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Resumo

A Esclerose Multipla (EM) € uma doenca autoimune desmielinizante que atinge o
sistema nervoso central (SNC). Caracteriza-se pela infiltragdo, no SNC, de linfocitos
T CD4+ autorreativos que contribuem para o processo inflamatério atraindo
monacitos através da producao da citocina GM-CSF. Junto as células da microglia,
0s monocitos ao serem ativados via receptores de padrdes moleculares, como os
TLR, amplificam uma cascata inflamatéria que converge nos danos axonais.
Doencas autoimunes, como a EM, tém a vitamina D como um possivel fator
ambiental relevante para sua etiologia e progressao. Sabe-se que a vitamina D é
capaz de diminuir a expressao de TLR2, TLR4 e TLR9 em mondcitos humanos de
forma tempo e dose-dependente tornando a célula menos responsiva aos padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs) e ao dano celular/tecidual (DAMPs)
0 que poderia funcionar como um mecanismo de inibicdo da inflamacgao excessiva
mediada pela ativagdo dos TLR. Na EM, ainda ndo sao conhecidos os efeitos da
vitamina D sobre mondcitos. Dessa forma, os objetivos deste estudo incluiram
avaliar por Citometria de fluxo, em mondcitos de pacientes com EMRR, a influéncia
da vitamina D na modulacao da expressado de TLR2, TLR4 e do receptor de GM-
CSF (CD116), assim como seu efeito no perfil fenotipico (niveis de CD14 e CD16)
destas células. Comparado com mondécitos de individuos saudaveis, mondcitos de
pacientes expressam maiores niveis de TLR2 e TLR4 apds ativagao in vitro. A
exposicao a vitamina D induziu a redugao da expressao desses receptores, mesmo
na presenga dos agonistas, tanto nas células de individuos saudaveis quanto nas
de pacientes com EM. Ndo foram observadas evidéncias do efeito modulador da
vitamina D sobre as frequéncias das subpopulagdes de mondcitos, ja a expressao
de CD116 entre as células CD14hish parece ser reduzida pela exposi¢ao das células
a vitamina D. Concluindo-se que ha indicios de que a Vitamina D possa ter como
um de seus mecanismos imunoregulatérios a modulagdo negativa desses

receptores.
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Abstract

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating disease of the central
nervous system (CNS). It is characterized by infiltration on CNS by autoreactive
TCD4+ lymphocytes, which contribute to the inflammatory process attracting
monocytes through GM-CSF production. Monocytes, along with microglia cells,
when activated by patterns recognition receptors like TLR, amplify an inflammatory
cascade, which implies in axonal damage. Autoimmune diseases such as MS have
Vitamin D as a relevant environmental factor for its progression and etiology. It is
well known that Vitamin D is capable of reducing TLR2, TLR4 and TLR9 expression
in human monocytes in a dose-time manner and turning cells less reactive to
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and damage-associated
molecular patterns (DAMPs) which could work as an inhibition mechanism of the
excessive inflammation through TLR activation. In MS, it has not been established
the effects of Vitamin D upon monocytes. The aims of this study included evaluate
on monocytes of patients with MS the influence of vitamin D on TLR2, TLR4 and of
GM-CSF receptor (CD116) expression, as well as its effect upon phenotypic profile
(CD14 and CD16 levels) of these cells by flow cytometry. Compared to monocytes
from healthy subjects, monocytes from MS patients express higher levels of TLR2
and TLR4 after in vitro activation. The exposure to Vitamin D reduced the expression
of those receptors, even in its agonist’s presence in healthy individuals and patients
cells. There were not evidences of modulator effect of the vitamin D upon the
frequency of monocytes subpopulation; however, CD116 expression between
CD14high cells seems to be reduced by the exposure to this vitamin. We concluded
that is possible to indicate the negative modulation of those receptors as one of the

Vitamin D immunomodulatory mechanisms.
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1. Introducéo
1.1- Esclerose Multipla

1.1.1 Aspectos Clinicos

A esclerose multipla (EM) € uma doenca desmielinizante que atinge o sistema
nervoso central (SNC) e consiste na maior causa de perda de fungdo nao
traumatica em adultos jovens (WEINSHENKER et al., 1989) , principalmente de 20
a 30 anos (KOCH-HENRIKSEN; SORENSEN, 2010). Sua caracteristica mais
relevante é a formacdao de lesdes focais e difusas na substdncia branca
(LASSMANN; BRUCK; LUCCHINETTI, 2007) cujas presengas se relacionam ao
aparecimento de sintomas que podem comprometer fungdes piramidais
(paraparesia, hemiparesia, monoparesia, quadriplegia), cerebelares (ataxia e
dificuldades motoras relacionadas), tronco cerebrais (nistagmo, disartria,
dificuldade na fala ou degluticdo), sensoriais (estereognosia e redug¢des na
sensibilidade tatil ou a dor), intestinais (incontinéncia ou obstipacéo), vesicais
(incontinéncia), visuais (escotoma e redugdo do campo visual), cerebrais e
psiquiatricas (alteragdes de humor, mentagcdo, deméncia ou grave sindrome

cerebral cronica) (KURTZKE; KURTZKE, 1983).

Normal EM
Tecid

Fluido

Figura 1: Esquematizagéo do padrao de les6es no SNC de pacientes com EM. (Disponivel

em Https://my-ms.org/symptoms_atrophy.htm)
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Com base no comprometimento desses sistemas, em 1955, Kurtzke desenvolveu
uma escala para classificacdo de pacientes com esclerose multipla a fim de dividi-
los em possiveis grupos com potencial tratamento pela laniazida que ficou
conhecido como Disability Status Scale (DSS), que considerava avaliagdes
neurologicas e os niveis de comprometimento apresentados por cada individuo.
Esses parametros foram, entdo, expandidos e em 1983, Kurtzke apresentou a
Expanded Disability Status Scale (EDSS) que varia de 0 a 10, onde o primeiro
apresenta exames neurolégicos normais e o ultimo representa 6bito por EM, como
representado na Figura 2. Essa escala é atualmente utilizada para avaliagao da

incapacidade da doenga nos individuos acometidos no Brasil e no mundo.

ESCALA EXPANDIDA DO ESTADO DE INCAPACIDADE DE KURTZKE - (EDSS)

AssistEncia Naganda 5m mesmo
intermitente ou com om d]l.ldi Resmlo a
liicapacidade Deambulagao plena, aucilio unilateal adeira de rodas.
Exame neuroldgico minima, como uma até S00m sem ajuda constante de bengala, Transhere-se da

monmal, leve perda da visdo, o descanso, muleta ou suporte. cadeira para a tama Falecimentio.

i D o d

5 b

./ P /’ ™ il G / 3
;;‘\E o ﬁno *\300 hi”ii H k. o isw\% o inu/, 9.0 ™ 1o

4 =

Sem Incapacidade moderada Dearnbilagao a1é Restrita ao leita, mas Padi enre inta uladn
incapacidade, ou discreta, comao a 200m sem ajuda ou pode ficar fosa da no leito.
perda moderada de descanso. Limitagio ama. Retém fungdes Comunica, nat come,
conrdenagdo musculac nas atividades didrias, de autocutdado; barm ndo deglute.

Deambulando uso dos bragos.
plenaments

foto: divulgagéo
Referéncia: Kurtzke, Newrology 1983; 33:1444.52

Figura 2: Escala expandida de status de debilitacio (Expanded Disability Status Scale - EDSS)
(Disponivel em http://paranashop.com.br/2017/02/esclerose-multipla-atinge-cerca-de-30-mil-brasileiros-
mas-ainda-e-subdiagnosticada/ )

O curso clinico da EM pode ser considerado a expressao de dois fenbmenos
clinicos: surtos de sintomas neurolégicos agudos, que se caracterizam pelo
agravamento de déficits anteriores ou de novos sintomas neurolégicos, que
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terminam com remissao parcial ou completa, e progressao, que se refere a piora
irreversivel dos sinais e sintomas por um periodo igual ou superior a 6 meses

(MACHADO, 2012).

O curso e a sintomatologia da EM sao heterogéneos, apesar disso, os
esforgos de categorizar pacientes por padroes gerais da apresentagao da doenga
permitiram a categorizagdo da doenga em diversos subtipos. A forma mais comum,
que afeta aproximadamente 85% dos pacientes, € a remitente recorrente. Sua
caracterizagdo se da a partir de um unico episédio de disfungdo neuroldgica
(sindrome clinicamente isolada), seguida de um periodo de remissao com
recuperacao clinica e entio alternando entre surtos e remissdes. Esses surtos sao
tipicamente reconheciveis a partir da utilizagdo da Ressonancia magnética e
observacbes das lesdes presentes na substancia branca. Normalmente, a
recuperacao nos periodos de remissao é reduzida conforme ocorre o acumulo de
desabilidades acumuladas. Assim, aproximadamente 80% desses pacientes evolui
para a forma secundariamente progressiva. Dessa forma, lesées inflamatoérias nao
sdo mais caracteristicas e o declinio neurolégico progressivo é acompanhado de
atrofia, que consiste na redugcdo do volume cerebral e aumento da perda axonal

(DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).

De acordo com informacgdes presentes na NationalMSSociety.org e baseado
nos critérios diagnosticos de McDonald (2001) (revisado em 2005 e 2010 por
POLMAN), a EM pode ser classificada como primaria progressiva (EMPP) quando

ocorre piora na fungdo neurolégica de forma continua desde o surgimento dos
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sintomas, sem surtos e remissoes; surto-progressiva (EMPS), podendo representar
um subtipo da EMPP por compartilharem uma histéria natural similar, quando a
doenca se apresenta desde o inicio na forma progressiva, com a presencga de surtos
agudos com ou sem recuperacao total e os periodos entre os surtos sao
caracterizados por continua progressao; forma remitente-recorrente (EMRR), onde
apo6s um periodo de agravamento dos sintomas, denominado surto, ha uma
recuperacao total ou parcial (remissao) e pode ainda ser classificada como forma
secundaria progressiva (EMSP), na qual, apés um periodo de tempo possuindo
recuperacdo dos sintomas (remitente-recorrente), o paciente passa a nao se
recuperar mais € ha avango crescente no agravamento das manifestagdes clinicas

da doencga.

O diagnostico é realizado por meio da analise das manifestagdes clinicas,
exames por imagem, como a ressonancia magnética, exames laboratoriais e diante
de avaliagdo neuroldgica realizada por médicos neurologistas. Assim, o estudo
deste conjunto de achados e o0 monitoramento do paciente sdo essenciais para a
confirmacao do quadro de esclerose multipla (FISCHER et al., 1999), sendo o
conjunto dos critérios de McDonald, apresentados no Quadro 1, o mais utilizado

mundialmente.
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Critérios de McDonald de 2010 para o diagnéstico da esclerose multipla

Apresentacao da Clinica

Dados adicionais necessarios para diagnosticar a EM

> 2 surtos: evidéncias clinicas
objetivas de > 2 lesdes ou
evidéncias clinicas de 1 les&o,
com historia de surto

pregresso

- Nenhum

> 2 surtos; evidéncias clinicas

objetivas de 1 leséo

- Sinais de DIS: > 1 lesdo em T2 em ao menos 2 dentre os 4
sitios: periventricular, justacortical, infratentorial e medula

espinhal.

1 surto, com sinais clinicos

evidentes de > 2 lesdes

- Sinais de DIT: Caracterizado de 1 nova lesao em T2 em
exame subsequente, independentemente do tempo decorrido
desde o primeiro exame, ou caracterizagao simultanea de
lesbes assintomaticas com impregnacgéao pelo gadolinio e lesdes

sem impregnagao ou aguardar novo surto clinico

1 surto, com sinais clinicos
evidentes de 1 lesao
(sindrome clinica isolada, ou
CIS)

Sinais de DIS e DIT
- Para DIS: > 1 lesdo em T2 ou aguardar novo surto
acometendo sitio diferente no SNC
- Para DIT: caracterizagado de 1 nova lesdo em T2 em exame
subsequente, independentemente do tempo decorrido do
primeiro exame, ou caracterizagao simultanea de lesdes
assintomaticas com impregnacéo pelo gadolinio e lesdes sem

impregnacgao ou aguardar novo surto clinico

Quadro 1: Resumo dos critérios de McDonald revisados em 2010. DIS: lesdo disseminagédo no

espaco. DIT: lesdo disseminada no tempo (Adaptado de POLMAN et al., 2011).
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1.1.2 Epidemiologia

Com os avangos médicos e biotecnoldgicos desenvolvidos nas ultimas
décadas foi possivel ampliar os conhecimentos sobre a EM e caracteriza-la com
maior precisao, otimizando-se assim, seu diagnostico.

De acordo com o Uultimo levantamento realizado, estima-se que
aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas no mundo vivam com EM (ROSATI,
2001) e que aproximadamente 10.000 pacientes estejam em tratamento no Brasil,
segundo consulta ao DATASUS.

