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Resumo

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune grave que ataca o sistema
nervoso central. Alguns estudos tém indicado o envolvimento dos linfécitos Thl e
Th1l7 na imunopatogénese da EM. Quando chegam ao sistema nervoso central,
essas células sdo expostas a novas condicdes, como a presenca de
neurotransmissores, dentre eles a dopamina (DA). Nesse contexto, até a presente
data, nenhum estudo foi conduzido para avaliar o papel da DA no status funcional
das células T de pacientes com EM. Portanto, o objetivo primario desse estudo &
avaliar o impacto da dopamina (DA) na resposta proliferativa e producdo de
citocinas pelas células T de pacientes com EM com a forma recorrente remitente
(EM-RR), comparando os resultados com o padrdo observado em individuos
saudaveis (grupo controle). Nossos resultados demonstraram que a proliferacéo
das células T induzida pelo ativador policlonal fitohemaglutinina (PHA) foi menor
nas culturas de pacientes com EM-RR quando comparado ao grupo controle.
Nessas culturas, enquanto a DA reduziu significativamente resposta
linfoproliferativa nas culturas controles, essa catecolamina elevou a expansao
policlonal das células T de pacientes com EM-RR Com relag&o ao tipo de citocina
produzida, nenhuma diferenga significativa na secrec¢ao de citocinas relacionadas
ao fendtipo Thl (IL-2 e IFN-y) foi detectada entre os grupos estudados. Nesse
sistema, enquanto a DA reduziu os niveis de IL-2 e IFN-y nas culturas controles,
esse neurotransmissor elevou a producéo de IFN-y pelos linfocitos T de pacientes
com EM-RR. Com relacdo a producéo de citocinas definidoras do fenétipo Th2,
nenhuma diferenca significativa foi observada na produgéo de IL-4 e IL-5 em
resposta ao PHA, com ou sem DA. Em contraste, niveis significativamente
superiores de citocinas relacionadas ao fenétipo Th17 (IL-6, TNF-a e IL-17) foram
detectados nas culturas de células dos pacientes com EM-RR.
Interessantemente, foi observada uma correlacéo positiva entre os niveis de IL-6
e IL-17 e o grau de incapacidade neuroldgica dos pacientes. A adicdo de DA
aumentou a producdo ndo apenas de IL-6, TNF-a e IL-17, como também da IL-21
nessas culturas. Finalmente, apesar de nenhuma diferenca na producdo de
citocinas relacionadas ao fendtipo T regulador, a IL-10 e TGF-B, ter sido

observada em ambos os grupos, a adicdo da DA reduziu a liberacdo dessas
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citocinas particularmente nas culturas de células dos pacientes com EM-RR.
Ademais, a hidrocortisona foi menos eficiente em reduzir a producao de IL-17 nas
culturas dos pacientes com EM-RR, quando comparados aos controles. Em nosso
sistema, a capacidade da DA em amplificar a producao de IL-6 e IL-17 e reduzir a
liberacdo de IL-10 nas culturas de células de pacientes com EM-RR foi
particularmente dependente dos linfécitos T CD4" e da sinalizagdo do receptor
para IL-6. Em conjunto, 0s nossos resultados, apesar de preliminares, revelam
uma elevada tendéncia das células T dos pacientes com EM-RR em produzir
maiores niveis de citocinas relacionadas ao fenotipo Th17 com maior resisténcia a
inibicdo ao glicocorticoide, fendmenos esses que foram amplificados pela adi¢ao

de dopamina.

XVi



Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a severe autoimmune disease that attacks the central
nervous system. Some studies have indicated the involvement of Thl and Th17
cells in the immunopathogenesis of MS. When they reach to the central nervous
system, these cells are exposed to new conditions, such as the presence of
neurotransmitters, including dopamine (DA). In this context, to date, no study has
been conducted to evaluate the role of DA in the functional status of T cells from
patients with MS. Therefore, the primary objective of this study is to evaluate the
impact of dopamine (DA) in the proliferative response and cytokine production by
T cells from relapsing-remitting MS patients (RR-MS), comparing the results with
the pattern observed in healthy subjects (control group). Our results demonstrated
that the proliferation of T cells induced polyclonal activator phytohemagglutinin
(PHA) was lower in cultures of RR-MS patients as compared to controls. The DA
addition to these cultures significantly reduced lymphoproliferative response in
control group, but elevated the polyclonal expansion of T cells of patients with RR-
MS. Regarding the type of cytokine produced, no significant difference in the
secretion of Thl-related cytokines (IL -2 and IFN-y) was detected between the two
groups. In this system, while DA reduced the levels of IL-2 and IFN-y in control
cultures, this neurotransmitter increased the IFN-y production by T lymphocytes of
patients with RR-MS. Concerning Th2-related cytokines production, no significant
difference was observed in the IL-4 and IL-5 levels in response to PHA, with or
without DA, between the groups. In contrast, significantly higher levels of cytokines
related to Th17 phenotype (IL-6, TNF-a and IL-17) were detected in cell cultures
from patients with RR-MS. Interestingly, we observed a positive correlation
between IL-6 and IL-17 levels and the degree of neurological disability of patients.
The addition of DA not only increased the production of IL-6, TNF-a and IL-17, as
well as IL-21 in MS-derived cell cultures. Finally, although no difference in
production of cytokines related to T regulatory phenotype (IL-10 and TGF-f) had
been observed in both groups, the addition of DA reduced the release of these
cytokines particularly in cultures of cells of RR-MS patients. Additionally,
hydrocortisone was less effective in reducing the production of IL-17 in cultures of
RR-MS patients compared to controls. In our system, the ability of DA in

amplifying the production of IL-6 and IL-17 and reducing the release of IL-10 in cell
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cultures from RR-MS patients was particularly dependent on CD4" T cells and
signaling through IL-6 receptor. Taken together, our results, although preliminary,
indicate a high tendency of T cells of patients with RR-MS to produce increased
levels of cytokines related to Thl7 phenotype with increased resistance to
inhibition by glucocorticoids, both phenomena were amplified by the addition of

dopamine.
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I- INTRODUCAO

1.1- Considerac0des gerais

A esclerose multipla (EM) € uma doenga progressiva autoimune que afeta o
sistema nervoso central (SNC) causando destruicdo da bainha de mielina, estrutura
fundamental na transmisséo do impulso nervoso (Adams & Victor, 1989). A doenca
leva a graus variados de incapacidade neuroldgica, com déficits nas funcdes
sensitivas e visuais e nas fun¢des motoras, autbnomas e neurocognitivas (McFarlin
& Mc Farland, 1982). A EM pode envolver qualquer parte do SNC, de modo que a
lista de sinais e sintomas pode ser infinita (Haegert, Swift & Benedikz, 1996).
Caracteristicamente a EM é descrita como disseminada no tempo e no espago, 0
que implica comprometimento de diversas areas do SNC e em épocas diferentes. E
uma doenca que afeta principalmente adultos jovens, entre 20 a 40 anos de idade,
e leva a significante disfuncé@o neurolégica.

A doenca é mais comum em mulheres, e estima-se que no mundo mais de 2
milhdes de pessoas tenham EM. Acredita-se que, nos EUA, ao menos 350.000
pessoas sao afetadas e que um caso novo em cada mil pessoas seja
diagnosticado (Anderson et al., 1992; Sospedra & Martin, 2005; Hirtz et al., 2007).
No Brasil, sua taxa de prevaléncia é de aproximadamente 15 casos por cada
100.000 habitantes (Callegaro, Goldbaum & Morais, 1997; Fragoso & Peres, 2007).

Por ter uma etiologia multifatorial, eventos imunes e ambientais podem
influenciar na evolugéo clinica da EM, tal como o estresse. Na EM, alguns estudos
tém correlacionados eventos estressantes precipitando uma recaida clinica ou
exacerbacéo (Beiske et al., 2008; Feinstein, 2011). Como a resposta biologica ao

estresse € caracteriza pela producdo elevada de catecolaminas em niveis
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periféricos e centrais, faltam estudos avaliando o impacto da dopamina, a principal

catecolamina do SNC, no perfil funcional das células T de pacientes com EM.

1.2- Esclerose multipla: a doenca

Na maioria dos pacientes a doenca se manifesta pela primeira vez como uma
sindrome clinica isolada sugestiva de EM, tipicamente com neurite Optica,
sindrome tronco-encefalico ou mielite. A doenca pode seguir trés principais cursos:
remitente-recorrente (EM-RR), progressiva primaria (EM-PP) e progressiva
secundaria (EM-PS) (Shibasaki, McDonald & Kuroiwa, 1981). A forma EM-RR é
diagnosticada na maioria dos casos de EM (> 80%) e caracteriza-se por apresentar
episodios agudos de comprometimento neurolégico, com duracdo minima de 24
horas e com no minimo trinta dias entre cada surto (Schumacher et al., 1965). A
forma EM-PS representa, na verdade, uma progressao da forma EM-RR. N&o se
sabe o0 que dispara essa progressao de uma forma mais inflamatéria e responsiva
a terapia para uma forma secundaria progressiva, neurodegenerativa e refrataria
ao tratamento. A forma EM-PP € caracterizada por um curso progressivo ja
seguindo a primeira manifestacdo da doenca e é totalmente refrataria ao
tratamento correntemente disponivel.

Os sintomas iniciais mais comuns compreendem alteracdes piramidais,
sensitivas e cerebelares e manifestagdes visuais e esfincterianas (revisto por Poser
& Poser, 1983). Os sinais piramidais englobam fraqueza, espasticidade, sinais de
liberacdo piramidal. As alteragcbes cerebelares podem ser divididas em
comprometimento do equilibrio e da coordenacgéo. Os principais disturbios visuais
sdo diminuicdo da acuidade visual, diplopia e escotomas, quase sempre

reconhecidos como embagamento visual. O comprometimento esfincteriano
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apresenta-se sob a forma de incontinéncia ou retencéo urinaria e fecal. A fadiga,
que pode significar menor tolerancia as atividades diarias, € uma queixa muito
comum e pode ser o sintoma mais limitante. Sabe-se que fadiga é relatada em até
90% dos pacientes e tem sido relacionada ao nivel de ansiedade e depressdo dos
pacientes (Bakshi et al., 2000). Alteracdes cognitivas podem acometer de 54% a
65% dos pacientes com EM (Rao et al., 1991). A aplicacdo sistematica de testes
neuropsicolégicos revela especialmente alteracdo de meméoria.

Seguindo a avaliacdo da extensédo dos disturbios nos sistemas funcionais (SFs,
Quadro 1), os pacientes com EM sao estadiados utilizando a escala chamada
Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Tabela 1), que mede o grau de
incapacidade neurolédgica do paciente (Kurtzke, 1983). O EDSS possui vinte itens
com valores variando de 0 a 10, com pontuacdo aumentando em meio ponto
conforme o grau de incapacidade do paciente, dando maior enfoque a capacidade
de deambulacdo do paciente (principalmente quando o EDSS é maior que 4,0).
Esta classificacdo vai desde o normal, que € zero, até a incapacidade maxima, que

pode ser cinco ou seis.

Quadro 1. Os sistemas funcionais avaliados no ambito da escala EDSS

v" Func@es Piramidais - movimento voluntario

v" Func@es do Tronco Cerebral - movimento dos olhos, sensac¢ao e movimento
da face, deglutir.

v' Fungdes Visuais (ou Opticas)

v" Func¢des Cerebrais (ou Mentais)- meméria, concentracédo, humor

v Func¢des Cerebelares - coordenacédo do movimento ou equilibrio




v" Funcbes Sensitivas
v" Funcdes Intestinais e Vesicais

v Outras Funcgoes - incluindo a fadiga

Quadro 2. Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS)*

0.0 - Exame neuroldgico normal (FS grau 0).

1.0 - Nenhuma deficiéncia, sinais minimosem 1 FS (1 FS 1).

1.5 - Nenhuma deficiéncia, sinais minimos em 1 FS, excluindo funcéo cerebral grau
1 (maisde 1 FS1).

2.0 - Deficiéncia minimaem 1 FS (1 FS 2, outros 0 ou 1).

2.5 - Deficiéncia minimaem 2 FS (2 FS 2, outros 0 ou 1).

