Thl e Thl7 encefalitogénicas capazes de produzir simultaneamente
GM-CSF (do inglés, granulocyte-macrophage colony-stimulating fator), um fator
hematopoiético estimulador de colbnia para granuldcito e macréfago. Acredita-se

gue esse fator amplifique os mecanismos de lesdo neuronal por favorecer o
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recrutamento e a ativacdo dos mondécitos (CODARRI et al., 2011; PONOMAREYV et
al., 2007; RASOULI et al., 2016).

Estudos demostraram que as células T CD8* citotoxicas, capazes de produzir
IFN-y (Tc-1) ou IL-17 (Tc-17), predominam nas lesdes desmielinizantes,
independente do estadio da doenca, e sdo capazes de reconhecer e destruir de
forma direta os oligodendrocitos através da liberacdo de granzimas e perforinas
(BJARTMAR; WUJEK; TRAPP, 2003; SKULINA et al., 2004).

Quanto aos linfocitos B, o interesse surgiu apos pesquisadores demonstrarem
beneficio da imunoterapia com anticorpos monoclonais anti-CD20, que depletam
essas células e atenuavam as lesbes decorrentes da inflamacdo (NEGRON et al.,
2019). Outra observacgéo importante € a presenca de anticorpos patogénicos, numa
fase mais tardia, persistindo mesmo apds a inflamacédo veiculada pelos linfocitos B
e T ter desaparecido, o que explica a persisténcia de bandas oligoclonais (BOCs) no
LCR ao longo de varias fases da doenca e pode predizer a conversao da sindrome
clinica isolada para a EM clinicamente definida (DISANTO, 2012; MIYAZAKI et al.,
2014; PIANCONE et al., 2016).

Assim como em outras doencas autoimunes, deficiéncias no compartimento
das células Tregs tém sido descritas em pacientes com EM (MULS et al., 2015).
Apesar da maioria dos estudos ndo ter conseguido identificar uma diferenca
significativa na frequéncia de células Tregs no sangue periférico de individuos
saudaveis e de pacientes, outros revelam, no entanto, a incapacidade dessas células
em inibir a proliferacdo e a producdo de citocinas inflamatérias pelas células T
efetoras especificas para proteinas da mielina (MICHEL et al., 2008; VENKEN et al.,
2008).

Essa deficiéncia funcional pode estar relacionada a menor expressdo
intracelular, nas células Treg, da proteina FoxP3 em pacientes com EM. Além do
mais, durante as recaidas clinicas, linfocitos T FoxP3* representam o infiltrado
minoritario, dentre os leucdcitos, no cérebro de pacientes. A menor frequéncia
dessas celulas no SNC, durante o surto, pode indicar falha em migrar para as areas
de leséo devido a ndo expressao de adressinas especificas, reduzida sobrevida local
ou mesmo transformacdo dessas em células potencialmente encefalitogénicas do
fenotipo Th17 (VENKEN et al., 2007).

De modo interessante, estudo por Michel e colaboradores (2008) sugere que

falhas funcionais das células Tregs em controlar a reacao inflamatéria em pacientes
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com EM sejam indiretas, isto €, estejam relacionadas a elevada producdo de
citocinas inflamatérias, tais como IFN-y e TNF-a, produzidas por linfocitos T efetores
gue expressam elevados niveis do receptor para a citocina IL- 7, 0 CD127. Nesse
estudo, a deplecdo in vitro dessas células CD4*CD127** permitiu que os linfécitos
Tregs dos pacientes fossem igualmente capazes, quando comparado a individuos
saudaveis, de inibir a resposta inflamatéria mediada por células T efetoras. Esses
resultados sugerem que, na verdade, deficiéncias nos mecanismos de regulacdo
possam estar atreladas a elevada producéo de citocinas inflamatérias durante as
recaidas clinicas, e que ndo ha defeitos intrinsecos nos programas genéticos de
inducdo e manutencao dessas células Tregs (DA COSTA et al., 2016; MICHEL et
al., 2008; MULS et al., 2015).

Diante do exposto, o tratamento da EM com drogas que reduzem o estado
inflamatoério do paciente podem auxiliar na recuperacdo funcional das células

reguladoras em questéao.

Tratamento

A EM é uma doenca de carater crénico que, atualmente, ndo tem cura. Porém,
existem estratégias que buscam reduzir a atividade inflamatoria, conversao entre os
fendtipos, surtos e progressao ao longo dos anos, contribuindo para a reducéo do
acumulo de incapacidade durante a vida do paciente (DARGAHI et al.,, 2017;
BCTRIMS, 2018).

Dentre esses agentes, podemos destacar os corticoides, utilizados para
controlar as crises agudas de incapacidade neuroldgica, e as terapias modificadoras
de doenca (TMD), administradas no periodo de remissdo da doenca e que tém como
objetivo maior prevenir a ocorréncia de novas atividades clinicas e radiologicas,
reduzindo o risco e a gravidade das recaidas (SCOLDING et al., 2015).

Alguns autores apontam a forma CIS como “anela” oportuna, nos dois
primeiros anos e diagndstico, para que o tratamento seja eficaz, minimizando as
chances de conversao para fenétipos mais agressivos (PAOLICELLI et al., 2020). A
presenca de BOCs, neurofilamento de cadeia leve (NfL, do inglés neurofilament light
chain), de proteina 1 semelhante a actinase-3 (CHI3L1, do inglés Chitinase 3-like 1)
e 0 aumento da expresséo de HERVs no LCR podem predizer a evolugéo da doenca
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(DOLEI et al., 2019; MATUTE-BLANCH et al., 2018). Porém, o inicio terapéutico se
da, por enquanto, apos a confirmacao da forma clinica remitente recorrente.

A escolha do tratamento deve ser individualizada, levando-se em
consideracao a tolerancia do paciente aos eventos adversos (COMINI-FROTA et al.,
2017). No Brasil, o Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Ministério
da Salde é baseado em regras burocraticas e farmacoecondémicas. E, portanto,
inflexivel e ndo leva em conta 0os avan¢gos no conhecimento por ndo considerar a
complexidade e a heterogeneidade individual da doenca e do tratamento (BCTRIMS,
2018). Embora o protocolo atenda as necessidades regulatérias do Estado, ele
restringe o tratamento que seria mais apropriado para cada paciente e, portanto,
representa um atraso na terapéutica da EM (COMINI-FROTA et al., 2017).

Apos intensa revisdo das TMD pelo Comité Brasileiro de Tratamento e
Pesquisas em Esclerose Multipla e o Departamento Cientifico de Neuroimunologia
da Academia Brasileira de Neurologia, ficou estabelecido que o Interferon (IFN-B 1a
e 1b), oAcetato de Glatiramer, a Teriflunomida e a Cladribrina s&o boas alternativas
para uso em pacientes com alto risco de conversdo da forma CIS para EMRR.
Acrescenta-se a esse grupo de farmacos o IFN- peguilado e DMF, para tratamento
de pacientes em remissao com baixa ou moderada atividade da doenca. Para a alta
atividade é administrada Alemtuzumabe, Cladribina, FGL, Natalizumabe ou
Ocrelizumabe, sendo este administrado em pacientes com a forma priméria
progressiva.

O tempo de tratamento ou a troca de medicamento sdo determinados pela
falha terapéutica ou pelo surgimento de efeitos adversos intoleraveis, apds
considerar todas as medidas para sua atenuacao. Considera-se falha terapéutica
dois ou mais surtos num periodo de 12 meses, de carater moderado ou grave (com
sequelas ou limitacdes significantes, pouco responsivas a pulsoterapia) ou evolucao
do EDSS em 1 ponto, ou progressao significativa de lesbes em atividade da doenca
(DARGAHI et al., 2017).

O Transplante Autologo de Células Tronco Hematopoiéticas, a Mitoxantrona,
a Ciclofosfamida e o Rituximabe podem ser usados, apesar de nao serem
formalmente aprovados pela ANVISA (COMINI-FROTA et al.,, 2017; BCTRIMS,
2018).



34

Farmacos aprovados para administracao

Os IFN-B sdo um grupo de glicoproteinas enddgenas com propriedades
imunomoduladoras, antivirais e antiproliferativas (GREENBERG et al., 2013). O
farmaco compartilha a mesma sequéncia de aminoacidos observado no IFN-f3
humano e atua antagonizando a sintese do IFN-y, importante citocina envolvida no
aumento da expressdo de MHC-II e moléculas neurotéxicas pelos macrofagos e
microglia capazes de danificar os oligodendrécitos (MICHEL et al., 2015). Em relagéo
ao Interferon-B1a peguilado, o mecanismo de acdo € semelhante ao farmaco
convencional, porém o efeito € prolongado devido a conjugacdo covalente do
IFN-B1a ao polietilenoglicol (PEG) (ORTIZ et al., 2018).

Alguns estudos in vitro sugerem que o acetato de glatiramer estabeleca uma
competicdo pelas moléculas MHC-II, diminuindo a oferta de MBP, MOG e da proteina
proteolipidica (PLP, do inglés proteolipid protein) que sdo apresentados as células T
CD4* mielina-especificas (COMI et al., 2011; TSELIS, 2007).