Estudos geograficos realizados por Kutzke (1968) permitiram a divisao das
prevaléncias de EM no mundo em trés zonas: alta prevaléncia, média prevaléncia
e baixa prevaléncia. Dessa forma, foram consideradas zonas de alta prevaléncia,
aquelas com indices de 30/100.000 habitantes, sendo essas o norte da Europa e
dos Estados Unidos, sul do Canada, Australia e Nova Zelandia. O sul da Europa,
dos Estados Unidos e a maior parte da Australia sdo considerados de média
prevaléncia, com taxas de 5 a 25/100.000 habitantes enquanto que Asia e Africa
sdo consideradas zonas de baixa prevaléncia com taxas inferiores a 5/100.000
habitantes. Esses estudos iniciaram as especulagbes sobre um gradiente
relacionado a latitude para a distribuicdo da EM, de forma que o aumento da latitude
esteja diretamente relacionado a maior chance de desenvolvimento desta doenga
(KURTZKE et al., 1968).

A América do Sul é considerada regido de baixa prevaléncia, no

entanto, algumas regides do Brasil podem ser consideradas de média
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prevaléncia, destoando deste cenario. “Segundo o relatorio da Federagéo
Internacional de Esclerose Multipla para a Organizagdo Mundial de Saude,
realizado em 2008, ocorre menor prevaléncia em paises proximos a linha do
Equador e a maior prevaléncia em areas localizadas entre 44 e 64 N de
/atitude. No Brasil, observa-se maior incidéncia da doenga no Sul e Sudeste,
na regido Nordeste (drea mais proxima ada linha do Equador) a prevaléncia
€ de 10 casos por 100.000 habitantes. Na regido Sudeste (dados de Sao
Paulo, Santos, Belo Horizonte, Uberaba, Bofucatu e Sorocaba) essa
prevaléncia aumenta para 12 a 18 por 100.000 habitantes, na regido centro-
oeste varia desde 4,41 para 100.000 habitantes ate 19 para 100.000
habitantes e na regido Sul a prevaléncia € a malor do pais, variando entre
14 a 27, para 100.000 habitantes’(GRZESIUK, 2006). Estudos locais mais
recentes apontam aumento da prevaléncia entre 2008 e 2012 e mostram que
a mesma varia de 12,5 a 27/100.000 habitantes e também corroboram os
dados da literatura, indicando que ha maior prevaléncia entre mulheres,
variando de 71.4% a 76.8%, sendo 2,23 vezes maior do que nos homens, e
entre caucasianos, 77% a 85.7%, em idades entre 35 e 37 anos para os dois
grupos. Além disso, foi observado que Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Distrito Federal apresentaram prevaléncia maior do que a nacional,
aproximadamente 0,9 mais elevada, enquanto que os menores indices
foram vistos em Alagoas e Paraiba (SILVA et al., 2015). No estado do Rio

de janeiro a prevaléncia da EM observada foi de 1,88/100.000 habitantes,
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tendo como base o censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
de 2010 (ALBERTO et al., 2013).

A observacdo desses dados ratifica a relacdo entre latitude e a alta
prevaléncia da doenca. Na tentativa de estabelecer uma justificativa para esse
fendmeno, muitos estudos foram realizados e o fator proeminente encontrado foi a
variagao da incidéncia de radiacao solar ultravioleta, que esta diretamente atrelada

a variagdes nos niveis plasmaticos de vitamina D (SIMPSON et al., 2011).

1.1.3 Tratamentos

Apds o diagndstico, de acordo com o estadiamento do paciente e de suas
principais queixas, é realizada a escolha do procedimento terapéutico a ser
empregado. No Brasil, o Ministério da Saude preconiza uma diretriz de tratamentos
estabelecida pela portaria n° 1.505, de 29 de dezembro de 2014 de carater
nacional, que deve ser utilizada pelas Secretarias de Saude dos Estados e dos

Municipios na regulagao do atendimento assistencial (PIMENTA, 2015).

Uma das primeiras linhas a serem empregadas € a dos imunossupressores
a base de interferons, que podem ser o interferon B-1a (Rebif® e Avonex®) ou
interferon 3-1b (Betaferon®), que sao citocinas anti-inflamatérias produzidas a partir
da técnica de DNA recombinante com acao anti-proliferativa, reduzindo o
crescimento celular (STARK et al., 1998). Esses medicamentos demonstraram, em

estudos clinicos, desacelerar a progressdo da incapacidade, reduzir a taxa de
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surtos e o numero de lesdes ativas medidas por ressonancia magnética (GROUP,

1993); (COHEN; RIVERA, 2010).

Outro farmaco aprovado para tratamento, o acetato de glatiramer
(Copaxone®) é uma mistura de polipeptidios sintéticos contendo quatro
aminoacidos (L-alanina, L-acido glutdmico, L-lisina e L-tirosina) que apresenta
reacao cruzada com a proteina basica da mielina, tendo sido demonstrado
experimentalmente a redugdo ou inibicdo da EAE (encefalite experimental
autoimune) (ARNON; AHARONI, 2004). Além disso, o tratamento com acetato de
glatiramer (GA) é capaz de induzir uma mudanga do perfil Th1 para Th2 em células
T- GA reativas que parecem agir como células regulatérias gerando efeitos

benéficos em doencgas autoimunes (NEUHAUS et al., 2001).

Nos ultimos anos, o aumento das pesquisas acerca da patogenia dessa
doenca permitiu o desenvolvimento de novos farmacos, que ja sdo empregados na
rotina, como o Natalizumab (Tysabri®) e Fingoliméide (Gylenia®). O primeiro,
compreende um anticorpo monoclonal especifico para a4 integrina, molécula
presente na superficie de alguns leucdcitos, principalmente em linfocitos, que se
relaciona com a migracao dessas células através da barreira hematoencefalica
(BHE) permitindo que atinjam o SNC, danificando o tecido. Dessa forma, o bloqueio
da a4B1-integrina contribui para a redugcdo do extravasamento destas células e
culmina na redugao do processo inflamatério desencadeado por elas (LOREFICE
et al., 2014). Ja o Fingolimoéide compreende um modulador da expressao do

receptor para enfingosina-1-fosfato (FTY720) (BRINKMANN, 2002) que atua
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aumentando a permanéncia dos linfocitos T nos tecidos linfoides secundarios, uma
vez que este mediador lipidico é necessario para o egresso destas células

(MATLOUBIAN et al., 2004).

Esses dois novos medicamentos possuem eficacia comprovada em
pacientes com Esclerose Multipla na sua forma Remitente-Recorrente reduzindo os
surtos, a progressao da doenga e o surgimento de novas lesdes observaveis pela
ressonancia magnética (DEVONSHIRE et al., 2012)(POLMAN et al., 2006), no
entanto sérios efeitos adversos foram associados a suas administracdes. O uso de
Natalizumab foi associado ao aparecimento de leucoencefalopatia multifocal
progressiva (LEMP), principalmente com uso prévio ou concomitante de
imunossupressores (CLIFFORD et al., 2010) enquanto o Fingoliméide, por sua vez,
pode acarretar danos ao sistema cardiovascular como bradicardia, bloqueio da
conducao atrioventricular no momento da primeira utilizagao, edema macular,
aumento dos niveis das enzimas hepaticas e hipertensao discreta (KAPPOS et al.,
2010), motivos pelos quais a primeira infusdo deve proceder em ambiente

hospitalar e apds avaliagao cardiologica.

Outra substancia recentemente liberada para o tratamento dessa doencga €
o dimetil fumarato (Tecfidera®), éster derivado do acido fumarico, que exerce efeito
citoprotetor por via relacionada a respostas ao estresse oxidativo (VENCI;
GANDHI, 2013). Foi recentemente demonstrado que seu mecanismo de acgao
envolve a inibicao da producao de citocinas via TLRs, embora seja considerado que

dificilmente seu efeito esteja atrelado apenas a um mecanismo e sugerido que esse

25



farmaco possa atuar alterando uma série de proteinas celulares através da

modifica¢ao de cisteinas reativas presentes em seus alvos (MCGUIRE et al., 2016).

Em 2014, a Anvisa liberou mais dois medicamentos para a utilizacdo em
pacientes com EM, a Teriflunomida (AUBAGIO®) e o Alemtzumab (LEMTRADA®).
A Teriflunomida constitui um farmaco de via de administragdo oral com boa
aceitabilidade clinica. Seu mecanismo de agao sugerido compreende a inibigdo de
uma enzima mitocondrial encontrada em altas concentragcdes em células com
grande capacidade proliferativa e participa do processo de divisao celular. Dessa
forma, sua inibicdo acarreta a interrupgao do ciclo celular na fase S, exercendo
efeito citostatico em linfécitos T e B, diminuindo, consequentemente, o numero
dessas células no SNC. Outras populagdes celulares ndo sao obrigatoriamente
afetadas possuindo vias alternativas de sobrevivéncia (GOLD; WOLINSKY, 2011).
Clinicamente, apesar de poder acarretar uma redu¢dao no numero de linfocitos
circulantes, ndo ha associagdo com a redu¢ao da competéncia imunoldgica (BAR-

OR et al., 2014).

O Alemtuzumab é um anticorpo monoclonal anti-CD52 cuja administragao é
feita em dois ciclos anuais via intravenosa. Esse farmaco causa citotoxicidade
dependente de anticorpo e lise celular mediada pelo sistema complemento. Dessa
forma, ocorre decréscimo quantitativo dos linfécitos T e B sem que haja muito
impacto nas células do sistema imune inato (BAR-OR et al., 2014). Além disso, a
reposicao dos linfécitos T parece ocorrer de forma mais tardia. Dessa forma,

acredita-se que alteragao no balango destas células possa contribuir para os efeitos
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anti-inflamatérios e assim diminuir a propensdo aos surtos e desacelerar a

progressao da doenca (HARTUNG; AKTAS; BOYKO, 2015).

Em 2016, o Beta-peginterferon-1a (PLEGRIDY®) foi liberado, medicamento
que consiste no interferon beta-1a conjugado a uma molécula de metoxi-polietileno-
glicol (PEG). Estudos clinicos realizados com administragao feita quinzenalmente
via injegbes subcutaneas demonstram haver redugcdo na taxa de surtos e
interrupcao da progressao de desabilidade capazes de serem verificados mesmo
apo6s um ano da realizagao do tratamento. Esses resultados associados a menor
frequéncia de administragdo e mesma seguranca tornam esse medicamento
vantajoso em comparagao com outros farmacos a base de interferon que requerem
aplicagées mais frequentes (CALABRESI et al.,, 2014; KIESEIER et al., 2015;

LYSENG-WILLIAMSON; HOY, 2015).

Além desses medicamentos, muitos outros vém sendo estudados, mas em
razao dos fortes efeitos colaterais ainda ndo sdo empregados. Outro fator a ser
levado em consideracao € a possibilidade de determinadas terapias serem uteis
em um grupo de pacientes ou em uma fase, mas deletérias em outros, o que se
deve a identificacdo de diferencas nos mecanismos de desmielinizacdo em
subgrupos distintos da doenga (LUCCHINETTI et al., 2000), ressaltando a

importancia da identificagao e caracterizagao dos mecanismos patoldgicos da EM.

Na ocorréncia dos surtos ha outras alternativas de tratamento visando a sua

resolucdo. O manejo desse quadro é normalmente realizado através da
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administracao de corticosteroides, uma vez que foi concluido em uma metanalise a
capacidade destes farmacos de reduzir a duragdo dos sintomas durante esses
episddios. Os corticoides tém ampla acao anti-inflamatéria, inibindo a sintese de
citocinas, mediadores inflamatérios e moléculas de adesdo, o que regula a
permeabilidade da BHE e reduz a migragao de células inflamatérias para dentro do
SNC. Além disso, induzem a apoptose dos linfocitos T através da ativagcao do
receptor de glicocorticoide (ONTANEDA; RAE-GRANT, 2009). O tratamento
recomendado para os surtos € com doses de 500 a 1000 mg ao dia de
metilpredinisolona (MP) por 3 a 5 dias, seguido ou nao de corticoide oral em doses
decrescentes por 21 dias, sendo desconhecida a eficacia da administracao desse

medicamento via oral apds tratamento endovenoso (MACHADO, 2012).

1.2 Imunologia da Esclerose Multipla

1.2.1 Imunogenética

Com o crescimento da Biologia Molecular, Genética e Imunologia, nos ultimos
anos foi possivel a identificacdo de variantes genéticas que possam estar atreladas
ao desenvolvimento de doencas como a esclerose multipla. Essa nog&o surge a
partir de estudos epidemiolégicos que observam a presenca de agregados
familiares com a presencga da doengca (ROBERTSON et al., 1996) e da analise de
pacientes e suas familias acerca de calculos do risco de recorréncia que, em
estudos prévios foram capazes de estimar um risco de 18,2% em gémeos

monozigoticos, 2,7% entre irmaos com 0s mesmos pais e um aumento significativo
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desse risco em gémeos dizigéticos em relagdo a ndo gémeos (O’GORMAN et al.,
2013). Esse mesmo trabalho propés uma estimativa de risco relativo entre 18-24%
de contribuicao dos 57 loci associados ao desenvolvimento de EM, corroborando
com a nogao de que o surgimento da doenca esteja associado tanto a fatores
genéticos quanto a ambientais.