3.0 - Deficiéncia moderada em 1 FS (1 FS 3, outros 0 ou 1) ou deficiéncia leve em 3
ou4FS (3o0u4FS 2, outros 0 ou 1), embora com marcha livre.

3.5 - Marcha livre mas com deficiéncia moderadaem 1 FS (1 FS3)e 1ou 2 FS 2,
ou2FS3,0u5FS 2 (outros 0 ou 1).

4.0 - Marcha livre sem Ortese, independente, por 12 h/dia apesar de deficiéncia
relativamente severa de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combinacdes de graus
menores excedendo os limites dos passos anteriores, capaz de andar sem
auxilio e sem descanso por 500 metros.

4.5 - Marcha livre sem auxilio durante grande parte do dia, capaz de trabalhar o dia
todo, pode, contudo, ter alguma limitacdo para atividade livre ou requerer
minima assisténcia; caracterizado por deficiéncia relativamente severa
consistindo de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combinagdes de graus menores e

marcha livre por 300 metros.




5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

10,0

- Marcha livre por 200 metros; deficiéncia severa atrapalhando as atividades
diarias; geralmente 1 FS 5 (outros 0 ou 1) ou combinacdes de graus menores.
- Marcha livre por 100 metros; deficiéncia severa para impedir as Atividades de
Vida Diaria (AVD), (1 FS 5, outros 0 ou 1).

- Auxilio intermitente ou unilateral (bengala, muleta, aparelho tutor, értese)
necessario para andar 100 metros com ou sem descansar (+ de 2 FS 3).

- Auxilio bilateral constante para andar 20 metros (+ de 2 FS 3).

- Incapaz de andar 5 metros mesmo com auxilio, necessita de cadeira-de-rodas
(CR) comum e faz transferéncia sozinho, toca a CR por 12 h/dia (= de 1 FS 4;
muito raramente sO 1 FS 5).

- Incapaz de andar mais que poucos passos, restrito a CR, pode precisar de
auxilio para transferéncia, toca a CR, mas nao pode se manter na CR comum o
dia todo. Pode necessitar de CR motorizada (+ de 1 FS 4+).

- Essencialmente restrito ao leito ou CR, pode ficar na CR boa parte do dia,
mantém muitos cuidados pessoais, geralmente tem o uso efetivo dos membros
superiores (FS 4 em muitos sistemas).

- Restrito ao leito boa parte do dia, tem alguma funcdo de membros superiores;
mantém alguns cuidados pessoais (FS 4 em varios sistemas).

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

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

- Morte por Esclerose Multipla

1

Expanded Disability Status Scale



1.3- Imunohistopatologia das lesdes neuronais na esclerose multipla

A EM é caracterizada por desmielinizacdo, inflamacéo multifocal, perda axonal e
de oligodendrocitos (Adams & Victor, 1989). Macroscopicamente, as lesdes sao
identificadas na ressonancia como placas de coloracéo cinza de tamanhos variados
(Adams & Victor, 1989) (Figura 1). As placas antigas apresentam-se bem
demarcadas, enquanto as mais novas, por causa do edema, possuem limites
imprecisos. Em casos de longa duracéo, nota-se atrofia cerebral com alargamento
dos ventriculos laterais.

Achados a partir das amostras de tecido cerebral e medular de necropsia de
pacientes revelaram um acumulo perivascular de células T oligoclonais consistindo
de linfocitos T CD4" e T CD8", mondcitos e células B ocasionais com infrequentes
plasmdcitos e anticorpos especificos contra a mielina (Esiri, 1977; Mattson, Roos &
Arnason, 1980; Genain et al.,, 1999; revisto por Steinman, 2001). Entretanto,
linfécitos T podem ser encontrados na substancia branca aparentemente normal
adjacente as lesbes agudas. Por outro lado, os macrofagos sdo mais proeminentes
no centro das placas contendo debris de mielina onde a contagem de
oligodendrdcitos é reduzida (Lucchinetti et al., 2000). Nas lesbes ativas cronicas, 0
infiltrado inflamatorio celular € menos proeminente e é largamente restrito a borda da
placa, sugerindo a presenca de uma atividade inflamatoria basal (Lucchinetti et al.,
2000). Finalmente, placas com evidéncia escassa de inflamacdo sdo também

descritas como lesfes cronicas inativas (Lucchinetti et al., 2000).



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

Figura 1. Placas caracteristicas de les6es por EM mostradas em ressonancia (fonte:
https://myhealth.alberta.ca/health/pages/conditions.aspx?hwid=zm6056)

1.4- Bases imunoldgicas da esclerose multipla: modelo em construcéo

1.4.1- Os linfécitos Thl e Th1l7 e a esclerose multipla

Doencas autoimunes séo resultado de uma reacdo dos linfocitos, a antigenos
expressos em tecidos proprios. Essas células, uma vez ativadas, sdo capazes de
responder como responderiam a um micro-organismo. Os motivos pelos quais isso
ocorre ndo estao claros, mas ja sdo conhecidos alguns fatores que podem aumentar
ou diminuir o risco de desenvolver uma reacao autoagressiva, e consequentemente,
uma doenca autoimune.

A EM, como as outras doencgas autoimunes, ocorre em individuos geneticamente
suscetiveis expostos a eventos ambientais que ativam as células T mielina-
especificas capazes de atacar o SNC. Entretanto, muito de nosso conhecimento
acerca das bases moleculares e celulares da imunopatologia da EM tem sido obtido
através de estudos em modelo experimental da doengca em camundongos, a
chamada encefalomielite autoimune experimental (EAE — experimental autoimmune

encephalomyelitis).


https://myhealth.alberta.ca/health/pages/conditions.aspx?hwid=zm6056

Na cinética da resposta imune celular da EAE, células dendriticas (DCs —
dendritic cells), consideradas as melhores células apresentadoras de antigeno (APC
— antigen presenting cells) do sistema imune (Almolda, Gonzalez & Castellano,
2011), ativam os linfécitos T CD4" e T CD8" autorreativos contra antigenos da
bainha de mielina no contexto de uma reacao inflamatoria nos ganglios paracervicais
(Ando et al., 1989). Essas células, quando ativadas, passam a expressar moléculas
de adesdo e receptores de quimiocinas que permitem a estas invadirem o
parénquima encefélico (Kebir et al., 2009). Com relacdo ao fendtipo, por muitos anos
acreditava-se que as células T CD4" auxiliadoras do tipo 1 (Thl — T helper 1)
ativadas pelas DCs seriam as Unicas implicadas na imunopatologia da EAE e da EM
(Yura et al., 2001).

Células Th1l representam um subtipo funcional de células T CD4" induzido pelas
DCs através da secrecdo de interleucina (IL)-12 (Zhu, Yamane & Paul, 2010). Os
linfécitos Thl, quando ativados, secretam grandes quantidades de IL-2 e interferon
(IFN)-y, e mediam uma resposta conhecida como imunidade celular, por envolver,
majoritariamente, a ativacao de fagécitos. O IFN-y, porém, ndo apenas aumenta o
poder microbicida dos fagécitos humanos (macrofagos e neutrdéfilos), como também
amplifica a funcao litica das células assassinas naturais (NK — natural killer) e a
producdo de anticorpos das classes IgGl e IgG3 pelos linfécitos B humanos
(McKinstry et al., 2010). Os eventos envolvidos na resposta imune celular sao
fundamentais para controlar todas as bactérias e protozoarios que causam infeccoes
intracelulares. Ademais, por auxiliar as células T CD8", os linfocitos Thl s&o
imperativos numa boa resposta contra virus e tumores (Obar & Lefrancois, 2010).
Nesse sentido, as células T CD8" classicas quando ativados pelas DCs se

transformam em linfocitos citotoxicos (CTL — cytotoxic T lymphocytes) (Coquerelle &
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Moser, 2010). Esses CTLs eliminam células infectadas por virus ou transformadas
através da liberacdo de um poderoso arsenal de proteinas liticas, conhecidas como
perforinas e granzimas, que induzem a morte do alvo por apoptose (Coquerelle &
Moser, 2010).

A descrenca sobre o envolvimento das células Thl como protagonista na
génese da EM veio a partir dos estudos de EAE conduzidos em camundongos
deficientes nos genes que codificam citocinas relacionadas a esse fenétipo de célula
T CD4" (revisto por Lovett-Racke, Yang & Racke, 2011). Nesse sentido, trabalhos
demonstraram que animais deficientes em IL-12 e IFN-y desenvolveram quadro
severo de incapacidade neuroldgica seguindo a inducédo de EAE (Lublin et al., 1993;
Ferber et al., 1996; Willenborg et al., 1996; Chu, Wittmer & Dalton, 2000; Becher,
Durell & Noelle, 2002). Em contraste, camundongos deficientes em IL-23 ou em IL-6
eram completamente resistentes a EAE (Okuda et al., 1998; Cua et al.,, 2003;
Langrish et al., 2005). Finalmente, animais com deficiéncias na diferenciacdo em
Th17 ndo desenvolveram a EAE (Liu et al., 2008).

A IL-23 é uma citocina crucial para o desenvolvimento de células Thl7, uma
distinta linhagem de células T CD4" que ¢ caracterizada pela producdo de IL-17
(também conhecida como IL-17A), IL-17F, IL-22 e IL-21 (Gutcher & Becher, 2007). A
habilidade das células Thl7 em produzir essas citocinas inflamatérias e sua
capacidade em induzir outras células a sintetizar IL-6, metaloproteinases de matriz e
CXCL8 (também chamada de IL-8), potente quimioatraente de neutrdfilos, sugere
gue esses linfécitos T helper possam contribuir para dano neuronal caracteristico da
EM (Miossec, 2009).

Indicios sobre a participacdo das células Th1l7 em pacientes com EM também

tem sido descritos em estudos clinicos (Brucklacher-Waldert et al., 2009). Elevados
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niveis de transcritos de RNA mensageiro para IL-17 foram detectados nas lesbes
cronicas de pacientes com EM, quando comparado com as lesGes agudas
(Matusevicius et al., 1999; Lock et al., 2002; revisto por Lovett-Racke, Yang &
Racke, 2011). Niveis séricos e liquoricos elevados de metaloproteinase do tipo 9 nos
pacientes com EM foram diretamente relacionados ao rompimento da barreira
hematoencefalica e a atividade clinica e radiologica da doenca (revisto por Lovett-
Racke , Yang & Racke, 2011). Ademais, a migracéo das células Th17 para o SNC é
facilitado pela producédo elevada da quimiocina CCL20 pelas células epiteliais do
plexo coroide (revisto por Wolburg & Paulus, 2010). A CCL20 atrai células T CCR6",
exatamente os linfécitos Th17 (Reboldi et al., 2009). Evidéncias a partir de estudos
de imagem confirmam que o espaco subaracndide € o primeiro sitio no qual as
células T CD4", previamente ativadas na periferia, sdo reativadas (revisto por
Wolburg & Paulus, 2010). Quando dentro do parénquima cerebral e medular, a
producdo in situ de niveis elevados de citocinas inflamatorias por esses linfocitos
induz a expressdo de diferentes moléculas de adesdo e producdo de quimiocinas
pelas células endoteliais perivasculares, amplificando assim o recrutamento de
outras células T para o espaco perivascular (revisto por Lovett-Racke, Yang &
Racke, 2011). Perifericamente, expressdao elevada de IL-17 e IL-6 tem sido
detectada nas células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes
durante as recaidas clinicas (Matusevivius et al., 1999), assim como a frequéncia de
células Th17 aumenta significativamente no liquor de pacientes com EM-RR durante
0s surtos clinicos (Brucklacher-Waldert et al., 2009).