O Natalizumabe é um inibidor seletivo de moléculas de adesdo e atua
ligando-se a subunidade a4 das integrinas a4PB1 e a4p7, que sdo expressas na
superficie de todos os leucocitos, com excecao dos neutroéfilos, inibindo a adesao
mediada por a4 aos seus contrarreceptores (RICE; HARTUNG; CALABRESI, 2005).
Os receptores da familia a4 de integrinas incluem a molécula-1 de adesao as células
vasculares (VCAM-1, do inglés vascular cell adhesion protein 1), que é expressa no
endotélio vascular ativado. A perturbacédo destas interacées moleculares previne a
transmigracdo dos leucoécitos mononucleares através do endotélio para o tecido
parenquimal inflamado. Este farmaco esta fortemente associado ao risco aumentado
de Leucoencefalopatia Multifical Progressiva (LEMP) causada pelo virus JC (John
Cunninhgam) (MICHEL et al., 2015).

Os anticorpos monoclonais Alemtuzumabe (dirigido contra a molécula CD52,
presente na superficie da maioria dos leucécitos maduros, excetuando o0s
neutrofilos) e Ocrelizumabe (depleta, seletivamente, linfocitos positivos para a
molécula CD20), levam a apoptose mediada pelo sistema complemento (FRAU et
al., 2019; GELFAND; CREE; HAUSER, 2017; GRAF et al., 2019).

Todas as drogas citadas previamente s&o injetaveis e o surgimento de
farmacos orais trouxe uma nova perspectiva para o tratamento por ser indolor e pela

praticidade da administracdo. Nessa categoria estdo a cladribrina, que atua
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induzindo os linfécitos T e B a apoptose (COMI et al., 2019; COOK et al., 2019), a
teriflunomida, que bloqueia a divisédo celular (LAPLAUD et al., 2019), DMF e FGL.

Dimetilfumarato

A resposta farmacodinamica parece ser mediada, principalmente, pela
oxidacao da proteina Keap-1 (do inglés, Kelch-like ECH protein 1) e ativagédo do Fator
Nuclear tipo 2 (Nrf2, do inglés Nuclear factor erythroid 2-related factor 2), importante
fator de transcricdo regulador da expressao de enzimas protetoras que se ligam ao
elemento de respostas antioxidantes (ARE, do inglés, antioxidant response element).
A exposicdo a agentes citotdéxicos, como espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés reactive oxygen species) ativa a via Nrf2-ARE e atenuam o processo
inflamatorio e danos decorrentes deste, principalmente por diminuir a frequéncia de
linfécitos Tme e promover resisténcia a neurotoxicidade (ALBRECHT et al., 2012;
WU* et al., 2018).

Fingolimode

Primeiro farmaco oral a receber aprovacdo para o tratamento da EM, foi
desenvolvido a partir da miriocina, uma substancia produzida pelo fungo Isaria
sinclarii, e possui uma estrutura quimica semelhante a esfingosina, sendo o primeiro
de uma nova classe de farmacos que atuam nos receptores da esfingosina fosfato
(SERPERO et al., 2013).

A esfingosina é um produto da degradacéo da esfingomielina, encontrada nas
membranas celulares (SOLIVEN, 2011). Todas as células, durante o processo de
renovacao dos esfingolipidios, sdo capazes de gerar esfingosina intracelular que €,
em seguida, fosforilada através das esfingosinas-quinases 1 e 2 (ShpK-1 e 2) em
esfingosina -1-fosfato (S1P - do inglés Sphingosine-1-phosphate), a forma biolégica
ativa (GRALER & GOETZL, 2004).

No adulto existe um gradiente significativo de concentragdo de S1P entre o
plasma (mais concentrada) e os tecidos, 0 que parece ser essencial para a
manutencdo do direcionamento das células imunitarias entre ambos, do tonus
vascular e das barreiras endoteliais e a comunicacao entre as conexinas Cx43 e
CX56 nas células do SNC (SCHULZE et al. 2011). No plasma, é produzida pelos
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eritrocitos e plaguetas e circula ligada a albumina e as lipoproteinas de alta
densidade (HDL, do inglés high density lipoprotein). O aumento da producéo de S1P
ocorre também em locais de inflamagdo, em resposta a ativacdo celular por
mediadores proé-inflamatérios, incluindo IL-18, TNF-a e o fator de crescimento
vascular do endotélio (VEGF — do inglés vascular endothelial growth fator) (GRALER
& GOETZL, 2004).

A S1P liga-se a cinco receptores aderidos a proteina G (MENG; LEE, 2009),
S1P1 a S1P5. O receptor S1P1, 2 e 3 sdo expressos em células do sistema imune
(DUSABAN et al., 2017), cardiovascular e nervoso central, enquanto o receptor S1P4
€ expresso somente em tecidos linfoides (SCHULZE et al., 2011) e o S1P5 esta
presente no baco e na substancia branca do SNC, predominando nos
oligodendrdcitos (SOLIVEN; MIRON; CHUN, 2011).

A forma estruturalmente analoga ao S1P, o fingolimode, apds a absorcao, €
fosforilado pela SphK-2, principalmente pelas plaquetas, para originar a forma
biologicamente ativa: fingolimode-S-fosfato (MIZUGISHI et al., 2005). Este, é
exportado da célula por transportadores pertencentes a familia de cassetes de
ligacdo ao ATP para atuar nos receptores de membrana (SERPERO et al., 2013).

Em pacientes com EM, o FGL afeta a recirculacao de células T, promovendo
uma reducdo seletiva de células Tn e Tmc (que expressam o receptor CCR7)
aprisionando-as nos linfonodos em detrimento das células Tme, que permanecem na
periferia (MEHLING; RAULF, 2010).

As células Tve sé@o importantes para a imunidade protetora e, apos interacédo
de alta intensidade com antigenos, respondem de forma rapida, migrando,
preferencialmente, para areas inflamadas na periferia, com acgéo efetora imediata.
Deste modo, possuem menor dependéncia de S1P para sair dos linfonodos, por néo
precisarem ultrapassar os sinais de retencao determinados por CCR7 (INGWERSEN
et al., 2012).

As células Tmc, em oposicao as Twme, sdo induzidas na sequéncia de estimulos
de baixa intensidade ou curta duracao e caracterizam-se por manterem a expressao
de CCR7 e, em resposta, migram para os linfonodos, onde aguardam nova
estimulacdo para adquirir propriedades efetoras (MICHEL; LAROCHELLE; PRAT,
2015).

A acdo do FGL em sequestrar preferencialmente Tmc € relevante na EM, ja

gue esse subtipo celular produtor de INF-y e IL-17 migra com mais avidez atraves
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da BHE e estdo acumulados no LCR, enquanto as Tme estdo praticamente ausentes
(MEHLING; RAULF, 2010; QUIRANT-SANCHEZ et al., 2019).

Outras opcoes terapéuticas

O uso de drogas citotéxicas amplamente empregadas no tratamento de
neoplasias (mitoxantrona e ciclofosfamida) podem interferir com o ciclo celular.
Esses farmacos sédo potentes imunossupressores tanto da imunidade celular quanto
humoral (MARTINELLI et al., 2009). A administracdo de imunoglobulina intravenosa
induz autofagia, principalmente em células inflamatérias como mondcitos classicos,
DCs e macrofagos M1 (DAS et al., 2020). O rituximabe € um anticorpo monoclonal
dirigido contra a molécula CD20, na superficie dos linfécitos, levando-os a apoptose
(SELLNER et al., 2019).

Outra estratégia que tem se mostrado promissora, mas controversa, nha
medicina regenerativa, € o transplante de células hematopoiéticas (HSCT, do inglés
hematopoietic stem cell transplantation) (VAN WIJMEERSCH et al., 2008). Esse
transplante pode ser util para melhorar a funcao neuroldgica de pacientes com EM,
uma vez que substitui células autorreativas por células saudaveis (WOGNUM;
EAVES; THOMAS, 2003). Estudos tém mostrado que essa terapia impediu a
ocorréncia de novos surtos e o desenvolvimento de novas lesdes num periodo de 5
a 7 anos (ATKINS et al., 2016; BAKHURAYSAH; SIATSKAS; PETRATOS, 2016).
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1. OBJETIVOS

1.1 - Geral
Comparar o impacto das terapias orais, dimetilfumarato (DMF) e fingolimode
(FGL), na frequéncia de diferentes subtipos de células T, células B e mondcitos

circulantes em pacientes com EMRR.