Nesse contexto, ha décadas se relaciona o desenvolvimento de EM a
variagdes nos genes HLA (do inglés human leucocyte antigens) (NAITO et al.,
1972) e se relaciona a dificuldade de determinar com maior precisao os haplétipos
relacionados a maior razdo de chances a intensa presenca de polimorfismos e ao
desequilibrio de linkage observado na heranca desses genes (HORTON et al.,
2008). Atualmente, ha ao menos um alelo (HLA-DRB1*15:01) descrito como um
dos principais fatores genéticos relacionados ao maior risco de desenvolvimento de
EM e ao menos um alelo (HLA-A*02:01) foi relacionado a um efeito protetor, sendo
possivel que outras variantes ndo codificadas nessas regides também possam
estar atreladas ao risco de desenvolvimento dessa patologia (PATSOPOULOS et
al., 2013).

Embora alguns fatores da genética classica se relacionem com a
manifestacdo da doenca, ainda ndo sao determinantes para o aparecimento dessa
condicdo. Assim, se a informacao contida no DNA fosse determinante, o indice de
concordancia para o desenvolvimento de EM em gémeos monozigoticos seria o
mesmo. No entanto, ha um baixo indice de concordéncia para esse fator (entre 18%

e 26%)(EBERS et al., 1986). Nesse cenario, a epigenética talvez possa explicar
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porque uma parcela de individuos geneticamente suscetiveis possa vir a
permanecer saudavel enquanto outra adoece (POSER, 2004). Esse ramo consiste
no estudo de herancas de alteracdes mitdticas e/ou meidticas que ocorrem sem
alteragdes na sequéncia da DNA. Dessa forma, os mecanismos envolvidos nesses
tipos de alteragao se relacionam com a modulagao do estado de enovelamento do
material genético, permitindo o controle da expresséo génica por meio do controle
da acessibilidade da maquinaria transcricional as regides dos genes(BERGER et
al., 2009).

Na EM ja se observou a possibilidade de alteragées no padrao de acetilagdo
das histonas em regides aparentemente normais da substancia branca,
acarretando aumento da imunorreatividade (PEDRE et al., 2011) e aumento de
inibidores transcricionais da maturagao de oligodendrocitos (LI et al., 2009) .

Outra alteracdo ja averiguada em pacientes com EM é a expressao
diferenciada de certos miRNAs que exercem efeito sobre a modulagao da via de
NF-kB, que desempenha um papel central da regulagdo da resposta imune
(KELLER et al., 2009; LI et al., 2010) . Além disso, o aumento de determinados
miRNAs ja foram atrelados ao escape de macrofagos ao controle inibitorio,
contribuindo para a fagocitose da mielina e assim contribuindo para a manifestagao

da doenca (JUNKER et al., 2009).

1.2.2 Patogenia
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A compreensdo dos diversos papeis do sistema imunoloégico nos eventos
que desencadeiam o desenvolvimento da EM, assim como aqueles que contribuem
para a progressao da doenga é dificil devido a fisiopatologia multicelular associada
a infiltragdo de células da imunidade inata e adaptativa no SNC assim como das

células residentes nesse tecido (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).

Acerca do local de predilegao para o estabelecimento das lesdes que
caracterizam a EM, foi observado que o cortex cerebral constitui a regido mais
afetada pela desmielinizacdo (HAIDER et al., 2016). A presenga de danos a
substancia cinzenta tem sido associada a piora a longo prazo das funcgdées fisicas e
cognitivas (CALABRESE et al., 2009) e, além disso, estudos tém demonstrado que
a atrofia da substancia cinzenta reflete melhor a progressao da desabilidade do que
a atrofia da substancia branca (CALABRESE et al., 2013), demonstrando como os
mecanismos patologicos de degeneragao dessa regido desempenham importante
papel. Somado a isso, a presenga de sinais caracteristicos da ativacdo da
imunidade inata e adaptativa pode ser encontrada em autdpsia de lesdes corticais

(FISCHER et al., 2013).

A inflamacao observada na EM consiste em rea¢des imunes mediadas por
células T que levam ao recrutamento de leucécitos como mondcitos, células
dendriticas e posterior ativagao das células da microglia (STEINMAN, 1996).
Através da analise de lesdes ativas no SNC e da producdo de citocinas em
pacientes foi estabelecida uma relagcédo entre a manifestacdo da doenca e a forte

presenca de linfécitos TCD4+ Além disso, ja foi observado em modelo murino que
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monocitos CCR2* desempenham papel central da desmielinizagdo cortical

(LAGUMERSINDEZ-DENIS et al., 2017).

Apesar de observagdes clinicas contribuirem para a expansao do
conhecimento acerca dos mecanismos da doenca, 0s maiores avangos sobre a
compreensao dos processos de imunopatogenia foram obtidos a partir de modelos
experimentais em roedores. Dessa forma, a partir da injecdo de antigenos da
bainha de mielina associados a adjuvantes é possivel causar encefalomielite na
forma aguda, cronica, com surtos e remissdes, denominada EAE, modelo murino
utilizado para estudo da EM (ZAMVIL; STEINMAN, 1990). A partir desse modelo,
foi possivel isolar células T encefalitogénicas especificas a proteina basica de
mielina (MBP — myelin basic protein) (BEN-NUN; WEKERLE; COHEN, 1981).
Dessa forma, uma hipotese que explicaria a EM é a existéncia de células T no
sistema imune periférico, sobreviventes do controle timico de selegdo negativa por
deplecédo clonal, potencialmente autorreativas, com receptores de antigenos

especificos (TCR) para componentes proteicos da mielina (RICHERT et al., 1983).

Componentes proteicos associados a mielina sdo responsaveis pelo
desencadeamento da resposta imune observada na EM, sendo eles: a proteina
basica da mielina (MBP) (OTA et al., 1990), proteina proteolipidica da mielina
(PLP)(ANDERSON et al., 2000), glicoproteina de mielina de oligodendrdcitos
(MOG)(BERNARD et al., 1997), glicoproteina associada com a mielina (MAG),
fosfodiesterase dos nucleotideos ciclicos; a proteina basica oligodendrocitica

associada a mielina; a glicoproteina especifica oligodendrocitaria e a proteina
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Nogo-A. Muitas dessas proteinas sdo apresentadas no timo durante a selegao
negativa, corroborando a hipétese da falha nesse mecanismo estar associada a
etiologia da doenca (BRUNO et al., 2002; MORRIS-DOWNES et al., 2002). Além
disso, algumas proteinas exdgenas podem se relacionar com a patogenia da EM
devido a semelhancgas estruturais. Dessa forma, ja foi observado que ha proteinas
virais e bacterianas que mimetizam autoantigenos e sao capazes de ativar células

T (WUCHERPFENNIG; STROMINGER, 1995).

Esses antigenos encefalitogénicos podem estar presentes na corrente
sanguinea, serem endocitados por células apresentadoras de antigenos (APCs),
que ao entrarem em contato com linfécitos T com TCR especifico para esses
antigenos irdo responder sendo ativados (TROTTER et al., 1991, 1998; WING et
al., 2003; ZHANG et al., 1994). A presenca desses linfocitos autorreativos ja foi
observada em individuos saudaveis, no entanto, parecem estar presentes em
menores concentragdes do que em pacientes (BURNS et al., 1983). Um aspecto
que favorece esse fendmeno € a presenca de um ambiente pré-inflamatério, que
permite a maturacdo das células responsaveis pela apresentacdo desses
antigenos. Dessa forma, ja foi observado que pacientes com EM parecem possuir
maiores niveis de padrboes moleculares associados ao dano (DAMPs) e a
patogenos (PAMPSs), que alimentam positivamente esse estado inflamatorio a partir

da interagdo com os receptores do tipo Toll (MARTA, 2009).

Em decorréncia do processo inflamatorio periférico, a permeabilidade da

BHE se torna aumentada e assim os linfocitos ativados, que expressam maiores
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niveis de integrinas e moléculas de adesao, conseguem aderir com maior firmeza
ao endotélio e realizar a diapedese para o espaco perivascular alcangando o SNC
(FRISCHER et al., 2009). Diversas quimiocinas atuam favorecendo este processo
mediando a migragao de linfécitos T, mondcitos e células dendriticas para dentro

do SNC (PANEK; BENVENISTE, 1995) .

Em estudos com EAE, observa-se que algumas células T vao para o SNC e
se alojam em leptomeninges antes do inicio da doenga, posteriormente, se
deslocam pelo endotélio através das integrinas a4B1 (VLA-4) e oL e entdo
extravasam para o parénquima cerebral. Essas células T extravasadas continuam
a se deslocar na superficie externa do parénquima cerebral até o encontro com
APCs que apresentam antigenos endogenos (KAWAKAMI et al., 2005). A partir
dessa interagao, essas células T reconhecem esses autoantigenos e sao ativadas,
aumentando a producéao de citocinas inflamatérias responsaveis pela ativagao das
células da microglia e pela ampliagcao da permeabilidade da BHE, contribuindo para
a penetracao de fagocitos, como os mondécitos, no SNC (KAWAKAMI et al., 2012;

OKADA; KHOURY, 2012)

Estudos apontam que as células Th17 autorreativas constituem a primeira
populacdo de células a se infiltrar no SNC (REBOLDI et al., 2009). Nesse
contexto, os linfoécitos Th17 parecem ser essenciais na patogenia de numerosas
doencas inflamatdrias tendo sido demonstrado que ha expressao dos receptores
para IL-17 e IL-22 em células endoteliais da BHE em lesdes de esclerose multipla

€ que a presenca dessas interleucinas € capaz de perturbar as jungdes oclusivas
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da BHE. Além disso, os linfécitos Th17 transmigram de forma eficiente por toda
BHE, possuem uma forte expressdo de granzima B, o que indica uma acgao
citolitica sobre as células do SNC, sendo, portanto, responsaveis pelo
desencadeamento da inflamagao no SNC e pela morte de inumeros neurdnios
(KEBIR et al., 2007). Foi demonstrado que células Th17 e células T CD4+ que
produzem IFN-y e IL-17, denominadas células Th1/Th17, se infiltram no SNC
antes do desenvolvimento dos sintomas clinicos da EAE, o que coincide com a
ativagdo da microglia e com a produgao local de IL-1B, TNF-a e IL-6. Essa
subpopulagao Th1/Th17 progressivamente perde sua capacidade produtora de
IL-17 e, em humanos, evidéncias sustentam a hipotese de que estas células
podem ser mais agressivas do que linfécitos T polarizados, podendo favorecer a

progressao de doengas (MURPHY et al., 2010)

Trabalhos mais recentes atrelaram o carater encefalitogénico das células
Th1 / Th17 a sua produgdo da citocina GM-CSF (CODARRI et al., 2011;
CRAVENS et al.,, 2011; EL-BEHI et al., 2011), citocina que além de induzir
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de precursores hematopoiéticos,
promove a sobrevivéncia e a ativagdo de macréfagos, neutréfilos e a maturagéo
de células dendriticas. A expressao de GM-CSF por células Th17 é suprimida
por TGF-B e estimulada por IL-23. Desta forma tem-se uma al¢a de amplificagcéo
da resposta ja que a IL-23 produzida por APCs induz a produgdo de GM-CSF
por células Th17, e estas por sua vez, estimulam a producao de IL-23 pelas

APCs. Além da IL-23, a IL-1B8, também derivada de APCs, aumenta
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significativamente a expressdao de GM-CSF pelos linfécitos T tornando-os
altamente patogénicos (EL-BEHI et al., 2011). Tem sido demonstrado o papel
fundamental do GM-CSF na diatese de diversas doencas inflamatérias humanas
tais como a artrite reumatoide, doenga inflamatdéria renal e disturbios pulmonares
inflamatorios, como a asma e doenga pulmonar obstrutiva cronica (HAMILTON;
ANDERSON, 2004). Na EM, essa citocina € encontrada em abundancia no SNC
e em estudos in vitro foi relatado o seu efeito estimulatorio sobre a capacidade
migratoria de mondcitos através da BHE (VOGEL et al., 2015).

Além das células T, os linfécitos B também vém sendo atribuidos ao
surgimento da EM. Células B foliculares foram associadas ao desenvolvimento de
patologia cortical mais severa e menor idade de manifestacdo da doenca
(MAGLIOZZ] et al., 2007). Assim como as células T, os linfécitos B também s&o
atraidos para o SNC (CEPOK et al.,, 2005) onde produzem imunoglobulinas
capazes do reconhecimento da mielina, contribuindo, assim, para o dano nesta

porcao lipidica..
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Apesar do conhecimento

sobre mecanismos que

envolvem

0]

desenvolvimento da EM, o estimulo inicial que influencia na apresentacao de

autoantigenos da mielina aos linfocitos ainda € desconhecido. Alguns dos aspectos

celulares envolvidos na patogenia da EM podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3: Desregulacédo do sistema imune fora do SNC .Durante o estabelecimento da tolerancia central no timo a

maioria das células T autorreativas € depletada, no entanto esse processo é imperfeito e algumas células t autorreativas

sao liberadas para a periferia. Em individuos saudaveis, os mecanismos de folerdncia periférica mantém essas células

controladas. Se esses mecanismos falham — com /influéncia da fungao regulatéria das células T regulatérias (Treg) e/ou

do aumento da resisténcia de células B efetoras e células T a mecanismos supressores — células T e B autorreativas

contra autoantigenos do SNC podem ser ativadas na periferia e se tornarem efetoras agressivas por mimetismo

molecular, apresentagdo de antigenos proprios, reconhecimento e sequestro de antigenos no SNC liberados da

periferia. Fatores genéticos e ambientais, incluindo agentes infecciosos e constituintes do cigarro podem contribuir para

esses eventos. Uma vez ativadas, as células T CD8+, Th1, Th17, linfécitos B e células da imunidade Inata, como o

mondcito, podem infilirar o SNC, levando a inflamagéo e ao dano tecidual. Células B circulantes fora do SNC podem

passar por maturagao de afinidade nos linfonodos antes de reingressar no érgédo alvo e promover danos. Setas

pontilhadas indicam diferenciacdo. BCR — receptor de célula B; CD8+ MAIT — CD8+ associada a mucosa invariante;
TCR - receptor de célula T (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).
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Entre os componentes do sistema imune inato, os macréfagos, mondécitos e
os receptores do tipo Toll tém recebido maior atencao e sido reconhecidos dentro
da patogenia da EM (MUNZ; STEINMAN; FUJII, 2005; TAKEDA; KAISHO; AKIRA,

2003).