Apesar dos dados atuais apontarem um maior envolvimento dos linfocitos Th17
na fisiopatogenia da EM, para a maioria dos pesquisadores, as citocinas produzidas

por Thl continuam sendo importantes no dano neuronal. Niveis elevados de IL-12,
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citocina envolvida na inducdo do fendtipo Thl, tém sido detectados nos sangue
periférico de pacientes com EM em surto clinico e tém sido correlacionados ao déficit
neurolégico, medido pelo EDSS (Skurkovich et al., 2001; Brucklacher-Waldert et al.,
2009). O |IFN-y, citocina classica do fenotipo Thl, induz apoptose de
oligodendrocitos humanos e, nas lesbes da EM, a expressdo de IFN-y co-localiza-se
com oligodendrécitos em apoptose (Kebir et al.,, 2009). Ademais, no modelo EAE,
apesar de a transferéncia de células Th1l7 induzir uma doenca mais severa,
camundongos que receberam células Thl mielina-especificas também
apresentaram certo grau de déficit neurolégico (Becher et al., 2002; Gran et al.,
2002). Para alguns autores, no inicio dos surtos clinicos, citocinas relacionadas tanto
ao fendtipo Thl quanto Thl7 estdo envolvidas nas lesbes medulares (revisto por
Lovett-Racke, Yang & Racke, 2011). Entretanto, a medida que a doenca progride,
células produtoras de IL-17 passam a ser dominantes no infiltrado inflamatério
(revisto por Lovett-Racke, Yang & Racke, 2011). Esses resultados sugerem,
portanto, que ambos os fenotipos de células T CD4" contribuem, com cinética
diferente, no curso da doenca.

Finalmente, além das células T CD4", os linfocitos T CD8" devem executar um
papel importante na imunopatologia da EM. Estudos tém demonstrado que o
desenvolvimento de novas lesées no SNC tem sido correlacionado, principalmente,
com o nivel de infiltracdo medular de células T CD8" periféricas, melhor que de
células T CD4" (Bjartmar, Wujek & Trapp, 2003). Os mecanismos lesivos mediados
pelos linfocitos TCD8™ no processo de desmielinizacdo envolvem a direta liberagéo
de proteinas toxicas, as perforinas e granzimas, e a secrecao de IFN-y, TNF-a, e IL-
17 que induzem a producéo de radicais livres derivados do oxigénio conduzindo a

morte dos oligodendrdcitos (Bjartmar, Wujek & Trapp, 2003).
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1.4.2- Esclerose multipla e distarbios na regulacdo imune

Apesar de células T especificas para antigenos da mielina também serem
detectadas em individuos saudaveis, estas apresentam um fendtipo ativado apenas
no sangue periférico e no liquor de pacientes com EM. Isso sugere que
mecanismos de regulacao estdo deficientes em pacientes com EM.

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

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

As células nTregs sao primariamente originarias do timo e fenotipicamente

expressam grandes quantidades da cadeia o do receptor para a IL-2 (CD25) na

superficie e, intracelularmente, o fator transcricional chamado FoxP3 (FoxP3 —
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forkhead winged helix) (Shevach et al., 2006). Adicionalmente, em humanos, essas
células sdo positivas para os marcadores de membrana CD45R0O, CD62L, GITR
(GITR — glucocorticoid-induced TNF receptor) (Shevach et al., 2006) associada a
auséncia do receptor para IL-7 (CD127) (Liu et al., 2006). Células Tregs ativadas
produzem as citocinas anti-inflamatadrias fator de crescimento transformado- (TGF-
B — transformed growth factor-B), IL-10 e IL-35 (Dieckmann et al., 2001) e
suprimem proliferacdo e funcdo das células T CD4" e T CD8" ndo s6 de forma
paracrina, atraves do efeito inibitério dessas citocinas, mas principalmente através
de contato, como por exemplo a inibicdo da apresentacdo de antigeno pelas DCs
imunogénicas através da expressdo do CTLA-4 nas Tregs (Piccirillo & Shevach,
2001; Grohmann et al., 2002; Wing et al., 2002; Fallarino et al., 2003; Nakamura et
al., 2004; Shevach, 2009; Lee et al., 2009).

Apesar de uma origem central, mais recentemente, varios artigos tém
demonstrado que células nTregs-similes podem ser obtidas a partir de linfocitos
TCD4'CD25" virgens quando ativadas na presenca de TGF-B (Fantini et al., 2004;
Polanczyck et al., 2004; Walker et al., 2005; Polanczyk et al., 2006; Tai et al.,
2008). Essas Treg induzidas (iTreg — induced T regulatory cells) apresentam o
mesmo fendtipo das nTregs e, quando ativadas, secretam grandes quantidades de
TGF-B e IL-10 (Polanczyk et al., 2004; Polanczyk et al., 2006; Tai et al., 2008).
Atualmente, alguns autores sugerem que as iTreg podem, na verdade, representar
as classicas células Th3 (Xu et al., 2010).

O fendtipo Trl, muitas vezes referida como célula reguladora FoxP3-negativa,
conhecida em produzir niveis elevados de IL-10, € induzida na presenga de IL-10 e
IL-27 (Barrat et al., 2002; Aluvihare et al., 2004; Carpentier et al., 2009). A IL-10 é

uma citocina com potente acao inibidora dos mecanismos efetores da resposta
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imune mediada pelos fendtipos Thl e Thl7 (Groux et al., 1997; Strobl & Knapp,
1999). Até o momento, ndo existe um marcador de superficie que identifiqgue a
célula Trl.

No contexto da EM, enquanto alguns pesquisadores nao tem identificado uma
diferenca significativa na frequéncia de células T reguladoras no sangue periférico
de individuos saudaveis e de pacientes (Venken et al., 2007; Michel et al., 2008),
varios estudos tém revelado, no entanto, incapacidade dessas células em inibir a
proliferacdo e a producdo de citocinas inflamatérias pelas células T efetoras
especificas para proteinas da mielina (Venken et al., 2007; Michel et al., 2008;
Venken et al., 2008; Falcon, 2009; Ma et al., 2009; Smolders et al., 2009). Essa
deficiéncia funcional pode estar relacionada a menor expressdo intracelular da
proteina FoxP3 descrita nas células T reguladoras de pacientes com EM (Venken
et al., 2007). Ademais, durante as recaidas clinicas, linfocitos T FoxP3*
representam o infiltrado minoritario dentre os leucocitos no cérebro de pacientes
com EM (Venken et al., 2007). A menor frequéncia dessas células no SNC durante
o surto pode indicar falha delas em migrar para as areas de lesdo devido a néo
expressdo de adressinas especificas, reduzida sobrevida local ou mesmo
transformacdo dessas em células potencialmente encefalitogénicas de fendtipo
Th1l7 (Venken et al., 2007). Interessantemente, estudo por Michel e colaboradores
(2008) sugere que falhas funcionais das células T reguladoras em controlar a
reacao inflamatéria em pacientes com EM seja indireta, isto €, esteja relacionada a
elevada producédo de citocinas inflamatorias, tais como IFN-y e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a — tumor necrosis factor-a), produzidos por linfocitos T efetores
gue expressam elevados niveis de receptor para a citocina IL-7, o CD127. Nesse

estudo, a deplecao in vitro dessas células CD4*CD127" permitiu que os linfocitos T
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reguladores dos pacientes com EM fossem igualmente capazes, quando
comparado a individuos saudaveis, de inibir resposta inflamatoria mediada por
células T efetoras. Esses resultados sugerem que, na verdade, deficiéncias nos
mecanismos de regulacédo possam estar atrelados a elevada producao de citocinas
inflamatorias durante as crises clinica dos pacientes com EM, e ndo ha defeitos
intrinsecos nos programas genéticos de inducdo e manutencédo dessas células T

reguladoras.

1.5- A Esclerose multipla: fatores de risco.

A EM é uma doenca de etiologia multifatorial com influéncias de fatores
genéticos e ambientais. Por se tratar de uma doenca de mediag¢do imune, alguns
estudos tém descrito uma forte relacdo entre a expressdo de alguns genes
envolvidos na resposta imune com maior resisténcia ou suscetibilidade a EM. A
expressdo, por exemplo, de alguns alelos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC — major histocompatibility complex) de classe I,
particularmente os antigenos leucocitarios humanos (HLA — human leukocyte
antigen) HLA-DRB5*0101, HLA-DRB1*1501, HLA-DQA1*0102, HLA-DQB1*0602 e
HLA-DRB1*0602 tém sido associados com maior suscetibilidade a EM (Runmarker
et al., 1994; Sospedra & Martin, 2005). Essas observacfes estdo de acordo com a
hipétese de que a EM seja uma doenca autoimune mediada pelas células T CD4",
ja que este € um subtipo de linfocito dependente das moléculas do complexo de
HLA de classe Il para reconhecer antigenos préprios da bainha de mielina. Outros
genes também parecem afetar o risco de desenvolver a doenca, tais como o nivel
de expressdo das moléculas STAT-3 (STAT-3 — signal transducer and activator of

transcription 3) (Spach et al.,, 2009) e CD25 (Alcina et al., 2009). O gene CD25
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codifica a cadeia a do receptor para a citocina IL-2, uma citocina fundamental para
o bom funcionamento das células T reguladoras implicadas em proteger o individuo
de doencas autoimunes (Hall et al., 2011). Deficiéncia na expressao desse
receptor, portanto, eleva o risco de desenvolver a EM (Alcina et al., 2009). A
molécula STAT-3 funciona como um transativador de promotores para diferentes
genes envolvidos na ativagdo imune, incluindo a via de sinalizacao intracelular Jak—
STAT que tem sido implicada na diferenciagdo das células T CD4" no fenétipo
Th1l7. Como descrito previamente, as células Th17 especificas para peptideos das
proteinas da bainha mielina tém sido relacionadas a génese da EM.

Outro fator de risco para EM é a hipovitaminose D. Um efeito protetor da
vitamina D na EM é suspeitado pela reducdo no risco de EM associado a
exposicao solar. Estudos sugerem que altos niveis circulantes de vitamina D estéo
associados a baixo risco para esclerose mdultipla (Munger, Levin & Hollis, 2006;
Simpson, Taylor & Blizzard, 2010). Também a ocorréncia da doenca e sua
progressdo para alguns autores parecem estar associadas a baixos niveis de
vitamina D (Jagannath, Fedorowicz & Asokan, 2011). Altos niveis seéricos de
vitamina D foram relacionados a menor risco de surtos em pacientes com EM-RR
(Simpson, Taylor & Blizzard, 2010). Acredita-se que o0s beneficios da
suplementacdo com vitamina D na EM estejam associados a capacidade dessa
vitamina em reduzir a secrecao de IL-6, IL-12, TNF-a (Haase & Faustmann, 2004)
e aumento na secrecao de IL-10 (Correale, Ysrraelit & Gaitan, 2009), reduzindo a
inflamacgéo associada a doenca (Barnes et al., 2007).

Doencas infecciosas causadas por bactérias e, principalmente, por virus tém
sido ha muito tempo associadas a EM (revisto por Ascherio & Munger, 2007).

Dentre estes, a maioria dos estudos tem revelado uma relagdo mais frequente
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entre infecgdo com o virus do Epstein-Barr (EBV — Epstein-Barr virus) e EM (revisto
por Ascherio & Mette, 2000).

No contexto da infeccdo pelo EBV, quando comparado a individuos controles
que tiveram infeccdo assintomatica na infancia, pacientes jovens adultos que
desenvolvem a manifestacdo aguda da doenca, a mononucleose infecciosa, tém
maior risco em desenvolver EM (revisto por Ascherio & Mette, 2000). Estudos
objetivando identificar a relacdo entre esses dois eventos tém sugerido duas
interessantes hipéteses: reacdo cruzada e quebra de tolerancia imune. No primeiro
caso, pesquisadores tém demonstrado a presenca de reatividade cruzada entre
células T dirigidas contra peptideos do EBV capazes de reconhecer também
epitopos da bainha de mielina (Cepok et al., 2005). Entretanto, maior risco em
desenvolver EM foi igualmente observado entre individuos seguindo doencas
infecciosas agudas por outros patdégenos (revisto por Ascherio & Munger, 2007).
Portanto, esses dados nos levam a acreditar que, na verdade, infeccbes agudas
possam agir como um sinal, um “gatilho” para a indugdo da resposta autoimune,
tanto por favorecer a ativacdo das células Th1l/Th17 contra antigenos da bainha de
mielina quanto por induzir distlrbios funcionais no compartimento das células T
reguladoras.