1.2 — Especificos

o Determinar o impacto DMF e FGL nas células Tn, Tme, Tmc e TEMRA;

o Comparar o impacto da infeccado pelo HIV-1, em pacientes sem EM, e da
terapia com FGL sobre as células Tn, Tme, Tmc e TeEmrA Circulantes;

o Investigar se o DMF e FGL modulam a proporc¢éo de células T circulantes que
expressao CD28 e CD57;

o Avaliar a capacidade do DMF e do FGL em alterar proporcao das células Tn,
Twme, Tmc e TEMrA Capazes de produzir IFN-y;

o ldentificar a propor¢cdo de mondcitos, em pacientes com EMRR, capazes de
expressar CD80 e CD86 sob terapia com DMF ou FGL;

o Investigar se o DMF e o FGL alteram a proporcéo de diferentes subtipos de
linfocitos B em pacientes com EMRR com base na expresséo de CD86, CD83
e CD11c;

o Comparar a porcentagem dos diferentes subtipos celulares com o grau de

incapacidade neuroldgica.
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2. METODOLOGIA

2.1 - Pacientes

Para o estudo, 38 pacientes diagnosticados com Esclerose Multipla Remitente
Recorrente (EMRR), em remissao, foram recrutados do ambulatério de neurologia do
Hospital Gaffrée e Guinle (HUGG)/UNIRIO. Os pacientes foram subdivididos em trés
grupos: sem tratamento (n=11); tratados com dimetilfumarato (n=17) ou com
fingolimode (n=10). Como controle, 14 individuos saudaveis foram recrutados. Dez
pacientes soropositivos para HIV-1 foram recrutados do Hospital Universitario Gaffrée
e Guinle, sem tratamento com terapias antirretrovirais. Como controle, 10 individuos
saudaveis foram recrutados. Os critérios de exclusao foram: portadores de quaisquer
outras doencas autoimunes e neoplasias, gestante, tabagistas ou usuéarios de
substancias ilicitas.

Vale ressaltar que o estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
HUGG/UNIRIO (Anexo 1), e as amostras s6 foram colhidas apos cada participante ter
dado seu consentimento oral e por escrito, através da assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido.

2.2 — Obtencéo e estimulacao das células do sangue periférico

Foram colhidas 5 mL de amostras de sangue periférico de todos os individuos
recrutados para o estudo através da utilizacdo de agulhas e tubo estéreis contendo
heparina (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NY).

Para o estudo das células T, aliquotas de 500 uL do sangue periférico foram
mantidas em placas de 48 pocos de fundo chato, na auséncia (pog¢os controles) e na
presenca de acetato miristato de forbol (PMA; Sigma-Aldrich) a 20 ng/mL e lonomicina
(10; Sigma-Aldrich) a 600 ng/mL (pocos ativados). Para otimizar a marcacao
intracelular de citocinas, todas as amostras foram mantidas na presenca de brefeldina
A (10 pg/mL; Sigma-Aldrich). As placas foram incubadas por 3 horas a 37°C em
atmosfera umida com 5% de CO.. Aliquotas de 200uL foram inseridas em microtubos

para analise de marcadores de superficie celular.

2.3 — Andlise fenotipica por Citometria de Fluxo
Para identificar diferentes fenoétipos de células T CD4* e T CD8*, as amostras,

ativadas ou ndo, foram submetidas a citometria de fluxo ap6s marcacdo com
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diferentes combinacbes de anticorpos monoclonais (mAbs) fluoreceinados
(BioLegend, San Diego, CA, USA).

Para tal, 3 horas ap0s incubacdo, 200 pL das amostras de sangue foram
marcadas com anticorpos monoclonais (mAbs) anti-CD197(CCR7)-PE,
anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD45RA-PE-Cy7 e anti-CD62L-APC, por 20
minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. Terminado o tempo de
incubacdo, a suspensdo celular foi submetida tanto a lise das hemécias quanto a
fixacdo através da incubacdo do sangue total com solucdo de lise/fixacao
(eBioscience) por 15 minutos, sob protecédo da luz. As células foram lavadas duas
vezes com solucdo de PBS suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB) e
permeabilizadas, utilizando a solugcéo Cytofix/Cytoperm (BD Pharmigen, San Diego,
CA) a temperatura ambiente por 20 minutos, sob protecao da luz.

Para determinar a frequéncia de células produtoras de IFN-y, as células foram
lavadas (PBS com 1% SFB) e submetidas a marcacao intracelular a temperatura
ambiente por 20 minutos usando mAb anti-INF-y-APC. As células foram lavadas
novamente com PBS suplementado com 1% de SFB e posteriormente submetidas a
analise por citometria de fluxo.

Para avaliar a funcionalidade dos linfécitos T e identificar os mondcitos e
linfécitos B, as aliquotas de sangue periférico foram submetidas a marcacao
superficial com anti-CD8-FITC, anti-CD86-FITC, anti-CD3-PE, anti-CD80-PE,
anti-CD28-AlexaFluor, anti-HLA-DR-PECy-7, anti-CD57-APC, anti- CD14-APC,
anti-HLA-DR-PE, anti-CD19-APC, anti-CD19-FITC, anti-CD83-PE,
anti-CD11c-PE-Cy-5 e anti-CD11c-APC. As amostras foram marcadas por 20 minutos
a temperatura ambiente e protegidos da luz. Terminado o tempo de incubacao, a
suspensao celular foi submetida tanto a lise das heméacias quanto a fixacao através
da incubacdo do sangue total com solucdo de liseffixacdo (eBioscience) por 15
minutos, sob protecdo da luz. As células foram lavadas duas vezes com solucao de
PBS suplementado com 1% de soro fetal bovino (SFB) e posteriormente submetidas
a analise por citometria de fluxo.

As andlises foram realizadas apés adquirir 100.000 eventos usando o0s
citdmetro Accuri C6 (Accuri™, Ann Arbor, MIl, USA) ou Attune (Attune™ NxT Acoustic
Focusing Cytometer) e os geradores de grafico CFlow® e Attune NXT®. Os linfocitos
e mondocitos foram determinados através dos padroes de tamanho e complexidade

celular ap6s a exclusao de células mortas e debris.
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2.4 — Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa de
gréfico GraphPad Prism versédo 8.0 para Windows (GraphPad). Para determinar se
duas variaveis, com distribuicdo ndo normal, eram estatisticamente diferentes para
cada variavel dada, foram utilizados o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis e correlacao de Pearson. O teste t de Student, ou ANOVA e correlagao
de Spearman foram aplicados para verificar se uma determinada variavel, com
distribuicdo normal, era estatisticamente diferente entre os individuos do mesmo

grupo. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 — Caracteristicas dos pacientes

O objetivo do presente estudo foi comparar o impacto da terapia oral com
dimetilfumarato (DMF) e fingolimode (FGL) na proporcéo de diferentes subpopulacdes
de células T circulantes, linfocitos B e mondcitos em pacientes com EMRR. Para isso,
amostras de sangue periférico de 11 pacientes sem tratamento (naive), 17 com DMF
e 10 com FGL foram obtidas e submetidas a andlise fenotipica através da citometria
de fluxo. Como controle da doenca, as mesmas analises foram conduzidas em 14
individuos saudaveis (grupo controle).

Como pode ser observado na Tabela 1, e como esperado, a coorte de
pacientes é predominantemente feminina e caucasiana. A média de idade foi
semelhante entre os pacientes, porém, os individuos saudaveis foram mais jovens,
mas nao foi observado nenhuma diferenca significativa. Dentre os pacientes tratados
com DMF, 41% foram previamente tratados com uma TMD e 23,5% com duas ou
mais. Dados parecidos podem ser observados nos pacientes em uso de FGL: 50%
receberam previamente uma TMD e 10% receberam duas ou mais. Em relacdo ao
EDSS, a pontuacdo 0 predominou e a média entre os grupos foi similar. O tempo
meédio de tratamento foi significativamente (p=0,0191) maior em pacientes sob terapia

com FGL quando comparado aos pacientes tratados com DMF.
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Tabela 1 Caracteristicas dos pacientes e individuos saudaveis

EM-RR
Controle Naive DMF FGL
n=14 n=11 n=17 n=10
Género (F/M) 10/4 92 12/5 91
Afrodescendente 3 3 5 2
Caucasiano 11 8 12 8
Idade 24 +3,03 35,2+ 12,14 39,5 £10,62 36,7 6,84
Tratamento Anterior
1 TMD NA™ NA 7 5
2 ou mais TMD 4 1
EDSS NA 1,68 + 1,58 0,88 £ 1,59 1,7 £ 2,54
Tempo de NA NA 24,8 +4 AT# 57,6 + 39,7#
Tratamento™?

*1 Nao aplicado *?Em meses #p=0,0191. EMRR: Esclerose Mdltipla Remitente-Recorrente; Naive:
pacientes sem tratamento; DMF: dimetilfumarato; FGL: fingolimode; TMD: Terapias Modificadoras da
doenca; EDSS: Escala Expandida do Estado de Incapacidade.

3.2 — As terapias alteram os subtipos de linfécitos TCD4* e TCD8*
circulantes

Diferente do DMF, o mecanismo de acdo FGL envolve mudanca no padrdo de
recirculacdo dos diferentes subtipos de células T, que podem ser identificados, através
da expresséo diferencial dos marcadores de superficie CD45RA e CCR7, em células
T virgens (ou naives, Tn) (CD45RA*CCR7*), memoria efetora (CD45RA" CCR7, Twme),
memoéria central (CD45RA'CCR7*, Tmc) ou ceélulas terminalmente diferenciadas
(CD45RA*CCRY7", TEMRA).

Seguindo as estratégias de confinamento demonstradas na figura 6, nenhuma
diferenca significativa foi observada na porcentagem das células T CD4*
(CD3*CD4*CD8) e T CD8* (CD3*CD4CD8") totais (Fig. 7A/7B) ou de diferentes
subtipos (Tn, Tme, Tmc € Temra) (Fig. 8 A-E) entre os grupos controle e pacientes néao
tratados. Ao analisar o grupo de pacientes, observou-se uma reducao significativa na
porcentagem de células T CD4* totais nos pacientes tratados com FGL quando
comparado aos pacientes néo tratados (p=0,0063), ou tratados com DMF (p <0,0001).