Estudos sugerem que haja uma correlagao entre os niveis de TNF-a presentes
no sangue e no fluido cérebro-espinhal (FCE) (BECK et al., 1988) e até mesmo que
seja possivel predizer surtos a partir do monitoramento das concentragdes desta
citocina, que estariam elevadas nessas circunstancias (CHOFFLON et al., 1991).
Além dessa, também ha evidéncias de que ha aumento da producgéo de IL-12 e
IFN-y por células de sangue periférico em pacientes com EM nao tratada

(MIRANDOLA et al., 2009)

1.2.4 Mondcitos

Uma das caracteristicas patologicas da EM é a infiltracdo de mondécitos e
ativagao de macrofagos locais do SNC e de células da microglia (STORCH et al.,
1998). Mondcitos sao células mononucleares derivadas de progenitores mieldides
na medula o6ssea vermelha (BALNER, 1963) que podem representar
aproximadamente de 2% a 10% dos leucdcitos presentes em sangue
periférico(PIERRE, 2002) Através da secrecao de citocinas, essas células exercem
critico efeito imunoregulatoério (RUDICK, 1992) e, além disso, sdo capazes de se
diferenciar em macréfagos ao ingressar em tecidos, integrando, dessa forma, uma

importante linha de defesa contra grande gama de patégenos (VAN FURTH, 1989).
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A partir da analise da expressao da familia de metaloproteinases (MMP) pelas
subpopulagdes de leucocitos, foram identificadas as MMPs produzidas
proeminentemente por mondocitos, sendo duas destas (MMP-2 e MMP-14)
encontradas em maiores niveis em pacientes com EM do que em individuos
saudaveis, enfatizando-se os mondcitos como as principais células mediadoras da
inflamacgao na EM, contribuindo para o dano a bainha de mielina caracteristico da
doenca (BAR-OR et al., 2003).

Recentemente, um dos estimulos atribuidos a sua migracao pela BHE foi a
presenga de GM-CSF através da interagao com receptor CD116 (GOLDSTEIN et
al.,, 2011), que parece permitir maior influxo de mondcitos mesmo que nao
estimulados, sendo que mondécitos ativados via GM-CSF parecem apresentar maior
atividade migratéria (VOGEL et al., 2015). Além disso, o GM-CSF ativa os
macrofagos induzindo um fendtipo mais proé-inflamatoério capaz de produzir maiores
quantidades de TNF-a do que os macrofagos nao estimulados (VOGEL et al.,
2015).

Com o aumento da utilizagao de técnicas para caracterizagao fenotipica, tem
sido possivel ampliar os conhecimentos acerca de marcadores celulares e
determinar subpopulagbées de um mesmo tipo celular. Assim, a analise desses
marcadores permitiu a identificagdo de ao menos trés fendtipos distintos de
monaocitos, que parecem influir de diferentes maneiras na progressao de processos
inflamatodrios. Atualmente, monocitos CD14+*CD16- sdo denominados mondcitos

classicos, enquanto que os CD14+*CD16* tém sido relacionados a um maior carater
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inflamatodrio, tendo, inclusive, sido observada uma ativacdo preferencial desse
fenétipo em pacientes com EM (BRUCK et al., 1995; CHULUUNDORUJ et al., 2014;
FISCHER-SMITH, SIDNEY CROUL, ANDRIJ, 2001)

Em estudos /n vitro, a eliminacdo de macréfagos produtores de TNF-a
demonstrou um efeito benéfico sobre a patogenia e a desmielinizacdo (KORNER
et al., 1997), uma vez que essa citocina tenha sido relacionada com a produgao de
danos tanto a oligodendrdcitos quanto a bainha de mielina (SELMAJ; RAINE,

1988).

A presencga, em altas concentragdes, de PAMP’s e DAMP’s, como a HMGB-1,
podem levar a ativacao de mondcitos a partir da interacdo com os receptores do
tipo Toll, aumentando a capacidade de produgao de citocinas como o TNF-a que
ainda atua amplificando esse processo de ativagao a partir de um feedback positivo
e, assim, esses fatores reunidos convergem, promovendo a lesdo tecidual
(ANDERSSON et al.,, 2008; HOFMAN et al., 1989; MIRANDA-HERNANDEZ;
BAXTER, 2013). Esse DAMP pode ser liberado em situagdes de estresse celular,
como diante de necrose tecidual, induzindo processos inflamatorios (SCAFFIDI;
MISTELI; BIANCHI, 2002). Nesse cenario, demonstrou-se que a presenga de
danos hepaticos apds isquemia induzida in vivo se relaciona com a ativagao de
TLR4 por esta proteina (TSUNG et al., 2005), além disso, foi demonstrado que a
HMGB1 é também um ligante enddégeno de TLR2 (CURTIN et al., 2009) e que sua
capacidade de realizar ativacdo celular e de induzir inflamagdo de forma

semelhante a observada na presencga de LPS pode estar relacionada a interagao
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com os receptores TLR2 e TLR4 (PARK et al., 2006) tendo sido demonstrado que
a ativacao de NFkB devido a sua presencga ocorre via esses dois receptores (PARK
et al.,, 2004). Esses fatores em conjunto, permitiram a consideracdo de que a
HMGB-1 extracelular € um importante regulador da sintese de citocinas pré-
inflamatorias por mondcitos (ANDERSSON et al., 2000). Ja foi observado que
pacientes de EM possuem maiores concentragdes plasmaticas de HMGB-1 quando
comparados individuos saudaveis (STERNBERG et al., 2016) e que, além disso,
ha maiores niveis dessa proteina solubilizada em FCE desses pacientes quando

comparados a individuos saudaveis (ANDERSSON et al., 2008).

1.3 Vitamina D
1.3.1 Micronutriente e Metabolismo

O composto 1,25-dihidroxicolecalciferol, conhecido como Vitamina D, consiste
em um alcool de cadeia fechada e ramificada (LUND; DELUCA, 1966). Esse
composto, assim como seus metabdlitos, sdo seco-esteroides, compostos em que
um dos anéis ciclopentanoperidrofenantreno, caracteristicos desse grupo, possui
uma quebra. Sua importancia € bastante conhecida na homeostase do calcio,
sendo sua caréncia atrelada a diversas patologias associadas a esse sal mineral
como raquitismo, retardo no crescimento e maior propensao a fraturas (BLUNT;
DELUCA; SCHNOES, 1968; BOONEN et al., 2007) .

A vitamina D existe em 2 formas: vitamina D2 e D3. Plantas e fungos sao fontes

de ergosterol, que, sob o efeito da radiagao UVB, € convertido em ergocalciferol,
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ou vitamina D2. Sendo assim, através da alimentagdo é possivel obter esse
micronutriente, embora so seja possivel encontrar niveis satisfatérios em 6leos de
peixe. Assim, a principal fonte de vitamina D vem da produgdo endogena na pele
apos exposigao a radiacao solar UVB (MORA; IWATA; VON ANDRIAN, 2008)

A partir de estudos em caucasianos, uma forma inativa desse composto, a pré-
vitamina D foi identificada na pele, requerendo a interagdo com radiagao ultravioleta
para o inicio de sua conversio, que se da a partir de sua isomerizagao, processo
lento e termodependente, seguido de associagao a proteina ligante de vitamina D
que permite a translocacdo desse composto intermediario para a corrente
sanguinea (HOLICK et al., 1980). Apds esse contato, € formado um metabdlito
intermediario que ao chegar no figado sofre uma hidroxilagédo, transformando-se
em 25-hidroxicolecalciferol (25(0OH)D), o principal metabdlito intermediario dessa
biossintese (PONCHON; KENNAN; DELUCA, 1969) e forma biologicamente inativa
mais abundante no sangue (JOSHI et al., 2011; MARQUES et al, 2010) A
metaboliza¢ao no figado ndo é uma etapa regulada e por isso os niveis de 25(OH)D
refletem diretamente a quantidade de vitamina D na circulagao, que € proporcional
a quantidade de vitamina D ingerida e produzida na pele (MARQUES et al., 2010).
Nos rins ocorre outra hidroxilagdo, dando origem a 1,25-dihidroxicolecalciferol
(1,25(0OH)2D3), forma bioativa dessa molécula com propriedades hormonais
(FRASER; KODICEK, 1970).

Nos ultimos anos, novos papéis foram atrelados a presenga dessa vitamina em

diferentes sistemas, estando entre eles, o sistema imunolégico. Essas mudangas
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se devem, parcialmente, a descobertas de que uma grande parte das células e
tecidos possuem o receptor para vitamina D e que muitos desses possuem a
maquinaria necessaria para a conversao enzimatica dessa vitamina em sua forma
ativa (HOLICK, 2007). Nesse aspecto, tem sido observado um efeito dual deste
horménio sobre o sistema imunoldgico, que consiste na sua capacidade de atuar
estimulando e, paradoxalmente, inibindo as respostas imunes a partir do contato
com células desse sistema.

A exemplo dessa capacidade, observou-se que a ativagao via TLR de
macrofagos expostos a vitamina D com maior expressao de receptores para esse
micronutriente e com amplificagcdo do gene vitamina D-1-hidroxilase resultou em
aumento do potencial microbicida frente ao Mycobaterium tuberculosis a partir da
inducao da sintese do peptideo antimicrobiano catelicidina (LIU et al., 2006). Em
contrapartida, em células intestinais observou-se uma regulagdo negativa da
ativagao do fator de transcricdo NF-kB importante na ativagao de diversos genes
associados a atividade pro inflamatéria pelo receptor de vitamina D (WU et al.,
2010).

Na doenca de Crohn foram observados efeitos benéficos desse hormoénio a
partir da inducao da expressao de NOD2 e dos efeitos provocados na amplitude da
producdo de AMP, uma vez que baixos niveis de NOD2 se relacionam com a
patogenia dessa doencga (WANG et al., 2010). Em outra doenga essencialmente
inflamatoria, o calcio e a 1,25(0OH)2D3 suprimiram a sindrome do intestino irritavel

em modelo experimental inibindo a via do TNF-a (ZHU et al., 2005).
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Em outro contexto inibitério, a vitamina D foi capaz de inibir a producdo de
citocinas inflamatérias em mondcitos/macréfagos a partir de alteragées na enzima
MAPK fosfatase-1 (ZHANG et al., 2012). Além disso, mondcitos desafiados com
LPS ou acido lipoteicdico em presenca de vitamina D tiveram redug¢ao na expressao
de receptores do tipo Toll e responderam fracamente a padrbes moleculares
associados a patdégenos (SADEGHI et al., 2006). Dessa forma, é possivel observar
o0 amplo espectro de agcdo desse horménio sobre as atividades regulatorias no
sistema imunologico e a capacidade de impactar diversos sistemas, contribuindo

para o surgimento de uma ampla gama de doencas (figura 4).
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Figura 4: Contribui¢do da Vitamina D na etiologia de doengas. A ingestdo insuficiente de Vitamina D
parece se relacionar uma ampla gama de condi¢des nas quais disturbios metabdlicos possam contribuir para

o surgimento de malignidades(KARLIC; VARGA, 2011) .
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1.3.2 Vitamina D e as doencgas autoimunes

Tem sido observado que doengas autoimunes, como a EM, tém a vitamina D
como um possivel fator ambiental relevante para sua etiologia e progressao.
Diversos estudos apontam um efeito anti-inflamatério da vitamina D promovendo
inibicdo da proliferagao de linfocitos T e dos fendtipos Th1 e Th17 e induzindo a
atividade de células T reguladoras (CORREALE; YSRRAELIT; GAITAN, 2009) .
Entre as células da imunidade inata, sabe-se que a vitamina D é capaz de diminuir
a expressao de TLR2, TLR4 e TLR9 em monécitos humanos de forma tempo e
dose-dependente (SADEGHI et al., 2006) tal diminuigdo torna a célula menos
responsiva a PAMPs e DAMPs o que pode funcionar como um mecanismo de
prevencgao da inflamagao excessiva mediada pela ativagao dos TLR.

Considerando-se a importancia de monocitos e macréfagos, no
desenvolvimento de doengas inflamatérias determinadas pela atividade de
linfécitos T, alguns estudos tém analisado o fendtipo destas células e avaliado a
influéncia da vitamina D no perfil fenotipico destas células em individuos com
doencas autoimunes. Em um estudo recente, € sugerido que monécitos CD16+ se
infiltram no SNC e contribuem para o rompimento da BHE em doencgas autoimunes
do SNC (WASCHBISCH et al., 2016). Estudos com mondécitos do sangue periférico
de individuos com doengas autoimunes como diabetes do tipo-1, Diabetes
Autoimune Latente em Adultos (LADA) e Doencga de Bhecet, a adicdo de vitamina

D as culturas de mondcitos reduziu a expressdo de TLR2 e TLR4 e diminuiu a
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producao de IL-1 e TNF-a em resposta aos agonistas destes receptores (DO et al.,
2008; DU et al., 2009).