Finalmente, outro fator de risco que deve contribuir de maneira adversa no
curso da EM é o estresse. Estresse psicolégico tem sido implicado no
desenvolvimento e exacerbacdes de doencas autoimunes (revisto por Stojanovich
& Marisavljevich, 2008). Estudos apontam que casos de estresse psicoldgico
precedem o surgimento e os surtos de EM em 70-80% dos pacientes (Warren,

Greenhill & Warren, 1982)
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Alguns estudos tém sugerido um papel dos mediadores do estresse em
desregular o sistema imune e, consequentemente, favorecer o desenvolvimento de
doencas autoimunes (revisto por Stojanovich & Marisavljevich, 2008). No contexto
da EM, o estresse pode exercer um efeito deletério direto por aumentar a
permeabilidade da barreira hemato-encefalica, favorecendo a migracédo de células
imunes para o SNC (Esposito et al., 2002).

Nesse sentido, como ja foi mencionado, durante a evolucdo da EM, diversas
populacdes celulares invadem o SNC. Essas células migrantes sdo, entao,
submetidas a condicdes novas, tal como a influéncia de neurotransmissores locais,
como por exemplo, a dopamina (DA) que tem importantes funcdes imunoduladoras
(McKenna et al., 2002; Ferrari et al., 2004; Kirillova et al., 2008; Nakano et al.,

2008, 2009a).

1.6 — Dopamina: estrutura e sua funcéao no sistema nervoso central (SNC)

A dopamina (DA) € um neurotransmissor do grupo das catecolaminas
(Missale et al., 1998), que age em suas células-alvo através de duas classes de
receptores, designados de tipo | (DAR | — dopamine receptor type I) e os de tipo I
(DAR 1l — dopamine receptor type Il) (Strange, 1993). Os DARs séo receptores de
membrana com sete dominios transmembrana, pertencentes a superfamilia dos
receptores acoplados a proteina G (Nakano et al., 2009a). Os DAR | quando
estimulados, se acoplam a proteina Gas e levam a um aumento dos niveis
intracelulares de adenosina-3'-5'-monofosfato ciclico (AMPc — cyclic adenosine-3'5'-
monophosphate), enquanto os DAR II, se acoplam a proteina Gai e levam a uma
diminuicdo dos niveis de AMPc intracelulares (Missale et al., 1998, Salah et al.,

1989) Dentro dessas classes de receptores, encontram-se cinco tipos de
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receptores: D1, D2, D3, D4 e D5. Enquanto D1 e D5 pertencem ao DAR |, os DAR
Il incluem D2, D3 e D4. Esses dois tipos de receptores permitem que a DA aja de
diferentes formas numa mesma célula (Sidhu et al., 1998, Salah et al., 1989).

Esse neurotransmissor exerce muitas fungcdes no SNC, tal como controle da
motricidade (Cenci, 2007), percepc¢des algicas (Potvin, Grignon & Marchand, 2009),
dependéncia quimica (Dayan, 2009), secre¢dao hormonal (Ben-Jonathan & Hnasko,
2001), motivacgéo e prazer (Wise, 2008) e funcionamento cardiovascular (Nakano et
al., 2009a). Na periferia, a DA é precursora de noradrenalina e da adrenalina, o
maior neurotransmissor do sistema nervoso simpatico e o principal horménio
adrenomedular, respectivamente.

A DA é derivada do aminoacido tirosina. A tirosina € convertida em L-DOPA
pela enzima tirosina hidroxilase, etapa que determina a velocidade da reacéo. A L-
DOPA, em seguida €é metabolizada pela enzima aminoacido aromatico
descorboxilase gerando dopamina (Weihe et al., 2006) (Esquema 1).

No SNC, o transportador para DA retira 0 neurotransmissor do espaco
extracelular, controlando a meia-vida da dopamina (Mignini, Streccioni & Amenta,
2003). Por outro lado, transportadores vesiculares de monoaminas (VMAT -
vesicular monoamine transporters) atuam na mobilizacdo intracelular de DA,
sintetizada de novo ou captada (Mignini et al., 2006).

Disfuncdes na secrecdo de DA podem levar a graves desordens. Enquanto
niveis reduzidos de terminais dopaminérgicos sdo observados em pacientes com a
doenca de Parkinson, pacientes esquizofrénicos apresentam hiperatividade
dopaminérgica (Temlett, 1996; Birtwistle & Baldwin, 1998). Interessantemente,
distarbios imunes tém sido observados em ambos os grupos (Nagai et al., 1996;

Wandinger et al., 1999; llani et al., 2001).
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Esquema 1. Via de sintese da Dopamina.

1.6.1- Dopamina: papel imunomodulador

Sabe-se que o0 sistema imune € regulado tanto por fibras nervosas
simpaticas centrais quanto periféricas. Esse controle é feito primariamente pelas
catecolaminas, como a dopamina (DA), que ao interagir com diferentes células do
sistema imune regula muitas de suas funcdes em resposta a diferentes estressores
(Sarkar et al., 2010). Sabe-se que diferentes células imunes expressam receptores
para a DA (McKenna et al., 2002; Ferrari et al., 2004; Kirillova et al., 2008; Nakano
et al., 2008, 2009a).

A fonte primaria de DA capaz de modular a resposta imune periférico
provem do plasma, na forma de glicoconjugados ou sulfoconjugados (Cuche et al.,
1990), e, em individuos saudaveis, chega a 10 pg/mL (Saha et al., 2001a,b). Além

disso, o0s oOrgdos linfoides primarios e secundarios possuem inervagao
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dopaminérgica (Mignini, Streccioni & Amenta, 2003), permitindo que essa
catecolamina influencie diferentes eventos imunes periféricos. No entanto, a
principal fonte de DA sdo os neurdnios dopaminérgicos do SNC. Em geral, as
células imunes ndo cruzam a barreira hemato-encefalica, mas, no curso de
encefalopatias inflamatorias, como a EM, as células imunes efetoras podem entrar
no SNC e ter contato com niveis elevados de DA (Owens et al., 1998).
Interessantemente, estudos tém demonstrado que outra fonte de DA provem
da sintese a partir de subtipos de células T humanas, particularmente os linfocitos
Tregs (Cosentino et al., 2000, Cosentino et al., 2007). Nesses estudos, 0s autores
demonstraram expressao constitutiva da tirosina hidroxilase e armazenamento de
guantidades substanciais de DA pelas Tregs, enquanto nos linfocitos T efetores
apenas quantidades tracos de DA foram detectadas (Cosentino et al., 2000,
Cosentino et al., 2007). Porém, ndo apenas Tregs humanas, mas linfécitos efetores
expressam vesiculas transportadoras de monoaminas (VMAT - vesicule
monoamine transporter), o que permite a eles acumular DA em vesiculas
especificas (Cosentino et al., 2007). Outro achado importante foi a descoberta de
gue as DCs nao apenas expressam receptores de DA como também possuem
magquinaria necessaria para sintetizar, estocar e liberar DA durante a sinapse
imunologica com células T (Nakano et al., 2009a, b; Prado et al., 2012). Devido a
proximidade das DCs com as células T, estima-se que a liberacdo de DA na fenda
singptica imune seja de 100 a 250 nM (Nakano et al.,, 2009), a mesma
concentracdo que liberada pelos neurbnio dopaminérgicos durante as sinapses
neuroldgicas (Wickens & Abuthnott, 2005). Isso implica que as células T virgens e
de memodria devem ser expostas a concentracdes relativamente elevadas durante

sua interagéo com as DC.
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Os efeitos da DA sobre o sistema imune sdo amplos, complexos e ainda pouco
explorados em suas bases moleculares. Esses efeitos sdo dependentes da
concentracédo, do modelo experimental (in vivo e in vitro) e do subtipo de receptor
para DA que é majoritariamente expresso na célula estudada. Dessa forma, a DA
pode ser tanto imunoestimulante quanto imunossupressora, dependendo das
condi¢des experimentais usadas. Por exemplo, in vitro, a DA tem sido destacada
em inibir a proliferacdo e induzir apoptose das células T de individuos saudaveis
(Bergquist et al., 1997; Ghosh et al., 2003). Bergquist e colaboradores (1994)
reportaram que a DA é capaz de suprimir a proliferacdo e a producdo de IFN-y
pelas células T de individuos saudaveis. Josefsson e colaboradores (1996) e
Ghosh e colaboradores (2003) demonstraram que a DA suprime a proliferacéo das
células T e a producdo de citocinas por estimulos envolvendo a sinalizacdo via
receptor da célula T (TCR —T cell receptor). Ademais, Saha e colaboradores (2001)
reportaram que a DA, via receptor DAR |, além de reduzir a proliferacdo, também
foi capaz de inibir a citotoxicidade mediada pelas células T CD4" e TCD8" induzida
pela IL-2. Estudo por Nakano e colaboradores (2011) demonstrou que receptores
do tipo DAR | sdo expressos especificamente na superficie das células T CD4"
virgens, determinada fenotipicamente pelos autores como CD45RA". Entretanto,
apenas a presenca de CD45RA ndo é mais aceita como marcador universal de
células T virgens, uma vez que células T terminalmente diferenciadas, que
executam eficientes funcdes efetoras, voltam a expressar esse marcador na
superficie associada a perda da isoforma CD45RO (Saule et al., 2006). Portanto,
seguindo as novas regras de identificacdo fenotipica de células T virgens,
determinada pela coexpresséo superficial de CD45RA e CCR7, novos estudos séao

necessarios para avaliar o papel da DA em diferentes subtipos de células T. Apesar
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dos estudos descritos acima relatarem um efeito inibitério da DA na ativacao e
funcdo das células T, alguns autores tém demonstrado de forma elegante que
agonistas de receptores DAR | favorecem, por outro lado, a diferenciacdo das
células T humanas em células Thl7 (Nakano et al., 2008, 2009 e 2011). Para
alguns pesquisadores, esse evento deve ser facilitado pelo efeito DA em inibir, via
DAR |, a funcéo das células Treg classicas (Kipnis et al., 2004; Cosentino et al.,
2007).

Nesse contexto, estudo publicado pelo nosso grupo demonstrou que doses
relacionadas ao estresse de DA amplificaram a producao de citocinas relacionadas
ao fendtipo Thl7 em culturas de células T policlonalmente ativadas obtidas do
sangue periférico de individuos que sofrem de transtorno de ansiedade
generalizada (Ferreira et al., 2011). Portanto, levando em consideragcdo que o
orgao do atague autoimune na EM seja exatamente o principal sitio anatémico de
producdo da DA, e que essa catecolamina tem funcdes imunomoduladoras, faltam
estudos sobre o papel da DA no perfil imune das células T de pacientes com EM,
mesmo que in vitro. Esse tipo de estudo pode nos fornecer valiosas pistas sobre a
influéncia desse neurotransmissor no comportamento funcional das células T

envolvidas no curso clinico da doenca.

23



II- OBJETIVOS

2.1- GERAL.:

Avaliar o impacto da dopamina (DA) na resposta proliferativa, producao de
citocinas e resposta ao glicocorticoide em culturas de células T de pacientes com
esclerose mudltipla com a forma remitente-recorrente (EM-RR) na fase de

remissao clinica.

2.2- Objetivos especificos
» Avaliar o impacto da DA na resposta proliferativa de células T ativadas

policlonalmente em cultura na presencga ou na auséncia de DA,

» Quantificar diferentes citocinas nos sobrenadantes das culturas de células
mononucleares do sangue periférico em resposta ao ativador policlonal de

células T na presenca ou na auséncia de DA,

» Avaliar o impacto do glicocorticoide na producado de citocinas em culturas
de células contendo células T policlonalmente ativadas na auséncia ou na

presenca de DA,

» ldentificar a participacdo de diferentes subtipos de célula T no efeito

imunomodulador da DA in vitro.

» Avaliar o papel da producdo enddgena de IL-6 na producdo de citocinas

relacionadas ao fen6tipo Th17.
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- METODOLOGIA

3.1- Pacientes:

Para nosso estudo, 25 pacientes com diagnéstico fechado de esclerose
multipla com a forma recorrente remitente (EM-RR) na fase de remisséo clinica
foram recrutados a partir do servico de Neurologia do Hospital da Lagoa (RJ),
coordenado pela investigadora Prof® Dr* Regina Maria Papais Alvarenga, médica
neurologista e professora associada de Neurologia da UNIRIO. Informagbes
quanto idade, género, tempo de doenca e grau de incapacidade neuroldgica
foram obtidas a partir do prontuario do paciente. Como controle da normalidade
quanto ao perfil imunolégico, 20 individuos saudaveis pareados por sexo e idade
foram incluidos em nosso estudo.