Quanto as células T CD8*, uma queda na porcentagem foi observada nos grupos de
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pacientes tratados (DMF p=0,0437 e FGL p=0,0205) comparados aos pacientes sem
tratamento.

Quando comparado aos pacientes sem TMD, o DMF e FGL diminuiram a
frequéncia de células T CD4* de memoria efetora (p=0,0157) e central (p= 0,0121),
respectivamente (Fig 8B; 8C). Apesar da auséncia de significancia, quando
comparado aos pacientes sem terapia, os valores meédios das células T CD4*n foram
menores no grupo com FGL (p=0,0557). Entre as TDM, o FGL diminuiu a propor¢ao
de células T CD4* de memoria central circulantes, enquanto o DMF reduziu a
porcentagem do fendtipo de memoria efetora (Fig. 8A, 8B). Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre a porcentagem das células T CD4* terminalmente
diferenciadas entre os grupos estudados. Entre as células T CD8*, o DMF (p=0,0427)
e FGL (p=0,0029) reduziram a porcentagem do subtipo naive quando comparado aos
pacientes sem tratamento (Fig. 8E). Ademais, as propor¢cdes de células T CD8*vee T
CD8*mc, comparada aos individuos sem tratamento, foram significativamente
reduzidas seguindo o tratamento dos pacientes com DMF (Fig. 8F) e FGL (Fig. 8G),
respectivamente.

Entre os pacientes tratados, a porcentagem de células T CD8*ve (p=0,0182) e
T CD8*emra (p=0,012) foi menor nos pacientes sob terapia com DMF (Fig 8F; 8H).
Apesar de ndo ter atingido significancia, a frequéncia de células T CD8*emra
(p=0,0508) tende a ser maior no sangue periférico dos pacientes sob terapia com FGL
gquando comparado aos pacientes virgens de tratamento. Em contraste, quando
comparado ao FGL, a frequéncia das células T CD8*mc (p=0,0362) foi maior no

sangue periférico dos pacientes tratados com DMF (Fig 8G).
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Figura 6 Estratégia de confinamento dos linfocitos T CD4* e T CD8*. Na citometria, a
identificacao dos linfécitos foi realizada por padrdes de tamanho e complexidade celular, apés a

exclusdo de células mortas e debris
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Figura 7: Porcentagem de células TCD4* e TCD8* circulantes em pacientes com EM. Na figura, a
porcentagem média (+ desvio-padréo) das células T CD4* (A) e T CD8* (B) circulantes no grupo controle
e pacientes com EMRR néo tratados ou tratados com DMF ou FGL. Os valores médios foram
comparados e os valores de p indicados nas figuras.
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Figura 8: Porcentagem de diferentes subtipos de células TCD4* e TCD8* circulantes em pacientes
com EM. Apés o confinamento das células T CD4* e T CD8* na citometria, as células Tn (A e F), Tme (C
e G), Tmc (D e H) e Temra (E e I) foram definidas como sendo CD45RA*CCR7+, CD45RA-CCR7-, CD45RA"
CCR7* e CD45RA*CCRY-, respectivamente. Os valores médios obtidos entre o grupo controle e os
pacientes com EM sem tratamento (haive) ou tratados com DMF ou FGL foram submetidos a diferentes
comparacdes e os valores de p indicados nas figuras.

3.3 Papel da TDM em modular a propor¢cdo de células T CD4* e T CD8*
senescentes e produtoras de IFN-y

Alguns marcadores podem ajudar a determinar o potencial funcional das
células T. A molécula CD28 € um marcador de célula jovem, funcional, enquanto
CD57 esté relacionado a senescéncia celular (LARBI; FULOP, 2014). Como pode ser
observado na figura 9 B-G, nenhuma diferenca significativa foi observada na
porcentagem de células T (CD4* e CD8*) que expressam ambos marcadores de
superficie nas amostras obtidas de individuos do grupo controle e pacientes com EM
livre de TDM. O tratamento com FGL, no entanto, diminuiu a frequéncia de células T
(CD4* e CD8") CD28*CD57- quando comparado aos pacientes sem tratamento [Fig.,
9 B (p=0,0434 para células T CD4*) e Fig. 9E (p=0,006 para células T CD8*)] ou sob
terapia com DMF [Fig. 9B (p<0,0001 para células T CD4*) e Fig. 9E (p=0,0005 para
células T CD8%)]. Em contraste, no compartimento das células T CD4* e T CD8*, o
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FGL elevou a porcentagem dos subtipos CD28CD57- (Fig. 9D) quando comparados
aos pacientes nao tratados [Fig. 9D (p=0,0002 para células T CD4*) e Fig. 9G
(p=0,0003 para células T CD8*) ou tratados com DMF [Fig. 9D (p<0,0001 para células
T CD4%) e Fig. 9G (p<0,0001 para células T CD8*)]. Se comparado aos pacientes sem
tratamento (p=0,0029) ou com DMF (p=0,125), a terapia com FGL elevou a frequéncia
do subtipo T CD4* CD28CD57* (Fig. 9C). Esse mesmo fenémeno foi observado no
compartimento das células T CD8* entre os pacientes tratados. A frequéncia desses
linfocitos que expressam CD57 na auséncia de CD28 foi significativamente maior nos
pacientes sob terapia com FGL (p=0,0403) (Fig. 9F).

No contexto da EM, a producdo de IFN-y pelas células T contra antigenos da
bainha de mielina tem sido associada as les6es desmielinizantes no SNC (SONG et
al., 2015). Como demonstrado na figura 10, e de forma surpreendente, a frequéncia
de células T (CD4* e CD8*) IFN-y* foi significativamente maior, em pacientes néo
tratados quando comparada aos individuos saudéaveis, ndo apenas em células Tme
[Fig. 10.B (p=0,0135 para as células T CD4*) e Fig 10F (p=0,0010 para as células T
CD8")], Twmc [Fig. 10C (p=0,0013 para as células T CD4*) e Fig 10G (p=0,0095 para
as células T CD8*)] e Temra [Fig. 10 D (p=0,0002 para as células T CD4*) e Fig 10H
(p=0,0050 para as células T CD8*)], como também Tn [Fig. 10 A (p=0,0140 para as
células T CD4*) e Fig 10 E (p=0,0120 para as celulas T CD8*)]. O tratamento dos
pacientes com DMF reduziu a porcentagem das células T (CD4* e T CD8*) IFN-y*
relacionadas aos fenotipos Tewmra (Fig. 10D). A porcentagem das células T
CD4*mclFN-y* e T CD8*melFN-y* também foi reduzida de forma significativa apés
tratamento com DMF. Quanto ao FGL, essa droga mostrou-se mais potente em reduzir
a frequéncia de todos os subtipos de células T (CD4* e CD8*) IFN-y* no sangue
periférico dos pacientes com EM quando comparados aos outros dois grupos, nao
tratados ou sob terapia com DMF (Fig. 10 A-H).

Quanto ao grau de incapacidade neurolbgica, determinada pela escala do
EDSS, no presente estudo, n0s observamos uma correlacdo direta (r= 0,6069,
p=0,0108, para as células T CD4"*; r= 0,5585, p=0,0216 para as células T CD8*) entre
a porcentagem das células Tn CD4*IFN-y* e Tn CD8*IFN-y* com a pontuacéao do EDSS
(Tabela 2).



1000

R1: 17.596%
=
<
=
=] 5%
O
(2]
0l
0.001
0.001 500
FSC-A (1073)
10¢ 100
100 100
10+ ‘ 10+
N &,
10 10
o o
O, O
10 10
10¢, 100
100 10 10° 10° 100 100 107 10°
Células T CD4"
150 0,0434 1.09 0,0029
+
-B <0,0001 B 0.8 0,0125
8 100 8 0.6
+ -]
g ™ 0.4
Q 504 8
i;g 2 0.2
o 0.0-
& 2 A
& & & & F &S
cIcs“ s
EMRR EMRR
Células T CD8&"
2.0+
\ + 0,0403
5 5 1.54
Q o
2 O
) g 1.0
N
o o
2 2 0.5
0.0-
&
& &S @ & ‘@,@ & @
=)
© EMRR

EMRR

1000

49

CD8

1" 10" 100 10°

D .- 0,0002
<0,0001
I~ 80
n
o
O 60
S
a 40
o
2 204
0_
‘éa\e. é.sc\ﬁ 0“‘3 QO\,
o
EMRR
100 0,0003
[ <0,0001
5 0001
a
O 604
R
a 401
Q
X 204
0-
e 3© & v
é&,\ ‘9\4 & L
o
© EMRR

Figura 9: Analise da frequéncia de células T com expresséo diferencial de CD28 e CD57 em
pacientes com EM. Amostras de sangue periférico de individuos saudaveis (controle) e de pacientes
com EM sem tratamento (naive) ou sob terapia com DMF e FGL foram submetidas a marcacao para
identificacdo das células T CD4* e T CD8* capazes de expressar os marcadores CD28 e CD57 através

da citometria de fluxo.



