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INTRODUCAO

Esclerose Muiltipla (EM) é uma desordem autoimune cronica do cérebro e medula espinhal, na qual células T ativadas perifericamente infiltram o Sistema Nervoso Central (SNC) e
geram lesdo a bainha de mielina. Apesar dessa doenca ter uma forma monofasica, a maioria dos pacientes possui uma forma recorrente com ataques neuroldgicos que levam a
déficits das fungdes sensoriais, motoras, autondmicas e cognitivas (ADAMS & VICTOR, 1989). A EM, por ser uma doenga neuroldgica comum em adultos jovens, possui uma série de
implicagdes para o paciente e para a sociedade. Uma série de estudos recentes tem demonstrado a participacao das células Th17 naimunopatogénese da EM (MATUSEVICIUS ETAL.,
1999; HOLLIFIELD ET AL., 2003; BRUCKLACHER-WALDERT ET AL., 2009; KEBIR ET AL., 2009; LOVETT-RACKE, YANG, RACKE, 2011). Como em outras doencas autoimunes, a patogénese
da EM ¢ influenciada por fatores ambientais, como o estresse psicoldgico (MOHR ET AL.,2004; SIEGERT & ABERNETHY, 2005; STOJANOVICH & MARISAVLIEVICH 2008). Durante o
estresse, 0 sistemaimune é modulado pelo Sistema Nervoso Simpatico periférico e central através da liberacao de catecolaminas, como a dopamina (DA). A DA ndo apenas participa
como neurotransmissor, principalmente no SNC, mas também contribui para a modulaco da funcao imune (PACHECO ET AL., 2009; NAKANO ET AL., 2011). Portanto, levando-se
em conta que DA é a principal catecolamina do SNC e seus niveis periféricos estdo elevados durante eventos estressantes, estudos sobre 0 impacto dessa catecolamina no status
funcional de células T de pacientes com EM sdo necessarios

OBJETIVO
Avaliar os efeitos de doses de DA relacionados ao estresse no comportamento funcional das células T e dos monécitos do sangue periférico dos pacientes com a forma
recorrente remitente da EM (EM-RR).

METODOLOGIA

Para o nosso estudo, 20 pacientes com diagnéstico definido de EM-RR foram recrutados do hospital da Lagoa. Todos os pacientes estavam em remisséo
clinica na data da coleta de sangue e nao haviam recebido medicamentos modificadores da doenca (como corticdides) por, pelo menos, trés meses antes
da coleta. 0 status de incapacidade dos pacientes foi registrado de acordo com a escala de status de incapacidade expandido de Kutzke (EDSS) (KURTZE,
1983) no momento do estudo. Como grupo controle, vinte individuos sauddveis de idades correspondentes e sem histdria de doenca autoimune foram
também recrutados para o estudo. Finalmente, nenhum dos individuos possuia diagnéstico clinico de infeccao nos tltimos trés meses anteriores a coleta
de sangue. 0 consentimento foi obtido de cada paciente e o estudo foi aprovado pelo comité de ética para pesquisa em assuntos humanos da Universidade
Federal do Estado do Rio de janeiro (UNIRIO). Para avaliar a resposta imune in vitro, culturas de células mononucleares do sangue periférico (1 x 106/mL)
foram ativadas com phytohemaglutinina (PHA) a 1 pg/mL (Sigma, Co) por 3 dias (TEIXEIRA et al., 2013). Em alguns experimentos, mondcitos circulantes
foram ativados com lipopolissacarideos (LPS) de Escherichia coli (Sigma, Co) a 100 ng/mL por 24 horas (TEIXEIRA et al., 2013). Nesses experimentos,
os sobrenadantes dos mondcitos ativados pelo LPS foram coletados para analisar sua habilidade de modular a producdo de IL-17 e IL-10 por culturas
de células T (D4+ autélogas ativadas policlonalmente com PHA. Para avaliar o efeito da dopamina (DA), as células T ou mondcitos foram cultivados
na presenca de doses relacionadas ao estresse dessa catecolamina (1 x 10-5 M ou 1 x 10-6 M) (CONSENTINO et al., 2004). O efeito do glicocorticéide
foi avaliado pelo uso de hidrocortisona (HC), adicionado as culturas nas concentragdes de 1x 10—6 M ou T x 10—5 M (Sigma Chemicals, St Loius, MD).
Finalmente, em alguns experimentos, o efeito da sinalizacdo via receptor para IL-6 (IL-6R) (MIHARA ET AL., 2005) foi aferido através da adi¢ao 100 pg/mL
de de anticorpo monoclonal (mAb) anti-IL6R humanizado (Tocilizumab, Roche). Todas as culturas foram mantidas no tempo indicado em estufa de 02 a
5% e a temperatura de 37 0C. Quanto aos ensaios imunofuncionais, nés avaliamos nesse estudo a proliferacao das células T, medida pela incorporacao de
[3H] timidina, e o contetido in vitro de citocinas presente nos sobrenadantes dessas culturas através da técnica ELISA utilizando o protocolo do fornecedor
(Kits OptEIA ELISA, BD, Pharmigen, San Diego, CA). A andlise estatistica foi feita usando o software Prism 5.0. A significincia em todos os experimentos
foi definida como p < 0.05.
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RESULTADOS