Esse estudo foi aprovado pelo comité e Etica da UNIRIO e as amostras de
sangue periférico s6 foram colhidas apdés cada paciente ter dado sua permisséao
oral e por escrito através da assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexos).

3.2- Coleta e purificacdo de células mononucleares do sangue

Para o nosso estudo, aproximadamente 20 mL de sangue periférico foram

colhidos utilizando agulhas e tubos estéreis contendo heparina ou em seringas

heparinizados (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NY). Imediatamente ap6s a coleta, o

sangue foi encaminhado até o laboratério de Imunofisiologia e Imunopatologia dos

Linfocitos T. A partir do sangue total obtivemos os plasmas e as células

mononucleares do sangue periférico (CMSP), através da centrifugacdo, a 2.000 rpm

por 20 minutos, do sangue total sobre um gradiente de densidade Fycoll-Hypaque.
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Enquanto os plasmas foram recolhidos e congelados a -20 °C, as CMSP colhidas
foram lavadas 3 vezes com solucdo de HANK e contadas em azul de trypan, usando
uma camara de Neubauer. Para os experimentos funcionais, a concentracdo de

CMSP viaveis foi ajustada para 1 x 10%/mL.

3.3- Cultura das células mononucleares do sangue e estimulos

As células foram cultivadas em placa de 96 pocos de fundo chato em 0,2 mL de
meio RPMI 1640 completo ou numa placa de 24 pocos de fundo chato em 1 mL de
meio RPMI 1640 completo. O meio RPMI 1640 é considerado completo quando se
adiciona 2 mM de L-glutamina (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), 10% de soro fetal
bovino, 20 U/ml de penicilina, 20 pg/ml de estreptomicina e 20 mM de tampéo
HEPES. A fim de induzir a ativacdo policlonal das células T, todas as culturas de
CMSP (1 x 10%/mL) foram mantidas por 3 dias com fitohemaglutinina (PHA, 1pg/mL),
tempo correspondente ao pico de resposta das células T a PHA.

Em alguns experimentos, as células T CD4" ou CD8" foram selecionadas
negativamente utilizando kit de selecdo negativa da MACS MiltenyiBiotec. Para tanto,
1 x 10’/mL de CMSP foram magneticamente marcadas com anticorpos anti-CD4 ou
ainda anti-CD8 MACS MicroBeads e aplicadas em uma coluna MACS posicionada
sobre um MACS separador. Células marcadas ficam presas enquanto as células néao
marcadas sdo recuperadas através da lavagem das colunas com solucdo tampao
fornecida pelo fabricante. Através da citometria de fluxo verificamos que a eficacia
desse procedimento foi de aproximadamente 1-2,8 % de células T CD8" (valor médio
antes do tratamento com anti-CD8 foi de 29,2 + 4,3), e 2-3,3% de células T CD4"

(valor médio antes do tratamento com anti-CD4 foi de 48,1 + 8,1), das CMSP.
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Finalmente, alguns experimentos foram conduzidos utilizando culturas de células
enriquecidas de linfécitos CD4*. Para tanto, as células (1 x 10°/mL) previamente
marcadas com IgG1l de camundongo anti-CD4 foram removidas da coluna MACS e
deixadas em meio RPMI completo & 37 °C/5% de CO2. No dia seguinte, 0s anticorpos
IgG1 murinos anti-CD4 contendo esferas magnéticas foram removidos da suspensao
celular através da centrifugacdo a 2.000 rpm por 10 minutos. As células enriquecidas
de linfocitos T CD4" foram lavadas mais uma vez com meio completo a temperatura
ambiente através da centrifugacdo a 2000 rpm/10 minutos. Finalmente, a suspensao
celular foi contada em azul de trypan e ajustada para 1 x 10%/mL.

Nos experimentos objetivando avaliar o papel da producdo endogena de IL-6 na
producao de citocinas relacionadas ao fenétipo Th17, 100 pg/mL de anticorpo anti-IL-
6, chamado tocilizumab (Actemra, Hoffmann-La Roche), ou isotipo controle (IgG1)
foram adicionados as culturas no inicio do tempo de incubacdo. Esse anticorpo
monoclonal foi desenvolvido para tratar pacientes com artrite reumatoide e a dose de
referéncia utilizada nesse estudo foi retirada do trabalho executado por Mihara e
colaboradores (2005), cujo objetivo foi avaliar a atividade biol6gica do tocilizumab em
inibir o efeito da IL-6 recombinante humana em culturas de células B humanas.

O efeito da DA nos nossos eventos imunes induzidos por PHA foi avaliado apés a
adicdo de doses relacionadas ao estresse dessa catecolamina (1x107 M e 1x10° M)
diluida em SFB (soro fetal bovino) (Maestroni & Mazzola, 2003; Cosentino et al.,
2004). Como nos primeiros experimentos nédo houve diferenca significativa nos
eventos imunes mediados pelas duas diferentes doses de DA, nos resolvemos dar
continuidade aos nossos estudos com a maior dose desse neurotransmissor (1x10°
M). Finalmente, o impacto dos glicocorticoides (utilizado no controle das crises

clinicas) nos eventos imunes estudados foi avaliado através da adi¢éo as culturas de
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dose farmacolégica de hidrocortisona (1x10° M) (Agarwal & Marshall, 1998) (Sigma
Chemicals, St Loius, MD). Todas as culturas de células foram incubadas em uma

estufa Umida a 37°C em atmosfera a 5% de CO..

3.4- Ensaio de proliferacao celular

Culturas de CMSP (1 x 10°/mL) foram mantidas estimulados por 3 dias com PHA
(1pg/mL) na presenca ou na auséncia de DA (1x10° M), e o nivel de proliferacéo das
células T foi determinado através da incorporacéo do nucleotideo timidina tritiada ([*H]
TdR, 4 uCi/poco) adicionado as culturas 8 horas antes do término da incubacdo de 3
dias. As células foram recolhidas utilizando um coletor automético e a incorporacdo da
timidina no DNA foi aferida utilizando liquido de cintilacdo. Os resultados sé&o

apresentados como média + desvio-padrdo da contagem por minuto (cpm).

3.5- Determinacgéo de Citocinas

A fim de se dosar o contetdo de citocinas in vitro, 0s sobrenadantes das culturas
de CMSP submetidas a diferentes condicbes experimentais foram analisados pela
técnica de ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA — Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) usando kits BD OptEIA seguindo as instru¢des do protocolo
fornecido pelo fabricante (BD, Pharmigen, San Diego). Brevemente, 50,0 uL dos
sobrenadantes (diluidos 1:10) foram adicionados a cada poco contendo anticorpo
primario anti-citocina. Apds 2 horas de incubacéo, 100,0 pL do anticorpo secundario
(previamente tratado com a enzima conjugada estreptavidina-horseradish peroxidase)
foram adicionados em cada poco e adicionalmente incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. Finalmente, 100,0 pL de substrato TMB (3,3,5,5-

tetrametilbenzidina) foram adicionados aos pocos e a reacédo foi revelada 30 minutos
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apos através da adicdo de uma solucéo de parada (acido fosférico a 1,0 M). As placas
foram lidas a 450 nm em leitor de ELISA (Dynex Technologies, USA). Para 0 nosso
estudo, nés dosamos as seguintes citocinas: IL-1p, IL-6, IL-10, IL-4, IL-5, IL-21, TGF-
B, TNF-a, IFN-y e IL-17. Citocinas humanas recombinantes variando de 10-500 pg/mL

foram usadas para construir curvas-padrao.

3.6- Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas dos ensaios de proliferacdo e dosagem de
citocinas foram conduzidas usando o programa de grafico GraphPad Prism versdo 5.0
para Windows (GraphPad). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney U foi utilizado
para determinar se os dois grupos eram estatisticamente diferentes para cada variavel
dada. O teste de t de Student foi aplicado para verificar se uma determinada variavel
era estatisticamente diferente entre os individuos do mesmo grupo. A correlacdo de
Sperman foi utilizada para avaliar a relagéo entre a producao de citocinas e o grau de
incapacidade neurologica do paciente, aferido pela pontuacdo do EDSS. A

significancia em todos os experimentos foi definida como p < 0,05.
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IV- RESULTADOS

4.1- Impacto da dopamina na resposta proliferativa das células T de pacientes
com EM-RR

Para investigar o impacto da dopamina (DA) em alguns eventos imunes
mediados por células T de pacientes com EM-RR na fase de remisséo clinica,
amostras de sangue periférico foram colhidas e comparadas com os resultados
obtidos a partir de amostras obtidas de individuos saudaveis.

O primeiro evento imune analisado neste estudo foi a proliferacédo das células T
através da medida do nivel de captura de timidina ([*H] TdR). Vale ressaltar que, em
nenhum dos grupos estudados, nenhuma proliferacdo celular foi detectavel nas
culturas de células ndo estimuladas ou mantidas na presenca de DA (dados nédo
mostrados). Como podemos observar na figura 1, o nivel de captura de [*H] TdR foi
menor nas culturas de pacientes com EM-RR quando comparado ao grupo controle
(p= 0,0147). A adicdo de DA exerceu efeitos opostos sobre a resposta proliferativa
das células T policlonalmente ativadas obtidas de pacientes com EM-RR e de
individuos saudaveis. Nesse sentido, enquanto a DA reduziu significativamente a
captura de timidina nas culturas controle, essa catecolamina elevou a expanséo

policlonal das células T de pacientes com EM-RR (Fig. 1).
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Figura 1. Efeito in vitro da dopamina (DA) sobre proliferacdo das células T
células de pacientes com EM-RR. CMSP (1x10%mL) purificadas de pacientes
com esclerose multipla recorrente remitente (EM-RR) (n=20) e individuos
saudaveis (controle, n=20) foram mantidas por 3 dias em cultura na presenca de
PHA (1pg/ml) ou PHA mais DA (1x10° M). O indice de proliferacéo foi avaliado
através da captura de [*H] TdR. Na figura, as linhas horizontais dentro das caixas
correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem aos percentuais 25
e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p estéo indicados na

figura.

4.2- Efeito da DA no perfil de citocinas pré-inflamatérias produzidas pelas
células T de pacientes com EM-RR

O tipo de resposta imune adquirida mediada pelas células T é principalmente
determinado pelo padrdo de citocinas produzidas por esses linfécitos. Portanto,
nosso proximo passo foi avaliar o perfil de citocinas produzido pelas culturas de
CSMP ativadas com PHA na presenca e na auséncia de DA. Mais uma vez é

importante ressaltar que ndo foi observada produgdo detectavel de citocinas nas
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culturas de CMSP obtidas dos dois grupos experimentais quando mantidas s6 em
meio de cultura ou na presenca de apenas de DA (dados ndo demonstrados).

Seguindo a estimulacdo das culturas de CMSP com PHA, nossos resultados
mostrados na Figura 2A revelaram que, com relacdo ao fenotipo Thl, nenhuma
diferenca foi observada na producéo de IL-2 e IFN-y nos grupos estudados. Nesse
sistema, enquanto a DA reduziu os niveis e IL-2 e IFN-y nas culturas controles, esse
neurotransmissor elevou a producédo de IFN-y pelos linfocitos T de pacientes com
EM-RR (Fig. 2A).

Com relacdo a producdo de citocinas definidoras do fenétipo Th2, nenhuma
diferenca significativa foi observada na producéo de IL-4 e IL-5 em resposta ao PHA
nos dois grupos estudados (Fig. 2B). A adicdo de DA néo foi capaz de modificar o
padrao de secrecao dessas citocinas em culturas controles e de pacientes com EM-
RR (Fig. 2B).

Finalmente, quando a quantificacdo das citocinas relacionadas ao fenotipo Th17
foi conduzida, n6s observamos que a producdo de IL-6 e TNF-a foi
significativamente superior nas culturas de pacientes com EM-RR, quando
comparado ao controle. A adicdo de DA, no entanto, aumentou a producéo dessas
citocinas em ambos os grupos. Nenhuma diferenca foi observada quanto a producdo
de IL-1B nos grupos estudados. Com relagéo as citocinas definidoras do fendtipo
Th1l7, enquanto a produgdo de IL-21 nao foi estatisticamente diferente entre os
diferentes grupos experimentais, a liberagédo de IL-17 foi significativamente superior
nos sobrenadantes recolhidos das culturas de CMSP contendo linfocitos T ativados
de pacientes com EM-RR (Fig. 3). A adicdo de DA foi capaz de aumentar a sintese e
liberacdo in vitro de ambas citocinas apenas nos pacientes com EM-RR.