Embora a vitamina D pareca ser capaz de bloquear a progressdo do surto em
modelo de encefalomielite (CANTORNA; HAYES; DELUCA, 1996), na EM ainda

nao sado conhecidos os efeitos dessa vitamina sobre o perfil de mondcitos

1.3.3 — Vitamina D e Mecanismos Epigenéticos

A forma ativa de Vitamina D foi recentemente considerada
epigeneticamente ativa(KARLIC; VARGA, 2011). Além disso, Os genes
relacionados a sua sintese podem, também, serem reprimidos através de
mecanismos epigenéticos por metabdlitos intermediarios do processe de
sua sintese (BURRELL et al., 2011). A 24-hidroxilase, responsavel pela
degradacgao da forma ativa da Vitamina D também teve um mecanismo de
regulacao epigenético demonstrado (BURRELL et al., 2011; NOVAKOVIC et
al., 2009).

Assim, esses controles epigenéticos exercidos pela Vitamina D séo
primariamente observados através de modificagbes a nivel das histonas,
especialmente de acetilagdes. A atividade do VDR, por exemplo, pode ser
modulada epigeneticamente por acetilacido de histonas(KARLIC; VARGA,
2011).

Dessa forma, diversos estudos corroboram a influencia da Vitamina D em

mecanismos epigenéticos. A exemplo, a exposicdo precoce de
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camundongos neonatais a essa vitamina foi considerada essencial para o
desenvolvimento adequado de células natural Kkiller invariantes (iNKT) e,
além disso, as alteragOes epigenéticas observadas nesse células diante
deficiéncia dessa vitamina ndo puderam ser revertidas apés exposicao tardia
da mesma. Essa informagao, sugere que o status de Vitamina D durante o
desenvolvimento determina o numero de células NKT, que em baixas
concentragdes se relacionam com doengas autoimunes como a EM(YU,;
CANTORNA, 2011).

Dentro desse cenario, um dos mecanismos sugeridos para agdo da
vitamina D sob a EM seria a sua ligagcao ao VDR levando a supressao da
transcricdo da citocina proinflamatérias IL-17, via recrutamento da histona-
desacetilase 2 a regido promotora desse gene (JOSHI et al., 2011) .

Dessa forma, estudos que avaliem a influéncia da vitamina D no potencial
inflamatorio tanto por meio de mecanismos epigenéticos quanto no estudo
de sua interacdo com as células propriamente ditas, como o mondcito,
podem contribuir para a compreensao dos mecanismos imunomodulatorios

pelos quais a vitamina D pode afetar o desenvolvimento da EM.
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2- Justificativa

Entre os aspectos relacionados a imunologia da esclerose multipla sabe-se que o
mondcito € uma célula crucial na manutengao do processo inflamatério responsavel pelos
danos a bainha de mielina. O disparo de cascatas inflamatérias nestas células e o
recrutamento delas para o SNC dependem, respectivamente, de receptores como os TLR
estimulados por PAMP’s e DAMP’s, dentre os quais a proteina HMGB-1, encontrada em
altas concentragées em pacientes com EM e do receptor (CD116) da citocina GM-CSF. O
papel benéfico da vitamina D na EM vem sendo afirmado a partir de diversos estudos que
foram concentrados na modulagcio da atividade de linfécitos T CD4+, no entanto o efeito
desta vitamina nas células mais diretamente envolvidas com a gerag¢ao do dano tecidual,
como os mondcitos, ainda nao havia sido descrito. Ampliar o conhecimento acerca dos
efeitos imunomodulatérios da vitamina D na EM é essencial para abalizar o seu uso como
terapia adjuvante e assim contribuir para trazer melhores perspectivas de intervencgao e

tratamento desta doenca.
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3.1- Objetivo geral:

Comparar, entre individuos sadios e pacientes com EMRR, o perfil fenotipico de
monocitos e avaliar o efeito da vitamina D (1,25(0OH)2D3) na modulagado da

expressao de TLR2, TLR4 , CD14, CD16 e CD116 nestas células.

3.2- Objetivos especificos:

- Analisar comparativamente entre individuos saudaveis e pacientes com EMRR a

expressao ex vivode TLR2 e TLR4 em mondcitos;

- Analisar comparativamente entre individuos saudaveis e pacientes com EMRR a
expressao /in vitro de TLR2, TLR4 em mondcitos na presenga ou auséncia dos

respectivos agonistas;

- Analisar comparativamente entre individuos saudaveis e pacientes com EMRR o
perfil fenotipico dos mondcitos /n vitroem relagao aos niveis de expressao de CD14,

CD16 e avaliar em pacientes a expressao do receptor para GM-CSF, CD116;

-Avaliar o efeito da vitamina D na modulagao da expressao dos receptores TLR na
presenga ou auséncia de agonistas e no perfil fenotipico dos mondcitos de

pacientes de EMRR.
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4- Metodologia

4 .1- Amostras

A utilizagao de amostras bioldgicas proveniente de humanos foi autorizada
pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro (ANEXO I). Foram convocados a participar do estudo pacientes com
Esclerose Multipla na forma Remitente-Recorrente atendidos no servico de
Neurologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro que tivessem até 60 anos, ndo estivessem realizando
tratamento com interferons, ndo tivessem realizado pulsoterapia (corticoides) ha
menos de 30 dias do momento da coleta, ndo estivessem gravidas, que nao
tivessem apresentado sinais ou sintomas de infecgées no ultimo més anterior a
coleta e nao tivessem realizado suplementagdo com vitamina D ha pelo menos 3
meses. Como controle, foram selecionados individuos saudaveis, sem EM-RR, que
nao fizessem suplementagdo com vitamina D, nao possuissem outras morbidades
e que nado tivessem utilizado nenhum farmaco com propriedades

imunomoduladoras nos ultimos quinze dias antes da coleta de amostra.

Para ambos os grupos, foram apresentadas explicagdes sobre o projeto e
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi assinado por todos os

voluntarios que aceitaram participar do presente estudo.

As informacgdes coletadas sobre 0s pacientes estdo apresentadas na tabela
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Tabela 1: Perfil dos pacientes com EMRR que aceitaram participar do estudo.

Pacientes (n=21)

Média de idade em anos [média (variagao)] 35 (14-52)
EDSS [média (variagao)] 1,94 (0-4.5)
Duracdo da doenca em anos [média 7.03 (1-15)
(variagao)]

Mulheres (%) 80

4.2 — Coleta de sangue e isolamento de mondcitos

O sangue periférico (40mL) dos voluntarios foi coletado por meio de pungao
venosa em tubos a vacuo heparinizados (Vaccuteiner — BD). O sangue foi
depositado lentamente sobre gradiente de densidade Ficoll Paque (GE -
Healthcare Life Sciences) em tubo conico de 50mL na propor¢ao 2:1 (Sangue:
Ficoll). Os tubos foram centrifugados a 2000rpm, a 20°C, por 20min em aceleragao
7 e desaceleracao 2. Ao final da centrifugagao, o plasma foi recolhido e congelado
e a camada de células mononucleares (PBMC), presente na interface ficoll/plasma,
foi coletada por aspiragao com pipeta automatica de 1000uL e depositada em tubo
conico de 50mL, a esse tubo foram acrescentados 10mL de tampao fosfato salino
(PBS -Sigma — Aldrich), e posteriormente o tubo foi centrifugado a 1900rpm, a
20°C, por 6min e o e o procedimento de lavagem foi repetido mais uma vez. Apos
as etapas de lavagem, o pellet formado foi ressuspendido em 1mL de meio RPMI
1640 - suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 2% de penicilina e

estreptomicina - (Gibco®-Life Technologies). Essas células foram contadas em azul
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de tripan 0,4% em PBS em cédmara de Neubauer em diluigdo de 1:100 (suspenséo
de células: Tripan). Do total de células obtidas no PBMC foi considerado que 8%
correspondiam aos mondcitos, dessa forma foram distribuidos 3x10° mondcitos em
pocos de uma placa com 24 pogos de fundo chato, que em seguida foi incubada
por 1 hora em estufa umida com 5% de CO2 a 37°C para ades&o dos mondcitos a
placa. Apds o periodo de incubagao, os sobrenadantes foram descartados e os

pocos lavados com PBS a 37°C para remocao das células nao aderentes.

4.3 - Ensaios por Citometria de Fluxo

Os experimentos de citometria de fluxo foram realizados em citbmetro de
fluxo Accuri C6 com o programa de aquisicado CFlow (BD - Biosciences). Para cada
ensaio foram adquiridos 150.000 eventos de cada amostra e a analise dos dados
foi realizada com o software de analise FlowJo V-10.0.8 (Tree Star). Para defini¢cao
da populagao celular de interesse foi feito um gate na regiao de mondcitos (Figura
3B), que € caracterizada pelo seu tamanho (FSC- Forward Scatter Cell) e
complexidade ou granulosidade (SSC- Side Scatter Cell) especificos. Dentre os
eventos contidos nesse gate, foram selecionados aqueles positivos para CD14
(Figura 3B) receptor expresso na membrana plasmatica de mondécitos (YANG et al.,
2014), células dendriticas CD1c+ (HUMAN et al., 2014) e linfocitos B (VITAO;
LABETA, 1994). Para as analises do nivel de expressao de CD14, foi feito um gate

na regidao das células CD14+ e dentre os eventos contidos nesse gate foram
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analisadas as intensidades de fluorescéncia indicativas de alta e baixa expressao
deste marcador (Fig. 4C). Cada variavel estudada foi analisada, portanto, na
populacao celular CD14+ na regido de mondcitos e em cada analise foi respeitado

0 mesmo numero absoluto de células CD14+ para comparacao das variaveis.
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Figura 5: Definicdo da populagéo celular a ser estudada. Para todos os ensaios de citometria de
fluxo foram adquiridos 150.000 eventos e foi feitP um gate (A) na regido de mondcitos e nesse gate
foram selecionadas as células CD14+ (B) onde foi feita a coleta de dados referente a cada

experimento. Entre as células CD14+ foram selecionadas as células CD14low e CD14bigh (C).

4.3.1 - Avaliagao da expressao de TLR2 e TLR4 em mondcitos ex vivo

Apoés o isolamento, as placas foram preenchidas com solugdo de lavagem
(PBS + SFB 1%) e submetidas a baixas temperaturas (0°-4°C). Por meio da
utilizagcao de Cell scrapers foi realizada a remogao dos mondcitos aderidos aos
pocos e em seguida a suspencao de células formada foi transferida para microtubos
de 1,5mL. Em seguida, os mondcitos foram mantidos a 4°C por 30 minutos na
presencga de anticorpos monoclonais: anti-CD14-PE, anti-TLR2 —FITC, anti-TLR4 -
FITC (Biolegend), ao fim desse tempo, os mondécitos foram lavados duas vezes

com 1mL de PBS acrescido de 1% de SFB em centrifugagéo a 4°C, por 7minutos
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em 1900rpm, finalmente as células foram ressuspendidas em 200uL de PBS

1%SFB 4% paraformoldeido para leitura no citbmetro.

O nivel de expressao de cada receptor na superficie do mondécito foi
determinado pela intensidade média de fluorescéncia (MFI) emitida pelo

fluorocromo com o qual o monoclonal foi conjugado entre as células CD14+.

4.3.2 — Avaliacado da expressao de moléculas de superficie em mondcitos /n vitro

Apoés o isolamento, as placas de cultura contendo os mondcitos isolados
foram acrescidas de 500uL de meio RPMI com ou sem adig¢ao de vitamina D (1, 25
di-hidroxi vitamina D3 - Sigma) nas concentragdes de 10-'" M, 10°M e 10-"M
seguindo-se incubacado por 48h em estufa umida com 5% de CO2 a 37°C. As
culturas que receberam estimulos, agonista de TLR2, Palmitoyl (3)-Cys-Ser-Lys
(4)-OH (Pam3Cys - Invivogen), na concentragao de 5ug/ml (Sigma), e agonista de
TLR4, LPS, na concentragao de 10ng/ml (Sigma), permaneceram incubadas nas
mesmas condigdes anteriormente citadas por 24h.

Ao fim da incubacao, os sobrenadantes foram coletados e armazenados sob
congelamento a -4°C. As placas foram preenchidas com solugao de lavagem (PBS
+ SFB 1%) e submetidas a baixas temperaturas (0°-4°C). Por meio da utilizagdo de
Cell scrapers foi realizada a remogdo dos monoécitos aderidos aos pogos € em
seguida a suspencéao de células formada foi transferida para tubos de 1,5mL. Em
seguida, os monaocitos foram mantidos a 4°C por 30 minutos na presenca de

anticorpos monoclonais: anti-CD14-APC, anti-CD14-PE, anti-TLR2 -FITC, anti-
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TLR4 - FITC, anti-CD16- PE e anti-CD116-FITC (Biolegend), e o procedimento de
lavagem para retirada do excesso de anticorpos foi realizado como citado

anteriormente no item 4.3.1.