50

Células T CD4*IFN-y*

am 0,0076 TN 0,0072 . 0.0003 40,0002
0,0140 20 — 0,0013
6 ] 1.5+ < 3+
[++]
= w 1.54 o 0.0002 o
S 44 = = 1.0 E 2-
se 2 1.0+ ES =
2 0.5+ 0,0256 0.5 17
0- 0.0- 0.0- 0=
N3 & . &
Q\..o‘e' \g‘é‘z & & & & & & & & & p
& EMRR ° EMRR < EMRR S
: + +
Células T CD8 IFN-y
0,0180 H
41 0,0010 254 0,0180 20- . 0,0080
0,0326 0,0010 0,0210 0,0050
3 2.0 2.0
° 0,0006 1.5+ < 0,0066
2 | 00120 w 1.5 3 0,0095 @ 154
S T = =104 — 7 £
e = 1.0 2 e 101
14 0.54 0.5 05
o 0.0- 0.0- 0.0-
° & A & .42 & ™ ] & A @ & N
o (0\0 e?\d Q%\ QG O&_ko\ & O‘x‘ (<C7 “o\a ‘\:',)"\ 0“\ & ooe\@\w ‘\':}\‘\ 0* &
4
EMRR EMRR EMRR EMRR

Figura 10: Porcentagem de diferentes subtipos de células TCD4*IFN-y* e TCD8*IFN-y* em
pacientes com EM sob terapia com DMF e FGL. As amostras de sangue de individuos saudaveis
(controle) e pacientes néo tratados ou submetidos a terapia com DMF ou FGL foram incubadas na
presenca de PMA e ionomicina por 3h. Apds o confinamento dos linfécitos T CD4* e T CD8", os
diferentes subtipos de células T capazes de produzir IFN-y foram identificadas usando anticorpos
dirigidos contra os marcadores CD4, CD8, CD45RA e CD197/CCRY7, associada a marcacéo intracelular
com IgG anti-IFN-y (APC). A figura mostra os valores médios + desvio- padrdo desses diferentes

subtipos de células T CD4*IFN-y* e T CD8*IFN-y*.
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Tabela 2: Correlacéo entre a frequéncia dos subtipos celulares com o EDSS.

Naive DMF FGL

p r p r p r
%TCD4* 0,0967 0,5258 0,4040 0,2153 0,6782 0,1502
%TCD4*y 06710 -0,1448 01093 0,4033 09774 0,01032
%TCD4 M 09276 -0,03280 05452 0,1566 00,3192 0,3469
%TCD4 ne 0,3088 0,3384 03429 -0,2436 0,6480 0,1639
% TCD4*Enra 0,0850 0,5420 0,3519 -0,2397 0,7508 -0,1161
%TCD4* INF-y*n 0,1288 0,4885 0,0216 0,5585 =09999 -0,04200
%TCD4* INF-y* mc 08924  0,04697 04069 0,2837 0,9000 -0,2615
% TCD4* INF-y*me 04725 0,2395 04065 -0,2136 0,8000 0,09258
%TCD4* INF-y emma 0,6620 0,1558 0,0607 -0,5139 06202 -0,1761
%TCD8* 01822  -0,4341 05768 0,1449 06194 -0,1775
%TCD8*n 06194 -0,1690 04771 0,1838 0,1067 -0,5462
%TCD8*mc 0,7140 -0,1251 0,0854 0,4306 0,9460 0,02466
%TCD8 e 07732 -0,09841 04771 0,1838 10,5294 -0,2253
%TCD8%emra 09310 0,02968 06916 -0,1033 01714 0,4711
%TCD&*INF-y*n 0,3417 04706 0,0108 0,6069 0,2000 0,4576
%TCD8* INF-y*mc 0,4148 0,2876 0,2139 -0,3278 0,2000 0,4676
%TCD8* INF-* me 0,6887 0,1442 05180 -0,1670 0,0667 0,5945
%TCD8* INF-y*emra 0,9671 0,01503 0,4652 -0,2050 =0,9000 0,004220
%CD19* 0,1937 0,5690 0,5651 0,1493 0,3730 0,3367
%CD14+ 0,7208 0,1512 08222 -0,07785 0,3770 0,3367

Os diferentes tipos e subtipos celulares foram correlacionados aos EDSS. Os valores significativos
estdo em negrito.

3.4 - O Fingolimode é mais potente que o virus HIV-1 em reduzir a porcentagem
de células T de memodria central circulantes

Semelhante ao FGL, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV-1) altera o padréo de recirculagdo das células T causando grave linfopenia
assimétrica, com perda maior das células T capazes de acessar os 6rgaos linfoides
secundarios, o principal sitio de replicacdo viral (EBERHARD et al., 2016). Como
esperado, uma importante queda na proporcdo de células T (CD4* e CD8") virgens
(Fig. 11 A/E) e de memodria central (Fig. 11C/F) foi observada nos pacientes infectados
pelo HIV-1 com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids), sem terapia
antirretroviral, quando comparado ao seu grupo controle, individuos saudaveis e HIV-

1 negativos. Por outro lado, a percentagem de células T (CD4* e CD8%)emra (Figura
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11D/H) e T CD8*wme (Fig. 11F) foram significativamente maiores nos pacientes com
Aids. De forma interessante, se comparado aos pacientes com Aids, o FGL foi mais
potente em reduzir a proporgéo de células T (CD4* e T CD8") de memdria central (Fig.
11C/G).

Células T CD4*

A B C 0,0027 D
- 0,0001
0,0001 a0 = 40
304 30
@ <
g w 0 P> 0,0001
S = = 204 00121 g 20 =
° = =
= =
104 10
0- 0
X <) IR R ] N PO & N
& T8 € €8 & E &
[4) [é) (JO oﬁ (-JO
EMRR EMRR EMRR

Células T cD8*

G 0,0213 H
100 0,0001 30 0.0003 60
0,0001 —
80
. o 20 < 0,0061
= 2
ES
40 104 = 20
20 0,0321
0 0- 0
N N e N
& & F & @ & & & &
& & CP“ s &
EMRR EMRR EMRR

Figura 11. Porcentagem de diferentes subtipos de células T circulantes em pacientes com EM
tratados com FGL e pacientes com Aids. A identificacd@o das células T (CD4* e CD8*) virgens (naive),
memoria efetora (EM), memoaria central (CM) e terminalmente diferenciadas (TEMRA) nas amostras de
individuos saudaveis, assim como de pacientes com EM (sem tratamento ou tratado com FGL) ou
infectados pelo HIV-1 foi realizada através da citometria de fluxo usando a combinacao de anticorpos
dirigidos contra os marcadores CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7 e CD62L. Os valores médios foram
comparados e o os valores de p indicados na figura.

3.5 - A terapia com fingolimode eleva a propor¢édo de mondcitos ativados
circulantes
Uma resposta imune eficiente mediada pelas células T depende de sua

capacidade de interagir com APCs profissionais, tais como mondcitos ativados,
comumente identificadas pela expressao de elevados niveis de B7.2/CD86 e,
principalmente, B7.1/CD80 (DILIOGLOU et al, 2003). Nesse sentido, pela observagao
da nossa estratégia de identificagdo dos mondcitos na figura 12 (CD14*HLA-DRY),
nenhuma diferenca significativa foi observada na porcentagem desses fagocitos em

todos os grupos estudados (Fig. 12B). A porcentagem de monécitos CD86*CD80- foi
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significativamente maior em pacientes néao tratados (p=0,0351) quando comparado
aos individuos saudaveis. Dentre os pacientes tratados, apenas o FGL foi eficaz em
diminuir o percentual de mondcitos CD86*CD80* (p=0,0106) e elevar a frequéncia do
subtipo CD86°CD80* (Fig. 12 D/E).
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Figura 12: Analise do status de ativacdo dos mondcitos de pacientes com EM sem tratamento
ou tratados com DMF e FGL. Seguindo a estratégias de confinamento (A), a porcentagem de
mondcitos (CD14*HLA-DR*) capazes de expressar CD80 e CD86 foi determinada através da citometria
de fluxo em amostras de sague periférico de individuos saudaveis (controle) e de pacientes com EM
sem tratamento ou tratados com DMF e FGL.
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3.6 — O Fingolimode aumenta a frequéncia de células B CD11c*