Interessantemente, em nosso estudo, uma correlagéo positiva foi observada entre os
32



niveis de IL-17 e IL-6, dosados nas culturas contendo apenas células T ativadas de
pacientes com EM-RR (sem dopamina), e grau de incapacidade neurolégica dos

pacientes (aferidos pela pontuacédo do EDSS) (Fig. 04).
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Figura 2. Analise do perfil in vitro de citocinas do tipo Thl e Th2 em
pacientes com EM-RR na presencga ou na auséncia de dopamina (DA). A PHA

(1pg/ml), sozinha ou na presenca de DA (1x10°M), foi adicionada as culturas de
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CMSP (1x10°%mL) obtidas de individuos controles (n=20) ou de pacientes com
esclerose mdltipla recorrente remitente (EM-RR) (n=20) e os sobrenadantes foram
recolhidos apds 3 dias para determinacdo de diferentes citocinas através do
ELISA. Na figura, [A] indica citocinas tipicas do fendétipo Thl (IL-2 e IFN-y) e em
[B] destaca citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-5). Na figura, as linhas horizontais
dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem
aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p

estdo indicados na figura.
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Figura 3. Impacto da dopamina (DA) na producdo in vitro de citocinas
relacionadas ao fenoétipo Thl7 de pacientes com EM-RR. A PHA (1ug/ml),
sozinha ou na presenca de DA (1x10°M), foi adicionada as culturas de CMSP
(1x10%/mL) obtidas de individuos controles (n=20) ou de pacientes com esclerose
multipla recorrente remitente (EM-RR) (n=20) e o0s sobrenadantes foram
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recolhidos apds 3 dias para determinacdo de diferentes citocinas através do

ELISA. Na figura indica a dosagem das citocinas relacionadas (IL-1pB, IL-6 e TNF-

a) e especificas (IL-21 e IL-17) do fendtipo Th1l7. Na figura, as linhas horizontais

dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem

aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p

estéo indicados na figura.
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Figura 4. Correlacdo entre os niveis de IL-17 e IL-6 e a pontuacdo do EDSS

dos pacientes com EM-RR. A figura destaca forte correlacdo positiva entre os

niveis de IL-17 (A) e IL-6 (B), produzidos por culturas de CMSP (1 x 10%mL)

contendo linfécitos T policlonalmente ativados, e a pontuacdo do EDSS (dados

obtidos a partir do prontuario médico).

4.3- Impacto da dopamina em modular a producdo de citocinas anti-

inflamatoérias

Em geral, o desenvolvimento de doencgas autoimunes tem sido atrelado a um

dano nos mecanismos imunes de autotolerancia, tal como deficiéncia na producgéo
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de citocinas anti-inflamatorias pelas células T reguladoras (Tregs) (Costantino,
Baecher-Allan & Hafler, 2008). Entretanto, como demonstrado na figura 5, nenhuma
diferenca foi observada nos niveis de IL-10 e TGF-B produzidos em ambos os
grupos. Interessantemente, apesar da adicdo da DA nao ter alterado de forma
significativa a liberacéao de IL-10 e TGF- B nas culturas controles, essa catecolamina
reduziu de forma significativa a producdo de ambas as citocinas nas culturas

contendo células T ativadas obtidas de pacientes com EM-RR (Fig. 5).
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Figura 5. Impacto da dopamina (DA) na producdo in vitro de citocinas
relacionadas ao fenoétipo Treg de pacientes com EM-RR. A PHA (1pg/ml), sozinha
ou na presenca de DA (1x10°M), foi adicionada as culturas de CMSP (1x10%/mL)
obtidas de individuos controles (n=20) ou de pacientes com esclerose mdultipla
recorrente remitente (EM-RR) (n=20) e os sobrenadantes foram recolhidos apés 3
dias para determinacdo de diferentes citocinas através do ELISA. Na figura indica a
dosagem das citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B). Na figura, as linhas

horizontais dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas
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correspondem aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os

valores de p estéo indicados na figura.

4.4- Efeito modulador do glicocorticoide na producéao de IL-17 pelas células T

ativadas de pacientes com EM-RR cultivadas na presenca de dopamina

Nos pacientes com EM em surto, pulsoterapia com corticoides ajuda a controlar
as crises de déficit neuroldgico por inibir as células do sistema imune, bloqueando
assim a producdo de citocinas e de outros mediadores inflamatorios envolvidos nas
lesdes neuronais (revisto por Lana-Peixoto et al., 2002). Portanto, nosso proximo
objetivo foi avaliar o impacto da DA em modular a capacidade da hidrocortisona (HC)
em inibir a produgéo in vitro de IL-17. Como demonstrado na figura 6, enquanto a
producdo de IL-17 foi dramaticamente reduzida nas culturas contendo células T
policlonalmente ativadas de individuos saudaveis (com ou sem DA), a liberacdo dessa

citocina foi menos sensivel a inibicdo a HC, principalmente apés a adicdo da DA.
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Figura 6. Modulacéo da producéao de IL-17 pelas células T de pacientes com

EM-RR ativadas na presenca de DA pelo glicocorticoide. CMSP (1x10%mL)
38



obtidas de individuos saudaveis (controle, n=20) ou de pacientes com esclerose
multipla recorrente remitente (EM-RR) (n=20) foram mantidas em cultura por 3
dias na presenca de PHA (1pg/ml) mais DA (1x10° M). Para avaliar o efeito do
glicocorticoide na producao de IL-17 em culturas de células estimuladas com PHA
mais DA, doses relacionadas ao estresse de hidrocortisona (HC, 1x107° M) foram
adicionadas no inicio das culturas de CSMP. Na figura, as linhas horizontais
dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem
aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Apds 3 dias, os
sobrenadantes foram recolhidos e as dosagens de IL-17 foi realizada através da

técnica ELISA. Os valores de p estdo indicados na figura.

4.5- Papel diferencial dos subtipos de células T e do receptor para IL-6 na
producdo de citocinas em culturas de células de EM-RR em resposta a
dopamina.

Niveis elevados de IL-6 e IL-17 foram dosados nos sobrenadantes das culturas
de CMSP de pacientes com EM-RR e foram positivamente relacionados a evolucao
da doenca. Nosso ultimo passo foi, entdo, avaliar a contribuicdo de diferentes
subpopulacdes de células T na producdo dessas citocinas através da deplecao de
células CD4" e CD8" utilizando anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 marcados com
esferas magnéticas (ver metodologia). Como pode ser observada na figura 7, a
remocado das células T CD4" das CMSP reduziu dramaticamente a produgio de IL-
17 e, principalmente, da IL-6. Apesar da deplecéo das células T CD8" ter atenuado a

producdo de ambas citocinas em culturas de CMSP ativadas com PHA, seu

39



envolvimento na producao de IL-6 e IL-17 foi expressivamente inferior ao papel das

células T CD4" de pacientes com EM-RR em nosso sistema.
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Figura 7: Papel das células T CD4" e T CD8" na producéo de IL-6 e IL-17 em
pacientes com EM-RR. Culturas de CMSP totais de pacientes com EM-RR (n=10),
ou depletadas de células CD4* ou CD8" (1 x 10°/mL), através de selecéo negativa
(ver metodologia), foram mantidas em culturas por 3 dias na presenca de PHA
(1pg/ml) e DA (1x10° M). Apés 3 dias, os sobrenadantes foram recolhidos e as
dosagens de IL-6 e IL-17 foram realizadas através da técnica ELISA. Na figura, as
linhas horizontais dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas
correspondem aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os

valores de p estéo indicados na figura.

Como demonstrado previamente, a producao de IL-6 foi superior na cultura de

CMSP de pacientes com EM-RR, quando comparado ao grupo controle. Ademais,
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a adicdo de DA amplificou a sua producdo. Portanto, sabendo que a IL-6
potencializa a diferenciacdo e funcdo das células Thl7 humanas (revisto por
Camporeale & Poli, 2012), nosso ultimo objetivo foi avaliar a contribuicdo da
sinalizacdo via receptor para IL-6 (IL-6R) na producdo de IL-17 em culturas
enriquecidas de células T CD4" ativadas com PHA sem ou com DA.

Como demonstrado na figura 8, bloqueio da sinaliza¢do via IL-6R diminuiu a
producdo de IL-17, principalmente nas culturas de células T CD4" dos pacientes
ativadas na presenca de DA. Ademais, blogueio da sinalizacéo via IL-6R reduziu a
resposta proliferativa induzida pela PHA sem DA (10.501 + 4.101 x 6.036 = 2.501
cpm, p=0.0391) e, principalmente com DA (10.501 + 4.101 x 3.781 + 1.337 cpm,
p< 0.0001). Finalmente, esse evento foi atrelado a um aumento significativo na

producao de IL-10 apenas nas culturas dos pacientes.
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Figura 8: Envolvimento da sinalizag&o via IL-6R na producgé&o de IL-17 e IL-10
pelas células T CD4" de pacientes com EM-RR. Culturas enriquecidas de
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células CD4" (1 x 10%mL) (ver metodologia) de pacientes com EM-RR (n=06)
foram mantidas em culturas por 3 dias na presenca de PHA (1pg/ml) e DA (1x10°®
M). O bloqueio da sinalizacéo via IL-6R foi realizando adicionado 100ug/mL de
anticorpo monoclonal anti-IL-6R no tempo zero (inicio da cultura) e 48 horas apés.
No final de 3 dias, os sobrenadantes foram recolhidos e as dosagens de IL-17 e
IL-10 foi realizada através da técnica ELISA. Na figura, as linhas horizontais
dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem
aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p

estdo indicados na figura.
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V- DISCUSSAO

A esclerose multipla (EM) € uma doenca desmielinizante do sistema nervoso
central (SNC) de mediacao celular com dominio do fendétipo Th1l7 cujos alvos sao
peptideos das proteinas da mielina e do oligodendrdcito, célula formadora da bainha
de mielina (Lovett-Racke, Yang & Rocke, 2011). Apesar de apresentar diferentes
cursos, a forma recorrente-remitente (EM-RR) € o curso clinico mais comum da EM.

Como outras doencgas autoimunes, a patogénese da EM envolve a combinacéo
de diferentes fatores genéticos e ambientais (Selmi et al., 2012) que deve favorecer
nao apenas o inicio da doenca como também o risco de recaidas. Um desses
fatores de risco é o nivel de estresse no qual o paciente € condicionado (revisto por
Stojanovich & Marisavljevich, 2008). Durante o0 estresse a producdo de
catecolaminas, como a dopamina (DA), € elevada (revisto por Sabban & Kvetriansky,
2001). Esse fato tem importancia particular no caso da EM, cujo sitio de
autoagressao € exatamente o local de maior producdo de DA, o SNC. Portanto, o
objetivo maior desse estudo foi avaliar o impacto da DA no perfil funcional das
células T de pacientes com EM-RR na fase de remisséao clinica.

Nosso primeiro objetivo foi avaliar a capacidade da DA em regular a resposta
proliferativa das células T ativadas policlonalmente com a fitohemaglutinina A (PHA),
um poderoso mitégeno de células T humanas. Em nosso sistema, o nivel da
linfoproliferagdo foi menor nas culturas de pacientes com EM-RR, quando
comparado ao grupo controle. Enquanto a DA diminuiu a expansao policlonal das
células T nas culturas controles, essa catecolamina elevou a linfoproliferacdo dos
pacientes com EM-RR. Estudos tém demonstrado que DA inibe a proliferagdo in vitro
de células T de individuos saudaveis em resposta ao anticorpo anti-CD3 mais IL-2
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(Saha et al., 2001a,b). Em nosso sistema, um provavel motivo pelo qual a DA
reduziu a capacidade proliferativa das células T ao ativador policlonal PHA nas
culturas controles deve estar relacionado a habilidade desse neurotransmissor em
reduzir a producdo de IL-2, como observado em nosso estudo. Ghosh e
colaboradores (2003) demonstraram que DA, através dos DAR I, reduz a expresséo
das proteinas tirosina cinases Lck e Fyn em células T policlonalmente ativadas,
enzimas estas necessarias a sintese de IL-2 seguindo a ativacdo das células T via
TCR (Mills et al.,, 1993). A demonstracdo que a DA exerceu efeito oposto nas
culturas de células T de pacientes com EM-RR pode estar relacionada a dois
diferentes motivos, ndo excludentes: (1) a modulacdo de diferentes receptores de
DA na superficie das células T dos pacientes com EM e/ou (2) amplificacdo da
producéo de citocinas envolvidas na proliferacdo das células com fenétipo Th17, tais
como IL-6 e IL-21 (Nurieva et al., 2007; Zhou et al., 2007). De fato, em nosso
modelo, bloqueio da sinalizacdo pelo IL-6R diminuiu a resposta proliferativa das
células T CD4" ativadas na presenca de DA. No momento atual, alguns
experimentos estdo sendo desenhados objetivando delinear, por citometria de fluxo,
0 padrédo de expressado dos diferentes tipos de receptores para DA nas células T de
individuos saudaveis e de pacientes com EM.

Sabe-se que diferentes tipos de resposta imune adquirida sdo executados por
diferentes fenétipos de células T. A resposta Thl, por exemplo, é caracterizada
pela producéo de IL-2 e IFN-y, e estd envolvida principalmente na resposta contra
micro-organismos intracelulares (Gutcher & Becher, 2007). Por outro lado, células
Th2 humanas produzem elevadas quantidades de IL-4, IL-5 e IL-13 e séo
requeridas no controle dos helmintos por estimular mastécitos e eosinofilos, bem

como por induzir as células B a produzir IgE (Ekkens et al., 2003). Estudo realizado
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por Ghosh e colaboradores (2003) demonstrou que a liberagcdo de citocinas
relacionadas aos fenotipos Thl e Th2 por células T de individuos saudaveis em
resposta ao anticorpo anti-CD3 foi inibida pela DA. Em nosso estudo, apesar da
adicdo de DA ter diminuido a producdo de IFN-y e IL-2 em culturas de células
obtidas de individuos saudaveis, essa catecolamina ndo alterou a producdo de
citocinas relacionadas ao fenotipo Th2. Até o momento, ndo temos uma explicagdo
para essa diferenca entre os nossos dados e estudo de Ghosh e colaboradores
(2003). Entretanto, em nosso estudo foram excluidos individuos com diagnéstico
de reac0Oes alérgicas classicas mediadas por IgE, mesmo que fossem casos leves
de rinite alérgica, que € muito prevalente na populacdo em geral. No trabalho
realizado por Ghosh e colaboradores (2003) esta informacédo, no entanto, nao foi
fornecida, deixando em aberto se essa diferenga observada no fenotipo Th2
residiria nos critérios de selecao dos individuos controles.

Assim como observado na resposta proliferativa das células T, o efeito da DA
no perfil de citocina nas culturas contendo células T policlonalmente ativadas de
pacientes com EM-RR foi diferente em varios aspectos. Nesse contexto, a adi¢ao
de DA potencializou a producédo de IFN-y. Com relacdo a producdo de citocinas
tipicas do fenotipo Th2, nenhuma diferenca foi observada seguindo a adicdo da
DA. Esses resultados sugerem que, quando comparado ao fenétipo Thl, células do
tipo Th2 (IL-4 e IL-5) parecem ser menos sensiveis a adicdo da DA.

Em nosso estudo, um achado muito interessante foi observado quando
avaliamos o efeito da DA na producédo de citocinas relacionadas ao fenétipo Thl7.
As células Th1l7, quando ativadas, produzem niveis elevados de IL-17 (também
chamada de IL-17A), IL-21, IL-22, IL-1p3, IL-6 e TNF-q, e, com a ajuda das células

Thl, executam papel importante na resposta imune contra certos patogenos,
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particularmente bactérias extracelulares e fungos (Jovanovic et al., 1998; Gutcher &
Becher, 2007; Matsuzaki & Umemura, 2007). Por outro lado, dominio do fenétipo
Th17 tem sido igualmente implicado na génese das doencas autoimunes, tal como
EM (revisto por Lovett-Racke, Yang, Racke, 2011). Nossos resultados
demonstraram que, quando comparado ao grupo controle, culturas de células
ativadas com PHA de pacientes com EM-RR produziram niveis significativamente
superiores de citocinas relacionadas ao fenotipo Thl7: a IL-6, TNF-a e IL-17.
Interessantemente, em nosso sistema, uma correlacao positiva foi observada entre
os niveis de IL-17 e IL-6, produzidos pelas células T ativadas, e o grau de
incapacidade neuroldgica do paciente, como aferido pela pontuacdo do EDSS.
Esses resultados denunciam que, mesmo na remissao clinica, o dominio do
fendtipo Th17 est4 atrelado ao curso da doenca.

Quanto ao fenétipo Th17, adicdo de DA amplificou a producédo ndo apenas IL-
6, TNF-a e IL-17, bem como da IL-21. Nas culturas de individuos saudaveis, apesar
da adicdo de DA também ter elevado, em menor extensao, a producéo de citocinas
relacionadas (IL-6 e TNF-a), esse neurotransmissor nao foi capaz de modular a
secrecédo de citocinas especificas do fendtipo Th17. Esses resultados sugerem que
DA favorece o fen6tipo envolvido na prépria imunopatogénese da EM, o fendtipo
Thl7.

Interessantemente, estudo por Nakano e colaboradores (2008) demonstrou
que DA induz a diferenciacdo das células T virgens em Th17 através do receptor
DAR | D1 e que um antagonista desse receptor foi capaz de atenuar EAE por
reduzir a producéo de IL-17. Antagonistas de DAR | D1, tal como SCH-23390, tém

reduzido a severidade de outras doencas autoimunes em modelos experimentais,
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tais como diabetes (Hashimoto et al., 2009) e nefrite sérica nefrotdxica (Okada et
al., 2009).

Nesse mesmo estudo de Nakano e colaboradores (2008), antagonistas de
DAR I, por outro lado, favoreceram o fenétipo Thl7 in vitro e amplificaram a
deterioracdo neurolégica em camundongos com EAE. Interessantemente, a
expressao do receptor para DAR Il é reduzido na superficie das células T de
pacientes com lUupus, quando comparado a individuos saudaveis (Jafari et al.,
2012). Esses resultados sugerem que diferentes subtipos de receptores para DA
podem ser utilizados para modulador a resposta mediada por Th17.

Em nosso estudo, experimentos conduzidos apds a deplecdo seletiva de
diferentes subtipos de células T demonstraram que as células T CD4" s&o os
principais alvos da DA. Ademais, o incremento na producao de IL-17 e reducdo na
liberacdo de IL-10 pela DA foi dependente da sinalizacdo via IL-6R. Nakano e
colaboradores (2011) demonstraram que DA foi capaz de aumentar a expresséao de
MRNA para ROR-C, importante fator de transcricdo envolvido na diferenciacdo das
células T em Th17, e producdo de IL-17 por células T CD4" virgens ativadas em
cultura na presenca de anti-CD3/anti-CD28. Nesse estudo, a producéo de IL-17 foi
completamente inibida pela adicdo de tocilizumab (anticorpo monoclonal anti-IL-
6R). Sabe-se que agonistas de DAR | aumentam as concentragdes citoplasmaticas
de cAMP, e a regido promotora do gene para IL-6 contem elemento de resposta
para o cAMP (Sitaraman et al., 2001). Esses resultados sugerem que
provavelmente aumento nos niveis intracelulares de cAMP, via receptores DAR |,
nas ceélulas T induz a producéo e IL-6 que, de maneira autocrina e paracrina, deve
amplificar a producdo de IL-17 e inibir a liberagdo de IL-10. Outra forma de

favorecer a diferenciacdo das células T CD4" virgens em Th17 pode estar atrelada
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aos efeitos imunomoduladores da DA sobre as células dendriticas (DCs). Estudo
por Prado e colaboradores (2012) demonstrou que deficiéncia na expressao de
receptores DAR | D5 nas DCs prejudicou a producao de IL-12 e IL-23 em resposta
ao lipopolissacarideo (LPS) bacteriano. Interessantemente, a transferéncia dessas
células reduziu a severidade da EAE, que foi acompanhando por uma reducao
expressiva na percentagem de células Th17 no infiltrado do SNC, sem diferenca na
frequéncia de células Thl no parénquima cerebral. Ademais, a transferéncia de
DCs pulsadas com peptideo da proteina proteolipidica (PLP — proteolipidic protein),
um dos antigenos alvo na resposta autoimune da EM, e tratadas com um
antagonista de DAR | (SCH23390) preveniu o desenvolvimento da EAE (Nakano et
al., 2008). Esses resultados sugerem que a DA pode favorecer a diferenciacéo das
células T CD4" em Thi7 tanto diretamente quanto indiretamente, por aumentar a
producao de IL-23 pelas DCs.

Além de favorecer diretamente a diferenciacdo das células T CD4" em Th17,
a DA pode amplificar doencas inflamatérias imunomediadas por danificar a funcéo
das células T reguladoras (Tregs). Os linfocitos Tregs formam uma populacéo
relativamente heterogénea de células capazes de inibir respostas imunes mediadas
por linfocitos T efetores pré-inflamatdrios (Ohkura et al. 2013). Um dos mecanismos
comuns utilizados por muitas dessas células para regular a inflamacédo é a
producéo de elevados niveis de citocinas anti-inflamatérias, particularmente a I1L-10
e o TGF-B (Vignali, Collison & Workman, 2008). Em nosso modelo nenhuma
diferenca foi observada na producédo dessas citocinas pelas culturas de células de
ambos os grupos estudados. Interessantemente, a adicdo de DA foi capaz de
diminuir, e forma significativa, a producédo de IL-10 e TGF-B apenas nas culturas

contendo células T policlonalmente ativadas de pacientes com EM-RR na fase de
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remissao clinica. A dopamina, via DAR |, tem sido ligada a reducéo do trafico e da
funcdo supressora das células Treg classicas (CD4" FoxP3" CD25"9") humanas
(Cosentino et al., 2007). Por outro lado, o uso de antagonista do receptor DAR | D1
elevou a producdo de IL-10 por macréfagos murinos (Tarazona et al.,, 1995) O
unico estudo publicado sobre o efeito da DA em pacientes com EM foi realizado por
Cosentino e colaboradores (2012). Esses autores demonstraram que o tratamento
de pacientes com EM-RR com IFN-f3 por 12 meses reverteu a habilidade da DA em
inibir a funcdo supressora das células Tregs classicas, apesar de nenhuma
diferenca ter sido observada no nivel de expresséo da proteina FoxP3 na fase pré
e pés imunoterapia com a citocina. Esses resultados sugerem que antagonistas de
DAR | podem ser usados como terapias adjuvantes no controle das doencas
autoimunes, por duas diferentes vias, inibir células Thl7 e aumentar a funcéo
supressora das células Tregs.

Enquanto novos farmacos tém sido usados em pacientes na remissao na
tentativa de mudar o curso natural da doenca, pulsoterapia com corticoide
sintéticos é o tratamento eleito para controlar as recaidas clinicas. Em nosso
estudo, maior resisténcia aos efeitos inibidores do glicocorticoide sobre a producéo
in vitro de IL-17 foi observada nas culturas de células contento linfécitos T
policlonalmente ativados, particularmente apés a adicdo da DA.