A extensao da linfoproliferacdo em resposta ao PHA foi significantemente inferior em culturas de células T de pacientes com EM-RR, sendo esse fendmeno associado a
menor produgcdo de IL-2 e a severidade da doenca, calculado pelo valor do EDSS, como jd descrito anteriormente (MERRIL et al., 1984). Interessantemente, enquanto
a DA diminuiu a expanséo das células T no grupo controle, essa catecolamina aumentou a expansao das células T de pacientes com EM-RR, independente do EDSS.
Ademais, a adi¢ao da DA também amplificou, nas culturas das células T (D4+ ativadas de pacientes com EM-RR, a producdo de IL-17 e, principalmente, da IL-6, ambas
citocinasimplicadas na progressao das lesdes no SNC como descritos em LOVETT-RACKE et al (2011). Interessantemente, a HC, um poderoso imunossupressor utilizado
no controle das recaidas clinicas da doenca, teve menor efeito em reduzir a linfoproliferacao e producdo de citocinas relacionadas ao fendtipo Th17 no grupo dos
pacientes com EM-RR, sendo ambos os fendmenos amplificados pela adicdo da DA. Sabe-se que, na progressdo da doenca, os pacientes, principalmente aqueles com
desordens depressivas maiores, tendem a se tornar resistentes a essa droga (FISCHER et al., 2012), o que provavelmente é gerado pelo envolvimento da DA sequndo
nossos achados preliminares. Adicionalmente, a presenca de DA reduziu a producdo das citocinas anti-inflamatdrias IL-10 e TGF- nas culturas de células T ativadas
obtidas de pacientes com EM-RR, estudo de CONSENTINO et al (2012) demonstrou que a DA através dos receptores tipo-DR1 aboliam a capacidade das Tregs dos
pacientes com EM de abolir a proliferacdo das células T efetoras. A capacidade da DA em ampliar tanto o fenétipo Th17 quanto reduzir a eficécia da HC em modular o
status funcional das células T dos pacientes com EM-RR foram também atreladas a habilidade dessa catecolamina em elevar a produgdo de IL-23 e, principalmente,
IL-6 por mondcitos ativados pelo LPS. Finalmente, o bloqueio da sinalizacdo do receptor para IL-6 (IL-6R) com mAb em culturas de mondcitos ativados com LPS
reduziu a capacidade dessas células em amplificar tanto a produgdo de IL-17 quanto a proliferacdo das células TCD4-+, porém aumentou a liberacdo de IL-10.

CONCLUSAO

Apesar de preliminares, nossos dados indicam que a dopamina (DA) amplifica a expanséo de clones de células Th17 refratdrios a inibicao pelo corticéide em pacientes com
EM-RR e sugerem que esse fendmeno pode estar, a0 menos em parte, relacionado a habilidade dessa catecolamina em elevar a produgdo de IL-6 por mondcitos e pelas
lulas T CD4+.
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