Apesar das células B funcionarem como APCs, a maior contribuicdo da sinapse
estabelecida entre as células T CD4* é a ativacao das células B em células produtoras
de anticorpos e geracao de memoéria (SOSPEDRA, 2018). Diante disso, nosso ultimo
objetivo foi avaliar o quanto as diferentes TDM modulariam a propor¢cao de diferentes
subtipos de células B. Seguindo a estratégia de identificacdo desses linfocitos
mostrada na figura 13, nenhuma diferenca significativa foi observada, quanto a
porcentagem de células B (CD19*HLA-DR") totais circulantes, nos diferentes grupos
estudados (Fig. 14 A). Enquanto o DMF reduziu, de forma significativa, a porcentagem
desses linfécitos capazes de expressar CD86 (p=0,0262), o FGL, quando comparado
aos pacientes livres de TDM, ou tratados com DMF, elevou a porcentagem de células
B CD11c* circulantes (Fig. 14 B/D)
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Figura 13 Estratégia de confinamentos de linfécitos B. Os linfécitos B (CD19+HLA-DR+)foram
determinados por tamanho e complexidade celular, apés a exclusédo de células mortas e debris.
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Figura 14. Andlise da frequéncia de linfocitos B capazes de expressar CD86, CD83 e CD11c em
pacientes com EM sem tratamento ou tratados com DMF e FGL. Diferentes subtipos de linfécitos B
(CD19*HLA-DR*) circulantes de individuos saudaveis e de pacientes com EM sem tratamento ou sob
terapia com DMF e FGL foram avaliados quanto a expressao diferencial dos marcadores de superficie
CD86, CD83 e CD11c através da citometria de fluxo. Os valores percentuais médios (+ desvio-padrao)
no grupo controle e dos pacientes sem tratamento ou em terapia com DMF ou FGL foram submetidos

a diferentes comparaces e os valores de p indicados na figura.
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4. DISCUSSAO

A Esclerose Mdltipla (EM) é uma doencga autoimune desmielinizante do sistema
nervoso central (SNC) que cursa principalmente com a ocorréncia de crises agudas
de incapacidade neurolédgica seguida de remissao clinica que pode ser completa,
parcial ou mesmo nédo existir (FRAU; LOREFICE, 2018). Por afetar principalmente
jovens adultos, a EM tem grande impacto socioecondmico. Apesar da etiologia da
doenca ainda n&o ser conhecida, na forma remitente recorrente (EMRR), as
deficiéncias neurologicas estdo relacionadas a um processo inflamatorio sob a
coordenacao de diferentes subtipos de linfocitos T efetores dirigidos contra antigenos
da mielina, acarretando danos extensos aos axonios, perda de neurdnios e astrogliose
(INGWERSEN et al., 2012). Por outro lado, estudos sugerem que o tempo em
remissao clinica e radiolégica também parecem depender de um conjunto de células
T implicadas em tolerancia imune (VASILEIADIS et al., 2018). Portanto, o tratamento
da EM envolve o uso de drogas para controlar as crises agudas de incapacidade
neuroldgica, realizada com pulsoterapia, e farmacos para prevenir novas recaidas
clinicas, conhecidas como terapias modificadoras da doenca (TMD) (MARQUES et
al., 2018).

Os mecanismos de acdo dessas TMD séao diferentes e ainda nao totalmente
conhecidos. Faltam estudos comparando o impacto dessas drogas na composi¢éo de
diferentes subtipos de células T circulantes, até o momento consideradas centrais na
patogénese da EM. Diante disso, o objetivo principal do presente estudo foi realizar
uma andlise comparativa do efeito do fingolimode (FGL) com o dimetilfumarato (DMT),
duas drogas orais amplamente prescritas aos pacientes com EM, na composi¢cao nao
apenas de diferentes subtipos de células T, como também dos mondcitos e células B,
dois subtipos de leucdcitos também envolvidos na doenca (KOUWENHOVEN et al.,
2001; THOMAS et al., 2017).

A partir da expresséo diferencial de CD45RA e dos marcadores CCR7 ou
CD62L, as células T circulantes sdo classificadas como virgens (ou naives) (Tn,
CD45RA*CCR7*CD62L"), memoria efetora (Twe, CD45RA'CCR7-CD62L"), memoria
central (Tmc, CD45RA'CCR7*CD62L*) ou terminalmente diferenciadas (Tewmra,
CD45RA*CCR7CD62L") (LIPP etal., 1999). Na EMRR, um aumento na frequéncia de
células Tem tem sido observado na forma ativa da doenca (OKUDA et al., 2005). Em

nossa coorte, no entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada na
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percentagem de linfécitos T (CD4* e CD8*) totais, nem na proporcéo dos subtipos de
células Tn, Tme, Tmc e Temra, entre os individuos saudaveis (grupo controle) e
pacientes com EMRR sem tratamento. A nao diferenca entre o grupo controle e os
pacientes, quanto a porcentagem de células Twe circulantes, pode ser justificada pelo
fato dos pacientes incluidos no presente estudos estarem em remissao clinica. Apesar
disso, alguns eventos imunes relacionados a inflamacéao, identificados no presente
estudo, sugerem que esses pacientes, mesmo em remissdo, estejam mais
condicionados a ativagédo imune.

Quanto a terapia, apesar do pequeno tamanho de nossa amostra, o FGL
diminuiu a porcentagem de células T (CD4* e CD8") totais e do fenétipo de memoria
central. O DMF também reduziu a porcentagem de células T CD8* totais, assim como,
semelhante ao FGL, diminuiu a proporcao do fen6tipo virgem dentre esses linfocitos.
Apenas o tratamento com DMF foi capaz de alterar a proporcédo das células T (CD4*
e CD8") de memdria efetora, levando a uma queda desse fenotipo no sangue
periférico. Quando comparado ao DMF, a porcentagem das células T CD4* totaise T
CD4*\, assim como o das células T CD8*wc, foi menor nos pacientes sob terapia com
FGL. Finalmente, os valores médios das células T CD8%emra foram maiores nos
pacientes sob terapia com FGL.

O FGL age ligando-se ao receptor de esfingosina-1-fosfato (S1PR) e, por
consequéncia, direciona esse receptor para degradacao intracelular. A baixa
disponibilidade de S1PR, associada a elevada expressdo de CCR7, reduz, a
capacidade dos linfocitos T de emigrarem dos ganglios linfaticos em direcéo a corrente
sanguinea, seguindo o gradiente de concentracdo do lipideo S1P, que é elevado no
sangue periférico. Como consequéncia, pacientes sob terapia com FGL tém uma
linfopenia progressiva afetando os subtipos de células Tn e Tmc (INGWERSEN et al.,
2012). No presente estudo, apesar do tratamento com FGL ter diminuido a
porcentagem de células T (CD4* e CD8*)mc e TCD8*n, essa droga falhou em reduzir,
de forma significativa, a frequéncia de células T CD4*n. Levando-se em consideracgao
gue os pacientes estavam sob terapia com FGL ha pelos menos 1 ano, e que foram
observados durante os trés primeiros meses de uso para confirmagdo da resposta
terapéutica (MARQUES et al., 2018), acreditamos que a falta de significancia em
algumas comparacdes deva-se ao pequeno namero de pacientes por grupo, 0 que
sera resolvido, em breve, com aumento no nimero de amostras. Ainda sobre o FGL,

estudo por Chun e colaboradores (2017) demonstrou um aumento na proporcao das
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células T CD4*we circulantes em pacientes tratados com essa droga e, N0 NOSSO
estudo, observamos apenas uma tendéncia (p=0,0557) desses pacientes de
apresentarem uma maior frequéncia desse fendtipo celular, sem mudanca no
compartimento das células T CD8*mc. Mais uma vez, ressaltamos aqui a necessidade
de recrutar mais pacientes tratados com FGL para aumentar a confianca nos dados
obtidos.

Quanto ao DMF, o mecanismo de agéo envolve a ativagao indireta do Nrf2 com
consequente inibicdo da expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria
amplamente expressos nas células T CD8*ve (ALBRECHT et al., 2012; WU et al.,
2018; ZHU; YAMANE; PAUL, 2012). No presente estudo, no entanto, essa droga
diminuiu, ndo somente a proporcao de células T (CD4 e CD8)me, como também das
células T CD8*n. Este resultado ndo era esperado porque os fenétipos efetores de
células T séo os responsaveis pela rapida producéo de citocinas inflamatérias, tal
como INF-y (HANSEN et al., 2020; WU et al., 2018). O IFN-y produzido pelas células
Tmc e Tme tem sido particularmente envolvido nas lesdes desmielinizantes dentro do
SNC na EM (MEHLING; RAULF, 2010). Em nosso estudo, e de forma néo esperada,
maiores frequéncias de células T (CD4* e CD8*) IFN-y* virgens foram detectados no
sangue periférico dos pacientes sem tratamento ou sob uso de DMF.

Pela literatura, a capacidade das células Tn em produzir citocinas inflamatdérias
€ muito limitada e dependente de APCs profissionais, particularmente das DCs
maduras (PENNOCK et al., 2013). No entanto, um baixo limiar de ativacdo das células
Tn nos pacientes com EM foi descrita em um trabalho publicado por Zastepa e
colaboradores (2014). Nesse estudo, os autores demonstraram que a ativagdo das
células Tn dos pacientes com EM induz uma elevada e persistente expresséo de
receptores do tipo Toll no grupo que apresentou evolug¢do mais rapida da doenca para
a forma progressiva secundaria, que € neurodegenerativa (ZASTEPA et al., 2014).
TLRs sao receptores de padrées moleculares associados aos patégenos (PAMPs, do
inglés pathogen-associated molecular pattern) expressos principalmente nas células
do sistema imune inato, quando em contato com microrganismos (TAKEDA; AKIRA,
2005). A ligacao de diferentes PAMPs ativa a resposta inflamatéria com repercussao
no tipo de resposta imune mediada pelas células T (TAKEDA & AKIRA, 2005).
Atualmente sabe-se que células T humanas ativadas expressam detectaveis niveis
de TLRs (CARON et al., 2005), indicando que PAMPs podem modular diretamente o

comportamento funcional das células T. Coletivamente, esse achado por Zastepa e
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colaboradores (2014), associado aos nossos resultados sobre a producgdo de IFN-y,
sugerem gue, em pacientes com EMRR, o baixo limiar de ativacdo das células Tn
possa ser um fator de risco para progressdo da doenca. De forma interessante,
diferente do FGL, o DMF néo foi capaz de reduzir a frequéncia de células T (CD4* e
CD8") IFN-y* virgens, sugerindo que o efeito dessa droga seja de fato mais restrito aos
fendtipos efetores de células T.