Os glicocorticéides (GCs) endobgenos, particularmente o cortisol, estdo sob o
controle do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) e executam um papel
importante em regular processos inflamatorios (Franchimont, 2004). Os GCs podem
suprimir a producéo de citocinas inflamatoérias por inibirem a atividade do fator de
transcricdo nuclear chamado de fator nuclear da cadeia kappa da célula B (NFkB —

nuclear factor kB) (De Bosscher et al., 2000). Elevada atividade do eixo HPA tem
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sido observada em pacientes com EM e parece estar negativamente associado com
o nivel de inflamag&o aguda (Michelson et al., 1994). Entretanto, apesar de GCs
exdgenos serem frequentemente utilizados no tratamento das recaidas clinicas dos
pacientes com EM, a resposta a esses farmacos difere entre os pacientes, sugerindo
diferencas na sensibilidade aos GCs (Gold et al., 2012). Acredita-se que, apés
longos periodos de ativacdo elevada do eixo HPA, resisténcia central e periférica
aos glicorticoides surjam, primariamente devido a uma reducdo tanto na expressao
guanto na sensibilidade dos receptores para os GC (Phillips et al., 1998). Essa
resisténcia ao GC compromete a regulacdo das respostas inflamatdrias pelo eixo
HPA, levando a um estado basal de elevada ativacdo imune (De Kloet et al., 2007,
Gotovac et al.,, 2003). Nesse sentido, estudo por Roel e colaboradores (2004)
demonstrou que concentracdes superiores de dexametasona foram necessarias
para reduzir em 50% os niveis de IL-6 produzidos por CMSP de pacientes com EM
ativadas com LPS quando comparado ao grupo controle, isto é, individuos
saudaveis. O mesmo fendbmeno foi obsevado com relacdo a eficiéncia do GC em
inibir a producdo de TNF-a em culturas de mondcitos de pacientes com EM-RR
ativados com LPS (van Winsen et al., 2005). Nesse ultimo estudo, essa maior
resisténcia ao GC nado foi corrigida apos uso de imunoterapia com IFN-B.
Finalmente, trabalho por Correale e colaboradores (2000) demonstrou que clones de
células T especificas para o antigeno PLP de pacientes com EM com a forma
progressiva secundaria sdo mais resistentes a apoptose in vitro por GC.
Coletivamente, esses resultados denunciam a existéncia de resisténcia periférica e
central ao GC como mais um fator de risco para a progressao da doenca e menor
eficacia terapéutica com metilpredinisona, um glicocorticoide sintético utilizado no

controle das crises clinicas de déficit neurolégico. Sabendo que nos pacientes com
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EM em surto, pulsoterapia com corticoides é utilizado para ajudar no controle dos
surtos (revisto por Lana-Peixoto et al., 2002), esse resultado € muito interessante e
pode ter implicacfes diretas sobre o impacto da DA em reduzir a eficacia terapéutica
durante as crises clinicas, que é um fator de estresse para o paciente.

Em conjunto, os nossos resultados revelam uma maior tendéncia dos
pacientes com esclerose multipla com a forma recorrente remitente, em montar
uma resposta majoritariamente relacionada ao fenétipo Th1l7, que € amplificado
pela adicdo de dopamina e dependente de IL-6. Ademais, os efeitos adversos
dessa catecolamina em amplificar esse fenotipo podem também estar relacionados
a sua capacidade em reduzir a producéo de citocinas anti-inflamatorias, importante
na manutencdo da homeostase imune. Nosso proximo objetivo sera avaliar,
através da citometria de fluxo, a capacidade da dopamina em modular a resposta

das células T a antigenos da bainha de mielina.
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VI- CONCLUSOES

e Foi observada uma maior linfoproliferacdo nas células dos individuos do
grupo controle, quando comparado ao grupo de pacientes com EM-RR.
Enquanto a DA diminuiu a proliferacdo in vitro das células T em resposta a
PHA em individuos do grupo controle, essa catecolamina elevou a expansao
policlonal nos pacientes com EM-RR.

e Nenhuma diferenca significativa foi observada na producdo in vitro de
citocinas relacionadas ao fendtipo Thl (IL-2 e IFN-y) entre os grupos
estudados. Porém, enquanto a adicdo de DA reduziu a secrecéo de IL-2 e
IFN-y nas culturas de células de individuos controle, a liberacdo de IFN-y foi
aumentada nas culturas de células de pacientes com EM-RR presenca de
DA.

e Em relacdo as citocinas do fendtipo Th2, ndo houve diferenca entre os
individuos saudaveis e os pacientes, nem com a estimulacéo pela PHA e DA.

e Com respeito as citocinas relacionadas e especificas do fenotipo Th17, niveis
significativamente mais elevados de IL-6, TNF-a e IL-17 foram dosados nos
sobrenadantes das culturas de células de pacientes com EM-RR. Ademais, a
adicao de DA a essas culturas elevou a producdo ndo apenas de IL-6, TNF-a

e IL-17, como também de IL-21.

e Foi estabelecida uma correlacdo positiva entre os niveis de IL-6 e IL-17,
secretados pelas culturas de células dos pacientes com EM-RR, com o grau

de incapacidade neuroldgica.

e Apesar de nenhuma diferenca ter sido observada quanto aos niveis de IL-10
e TGF-B produzidos entre ambos os grupos de individuos estudados, a
adicdo de DA diminuiu a secrecdo destas citocinas apenas nas culturas

obtidas dos pacientes com EM-RR.

e Interessantemente, o glicocorticoide hidrocortisona foi menos eficiente em
inibir a producéo de IL-17 em culturas de CMSP dos pacientes com EM-RR
estimuladas com PHA, principalmente apos a adi¢cdo de DA.
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Quando as CMSP foram depletadas de diferentes populacdes de células T e
estimuladas com PHA, houve uma diminuicdo significativa na secrec¢éo de IL-
6 e IL-17 seguindo a deplecdo das células T CD4" e T CD8". No entanto,
essa diferenca foi maior quando houve a deplecéo das células T CD4".

O bloqueio da sinalizacéo pelo receptor para IL-6 diminuiu a secrecao de IL-
17 na auséncia de DA. Quando essa catecolamina foi adicionada as culturas,
ndo s6 uma diminui¢do nas ecrec¢do de IL-17 foi observada, mas um aumento

na secrecao de IL-10 nas culturas de células de pacientes com EM-RR.

Nossos dados mostram que ha uma forte tendéncia das células T dos
pacientes com EM-RR em desenvolver uma resposta do tipo Th17, fato que é
amplificado pela adicdo de DA. Ademais, a presenca dessa catecolamina

aumentou a resisténcia dessas células a inibi¢cao in vitro pelo glicocorticoide.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Laboratorio de Imunofisiologia e Imunopatologia dos linfécitos T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto
“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite
optica”
Titulo do SubProjeto:
“Avaliacao fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite
Optica: comparacdo com a esclerose maltipla”
Investigador Principal: Dra. Cleonice Alves de Melo Bento — Professora de Imunologia da
UNIRIO.
Tels.: 2531-7906/ 2558-7586 / 9883-8948
EXPLICAQAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PARTICIPANTES
1.1- Propésito do estudo
O propésito desse estudo é avaliar o impacto de diferentes eventos imunes em
pacientes com neuromielite dptica (NMO) e compara-los com individuos saudaveis e com
pacientes com esclerose multipla (EM). Assim podemos identificar alguns parametros que
possam estar implicados na NMO.

1.2- Procedimentos

73



Durante a consulta clinica com o médico, uma vez estabelecido o diagndstico de NMO,
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
namero de episodios de surtos ao ano, ocorréncia de reacdes alérgicas e de outras
imunopatologias, com definicdo do tipo de desordem imunolégica de fundo auto-imune.

ApOs a entrevista, e com o0 consentimento oral e por escrito do paciente, o médico ira
colher o volume total de 20 mL de sangue periférico que sera utilizado para realizar uma

avaliacdo gquantitativa e qualitativa de seu sistema imune.

1.3- Riscos e desconfortos

A aplicacdo das perguntas ndo oferece nenhum tipo de risco ou desconforto. Caso
vocé esteja se sentido desrespeitado, pode interrompé-lo a qualguer momento. A obtencéo
do sangue periférico sera conduzida por seu médico e utilizard todo o material sob

condi¢cBes adequadas.

1.4- Beneficios

Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes resultados
poderdo fornecer informacdes importantes relacionadas a NMO. Mas, eles podem néao lhe
trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios anos de estudos em um
namero elevado de pacientes. No ent anto, caso os achados sejam significativos, o seu

médico tera acesso a todos eles e poderd, caso julgue necessario, apresenta-los a vocé.

1.5-Alternativas para a participacao
Sua participacdo nesse estudo é voluntaria. Vocé podera interromper a entrevista ou

nao permitir a coleta de seu sangue a qualquer momento, sem nenhum problema para
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vocé. Vocé também podera se retirar do estudo a qualquer momento sem nenhum prejuizo

guanto ao seu atendimento pela equipe médica hospitalar.

1.6- Custos e compensacgodes
Vocé ndo pagara nada para participar nesse estudo. Vocé ndo sera pago por estar no

estudo.

1.7- Confidenciabilidade
Este estudo envolve informacbes confidenciais. Essas informacdes serdo mantidas
estritamente confidenciais entre os membros envolvidos na pesquisa. Qualquer publicacao

cientifica dos resultados nao identificara vocé.

1.8- Direito para se retirar da pesquisa
Sua participacao é voluntaria. Vocé ndo € obrigado a participar nessa pesquisa. Vocé &

livre para interromper a qualguer momento sua participacao.

1.9- Perguntas ou problemas
Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, entre em contato com
Dr?. Regina Maria Papais Alvarenga ou Dr? Cleonice Alves de Melo Bento, professora e

Imunologista da UNIRIO tel: 2264-2723 ou 2531-7906.

1.10- Consentimento
Uma vez que vocé leu (ou Ihe foi explicado) e entendeu o propoésito desse estudo, 0s
procedimentos que serdo realizados, 0s riscos e beneficios, e vocé VOLUNTARIAMENTE

concorda em fazer parte desse estudo, favor assinar seu nome abaixo:
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Nome do Individuo entrevistado:

Assinatura do Individuo entrevistado:

Eu expliquei o propdsito do estudo para o paciente. A0 meu entender, ela entendeu o
propésito, procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador:

Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

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

PARECER CONSUBSTANCIADO

TTDD:232
Assunto: Projetos de Pesquisa — Avaliagdo.

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

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

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

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

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

Sumario do protocolo:

- Objetivos: avaliar o perfil imunologico de pacientes com neuromielite éptica (NMO) em
resposta a diferentes estimulos antigénicos; avaliar a proliferacio dos linfocitos T mediante
ativacdo por diferentes antigenos e patdgenos; a frequéncia de diferentes subpopulagdes de
células T no sangue periférico de pacientes com Neuromielite Optica; a frequéncia e a
situag@o funcional das células dendriticas no sangue periférico dos pacientes em questdo; o
impacto de diferentes neurotransmissores do stress na fungfio in vitro das células T dos
pacientes com NMO; quantificar a produgdo n vivo e in vitro de citocinas relacionadas aos
fendtipos inflamatérios e anti-inflamatérios de células T nos pacientes com NMO.

- Simula do Projeto: o projeto tem como foco o estudo da neuromielite 6ptica, doenca
desemielinitizante do sistema nervosa central. O status funcional de células imunologicas de
pacientes serd avaliado. Seréo utilizados pacientes do Hospital da Lagoa, com critério de inclusio
o diagnostico dos diversos tipos de NMO, e exclusio obesidade mérbida, consumo de alcool e
tabaco. Ocorrerd a coleta de 20 mL de sangue para quantificagéo de células imunoldgicas e estudo
de cultura de células para avaliagdo de proliferacio e viabilidade celular. Para as analises

estatisticas serdo utilizados testes nfio paramétricos.

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

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: estd de acordo com as Normas da
Resolucdo 196/96.

Comité de Etica em Pesquisa CEP-UNIRIO
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO
Avenida Pasteur, 296 — Urca - Rio de Janeiro — RJ — Cep: 22290-240.

Telefones: 21- 5427771 E-mail: cep.unirio09@gmail.com e cep-unirio@unirio.br
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COM!TE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-UNIRIO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO

e O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverd rubricar
todas as folhas de Termo de Consetimento Livre e Esclarecido — TCLE -
apondo sua assinatura na Ultima pagina do referido Termo.

o O pesquisador responséavel devera da mesma forma, rubircar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido — TCLE — apondo sua assintaura
na ultima pagina do referido Termo.

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

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

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

Rio de Janeiro, 18 de novembro de 2011.

Fabiana Barbosa Assumptat déSouza
Coordenadora do CEP-UNIRIO

Fabiana B. Assumpgao de Souza
Coordenadora
CEP - UNIRIO
PROPG-DPQ

Comité de Etica em Pesquisa CEP-UNIRIO
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO
Avenida Pasteur, 296 — Urea — Rio de Janeiro — RJ — Cep: 22290-240.
Telefones: 21- 5427771 E-mail: cep.unirio09@gmail.com e cep-unirio@unirio.br
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