O nivel de expressao de cada receptor na superficie do mondcito foi
determinado pela intensidade média de fluorescéncia (MFI) emitida pelo

fluorocromo com o qual o monoclonal foi conjugado entre as células CD14+.

4 4- Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, inc.). As amostras utilizadas no estudo foram pareadas
de acordo com idade e género, visando a reducao de interferéncias sobre as
variaveis. Dessa forma, para comparag¢ao das médias entre as variaveis analisadas
foi empregado o teste ANOVA one way com pés teste de Tukey e para comparagao
entre grupos foi empregado o T de Student, todos com intervalo de confianga
bilateral de 95%, logo, foi considerado significativo o valor de p<0,05. Nos graficos,

os dados foram representados por média e erro padrao da média.
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5. Resultados

5.1. Comparacgao da expressao ex vivode TLR2 e TLR4 entre mondcitos de

pacientes com EMRR e de individuos saudaveis

Primeiramente, desejava-se saber se haveria diferenca na expressao basal
desses receptores entre pacientes e individuos saudaveis. Assim, apos recuperagao
dos mondcitos entre as células mononucleares aderentes obtidas de individuos
saudaveis e de pacientes com EMRR, a expressao de TLR2 e TLR4 nestas células,
CD14+, entre os 2 grupos foi comparada e diferengas significativas ndo foram

observadas (Fig. 5)
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Figura 6: Nivel de expressao dos receptores TLR2 (A) e TLR4 (B) em monécitos de pacientes com EM-
RR e de voluntarios saudaveis. A intensidade média de fluorescéncia (MIF) do isotiocianato de
fluoresceina (FITC) entre as células CD14+ incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 e anti-
TLR4 conjugados ao (FITC) foram analisadas por citometria de fluxo e comparadas entre os grupos.
N&o houve diferencga significativa na expressdo desses receptores entre os mondcitos dos 2 grupos

estudados para p<0,05 (n=6).

A expressao desses receptores também foi avaliada in vitro e comparada entre
0s grupos em nivel basal, apenas meio de cultura sem estimulo, e apds ativagao dos

monaocitos com Pam3Cys e LPS, agonistas de TLR2 e TLR4, respectivamente.
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ApObs 24h na presenga ou auséncia dos estimulos, observou-se que monaocitos
de individuos saudaveis apresentaram menor expressdao basal de ambos os
receptores quando comparados aos monocitos de pacientes com EM-RR (Fig. 7A e
7B). Os mondcitos de individuos saudaveis ainda foram capazes de elevar a
expressdo de TLR2 apo6s a exposicdo ao Pam3Cys, o que nao foi observado nos
monaocitos de pacientes, interessantemente, no entanto, a expressao aumentada de
TLR2 nas células ativadas dos individuos saudaveis ainda é significativamente inferior
a expressao deste receptor nas células de pacientes (Fig. 7A). Ja a expressao do
TLR4 nao se alterou em fungdo do estimulo com LPS em nenhum dos grupos
avaliados, se mantendo mais elevada nos mondcitos de pacientes também apds a

ativagao destas células (Fig. 7B).
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Figura 7: Comparagao da expressdo de TLR2 e TLR4 em mondcitos ativados ou ndo com Pam3Cys e
LPS entre os grupos de individuos saudaveis e de pacientes com EM-RR. Os mondécitos foram
mantidos por 48h em cultura e estimulados ou ndo com Pam3Cys (5ug/mL) ou LPS (10ng/mL) por 24h.
A MIF do FITC entre as células CD14+ incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 (A) e anti-
TLR4 (B) conjugados ao FITC foram analisadas. Foi observado aumento da expressdo de TLR2 em
mondcitos ndo ativados e ativados entre pacientes e individuos saudaveis e em individuos saudaveis
também foi observado aumento entre mondcitos ndo ativados e ativados. Foi observada maior
expressdo de TLR4 em mondcitos ndo ativados de pacientes em relagdo a individuos saudaveis.

Diferencas estatisticas com p<0,05 representadas por *. (n=8)
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5.2. Efeito da vitamina D sobre a expressdo de TLR2 e TLR4 em mondcitos de

pacientes com EMRR e de individuos saudaveis

Primeiramente foi realizada uma curva dose-resposta a fim de investigar se
a vitamina D poderia modular a expressao desses receptores de padrao nos
monocitos e em quais concentragoes.

O efeito da vitamina D sobre a expressao basal de TLR2 e TLR4 foi avaliado
apods incubagao dos mondcitos com concentragdes crescentes da vitamina por 48h.

Como demonstrado nos graficos seguintes, a vitamina D na concentragao
de 10-"M foi capaz de reduzir o nivel de expressao basal de TLR2 tanto no grupo
de individuos saudaveis quanto entre pacientes com EMRR. No entanto, ndo houve
efeito de nenhuma das concentragdes da vitamina D sobre a expressao basal de
TLR4 em nenhum dos dois grupos analisados (Fig. 8). A partir deste resultado, a

concentragao de 10-’"M de vitamina D foi empregada nas demais analises.
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Figura 8: Efeito da vitamina D sobre a expressao dos receptores TLR2 e TLR4 em mondcitos de
pacientes com EM-RR e de voluntarios saudaveis. Os mondcitos foram incubados por 48h na
auséncia ou na presencga de concentragdes crescentes de vitamina D e a MIF do FITC entre as
células CD14+* incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 (A) e anti-TLR4 (B) conjugados ao
FITC foram analisadas. Foram observadas diferencas na expressao de TLR2 entre a concentragao
de OM e 10-’"M de vitamina D; entre 10-'"M e 10-’"M no grupo de pacientes; entre os dois grupos na

concentragado de OM e 10-7"M. Foram observadas diferencas significativas entre os dois grupos na
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*kk

concentracdo de OM de vitamina D. Diferengas estatisticas com p<0,05 representadas por * e
(n=8).

Uma vez determinada a concentracdo de vitamina D capaz de inibir a
expressao basal de TLR2, foi decidido entdo estudar o efeito da vitamina D sobre
a modulagdo da expressdo dos receptores TLR2 e TLR4 apds ativagédo dos

monaocitos com seus respectivos agonistas.

Como demonstrado na Figura 9, a pré-exposi¢cao a vitamina D inibiu o
aumento da expressdo de TLR2 induzida pelo Pam3Cys nos mondcitos de
individuos saudaveis (Fig.9A). Nos mondcitos de pacientes, embora o agonista ndo
tenha elevado a expressao do TLR2, a vitamina D reduziu a expressao deste
receptor mesmo nas células ativadas (Fig. 9B). De forma interessante, embora a
vitamina D nao reduza os niveis basais de TLR4 como ja havia sido observado e
demonstrado na figura 8B, ela foi capaz de reduzir a expressao deste receptor em
células ativadas com LPS, tanto de individuos saudaveis, quanto de pacientes.
Denotando um possivel efeito anti-inflamatério da vitamina D in vitro pela redugao

da expressao dos receptores de padrao investigados no presente estudo.
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Figura 9: Efeito de agonistas e da vitamina D na expressdo de TLR2 e TLR4 em mondcitos de
individuos saudaveis e de pacientes com EM-RR. Os mondcitos foram pré-expostos ou ndo a vitamina
D (10-"M) por 48h e incubados na auséncia (controle) ou presenca de Pam3Cys (5ug/mL) ou LPS
(10ng/mL) por 24h. A MIF do FITC entre as células CD14+ incubadas com anticorpos monoclonais anti-
TLR2 (A) e anti-TLR4 (B) conjugados ao FITC foram analisadas. Diferengas estatisticas com p<0,05

representadas por *. (n=7).

5.3. Comparacao da frequéncia de fendtipos de mondcitos entre individuos

saudaveis e pacientes com EM-RR.

Visto que a vitamina D foi capaz de inibir o aumento de expressao de TLR nos
monacitos totais de pacientes e individuos saudaveis, foi decido avaliar se, Apds a
incubagcao dos mondcitos na presencga ou auséncia de vitamina D poderia ocorrer
alteracao da frequéncia de fendtipos distintos de mondcitos. Ao fim do tempo de
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incubacgado, os mondcitos foram marcados com anticorpos monoclonais anti-CD14-
APC e anti-CD16-PE, foram analisadas as frequéncias fenotipicas das subpopulagdes
CD14hishCD16- e CD14nishCD16+ (Figura 10), sem que tivessem sido encontradas
diferencgas significativas nesses parametros para os dois grupos amostrais estudados,
assim como também nao foi observado efeito modulador da vitamina D sobre a
frequéncia destes fendtipos (Figura 10). Demonstrando, dessa forma, que a vitamina
D pode ter efeito anti-inflamatdério apenas na modulagao da expressao de receptores

de padrao, e ndo uma influéncia na frequéncia fenotipica de células proé-inflamatoérias.
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Figura 10: Frequéncias das subpopula¢des de CD14"2" CD16" ¢ CD14"¢"CD16* em mondcitos de
pacientes com EMRR e controles saudaveis. Os monocitos foram incubados por 48h na auséncia ou
na presenca de vitamina na concentragdo de 107’M e as células foram incubadas com anticorpos
monoclonais anti-CD14 conjugado a APC e anti-CD16 conjugados ao PE. As subpopulagdes foram
caracterizadas pela MIF dos fluorocromos e as frequéncias foram analisadas. Ndo foram observadas
diferengas significativas na frequéncias das subpopulacdes para p<0,05 (n=4).
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5.4. Efeito da vitamina D sobre a expressdo de CD116 em mondcitos de

pacientes com EM-RR

Dado que a vitamina D foi capaz de influenciar a expressao de receptores
relacionados a inflamagao, mas nao demonstrou modular a frequéncia de fendtipos
distintos de monacitos, foi decido avaliar mais um receptor expresso por monocitos
que esta envolvido na resposta inflamatéria da esclerose multipla. Para tanto, apds
incubagado com a vitamina D por 48h, foi analisada em mondcitos de pacientes com
EMRR a modulagdo da expressdo de CD116, receptor para GM-CSF, citocina
produzida pelos linfécitos T encefalitogénicos e responsavel pela migragao dos

monacitos através da BHE (VOGEL et al., 2015).

Os dados demonstraram a diminuicdo da expressao deste receptor nas
células CD14high expostas a vitamina D e uma tendéncia a este mesmo efeito nas
células CD14highCD16+ (Figura 11). Sendo assim, mais uma vez a vitamina D se
mostrou capaz de inibir a expressao de receptores em mondcitos relacionados a

resposta inflamatoria da esclerose multipla.
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Figura 11: Intensidade média de fluorescéncia de CD116 nas subpopula¢des de CD14+, CD14high ¢
CD14highCD16* em mondcitos de pacientes com EMRR. Os mondcitos foram incubados por 48h na
auséncia ou na presencga de vitamina na concentracdo de 10-’M e a MIF do FITC entre as células
CD14+ (A), CD14hish (B) e CD14hishCD16* (C) foram analisadas. Nao foi observado efeito da vitamina
D na expressdao de CD116 nas células CD14+, enquanto que nas populagdes CD14high e

CD14highCD16+ foi observada a redugao na expressao desse receptor para p<0,05 (n=4).
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6- Discussao

Sabe-se que a principal caracteristica fisiopatolégica da EM é a inflamacéao,
logo, vias que levam a exacerbagao desses processos no SNC, ganham destaque.
Assim, a ativacao de células residentes desse sistema facilita e permite a formagao
de novas lesdes (PRINZ et al., 2006). Os receptores do tipo Toll estdo presentes
em células da glia e como componentes do sistema imune inato sdo responsaveis
por iniciar respostas contra patégenos. A presenca de infecgées no SNC tem sido
apontada ao longo dos ultimos anos como fator de risco para o desenvolvimento
de EM, uma vez que a ativagao de TLRs por PAMPs e DAMPs pode aumentar a
producao de citocinas inflamatérias, quimiocinas e engajar uma série de vias de
sinalizagao intracelular para regular a natureza, magnitude e duragao da resposta
inflamatoria do hospedeiro (BROWN et al., 2011). Dessa forma, a participacdo dos
receptores do tipo Toll na ativagado de células do sistema imune inato associada a
essa producao de citocinas tem sido indicada como um fator responsavel por
contribuir para o desenvolvimento ou exacerbagdo de eventos autoimunes

(OLSON; MILLER, 2004).

Nesse contexto, Do e colaboradores (2008) nao observaram diferenca
significativa na expressao ex vivode TLR2 e de TLR4 entre mondcitos isolados de
individuos saudaveis e pacientes com psoriase e doenca de Behget inativa. Da
mesma forma, em nosso estudo ex vivorealizado com mondcitos de pacientes com
EMRR nao observamos diferengas significativas entre as células oriundas de

pacientes em comparagao com as de individuos saudaveis. Em contrapartida, no
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trabalho realizado com mondcitos isolados também a fresco de pacientes com
LADA e Diabetes Melitus do Tipo | (DMT1) foi observada maior expressao de TLR4
em pacientes, tanto de LADA quanto de DMT1, quando comparados a individuos
saudaveis e nenhuma diferenca significativa na expressao de TLR2 entre os grupos
analisados (DU et al., 2009b). Outro grupo de pesquisadores verificou relagao entre
TLR2 e TLR4 na patogenia da artrite juvenil idiopatica (AJl) e do lupus eritematoso
sistémico (LES), onde ndo houve diferenga significativa na expressao de TLR2
entre pacientes de ambas as doencas e individuos saudaveis o que também foi
observado em nosso trabalho (KIRCHNER et al., 2013). Enquanto isso, para TLR4
se observou redugao dos niveis de expressao nos pacientes quando comparados
com individuos saudaveis, diferindo do que encontramos em nosso estudo. Dessa
forma, € possivel que o nivel de expressdo ex vivo ao menos do TLR4 em
monaocitos possa apresentar variagdes de acordo com a morbidade apresentada ao
se relacionar com o processo inflamatoério caracteristico de cada doencga, podendo
até mesmo o curso da doenca interferir na modulagao dessa expressao, embora
Kirchner e colaboradores (2013) tenha observado que pacientes em surto nao
apresentaram diferengas na expressdo de ambos os receptores na superficie dos
monocitos quando comparados a pacientes em remissao. Hamid e
colaboradores (2016) ao quantificarem RNAm de TLR4 a partir de PBMC obtido de
pacientes com EMRR observaram menores niveis nos pacientes em relagao a
individuos saudaveis. No presente estudo, embora a expressdo ex vivo dos

receptores nao tenha sido estatisticamente diferente entre individuos portadores de
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EM e individuos saudaveis, foi possivel observar uma tendéncia a menor expressao
desses receptores nos pacientes, como observado em alguns desses estudos.
Sabe-se que disturbios autoimunes como a EM estdo associados a maiores niveis
séricos de PAMPs e DAMPs como a HMGB-1 quando comparados com 0s niveis
de individuos saudaveis (MALHOTRA et al., 2015). Dessa forma, essa maior
disponibilidade de ligantes pode gerar mais interagcbes com esses receptores,
culminando, assim, na internalizagao dos mesmos e acarretar a expressao reduzida
observada nesses trabalhos. Além disso, até mesmo os medicamentos podem ser
capazes de influenciar na regulagdo dos niveis de expressao desses receptores,
visto que ja foi demostrado que o tratamento com Copaxone promove reducgéo da
responsividade de mondcitos quando estimulados com agonistas de TLR2, TLR4 e

TLR5 (WEBER et al., 2004).

Em contrapartida, nos experimentos conduzidos /n vifro observamos maiores
expressdes de TLR2 e TLR4 nos mondcitos de individuos com EMRR quando
comparados a individuos saudaveis. Em comum com nosso estudo, foi observado
que as expressdes de TLR2 e TLR4, assim como de proteinas envolvidas nas suas
vias de sinalizagdo, encontram-se aumentadas em mondcitos de pacientes com
DMT1, e que esse aumento contribui para exacerbacdo do quadro inflamatorio

(DEVARAJ et al., 2008) .

Em nosso estudo foi observado que a ativagao dos mondcitos com agonista
de TLR2 induziu o aumento da expressao deste receptor apenas nos individuos

saudaveis, enquanto que o estimulo com LPS n&o modulou a expressao de TLR4
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em nenhum dos grupos. Esses dados se aproximam do que foi observado em um
trabalho no qual foi relatado haver aumento da expressao de RNAm para TLR2 em
leucocitos ativados de individuos saudaveis sem que o mesmo tivesse sido
observado nas células de pacientes com artrite reumatoide (RA) e osteoatrose.
Nesse mesmo trabalho também nao houve a modulagdo da expressdo de RNAmM
para TLR4 nem em saudaveis nem em individuos com RA, tendo sido sugerido que
tal observagao tenha sido possivel pois talvez as células com maior potencial de
resposta e produgéo de citocinas ja houvessem sido recrutadas para os sitios de
inflamacéao, de forma que ao coletar células do sangue periférico, apenas aquelas
menos reativas podem ter sido disponibilizadas. (KOWALSKI et al., 2008). Juarez
e colaboradores (2010) observaram que o aumento mais pronunciado da expressao
de TLR4 na presenga de LPS em mondcitos e em macréfagos alveolares ocorreu
com um periodo de incubacgao de 10 minutos enquanto que em nosso trabalho esse
experimento foi realizado com 24h de incubagcdo com esse agonista. Essas
diferencas nas condi¢cbes de cultura podem, portanto, também ser um fator que

contribuiu para o resultado que observamos em nosso trabalho.

A capacidade de interacdo do metabdlito ativo da vitamina D (1,25(0OH)2
Vitamina D3) com leucdcitos como o mondcito é conhecida ja ha bastante tempo
(PROVVEDINI et al., 1983) e desde entdo outros trabalhos demonstraram a
influéncia dessa vitamina sobre o sistema imune, descrevendo mecanismos pelos
quais ela exerce efeitos anti-inflamatorios, inclusive, aqueles que envolvem a

modulacao da expressao de receptores TLR. SADEGHI e colaboradores (2006)

67



analisaram mondcitos humanos submetidos a concentracdes crescentes de
vitamina D3 em cultura por 48h e observaram reducao da expressao de TLR4 e
TLR2 tornando as células menos responsivas aos PAMPs, efeito que também foi
observado em monécitos humanos da linhagem THP-1 por VERMA e
colaboradores (2014). Embora o conhecimento sobre a importancia da Vitamina D
em diversos processos fisioldgicos esteja consolidada, ainda se encontra em
debate quando seus efeitos sdo benéficos ou deletérios. Assim, a investigagcédo do
seu potencial terapéutico em doencas inflamatérias tem sido estudada de forma

crescente.

Em um estudo randomizado realizado por Manousaki e colaboradores.
(2017) a Vitamina D foi associada a melhora no combate a infec¢des respiratorias,
da funcdo pulmonar e em mecanismos de imunomodulagao. Em outro
trabalho, realizou-se cohort de 10 anos a fim de se estabelecer relagao entre os
niveis plasmaticos dessa vitamina e aumento da susceptibilidade a sensibilizagao
alérgica, infecgdes do trato respiratério e desenvolvimento de asma, tendo sido
encontrada relagdo inversamente proporcional entre as concentracdes desse
micronutriente e o risco de desenvolvimento de asma na primeira década de vida
(HOLLAMS et al., 2017). Na aterosclerose, outra doenca de carater inflamatério, a
vitamina D demonstrou reduzir a producio de citocinas proinflamatdérias, levou a
reducao de células efetoras inflamatorias em placas ateroscleréticas e ainda foi
capaz de aumentar o numero de células T regulatérias (TAKEDA et al., 2010). No

que tange a EM diversos estudos relatam a presenga de menores dosagens de
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Vitamina D na circulagédo de pacientes e associam maiores niveis plasmaticos a um
carater protetor em relagcdo as suas manifestagcdes. Nesse contexto, O principal
mecanismo sugerido pelo qual a insuficiéncia de vitamina D contribui para a
patogénese da EM é através da sua acdo imunomoduladora que vem sendo
demonstrada em estudos /n vivo (MAHON et al., 2003) e /in vitro(CORREALE et al.,
2009). Em trabalho realizado com pacientes brasileiros a partir do isolamento de
PBMC foi possivel concluir que a adi¢do da forma ativa dessa vitamina as culturas
foi capaz de reduzir a proporgao de células T patogénicas e, além disso, nesse
estudo foi observado que a maior parcela dos pacientes participantes possuia
deficiéncia periférica dessa vitamina (DA COSTA et al., 2016). Com esse conjunto
de achados somados as evidéncias de que a vitamina D é capaz de exercer
modulagdo em mondcitos via TLR procuramos avaliar se esses efeitos também
poderiam ocorrer em mondcitos de pacientes com EM, o que nos levou a realizar a
elaboragcao de uma curva de concentracdo de vitamina D a fim de verificar se
haveria algum efeito na expressdo basal dos receptores TLR2 e TLR4 em
monacitos de pacientes com EMRR. Dessa forma, observamos uma redugao dose-
dependente estatisticamente significativa na expressao de TLR2 tanto no grupo de
pacientes quanto no de individuos saudaveis, embora, mesmo na maior
concentracgao utilizada (107 M), a expressao deste receptor ainda se manteve maior
no grupo de individuos com EM. Esse mesmo papel da vitamina D foi avaliado no
estudo de Do e colaboradores (2008) com mondcitos de pacientes com doencga de

Behget, onde foi observado um comportamento dose-dependente da redugao da
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expressao tanto para TLR2 quanto para TLR4 em mondcitos de todos os grupos
de estudo, sendo eles pacientes com doenca de Behget ativa, voluntarios
saudaveis e linhagem celular monocitica humana (THP-1) enquanto que em nosso
trabalho so6 foi observada diferenga significativa na expressao de TLR2. O tempo
de incubacgao utilizado com esse micronutriente foi o mesmo empregado em nosso
trabalho (48h), tendo a diferenca observada sido, talvez, devido ao reduzido
numero amostral que nosso trabalho possui em comparagdo com o utilizado por

esses pesquisadores.

Nossos dados demonstram que em células ativadas houve reducédo da
expressao tanto de TLR2 quanto de TLR4 frente a pré-incubagao com vitamina D,
tanto em individuos saudaveis quanto em pacientes com EMRR. Assim, foi possivel
perceber que mesmo diante da presenga dos agonistas desses receptores, a
vitamina D foi capaz de inibir a expressdo desses receptores, sugerindo mais um
mecanismo pelo qual esse micronutriente possa exercer seu papel antinflamatorio
nessa patologia, como foi visto por Li e colaboradores (2013) que, em modelo
experimental murino de EM observaram inibicdo da expressao de TLR8 e da
proteina adaptadora da via de sinalizagcdo MyD88, a mesma utilizada por TLR2 e
TLR4, na presencga de vitamina D, e ainda demonstraram que esse micronutriente
promove o mesmo efeito em THP-1, uma linhagem de monécitos humanos. Assim,
observa-se que todos os dados apontam para reducdo da resposta inflamatéria

pela vitamina D atuando na sinalizagéo e expressao de TLR.
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Nossos resultados condizem com estudos prévios realizados em que se
observa que maiores niveis plasmaticos de vitamina D parecem se relacionar a
reducao do risco de surtos em EMRR, o que pode ser atrelado a mecanismos
antinflamatérios pelos quais ela consiga promover esse efeito (RUNIA et al., 2012).
Até entédo, os estudos em EM que apontam mecanismos pelos quais estes efeitos
anti-inflamatodrios da vitamina D ocorrem foram desenvolvidos in vitro em células
dendriticas e linfocitos T majoritariamente, tendo sido demonstrada a atenuagao da
producdo de citocinas inflamatdrias por linfécitos T CD4 e o favorecimento de
células tolerogénicas (CORREALE; YSRRAELIT; GAITAN, 2009; DA COSTA et al.,
2016). De forma geral, a vitamina D tem sido atrelada a um efeito antinflamatério
que sugere que a corregao da sua deficiéncia possa ser util para suprimir eventos
autoimunes como os observados em pacientes com EMRR. A inducido de células
dendriticas tolerogénicas foi um destes efeitos que foi demonstrado também /n vivo,
promovendo inibicdo da EAE através do aumento da propor¢ao de células T
regulatorias e a reducao da infiltragdo de células Th1 e Th17 pela medula espinhal
(XIE et al., 2017). Outras evidéncias do potencial antinflamatério da vitamina D em
doencgas autoimunes foram demonstradas pela correlagdo entre maiores niveis
plasmaticos desse composto e menor atividade da doenga em pacientes com LES
(AMITAL et al., 2010). Na mesma linha de estudo, a vitamina D também parece
exercer efeito imunomodulatérios em poliartrite, sendo os niveis plasmaticos de seu
metabdlito inversamente proporcional a atividade da doenga (PATEL et al., 2007).

Nesse cenario, nosso estudo € um dos primeiros a apontar a vitamina D como um
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potente inibidor da expressado de receptores TLRs em células de pacientes com
EMRR.

Mondcitos podem ser divididos em diferentes subpopulagdes baseado na
presenca dos marcadores de superficie CD14 e CD16 (ZIEGLER-HEITBROCK,
1996). Os diferentes fendtipos encontrados em diferentes condigdes patoldgicas
tém sido relacionados a diferentes desfechos clinicos e por vezes, atrelados a maior
susceptibilidade a prognodsticos ruins. Apos acidente vascular cerebral (AVC), por
exemplo, ja foi observado aumento da proporg¢ao de mondcitos CD14highCD16+ com
decréscimo de mondcitos CD149mCD16*. Nesse cenario, o fenétipo CD14hishCD16-
foi associado a progndsticos ruins, aumento da mortalidade e piora clinica precoce.
Em contrapartida, mondcitos CD14hishCD16* foram relacionados a menores indices
de mortalidade e CD144mCD16* foram associados a menores areas de infarto,
produzindo assim melhores desfechos clinicos (URRA et al., 2009). Em modelo
murino de EM (EAE) foi observado que mondcitos inflamatérios (IMC) possuem a
capacidade de suprimir a atividade de linfocitos T e de induzir a apoptose dessas
células a partir da producgao de 6xido nitrico (NO) (ZHU et al., 2007), o que inserido
no contexto de EM possui grande relevancia, visto que essas células sao as
principais envolvidas nos processos que levam a degeneragao neuronal e, por
consequéncia, as morbidades associadas a doenga. Em outra analise foi observado
que monodcitos CD16+ em modelo de doencgas inflamatdrias possuiam maior
expressao de moléculas do complexo de histocompatibilidade, atrelando-as a um

maior carater inflamatoério, dada sua maior capacidade de apresentar antigenos e
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assim ativar linfécitos T (YANG et al., 2014). Chuluundjorj e colaboradores (2014)
observaram que monécitos CD14+CD16+ eram ativados e expandidos
preferencialmente durante surtos de EM. Em nosso trabalho nao foi possivel
observar diferengas significativas estatisticamente na frequéncia de nenhum
desses fendtipos entre pacientes e individuos saudaveis, assim como também nao
houve modulacao destas frequéncias na presenca da vitamina D, sendo valido
ressaltar que devido a dificuldade em conseguir pacientes voluntarios a doar
sangue para o estudo que estivessem dentro dos critérios de inclusao no trabalho,
essas analises foram realizadas em um pequeno grupo de pacientes e talvez esse
cenario pudesse ser diferente se fosse analisado um grupo maior, uma vez que ja
foi observado em outro trabalho que a vitamina D in vitro foi capaz de reduzir a
frequéncia de monécitos CD14++CD16+ e CD14+CD16++ em pacientes asmaticos
quando comparados a controles saudaveis (GRUBCZAK et al.,, 2015). Nesse
sentido, pode ser necessario continuar essa investigagdo com maior grupo de
estudo a fim de elucidar se 0 mesmo fenbmeno observado por Grubczak e
colaboradores (2015) é capaz de ocorrer em pacientes com EM ou se, de fato, ha
diferenga no comportamento observado em mondécitos de pacientes asmaticos.

A citocina GM-CSF foi definida previamente como fator de crescimento
hematopoiético (BURGESS; METCALF, 1980) e, hoje, possui outros papéis
conhecidos, tais como a mobilizacdo de células do sistema imune, sendo
responsavel pelo controle numérico de macréfagos em diversos tecidos, por

exemplo (BENNETT, 1996). Além disso, essa citocina é expressa em altos niveis
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em sitios de inflamacgéo, como em fluidos sinoviais de pacientes com RA devido a
sua capacidade de atrair células de origem mieldéide como também de induzir a
sobrevivéncia e ativacdo destas células, contribuindo para o aumento da
inflamacao (CORNISH et al., 2009). No cenario da EM, a citocina GM-CSF adquire
grande importancia devido ao fato de mondcitos ativados por ela adquirirem a
capacidade migrar através da BHE, possivelmente devido a grande produgao de
TNF-a. Além disso, sua producdo, muitas vezes atribuida aos linfocitos T
encefalitogénicos, também ja foi observada sendo realizada por macréfagos e pela
microglia (VOGEL et al., 2015c). Outro aspecto marcante € o aumento da presenga
de células B produtoras de GM-CSF em pacientes de EM (LI et al., 2015).
Diferentes fendtipos de mondécitos possuem diferentes padrdes de migragao
(GEISSMANN; JUNG; LITTMAN, 2003) e podem, além disso, responder de
diferentes formas a GM-CSF (FLEETWOOD et al., 2007). Nesse contexto,
buscamos investigar se o receptor para GM-CSF, CD116, teria sua expressao
modulada pela vitamina D nas diferentes subpopulagdes de mondcitos em
pacientes com EMRR. De maneira interessante, a expressao desse receptor nas
subpopulagdes CD14hish e CD14highCD16* foi sensivel a vitamina D, sendo reduzida
nas células expostas a ela. Parajuli e colaboradores (2014) observaram que células
da microglia de camundongos quando ativadas por LPS sob estimulo de GM-CSF
apresentavam a expressao de TLR4 aumentada, mostrando que talvez seja
possivel que essa convergéncia de sinalizagdo seja necessaria para que o LPS

aumente a expressao de TLR4, dado que em estudos anteriormente citados esse
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efeito ndo pdde ser observado. Nossos dados demonstraram que a vitamina D leva
a reducado da expressdao do receptor de GM-CSF, CD116, nos mondcitos de
pacientes com EMRR nas subpopulagdées CD14Hish e CD14HighCD16+*, fendtipos
esses mais proé-inflamatoérios. Considerando o trabalho de Parajuli e colaboradores
(2014), pode-se entdo especular que a vitamina D poderia entdo atuar na EM,
dentre outras formas, inibindo a expressao de CD116 na microglia e em mondcitos
e dessa forma, indiretamente, reduzir a expressado de TLR4 nessas células e assim
reduzir a inflamagao e o recrutamento de monécitos no SNC. Dessa forma, pode-
se sugerir que as modulagées na expressao de receptores implicados no perfil
inflamatorio da EM observadas na presenga da vitamina D em nosso estudo
possam ter efeito benéfico na pratica clinica atenuando a sintomatologia e
melhorando a qualidade de vida dos pacientes, sendo mais uma possivel via pela

qual essa vitamina exerce seu efeito imunomodulatério.
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7. Conclusodes

Os resultados demonstraram, portanto, que niveis basais na expressao de
TLR4 e TLR2 n&o parecem diferir entre pacientes e individuos saudaveis, no
entanto, frente a vitamina D, a expressao de TLR2 é reduzida. Um efeito inibitério
da vitamina D sobre a expressdo de ambos os receptores, TLR2 e TLR4, foi

observado ap6s ativagao das células pelos respectivos agonistas.

Embora nao se tenha observado efeito modulador da vitamina D sobre as
frequéncias das subpopula¢cdes de mondcitos, a expressao de CD116 entre as

células CD14high parece ser reduzida pela exposig¢ao a vitamina D.

Dessa forma, os dados em conjunto apontam um efeito anti-inflamatério da
vitamina D associado a diminuicdo da expressao de receptores envolvidos tanto
com a ativacido destas células quanto com a migragao delas para o SNC, o que

pode vir a acarretar a reducao das lesdes e, assim, a melhora clinica dos pacientes.
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Laboratorio de Imunidade Inata

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto:

“PERFIL DE CELULAS DA IMUNIDADE INATA DE PACIENTES COM ESCLEROSE
MULTIPLA”

Investigador Principal: Dra. Vera Carolina Bordallo Bittencourt — Professora de
Imunologia da UNIRIO.

Tels.: 2531-7906/ 993123537
EXPLICACAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PARTICIPANTES

Proposito do estudo

O proposito desse estudo ¢ avaliar o impacto de diferentes eventos imunes em
pacientes com Esclerose Multipla (EM) e compara-los com individuos saudaveis.

1.2- Procedimentos

Durante a consulta clinica com o médico, uma vez estabelecido o diagnostico de
EM, o médico fara algumas perguntas de relevancia para o nosso estudo. Essas perguntas
objetivam avaliar relatos de intercorréncias clinicas de relevancia imunolégica, tais como o
numero de episodios de surtos ao ano, ocorréncia de reacdes alérgicas e de outras
imunopatologias.

Apos a entrevista, e com o consentimento oral e por escrito do paciente, o médico
ira colher o volume total de 40 mL de sangue periférico que sera utilizado para avaliacdo
de seu sistema imune.

1.3- Riscos e desconfortos

A aplicagdo das perguntas nao oferece nenhum tipo de risco ou desconforto. Caso vocé
esteja se sentido desrespeitado, pode interrompé-lo a qualquer momento. Para coleta do
sangue periférico sera utilizado material estéril, descartavel, sob condi¢cdes adequadas.
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Beneficios

Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes resultados
poderao fornecer informagdes importantes relacionadas a EM. Mas, eles podem nao lhe
trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios anos de estudos em um
numero elevado de pacientes. No entanto, caso os achados sejam significativos, o seu
médico terd acesso a todos eles e podera, caso julgue necessario, apresenta-los a vocé.

1.5-Alternativas para a participagcdo

Sua participagdo nesse estudo ¢ voluntaria. Voc€ podera interromper a entrevista ou
ndo permitir a coleta de seu sangue a qualquer momento, sem nenhum problema para voce.
Vocé também podera se retirar do estudo a qualquer momento sem nenhum prejuizo
quanto ao seu atendimento pela equipe médica hospitalar.

1.6- Custos e compensacgoes

Vocé ndo pagarad nada para participar nesse estudo. Vocé nao sera pago por estar no
estudo.

1.7- Confidenciabilidade

Este estudo envolve informagdes confidenciais. Essas informacdes serdo mantidas
estritamente confidenciais entre os membros envolvidos na pesquisa. Qualquer publicagdo
cientifica dos resultados ndo identificara vocé.

1.8- Direito para se retirar da pesquisa

Sua participacdo ¢ voluntaria. Vocé ndo ¢ obrigado a participar nessa pesquisa.
Vocé ¢ livre para interromper a qualquer momento sua participagao.

Perguntas ou problemas

Se vocé tem alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, entre em contato
com Dr?. Denise Medrado ou Dr®. Vera Carolina B. Bittencourt, professora e Imunologista
da UNIRIO tel: 2531-7906; 993123537

Consentimento

Uma vez que vocé leu (ou lhe foi explicado) e entendeu o propoésito desse estudo,
os procedimentos que serdo realizados, os riscos e beneficios, e vocé
VOLUNTARIAMENTE concorda em fazer parte desse estudo, favor assinar seu nome
abaixo:

Nome do Individuo entrevistado:

Assinatura do Individuo entrevistado:

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

Assinatura do Investigador:
Testemunha:
Assinatura da Testemunha:

Data:
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ANEXO Il

HOSPITAL UNIVERSITARIO

GAFFREE E W"“‘
GUINLE/HUGG/UNIRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PERFIL IMUNE NA ESCLEROSE MULTIPLA
Pesquisador: Cleonice Alves de Melo Bento

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 43009015.6.0000.5258

Instituicao Proponente: Hospital Universitario Gaffree e Guinle/HUGG/UNIRIO

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.044.203
Data da Relatoria: 29/04/2015

Apresentagao do Projeto:
ANALISE DO PERFIL FUNCIONAL DOS LINFOCITOS DE PACIENTES COM ESCLEROSE MULTIPLA

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar o impacto de diferentes fatores ambientais no perfil funcional das dos linfécitos de pacientes com
esclerose multipla remitente recorrente

(EM-RR) e sua relacdo com o curso da doenca e resposta a terapéutica.

Objetivo Secundario:

Avalair a expresséo de diferentes tipos de receptores do tipo toll (TLRs) em células T e B de pacientes com
EM-RR; Investigar o papel de diferentes

agonistas de TLRs na resposta proliferativa e producéo de citocinas em culturas de células T de pacientes
com EM a proteina basica da mielina

(PBM); Avaliar a habilidade do glicocorticoide em modular a resposta das células T e B de pacientes com
EM estimuladas in vitro com PBM, na

presenca ou na auséncia de diferentes agonsitas de TLRs; Avalair a capacidade da vitamina D em modular
o status funcional das céluals T e B de

pacientes com EM-RR seguindo a adicdo de PBM com ou sem diferentes agonistas de TLRs.

Enderego: Rua Mariz e Barros n® 775

Bairro: Tijuca CEP: 22.270-004
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)1264-5317 Fax: (21)1264-5177 E-mail: cephugg@gmail.com
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Continuacdo do Parecer: 1.044.203

Investigar uma possivel correlacédo entre a frequéncia

de diferentes fenotipos das células T e B Ag-especificas estimuladas sob diferentes condi¢des com o grau
de incapacidade neurolégica dos

pacientes com EM-RR e a resposta a terapéutica. Investigar uma possivel correlacao entre a frequéncia de
diferentes fendtipos das células T e B Ag

-especificas estimuladas sob diferentes condigées com os niveis de vitamina D no sangue periférico.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos sao aqueles relacionados com a retirada rotineira de sangue, como leve desconforto
doloroso ou discreta rouxidéo local.

Beneficios:

Pelos resultados dos ensaios que seréo realizados, o paciente nao sera beneficiado diretamente, nem seus
descendentes. Contudo, irdo nos ajudar

a compreender melhor como o sistema imune ataca os neurénios do sistema nervoso central. Ainda ira
ajudar a identificar porque alguns pacientes

possuem formas mais agressivas da doen¢ca com maior progressdo e menor resposta a terapéutica
disponivel. Esse conhecimento possivelmente

ajudara no desenvolvimento futuro de novas estratégias de tratamento e controle das crises de
incapacidade neuroldgica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

o projeto tem como desfecho principal: Conseguir demonstrar que elevada expresséo de receptores do tipo
toll (TLRs) nas células T esta atrelada a maior progressao da esclerose multipla e a menor responsa ao
corticoide, droga imunossupressora utilizada para controlar as crises clinicas. Ademais, deficiéncia de
vitamina D no sangue

pode estar atrelada a uma forma mais agressiva da doenca.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Presentam-se completos.

Recomendagdes:

néo ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
néo ha.

Enderego: Rua Mariz e Barros n® 775

Bairro: Tijuca CEP: 22.270-004
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)1264-5317 Fax: (21)1264-5177 E-mail: cephugg@gmail.com
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Contnuaglo do Parecer: 1.044.202

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nio

Consideragoes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 30 de Abril de 2015

Assinado por:
Pedro Eder Portari Filho
(Coordenador)

Endersgo: Rua Marz e Baros n° 775

Balrro: Tijuca CEP: 22.270-004

UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)1264-5317 Fax: (21)1282-5177 E-mall: cephugg@gmall.com
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