Apesar da falta de estudos na literatura sobre a biologia desses linfocitos T
virgens capazes de produzir IFN-y, nossos resultados revelaram uma correlagéo
positiva entre a frequéncia desses linfécitos com o grau de incapacidade neuroldgica
do pacientes sob terapia com DMF. Acreditamos que a auséncia de correlacdo entre
a frequéncia desses linfécitos e 0 comprometimento motor no grupo de pacientes sem
tratamento possa ser justificada pela baixa atividade da doenca. Dessa forma, seria
interessante acompanhar se as porcentagens de células T (CD4* e CD8*)n capazes
de produzir IFN-y nos pacientes virgens de tratamento seriam preditivos de progressao
da doenca.

N&o obtivemos os valores das células T IFN-y* virgens circulantes nos pacientes
tratados com TDM antes do inicio do tratamento, entdo, € possivel que uma maior
eficiéncia terapéutica do FGL, quando comparado ao DMF, seja justificada néo
apenas pela reducdo no numero de células Tn e Tmc, como também pela capacidade
dessa droga de bloquear a saida de diferentes subtipos de células T (CD4* e CD8")
IFN-y* dos ganglios linfaticos. Ademais, no contexto da EM, drogas que reduzem o
egresso de células T CD8*INF-y* a partir dos érgaos linfoides secundarios, virgens ou
ndo, podem trazer maior beneficio clinico ao paciente visto que esses linfécitos séo
classicamente citotoxicos e envolvidos na desmielinizacdo (WAGNER et al., 2020).
Embora preliminares, nossos dados podem ajudar a explicar porque o FGL, e ndo o
DMF, é a droga indicada para tratar pacientes de alto risco de progressao. Vale
ressaltar que células T (CD4+ e CD8+), capazes de produzir IL-17, sdo associadas,
também, a EM e estudos futuros tém objetivo de determinar a frequéncia desse
fendtipo, em diferentes subtipos celulares, a partir da marcacdo com CD45RA e CCR7
ou CD62L.

Finalmente, quanto as células Temra, COMparada aos pacientes sob terapia com
DMF, uma maior proporcdo de linfécitos T CD8*CD45RA*CCR7- foi detectado no

sangue periférico dos pacientes tratados com FGL. Uma tendéncia similar (p=0,0508)
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foi observada quando comparamos a frequéncia desse fenétipo entre as amostras de
pacientes ndo tratados e sob terapia com FGL, indicando a necessidade de aumentar
0 numero de pacientes em cada grupo.

Obar e colaboradores demonstraram que a maioria das células Temra é do tipo
CDS8 e de alto poder citotoxico (OBAR; LEFRANCOIS, 2011; WU et al., 2018). Nos
pacientes com FGL, o aumento desse subtipo celular pode ser uma consequéncia da
reducdo dos demais subtipos de células T circulantes. O aumento na proporcao de
células Temra € uma caracteristica de imunossenescéncia, sendo, portanto,
particularmente observado em individuos acima de 60 anos, devido ao acumulo de
células T CD8* cronicamente ativadas (VISEKRUNA; HUBER, 2014). Nenhum dos
NOssos pacientes, tratados ou ndo, tinham idade acima de 60 anos. Apesar de estudos
sugerirem um maior envolvimento das células Tmc nas lesdes cerebrais dos pacientes
com EM, existe a possibilidade de que o aumento na porcentagem de células T
CD8*emra no grupo com FGL seja pelo acimulo de células T ativadas devido a maior
atividade da doenca. Entretanto, ha ainda a probabilidade de que maior porcentagem
dessas células no sangue periférico forneca protecao imune contra diferentes agentes
infecciosos (HENSON; RIDDELL; AKBAR, 2012).

Apesar das células Temra serem fenotipicamente identificadas como sendo
CD45RA*CCR7-CD28, através da expressdo do CD57, esses linfécitos podem ser
subdivididos em células jovens (CD57°) ou senescentes (CD57*) (VERMA et al.,
2017). Mesmo ambos os subtipos de Temra, NO compartimento das células T CD8*,
serem citotéxicas, a auséncia de expressao do marcador CD57 tem sido associada a
teldomeros mais longos, a uma maior capacidade proliferativa e a uma menor
suscetibilidade a morte por apoptose apos estimulacdo e producao de IFN-y, sendo,
portanto, mais funcionais que a contraparte CD57* (VERMA et al., 2017).

Estudo publicado por Henson e colaboradores (2012) demonstraram que a
expressdo do CD45RA nas células Temra pode auxiliar na migracdo desses linfocitos
para tecidos e orgdos periféricos contribuindo para vigilancia imunoldgica. Nao
avaliamos a expressdo do IFN-y nas células T que expressam CD28 e/ou CD57,
porém, nossos resultados demonstram maior frequéncia de células T (CD4* e CD8")
CD28CD57" no sangue periférico de pacientes tratados com FGL quando comparado
ao grupo nao tratado ou sob terapia com DMF. Acreditamos que a presenca desse

subtipo celular possa ajudar os pacientes com EM na vigilia contra patdgenos, quando
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comparado a outros individuos condicionados a perda de diferentes subtipos de
células T, tais como os pacientes infectados pelo HIV-1.

O HIV-1 altera a capacidade funcional de diferentes subtipos de células do
sistema imune inato e adaptativo e a maioria dos estudos aponta que a
imunodeficiéncia nos pacientes com Aids deva-se, principalmente, aos danos
causados por esse virus, em diferentes subtipos de células T CD4*, levando a uma
linfopenia assimétrica ao longo da infeccdo (PRIOL et al., 2020). No presente estudo,
assim como observado anteriormente (EBERHARD et al., 2016), a infec¢ao pelo
HIV-1 leva a uma importante queda na proporcao de células T (CD4* e CD8") virgens
e de memoria central.

Em humanos, as células Tuc tém alta capacidade de renovacédo, proliferacéo,
producédo de IL-2 e resisténcia a apoptose, além da habilidade de se tornarem células
T efetoras com capacidade de produzir grandes quantidades de citocinas, tais como
IFN-y. Na infeccéo pelo HIV-1, a perda desse fendtipo tem sido amplamente associada
a maior suscetibilidade dos pacientes a infeccfes oportunistas. No presente estudo,
todos os pacientes HIV-1 positivos, sem uso de terapias antirretrovirais, apresentavam
infec¢des oportunistas no momento do diagndstico, causadas principalmente pelo
Pneumocystis jirovecii e Cryptococcus neoformans. Nos pacientes com EM tratados
com FGL, estudos sugerem que o controle das recaidas clinicas esteja principalmente
associada ao aumento na frequéncia de células Twmc dirigidas contra proteinas da
bainha de mielina (HUNTER; BOWEN; REDER, 2016). E interessante notar que,
apesar da frequéncia dessas células ser significativamente menor no sangue
periférico dos pacientes com EM tratados com FGL comparado aos pacienets com
Aids, apenas um desses pacientes com EM desenvolveu doenca infecciosa grave
causada pelo Papilomavirus (condiloma no colo uterino). Esses resultados sugerem
que o sistema imune, sob efeito do FGL, tente compensar a queda nos indices das
células Tmc. Apesar de preliminares, nosso grupo acredita que essa compensacao
envolva, ao menos em parte, expansao de subtipos de células Temra circulantes.

A proporgédo de células T CD8*me circulantes foi maior nos pacientes com Aids
guando comparado aos pacientes com EM sob terapia com FGL. Ja a proporcéo de
linfécitos T CD4*ve foi maior em pacientes tratados com FGL quando comparado aos
pacientes com Aids. Embora ndo tenhamos avaliado a expressao de CD28 e CD57
nas células T dos pacientes infectados pelo HIV-1 recrutados para esse estudo, varios

outros tém demonstrado uma relacdo entre o aumento na frequéncia de células T
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CD57*, suscetiveis a morte por apoptose, e a progressao para Aids (EBERHARD et
al., 2016; DEEKS, 2013). Portanto, acreditamos que o acumulo de células Temra
CD57" nos pacientes com EM, sob terapia com FGL, possa ajudar a explicar, ao
menos em parte, o porqué da incidéncia de doencas oportunistas ser menor em
pacientes com EM comparado aos pacientes com Aids.

A mudanca na proporcao de diferentes subtipos de células T deve impactar no
status funcional de células acessorias, tais como as APCs. A ativacdo eficiente das
células T depende de diferentes sinais fornecidos pelas APCs imunogénicas, tais
como as DCs e os macrofagos/monadcitos (PENNOCK et al., 2013). O primeiro sinal
se da pelo contato entre o0 TCR e MHC ou HLA da APC, enquanto o segundo é
mediado pela interacdo entre as moléculas coestimulatérias (CD80 e CD86) presentes
na superficie das células acessoérias com seus ligantes nas células T, a proteina CD28.
Os mondcitos, que representam a principal APC da imunidade inata no sangue
periférico, expressam, constitutivamente, baixos niveis de CD86 (DILIOGLOU;
CRUSE; LEWIS, 2003). Durante a resposta imune, no entanto, ndo apenas a
expressdo de CD86 aumenta, como o CD80 é induzido.

A molécula CD80 possui uma afinidade maior com o CD28, em tempos mais
tardios da resposta imune e as APCs costumam perder a expressdo do CD86
(FLEISCHER et al., 1996). Apesar das APCs CD80*CD86" serem menos eficientes
em fagocitar, elas sdo superiores na ativacao das células T (DILIOGLOU; CRUSE;
LEWIS, 2003). Notamos que, enquanto o DMF n&o alterou a propor¢cdo de nenhum
subtipo de mondcito avaliado, uma maior porcentagem de mondcitos CD80*CD86" foi
detectada no sangue periférico de pacientes tratados com FGL. Uma hipétese para
explicar esse achado seria uma tentativa do sistema imune do paciente tratado com
FGL para compensar a perda nas células Tn e Tmc. Para testar essa hipotese iremos
investigar futuramente o perfil de citocina desses mondcitos relacionados a inducao
de diferentes fendtipos de células T, tais como Thl (IL-12) e Th17 (IL-23).

Além dos mondcitos, as células B, por expressarem moléculas coestimuladoras
(CD80/CD86) e os marcadores CD83 e CD1lc, sédo eficientes APCs (DUNGAN;
CARRITHERS, 2019; REGINA et al., 2017). Adicionalmente, a sinapse imunoldgica
com as células T CD4*, principalmente do subtipo TrH, é fundamental para que os
linfocitos B produzam anticorpos de maior afinidade e gere memoria de longa duracao
(KU; SEIFERT, 2019). Em nosso estudo, nenhuma diferenga significativa foi

observada quanto a porcentagem de células B (CD19* HLA-DR*) totais circulantes
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nos diferentes grupos estudados. Apesar de ndo termos avaliado a expressao do
CD80, o DMF reduziu, de forma significativa, a porcentagem desses linfécitos capazes
de expressar CD86, sem alterar a propor¢do de outros subtipos de células B capazes
de expressar CD83 ou CD11c. Por outro lado, o FGL aumentou a porcentagem de
células B CD11c* sem alterar a proporcdo desses linfocitos capazes de expressar
CD86 ou CD83.

Enquanto as moléculas CD80 e CD86 sdo importantes para uma eficiente
ativacdo das células T, pesquisadores tém demonstrado o papel do CD83 em
estabilizar a expressdo dessas moléculas coestimuladoras, como também do
complexo HLA (WONG et al., 2018). O CD11c, por sua vez, ao se ligar as moléculas
ICAM-2, amplifica a ativacdo das células T por estabilizar seu contato com a APC
durante a formagéo da sinapse imunoldgica (CURTIS; MORRISON, 2017). Alguns
autores sugerem que células B capazes de expressar elevados niveis de CD11c séo
associadas a ativacao cronica e estdo presentes em elevados niveis em pacientes
com artrite reumatoide e lapus, implicando o envolvimento desses linfocitos em
doencas autoimunes (MA et al., 2019; WANG et al., 2019). Até 0 momento nenhum
estudo avaliou o papel desse subtipo de célula B na EM, o que precisa ser investigado,
dada a recente relacéo adversa entre o aumento de células B ativadas e a progresséo

da doenca.
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CONCLUSOES

v' Apesar do mecanismo de acao do dimetilfumarato (DMF) ainda néo é bem elucidado,
no presente estudo a capacidade desse farmaco em diminuir a propor¢éo de células
T efetoras (CD45RA'CCDR7) pode ajudar no controle de novas reacadias nos
pacientes com EM visto o carater pré-inflamatério desse fenétipo;

v' Apesar do DMF ter reduzido a proporcao das células T CD8" virgens, esse farmaco
ndo diminuiu a porcentagem desse subtipo capaz de produzir IFN-y, sendo ainda ndo
clara qualquer associacdo entre beneficio clinico e reduzigcdo desses linfocitos
circulantes;

v" Quando comparado ao DMF, o fingolimode (FGL) foi eficiente em aprisionar subtipos
de células T capazes de produzir IFN-y, importante citocina envolvida na patogénese
da EM. E necessario investigar se o ndo aprisionamento dos linfocitos TCD4* naives
€ preditivo de recidivas clinicas.

v' Pacientes com EM tratados com FGL, quando comparado aos pacientes sob terapia
com DMF, possuiam maior porcentagem de mondcitos ativados e células T (CD4 e
CD8) CD28CD57, o que pode representar uma tentativa do sistema imune do
paciente em compensar perdas na imunidade adquirida. Acreditamos que esse
fendbmeno, se confirmado em um nimero maior de maostra, pode ajudar a entender,
ao menos em parte, porgue a linfopenia envolvendo fenétipos nobres de células T
CD4* e T CD8" circulantes ndo expde os individuos as infec¢des oportunistas quando
comparado aos pacientes com Aids.

v" Finalmente, aumento na frequéncia de linfécitos B CD11c*, considerado um fen6tipo
ativado, deve ser investigado melhor na EM dede que esse subtipo celular tem sido

associado a algumas doencas autoimunes.

Coletivamente, os dados apresentados na presente dissertacdo, apesar de
preliminares, sugerem que o fingolimode é capaz de fazer um bom equilibrio entre
beneficio clinico do tratamento da EM e manuten¢éo de uma resposta imune protetora
minma contra diferentes patégenos. Para validar essa hipétese estudo longitudinal
sera necessario com um numero maior de pacientes, o que sera conduzido por nossa

equipe.
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ANEXO - Aprovacéo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Laboratério de Imunofisiologia e Imunopatologia dos linfocitos T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto
“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com
neuromielite 6ptica”
Titulo do SubProjeto:
“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfécitos T de pacientes com
neuromielite 6ptica: comparacdo com a esclerose multipla”

Investigador Principal: Dr2. 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 é avaliar o impacto de diferentes eventos
imunes em pacientes com neuromielite optica (NMO) e compara-los com
individuos saudaveis e com pacientes com esclerose multipla (EM). Assim

podemos identificar alguns parametros que possam estar implicados na EM.



1.2- Procedimentos

Durante a consulta clinica com o médico, uma vez estabelecido o
diagndstico de EM, o médico fara algumas perguntas de relevancia para o nosso
estudo. Essas perguntas objetivam avaliar relatos de intercorréncias clinicas de
relevancia imunolégica, tais como o niumero de episodios de surtos ao ano,
ocorréncia de reacoes alérgicas e de outras imunopatologias, com definicdo do
tipo de desordem imunolégica de fundo auto-imune.

Apds a entrevista e com o consentimento oral e por escrito do paciente, o
médico ird colher o volume total de 20 mL de sangue periférico que seré utilizado

para realizar uma avaliacdo quantitativa e qualitativa de seu sistema imune.

1.3- Riscos e desconfortos

A aplicagéo das perguntas ndo oferece nenhum tipo de risco ou desconforto.
Caso vocé esteja se sentido desrespeitado, pode interrompé-lo a qualquer momento. A
obtencao do sangue periférico sera 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 informagdes importantes relacionadas a EM. Mas, eles
podem néo lhe trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios anos de
estudos e um numero elevado de pacientes. No entanto, caso os achados sejam
significativos, o0 seu médico ter4 acesso a todos eles e podera, caso julgue necesséario,

apresenta-los a vocé.
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1.5- Alternativas para a participacéo

Sua participacdo nesse estudo é voluntaria. Vocé podera 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
gualquer momento sem nenhum prejuizo quanto ao seu atendimento pela equipe

meédica hospitalar.

1.6- Custos e compensacgdes
Vocé ndo pagara nada para participar nesse estudo. Vocé néo sera pago

por estar no estudo.

1.7- Confidenciabilidade

Este estudo envolve informagdes confidenciais. Essas informacgdes serdo
mantidas estritamente confidenciais entre 0s membros envolvidos na pesquisa.

Qualqguer publicacao cientifica dos resultados nao identificara voceé.

1.8- Direito para se retirar da pesquisa

Sua participacdo é voluntaria. Vocé néo € obrigado a participar desta

pesquisa. Vocé é livre para interromper a qualquer momento sua participacao.
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1.9- Perguntas ou problemas

Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, entre em
contato com Dr?. Claudia Crisitna Vasconcelos ou Dr?. Cleonice Alves de Melo Bento,
professora e Imunologista da UNIRIO (tel: 2264-2723 ou 2531-7906).

1.10- Consentimento

Uma vez que voceé leu (ou lhe foi explicado) e entendeu o propdsito desse
estudo, os procedimentos que serdo realizados, 0s 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 propésito do estudo para o paciente. Ao meu entender, ela
entendeu o propésito, procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador:

Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

Data:



