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RESUMO

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune desmielinizante do sistema nervoso
central, sendo o curso remitente recorrente a forma mais prevalente da doencga. Apesar de a
EM ser considerada uma doenca autoimune de mediacdo celular, tanto o seu
desenvolvimento quanto gravidade sé&o influenciados por diferentes fatores de risco, tal
como o estresse. Em adicdo as incapacidades fisicas, transtornos de humor, como a
depressdo, sdo comuns nos pacientes com EM. Nesse sentido, classicamente, os niveis de
serotonina, também conhecida como 5-hidrotriptanamina (5-HT), sdo reduzidos durante a
depressdo. Como a 5-HT possui diferentes efeitos imunomoduladores, o objetivo do
presente estudo foi investigar a capacidade da serotonina em modular o status funcional das
células T de pacientes com EM na fase de remisséo clinica. Para esse estudo, amostras de
sangue foram colhidas e células mononucleares periféricas (CMSP) foram purificadas de
pacientes (n=27) e de individuos saudaveis (n=29). Para ativar policlonalmente as células T,
as culturas de CMSP foram mantidas por 3 dias na presenca de PHA. Em alguns
experimentos, células T CD4" e T CD8" foram purificadas dos pacientes com EM e
estimuladas por 3 dias na presenca de anticorpos anti-CD3/anti-CD28. Finalmente, para 0s
experimentos de citometria de fluxo, as culturas de CMSP foram ativadas por 4h na
presenca de PMA e ionomicina na presenca de Brefeldina A. O efeito da serotonina no perfil
imune foi avaliado adicionando 200 ng/mL de 5-HT no inicio do tempo de cultura. Em nosso
estudo, nds observamos que tanto a resposta proliferativa, determinada pela captura de [3H]
timidina, quanto a liberacdo de IFN-y, TNF-a e IL-6, quantificadas por ELISA, foram
reduzidas pela 5-HT adicionadas as culturas de CMSP ativadas de ambos 0s grupos
experimentais. Adicionalmente, a 5-HT reduziu a producéo de IL-17 e IL-21 nas culturas de
CMSP apenas dos pacientes. Por outro lado, a 5-HT elevou a producédo de IL-10 em todas
as culturas de células. Nos pacientes com EM, os efeitos da 5-HT em modular a producéo
de citocinas foi particularmente mais evidentes no compartimento das células T CD4". Uma
analise mais detalhada demonstrou que a 5-HT foi capaz de reduzir a frequéncia de células
Thl e Th17, enquanto favoreceu a expansao de células T reguladoras CD39" produtoras de
IL-10. Logo, nossos resultados demonstraram um efeito anti-inflamatério dominante da 5-HT
sobre as células T dos pacientes com EM. Levando em consideracdo que a depresséo é
caracterizada por uma reducédo de 5-HT, nossos resultados explicam, ao menos em parte,

por que transtornos de humor podem ter um impacto negativo no curso clinico da EM.

Palavras-chave: serotonina, esclerose mdltipla, células T, citocinas, Thl, Th17, Treg.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating disease of the central nervous
system, and the relapsing remitting course is the most prevalent form of the disease.
Although MS is considered a cellular-mediated autoimmune disease, its development, as
well as severity, are affected by various risk factors, such as stress. In addition to the
physical disabilities, mood disorders, such as depression, are common in patients with MS. It
is well known that serotonin levels, also known as 5-hydroxytryptamine (5-HT), are reduced
during the depression. As the 5-HT has different immunomodulatory effects, the aim of this
project was to investigate the ability of serotonin to modulate the functional status of T cells
of MS patients in clinical remission. For this study, blood samples were collected and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were purified from patients (n = 27) and healthy
individuals (n = 29). To activate T cells, PBMC cultures were maintained for 3 days in
presence of PHA. In some experiments, CD4" T cells and CD8" T cells were purified from
MS patients and stimulated for 3 days in the presence of anti-CD3/anti-CD28 antibodies.
Finally, for the flow cytometry experiments, cultures of PBMC were activated for 4 hours in
the presence of PMA plus inonomycin. The effect of serotonin on the immune profile was
evaluated by adding 200 ng/ml of 5-HT at the beginning of time of culturing. In our study, we
observed that both proliferative response, determined by the [3H] thymidine up-take, as well
as the release of IFN-y, TNF-a and IL-6, quantified by ELISA, were reduced by 5-HT added
to activated PBMC cultures obtained from both experimental groups. Additionally, the 5-HT
reduced IL-17 and IL-21 only in PBMC cultures from patients. Furthermore, 5-HT increased
IL-10 production in all cell cultures. In MS patients, the effects of 5-HT in modulating cytokine
production was more evident in the compartment of CD4" T cells. A more detailed analysis
has shown that 5-HT was able to reduce the frequency of Thl and Th17 cells, while favoring
the expansion of IL-10-poducing regulatory CD39" T cells. In conclusion, our results
demonstrated a dominant anti-inflammatory effect of 5-HT on T cells from MS patients.
Taking into consideration that the depression is characterized by a reduction of 5-HT levels,
our results could explain, at least in part, because mood disorders could have a negative

impact on the MS clinical course.

Keywords: serotonin, multiple sclerosis, T cells, cytokines, Thl, Thl7, Treg.



1. INTRODUCAO

1.1 — Consideracdes Gerais

A Esclerose Mdltipla (EM) é uma doenca autoimune inflamatéria crénica do
Sistema Nervoso Central (SNC), com curso clinico heterogéneo, caracterizada pela
inflamacédo e desmielinizacdo no parénquima cerebral, degeneracdo axonal e gliose
(DECK et al., 2013). E uma doenca causada pela complexa interacéo entre fatores
genéticos e ambientais (LILL, 2014), que afeta mais de 2,5 milh6es de pessoas em
todo o mundo (MILO & KAHANA, 2010). A EM é a principal causa de incapacidade
neuroldégica cronica em adultos jovens (20-40 anos), tendo, portanto, um forte
impacto socioecondmico (CORES et al., 2014). Apesar de a doenca poder seguir
diferentes cursos apos o diagnéstico definitivo, a maioria dos pacientes com EM
(85% - 90%) apresenta a forma recorrente-remitente (RR), caracterizada por
recaidas clinicas seguidas de remissdes (DECK et al., 2013).

Fatores intrinsecos ou extrinsecos, como 0 estresse psicolégico, podem
aumentar o risco de desenvolvimento de doencgas autoimunes (DECK et al., 2013).
O estresse é qualquer injaria externa ou interna que seja capaz de interferir na
homeostase, que é a manutencdo do equilibrio interno necesséario para a
sobrevivéncia do ser humano (SELYE, 1977). No contexto da EM, estudos indicam
que eventos psicolégicos adversos podem servir como gatilhos para o
desenvolvimento da doenca e/ou recaidas clinicas (MOHR et al., 2004; SCHUMANN
et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais o estresse funciona como fator de risco para o
estabelecimento e agravamento da EM sdo multiplos e ainda pouco explorados em
suas bases moleculares. Um efeito deletério direto refere-se a capacidade do
estresse em aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE), o que
pode acarretar um aumento na infiltracdo de células imunes periféricas para o
parénquima cerebral (KIM, 2012), local da auto-agresséo na EM. Ademais, quando
presentes no parénquima cerebral, as células imunes migrantes entram em contato
com neurotransmissores e, uma vez expressando receptores para essas moléculas,

ficam sujeitas a imunomodulacgéo.



Um dos diagnosticos mais comuns relacionados aos transtornos de humor em
pacientes com EM é a depressdo. A depressdo apresenta um impacto negativo
severo em pessoas com EM (WATSON et al., 2014), uma vez que pode prejudicar
componentes chaves da imunidade celular, tornando o individuo ndo apenas mais
susceptivel a doencas infecciosas (BENTON et al., 2010), como também influenciar

o curso clinico da doenca (KIM, 2012).

Muitos dos efeitos deletérios da depressdo na imunidade estdo atrelados a
disturbios na producéo de importantes neurotransmissores, tal como a serotonina (5-
HT — 5-hidroxitriptamina), que tem sido implicada na fisiopatologia da depresséo.
Sabe-se que linfocitos T sdo capazes de expressar diferentes subtipos de receptores
para a 5-HT (STEFULJ et al., 2000; KHAN & GHIA, 2010; SNIR et al., 2013), mas
até o momento nenhum trabalho foi conduzido na tentativa de investigar os efeitos
da 5-HT sobre o status funcional da célula mais implicada na EM, os linfécitos T.
Esse tipo de estudo é importante, pois fornece informacdes que podem ajudar no

manejo clinico multidisciplinar dos pacientes.

1.2 — Sistema Imune

O Sistema Imune (SI) € composto por diversas células e moléculas que tém,
como principal fungéo, a prote¢do contra microorganismos infecciosos e substancias
estranhas ndo infecciosas. Diante de potenciais ameacas, essas células podem
desencadear respostas que, normalmente, culminam na eliminacdo ou no
confinamento dos invasores indesejaveis. De modo geral, existem dois grandes
grupos de elementos celulares que compdem o sistema imune: as células da
imunidade natural (como, por exemplo, fagocitos e células desgranuladoras) e da
imunidade adaptativa (linfécitos T e B classicos). A imunidade natural é a primeira
frente de combate em uma resposta imune primaria, sendo executada
principalmente por fagocitos. A acdo imune tardia, executada pelas células da
imunidade adaptativa, € fundamental para o controle desses invasores. Porém, na
dindmica da resposta imune, a intensa interagdo que ocorre entre 0s dois tipos de

imunidade € necessaria para garantir maior sucesso contra o invasor.



1.2.1 — Ativacdo e diferenciacdo de linfocitos T efetores: papel das células
dendriticas

Os linfocitos T podem expressar moléculas de superficie, como, por exemplo,
CD4 e CD8 (CD — grupo de diferenciacédo, do inglés Cluster of differentiation),
permitindo, dessa forma, dividi-los em dois grandes grupos: os linfocitos TCD4" e os
TCDS".

Os linfocitos TCD4" ocupam uma posicéo de destaque, pois regulam a funcéo
de todas as outras células do sistema imune no combate aos agentes infecciosos.
Essas células, por exemplo, sdo fundamentais tanto na resposta imune humoral
mediada pelas células B quanto na ativacio dos linfécitos TCD8". Adicionalmente, a
funcdo das células da imunidade natural é normalmente regulada positivamente por

diferentes citocinas liberadas pelas células T CD4" efetoras.

Os linfocitos T, para efetuarem suas funcdes, dependem de sinais cognitivos
e soluveis liberados por um conjunto de células da imunidade natural conhecidas
como células apresentadoras de antigeno (APCs — do inglés antigen presenting
cells), especialmente as células dendriticas (DCs — do inglés dendritic cells).

As DCs originam-se de precursores na medula-6ssea e residem em varios
tecidos e 6rgaos. Quando comparada a outras células do sistema imune inato, as
DCs apresentam biologia mais complexa (BONASIO & VON ADRIAN, 2006;
HUGUES et al.,, 2006). Essas células sdo divididas em duas sub-populacfes: as
DCs mieloides (mDC) e plasmocitoides (pDC), que diferem na origem e nos
marcadores de superficie que sdo expressos. As pDCs expressam CD11c, o CD11b
e o CD8a (CD11¢"CD11b*CD8a"); ja as mDCs expressam altos niveis de CD11c e
nao apresentam o CD11b e o CD8a (CD11c¢""CD11b'CD8a’) (BONASIO & VON
ADRIAN, 2006; HUGUES et al., 2006). Entretanto, independente de sua origem, as
DCs imaturas possuem capacidade de internalizar e processar antigenos, mas
apresentam pouca habilidade de ativar células T naives/virgens. Todavia, ao
reconhecerem diferentes agonistas dos receptores do tipo Toll (TLR — do inglés Toll-
like receptors), ou citocinas inflamatérias como a interleucina (IL)-18, o fator a de
necrose tumoral (TNF-a) ou o interferon (IFN)-y, essas células se tornam APCs

eficientes, sendo entdo capazes de ativar células T naives (WATTS et al., 2007).



Por expressarem diferentes tipos de TLRs, as pDCs e mDCs respondem a
tipos diferentes de antigenos, conhecidos como padrées moleculares associados a
patébgenos (PAMPs — do inglés Pathogen-associated molecular patterns). Nesse
sentido, enquanto as pDCs expressam altos niveis de TLR-7 e TLR-9, que
reconhecem material genético de virus e de bactérias, respectivamente (CAO & LIU,
2007), as mDCs, por exemplo, expressam niveis elevados de TLR-4, capacitando-as
a responder a patégenos de composicdo glicolipidica, polissacaridica ou
glicopolissacaridica, como o lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular de
bactérias gram-negativas (CARBONE & HEATH, 2003). Logo, o tipo de resposta
imune mediada pelas células T classicas é grandemente influenciada pela
expressao diferencial desses receptores, como por exemplo, a ativacdo das pDCs
com agonistas do TLR7, que induz a secrecao dos interferons do tipo | (IFN-a e IFN-
B), que sdo fundamentais na resposta imune contra virus e células neoplasicas
(CARBONE & HEATH, 2003; CAO & LIU, 2007; FAZILLEAU et al., 2007).

Os linfécitos sao ativados na regido paracortical dos ganglios linfaticos, uma
vez que as DCs saem do sitio de infllamacédo para apresentar o antigeno ao linfécito
T. Durante essa migracdo, as DCs amadurecem, passando a expressar diferentes
moléculas de superficie que sdo necessarias para a apresentacdo de antigenos e
ativacao e diferenciacédo de linfécitos T. A ativacdo dessas células requer uma zona
de forte aderéncia — a sinapse imunolégica — que envolve reorganizacao do
citoesqueleto e redistribuicdo focal do complexo Ag-MHC e moléculas
coestimulatorias, maximizando a interacdo entre DCs e linfécitos ao formar uma
plataforma estavel para o recrutamento e exposicdo de moléculas de sinalizacédo
(O’CONNEL et al., 2006)

Com relagdo a ativagdo dos linfocitos TCD4", para que esta ocorra, S&o
necessarios dois sinais. O primeiro sinal corresponde a apresentacdo de peptideos
antigénicos acoplados as moléculas do MHC de classe Il aos receptores de célula T
(TCR —T cell receptor) antigeno-especifico (DUSTIN et al., 2006). O segundo sinal é
a ligacdo da molécula CD28, receptor de superficie constitutivo dos linfocitos T, as
moléculas da familia B7 (CD80/CD86), expressas na superficie das DCs maduras.

Esses sinais sdo suficientes para promover a linfoproliferacéo, j& que sdo capazes



de induzir a producdo e secrecdo de IL-2 pelos linfocitos TCD4" antigenos-
especificos (DUSTIN et al., 2006; HENRICKSON & VON ADRIAN, 2007).

Para a diferenciacéo das células TCD4", ap6s a expansao clonal, um terceiro
sinal faz-se necessario. Esse sinal é principalmente mediado pela secrecdo de
mediadores soluveis pelas DCs, que conduzem a diferenciacdo dos linfocitos T
ativados em diferentes fendtipos (figura 1) capazes de secretar padrdes diferentes

de citocinas, que irdo regular e coordenar as respostas imunes.

Apesar de as citocinas liberadas pelas DCs serem o0s principais mediadores
solliveis que auxiliam ou determinam a diferenciacdo dos linfocitos TCD4", varios
estudos apontam também um envolvimento de hormdnios e neurotransmissores em
auxiliar na diferenciacdo do fenétipo final (TAN et al., 2015; PROCACCINI et al.,
2015; WEINSTEIN et al., 2015).

Nesse contexto, sob a acdo da citocina IL-12 secretada pelas mDCs o fator
transcricional T-bet (do inglés T-box transcription fator) induz, nas células T, a
diferenciacdo em células T auxiliares do tipo 1 (Thl — T helperl) (FAZILLEAU et al.,
2007; HENRICKSON & VON ADRIAN, 2007; ZHU et al., 2010b). O fenétipo Thl
secreta grandes quantidades de IFN-y e IL-2, realizando a resposta imune celular,
fundamental no combate a microorganismos intracelulares obrigatorios ou
facultativos por aumentar a ativacdo de fagocitos, células assassinas naturais
(células NK — natural killer) e dos linfocitos T CD8". O IFN-y, secretado pelas células
Thl, também induz a producdo e secrecdao de IgGl e IgG3 pelos linfécitos B
humanos (MCKINSTRY et al., 2010).

Na presenca de niveis elevados de IL-4 produzidos pelas mDCs, os linfocitos
TCD4" diferenciam-se em células T auxiliares do tipo 2 (Th2 — T helper 2), através
da inducédo do fator de transcricdo GATA-3 (GATA-3 — do inglés trans-acting T-cell-
specific trancription fator) (ZHU et al., 2010b). Esses linfocitos, ao secretarem IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, induzem a producao e secrec¢do de anticorpos da classe IgE
que participam da resposta imune envolvida no combate as infestacbes por
helmintos e nas reacgdes de hipersensibilidade do tipo | (MAKANI et al., 2008; ZHU et
al., 2010Db).



A ativacdo do fator de transcricio RORC (do inglés RAR-related orphan
receptor C), através da liberacdo de TGF-p mais IL-23 pelas mDCs, tem sido
implicada na inducdo do fendétipo Thl7 em humanos (MATSUZAKI & UMEMURA,
2007; GUTCHER & BECHER, 2007). Os linfocitos Th17 quando ativados sintetizam
ndo apenas IL-17, mas também, IL-21 e IL-22, que tém como principal funcdo induzir
as ceélulas imunes e parenquimatosas a secretarem IL-8, principal quimiocina
envolvida no recrutamento de neutréfilos para o local da infeccdo (CROZAT et al.,
2009; MIOSSEC, 2009). As células Thl7 também auxiliam na ativacdo de
plasmoblastos produtores de IgG (ANNUNZIATO et al.,, 2007). Entretanto, no
contexto de doencgas autoimunes, novos estudos tém demonstrado o envolvimento
de um subtipo de células Thl7, conhecidas como células Thl7 patogénicas,
produtoras de IL-17 e INF-y, que parece ser induzida na presenca de IL-18, IL-6 e IL-
23, associada a auséncia da citocina TGF- (SHI et al., 2010; PETER et al, 2011,
LEE et al., 2015).

Recentemente um novo subtipo de células TCD4" foi descoberto, as células T
auxiliares 22 (Th22), que tem, como fator de transcri¢cao, o receptor hidrocarbono aril
(AHR - do inglés aryl hydrocarbon receptor) (AZIZI et al., 2015). Essas células
caracterizam-se por secretar altos niveis de IL-22, mas ndo de IL-17 e IFN-y
(MIRSHAFIEY et al., 2015). Apesar das células Th17 produzirem IL-22, as células
Th22 parecem regular aspectos Unicos da resposta imune em tecidos epiteliais, tal
como estimulacéo da proliferacao dessas células de revestimento (WAWRZYNIAK et
al., 2016). Esse fendtipo tem sido implicado em varias doencas autoimunes, tal
como, por exemplo, a psoriase e a EM (AZIZI et al., 2015; MIRSHAFIEY et al., 2015;
ZHANG et al., 2015; WING et al., 2015).
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Figura 1. Eventos envolvidos na diferenciacdo das principais células T CD4" efetoras. Durante o
processo natural de ativacdo da resposta imune especifica mediada pelas células T CD4", as células
dendriticas (DCs) profissionais (imunogénicas) apresentam diferentes peptideos de proteinas
antigénicas no contexto das moléculas do MHC de classe Il. Durante essa sinapse imunolégica,
moléculas co-estimuladoras expressas na superficie das DCs, particularmente CD80 e CD86,
interagem com o marcador CD28 expresso nas células T CD4", permitindo, assim, a inducdo de
diferentes vias de sinalizagdo que culminam na proliferacéo e diferenciacdo desses linfécitos em
diferentes fenétipos que produzem um conjunto polarizado de citocinas pré-inflamatérias. Nesse
contexto, enquanto a diferenciacdo das células T CD4" humanas no fenétipo Thl depende,
principalmente, da produgcdo de IL-12 pelas DCs; a formacdo dos fenotipos Th2 e Thl7 é
principalmente garantida quando elevadas concentracbes de IL-4 e IL-23 mais TGF-B,
respectivamente, sdo liberadas por essa célula apresentadora de antigeno. Mais recentemente,
descobriu-se um novo subtipo linfécitos TCD4", capazes de produzir IL-22 — as células Th22, cujo
fator de transcricéo é o receptor hidrocarbono aril (AHR - aryl hydrocarbon receptor). Fonte: Adaptado
de Russ, B.A. et al.,, 2013 / O’Donnell, H. & McSorley,S.J.,2014 por SACRAMENTO, P.M,;
MONTEIRO, C. & BENTO,C.A.M.

Os linfocitos TCD8" s&o particularmente importantes no combate aos virus. A
ativacdo e a diferenciacdo dessas células depende da apresentacdo de peptideos
antigénicos acoplados as moléculas do MHC de classe | expressos na superficie das
APCs profissionais, particularmente das pDCs. Quando ativadas, essas células se
tornam linfocitos T citotoxicos (CTL — cytotoxic T lymphocytes), passando a produzir
granzimas e perforinas, e sdo capazes de levar as células infectadas a apoptose,
através da secrecdo coordenada desses produtos estocados nos granulos
citoplasmaticos (COQUERELLE & MOSER, 2010). Assim como os linfocitos TCD4",
essas células sdo capazes de se diferenciar em fenétipos efetores distintos (figura

2), secretando diferentes padrdes de citocinas.



Por produzir altas concentracdes de IFN-y, as células TCD8" sdo capazes
também de amplificar a resposta Thl, sendo, por isso, também chamadas de Tc-1 (T
cytotoxic 1) (OBAR & LEFRANCOIS, 2010). De modo interessante, os linfécitos Thl,
ao produzirem IL-2, também auxiliam os linfocitos TCD8" a se tornarem citotoxicos e
a se transformarem em células de memoria (HUSTER, STEMBERG & BUSH, 2006).

Os linfocitos Tc-2, caracterizado pela expressdo de GATA3 e consequente
producdo de IL-4 e IL-5, apresentam forte citotoxicidade coexistindo com uma
resposta mediada por anticorpo tipo 2 (MOSMANN et al., 1997; CERWENKA et al.,
1999).

Algumas células TCD8" parecem executar fungdo mais reguladoras, tal como
0 subtipo induzido por células dendriticas CX3CR1" (CHANG et al., 2013). Essas
células T s&@o capazes de produzir IL-9 e inibir a ativacdo de células TCD4"
antigeno-especifico de maneira dependente de IL-10, conseguindo assim prevenir a
inflamac&o intestinal mediada por células TCD4" (CHANG et al., 2013).

Finalmente, existem células TCD8" que produzem IL-17, as Tc-17. Essas
células também sdo capazes de produzir as citocinas inflamatorias 1L-21 e TNF-a
(LIU et al., 2007; YEN et al., 2009; HAMADA et al., 2009). A IL-22 também pode ser
produzida independente da producéo de IL-17 pelas células TCD8", as células Tc-
22. Essas células tém sido encontradas na epiderme de pacientes com psoriase
(HAMADA et al., 2009; CIRIC et al., 2009; RES et al., 2010).



Orgaos Linfoides Secundarios 0 0

/ 1) TCR:MHC

2) Costimulation

3) Cytokines or :
Hormones Q
IL-23, TGF-B
Cytokine
DCs ' receptors \?‘

Figura 2. Eventos envolvidos na diferenciacdo das principais células T CD8" efetoras. Durante o
processo natural de ativacdo da resposta imune especifica mediada pelas células T CD8", as células
dendriticas (DCs) profissionais (imunogénicas) apresentam diferentes peptideos de proteinas
antigénicas no contexto das moléculas do MHC de classe |. Durante essa sinapse imunolégica,
moléculas co-estimuladoras expressas na superficie das DCs, particularmente CD80 e CD86,
interagem com o marcador CD28 expresso nas células T CD8", permitindo, assim, a inducgéo de
diferentes vias de sinalizagdo que culminam na proliferacdo e diferenciacdo desses linfécitos em
diferentes fenétipos que produzem um conjunto polarizado de citocinas pré-inflamatérias. Nesse
contexto, enquanto a diferenciacdo das células T CD8" humanas no fendtipo Tcl depende,
principalmente, da producdo de IL-12 pelas DCs; a formagdo dos fenotipos Tc2 e Tcl7 é
principalmente garantida quando elevadas concentragbes de IL-4 e IL-23 mais TGF-B,
respectivamente, sdo liberadas por essa célula apresentadora de antigeno. Mais recentemente,
descobriu-se um novo subtipo linfécitos TCD8", capazes de produzir IL-22 — as células Tc22, cujo
fator de transcricéo é o receptor hidrocarbono aril (AHR - aryl hydrocarbon receptor). Fonte: Adaptado
de Russ, B.A. et al.,, 2013 / O'Donnell, H. & McSorley, S.J.,2014 por SACRAMENTO, P.M.;
MONTEIRO, C. & BENTO,C.A.M.

Apesar de muitos desses fendtipos de células T participarem da protegédo
contra diferentes patdgenos, a desregulacdo no comportamento dessas células tem

sido associada a doencgas autoimunes.
1.2.2 — Regulagéo da resposta imune: os linfocitos T reguladores

As respostas imunes necessitam ser reguladas, pois, caso contrario, podem
favorecer o desenvolvimento de doencas imunomediadas (CONSTATINO,
BAECHER-ALLAN & HAFLER, 2008). Sabe-se que as respostas Thl e,
principalmente, Th17 quando exacerbadas estdo envolvidas no desenvolvimento de
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varias doencas autoimunes (ZAGHOUANI et al., 2009), e que as citocinas
secretadas pelos linfocitos Th2 estdo fortemente relacionadas as reacdes alérgicas
mediadas pela IgE (MCKINSTRY et al.,, 2010). Nesse contexto, sabe-se que o0s
linfécitos T reguladores (Tregs) s@o as células mais importantes ha manutencédo da
homeostase, portanto, do controle das respostas inflamatorias (VIGNALI et al.,
2008). Qualquer deficiéncia na funcdo ou no numero das células Tregs, pode elevar

o risco de doencas autoimunes, tal como a EM.

Os linfocitos Tregs sao formados por distintas subpopulacfes, porém todos
apresentam uma hiporresponsividade a estimulos antigénicos e funcbes
imunossupressoras (figura 3) (SAITO et al., 2007). Dois subtipos desses linfocitos
tém destaque: os linfécitos TCD4" reguladores do tipo 1 (Tr-1) e os linfocitos TCD4*
reguladores [naturais (nTreg) e induzidos (iTregs)] (ALUVIHARE et al., 2004; SAITO
et al., 2007).

As nTreg originam-se no timo e expressam o fator transcricional FOXP3
(FOXP3 - forkhead winged helix) no citosol, responsavel por regular a expresséo de
uma via de sinalizacdo envolvida na supressdo da inflamacdo (SHEVACH et al.,
2006; LIU et al., 2006). Na superficie, essas células expressam grandes quantidades
da cadeia a do receptor para IL-2 (CD25) e auséncia do marcador CD127, o receptor
para IL-7 (LIU et al., 2006). Essas células, induzidas pelas DCs tolerogénicas (tDCs),
sdo capazes de suprimir a proliferagdo e a funcéo dos linfocitos TCD4" e TCDS8"
efetores por diversas maneiras, como a producdo e secre¢ao das citocinas anti-
inflamatérias, IL-10, IL-35 e TGF-B (TGF-B - transforming growth factor-g)
(DIECKMANN et al., 2001; LEVINGS, SANGREGORIO & RONCAROLO, 2001;
STEPHENS et al., 2001; PICCIRILLO & SHEVACH, 2001; GROHMANN et al., 2002;
WING et al., 2002; FALLARINO et al., 2003; NAKAMURA et al., 2004; LEE et al.,
2009).

Além dos linfocitos nTreg, muitos artigos demonstraram que células do tipo
nTreg-similes, também conhecidas como iTreg (do Inglés induced T regulatory cells),
podem provir de linfocitos T CD4"CD25" virgens ativados pelas DCs produtoras de
TGF-B (FANTINI et al.,, 2004; POLANCZYK et al., 2004; WALKER et al., 2005;
POLANCZYK et al.,, 2006; TAI et al.,, 2008). Essas iTreg apresentam o0 mesmo

fendtipo das nTregs e, quando ativadas, inibem as respostas inflamatérias tanto por



11

contato, através do CTLA-4 (CD152), como também pela liberacdo de grandes
guantidades de TGF- e IL-10 (POLANCZYK et al., 2006; TAl et al., 2008).

Os linfocitos Tr-1 representam outra subpopulacdo que estid envolvida na
regulacdo da resposta imune. Essas células diferenciam-se pela secre¢édo de IL-10
pelas tDCs que expressam a enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO),
responsavel pela degradacdo de triptofano, aminoacido essencial na inducdo da
resposta imune celular mediada pelas células Thl (MAHNKE & ENK, 2005; PENNA,
GIARRATANA & AMUCHASTEGUI, 2005). Fenotipicamente, as células Tr-1 em
humanos séo identificadas pela coexpressao de CD49b e LAG-3 e pela producéo de
elevados niveis de IL-10, principalmente quando ativadas via TCR (RONCAROLO et
al., 2001; LEVINGS, SANGREGORIO & SARTIRANA, 2002; GAGLIANI et al., 2013).
A maioria desses linfocitos T sdo CD4", mas ja foram descritos linfécitos CD8" Tr-1-
similes (STEINBRINK et al., 1999).

Um dos subtipos de células TCD8" é capaz de suprimir a producdo de
citocinas proé-inflamatérias através da producdo de IL-10 — as TCD8® regs
(ENDHARTI et al., 2005), originalmente descritas pro Gershon e Kondo (1970). Em
humanos, a disfuncéo dessas células tem sido associada ao desenvolvimento de
doencas autoimunes, como por exemplo, a EM e a diabetes do tipo 1 (SMITH &
KUMAR, 2008; JIANG et al., 2010).
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Figura 3. As células T reguladoras e a homeostase imune. Durante as respostas imunes
inflamatérias, a producdo excessiva de citocinas pelas células Thl e Thl7 patogénicas tem sido
atrelada a disturbios na rede de regulacdo, principalmente executada pelos linfécitos T reguladores
(Tregs). As células Tregs representa uma subpopulacdo de células T CD4" relativamente
heterogénea, sendo as células T CD4" FOXP3" CD25" o subtipo mais estudado nas doencas
autoimunes. Essas células podem ser tanto induzidas (iTregs) na periferia quando reconhecem os
peptideos especificos apresentados pelas células dendriticas (DCs) tolerogénicas, quanto geradas
naturalmente no timo (nTregs). A terceira subpopulagdo é induzida por DCs tolerogénicas na
presenca do metabdlito da vitamina D [1,25(OH)2D] ou do acido retindico. Essas células, conhecidas
como células Tr-1, sdo negativas para o FOXP3 mas expressam elevados niveis do fator de
transcricdo Maf. Os mecanismos de acdo executados pelas células para controlar reacdes
inflamatérios sao diversos e envolvem a inibicdo por contato com a célula alvo efetora (iTreg e
nTregs) elou a liberagdo de citocinas anti-inflamatorias, particularmente IL-10 e TGF-B. Fonte:

SACRAMENTO, P.M; MONTEIRO, C. & BENTO, C.A.M.



13

1.3 - Esclerose Mdltipla
1.3.1-Adoenca

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca autoimune inflamatéria cronica que
afeta o SNC, composto pelo encéfalo e medula espinhal, podendo afetar também os
nervos opticos (SOSPEDRA & MARTIN, 2005). A doenca leva a desmielinizacdo da
bainha de mielina dos neurdnios, afetando a transmissao do impulso nervoso, uma
vez que a bainha é requerida para a eficiéncia da funcdo (ADAMS & VICTOR, 1989).
A inflamacéo persistente leva a degeneracédo axonal secundéaria com atrofia cerebral
conforme a doenca progride (SUPPIEJ & CAINELLI, 2014).

E uma das doencas neuroldgicas mais comuns, com prevaléncia de 0,5 a 1%,
e atinge mais de 2,5 milhdes de individuos no mundo (MILO & KAHANA, 2010; LILL,
2014). No Brasil, dados da Associacdo Brasileira de Esclerose Mdultipla (ABEM)
registram uma prevaléncia de mais de 35.000 individuos com a doenca (ABEM,
2014). Causada pela combinacédo de fatores de riscos genéticos e ambientais, a EM
€ uma doenca complexa (LILL, 2014).

A doenca afeta principalmente pessoas com idade entre 20 e 40 anos, tendo
um forte impacto na qualidade de vida desses individuos (LEVIN et al., 2014).
Apesar da menor incidéncia, a EM pode ocorrer durante a infancia ou na
adolescéncia — até 5% dos pacientes que sofrem com a EM (SUPPIEJ & CAINELLI,
2014). A doenca segue diferentes cursos em criangas e adultos, devido a
caracteristicas intrinsecas desses grupos. A EM é mais comum em caucasianos do
gue em outros grupos étnicos e as mulheres séo, aproximadamente, 2 vezes mais
afetadas do que os homens (ALVES-LEON et al., 2008; ABEM, 2014; KOCH et al.,
2014).

A manifestacdo da EM se da com varios sinais e sintomas de incapacidade
neuroldgica, incluindo perda sensorial, neurite Optica, fraqueza motora, diplopia e
ataxia dos membros, bem como um maior risco de estresse, ansiedade e depressao
(LEVIN et al., 2014). As manifestacdes de perdas motoras e visuais sdo as que mais

despertam o interesse em procurar atendimento médico nesses individuos.
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Nos pacientes, a sindrome clinica isolada (CIS — do inglés Clinically isolated
syndrome) é a primeira manifestacdo da doenca e se apresenta com
desmielinizacdo compativel com EM, porém nao cumpre critérios de disseminacao
no tempo; e - a sindrome radiolégia isolada (RIS — do inglés Radiologically isolated
syndrome), que é mais complicada porque apresenta caracteristicas na ressonancia
magnética sugestiva de EM (desmielinizagédo e inflamac&o no parénquina cerebral),
mas sem sinais nem sintomas clinicos (LUBLIN et al., 2014).

O curso clinico da EM pode ser considerado a expressao de dois fenbmenos
clinicos: surtos agudos dos sintomas neurolégicos, que terminam com remissao
parcial ou completa, e progressdo, que se refere a piora irreversivel dos sinais e
sintomas por um periodo igual ou superior a 6 meses. Existe forte evidéncia de que
0S surtos sejam principalmente a expressdao de inflamacdo aguda, focal,

disseminada (no tempo e espaco) e recorrente no SNC.

ApoOs o diagnostico definitivo, a EM pode seguir trés cursos, levando em
consideracao surtos, remissdes e neurodegeneracao: remitente-recorrente (EM-RR),
progressiva primaria (EM-PP) ou progressiva secundéaria (EM-PS). A forma EM-RR é
a mais comum, sendo diagnosticada em mais de 80% dos casos e caracteriza-se
por apresentar episodios agudos (surtos) de comprometimento neurolégico com
duracdo minima de 24 horas e intervalo de, no minimo, trinta dias entre cada surto
(SCHUMACHER et al., 1965). A forma EM-PP caracteriza-se por um curso
progressivo, isto é, auséncia de remissdo, logo apdés a primeira manifestacdo da
doencga, e ndo tem tratamento disponivel até o momento (DECK et al., 2013). A
forma EM-PS é considerada a progressdao da forma EM-RR, que evolui de uma
forma mais inflamatdria e mais responsiva ao tratamento para uma forma secundaria
progressiva, neurodegenerativa e refrataria ao tratamento, sem que o fator que leva
a progressao secundaria seja conhecido. Aproximadamente 50% dos pacientes da
forma remitente-recorrente convertem para esta forma apés 5 a 15 anos de doenca
(LUBLIN et al., 2014).

Com base na evolugao, os pacientes com EM séo estadiados de acordo com
a avaliacao dos sistemas funcionais (FS — do inglés functional systems) (Quadro 1)
utilizando-se a escala chamada Escala do Estado de Disabilidade Expandida

(EDSS - do inglés Expanded Disability Status Scale) (Quadro 2), que mede o grau
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de incapacidade neuroldgica do paciente (KURTZKE, 1983). Essa escala é
composta por vinte itens com valores de 1 a 10, sendo que a pontuacdo aumenta
em meio ponto conforme o grau de incapacidade do paciente aumenta. O maior
enfoque dado € a capacidade de deambulacdo do paciente, principalmente se o
EDSS for maior que 4. Nessa escala, 0 indica paciente sem déficit neurologico

enquanto que 10 indica morte em decorréncia da EM, sendo esse evento muito raro.

Quadro 1. Os sistemas funcionais avaliados no ambito da Escala Expandida do
Estado de Incapacidade (EDSS - do inglés Expanded Disability Status Scale)

v" Fung¢Ges Piramidais - movimentos voluntarios

v" FungGes do Tronco Cerebral - movimento dos olhos, sensagdo e movimento da face e

deglutir

Funcoes Visuais (ou Opticas)

FuncBes Cerebrais (ou Mentais) - memaria, concentragcédo, humor

Funcgdes Sensitivas

Funcdes Intestinais e Vesicais

ASEENERNERNERN

Outras Fungdes - incluindo a fadiga

Fonte: Chaves, M.L.F., Finkelsztejn, A., Stefani, M.A. Rotinas em Neurologia e Neurocirurgia. Porto Alegre. Artmed, 2008.
Capitulo "Escalas em Neurologia".

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

0.0 | - Exame neurolégico normal (FS grau 0).

1.0 | - Nenhuma deficiéncia, sinais minimos em 1 FS (1 FS 1).

1.5 | - Nenhuma deficiéncia, sinais minimos em 1 FS, excluindo fun¢éo cerebral grau 1 (mais de 1 FS
1).

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

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

3.0 | - Deficiéncia moderada em 1 FS (1 FS 3, outros 0 ou 1) ou deficiéncia leve em 3ou 4 FS (3ou 4

FS 2, outros 0 ou 1), embora com marcha livre.

3.5 | - Marcha livre, mas com deficiéncia moderadaem 1 FS (1 FS3)el1o0u2FS2,0u2FS3,0u5
FS 2 (outros 0 ou 1).

4.0 | - Marcha livre sem Ortese, independente, por 12 h/dia apesar de deficiéncia relativamente severa
de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combina¢Bes de graus menores excedendo os limites dos passos

anteriores, capaz de andar sem auxilio e sem descanso por 500 metros.

4.5 | - Marcha livre sem auxilio durante grande parte do dia, capaz de trabalhar o dia todo, pode,
contudo, ter alguma limitacdo para atividade livre ou requerer minima assisténcia; caracterizado

por deficiéncia relativamente severa consistindo de 1 FS 4 (outros 0 ou 1) ou combinag¢fes de
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graus menores e marcha livre por 300 metros.

5.0 | - Marcha livre por 200 metros; deficiéncia severa atrapalhando as atividades diarias; geralmente

1 FS 5 (outros 0 ou 1) ou combinac6es de graus menores.

5.5 | - Marcha livre por 100 metros; deficiéncia severa para impedir as Atividades de Vida Diaria
(AVD), (1 FS 5, outros 0 ou 1).

6.0 | - Auxilio intermitente ou unilateral (bengala, muleta, aparelho tutor, értese) necessario para andar

100 metros com ou sem descansar (+ de 2 FS 3).

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

7.0 | - Incapaz de andar 5 metros mesmo com auxilio, necessita de cadeira-de-roda (CR) comum e

faz transferéncia sozinho, toca a CR por 12 h/dia (= de 1 FS 4; muito raramente s6 1 FS 5).

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

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

sistemas).

8.5 | - Restrito ao leito boa parte do dia, tem alguma fungdo de membros superiores; mantém alguns

cuidados pessoais (FS 4 em varios sistemas).

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

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

10,0 | - Morte por Esclerose Mdltipla

" (do inglés Expanded Disability Status Scale) Fonte: Chaves, M.L.F., Finkelsztejn, A., Stefani, M.A. Rotinas em Neurologia e
Neurocirurgia. Porto Alegre. Artmed, 2008. Capitulo "Escalas em Neurologia".

Apesar da etiologia ser desconhecida, a EM é caracterizada por lesdes
multifocais no SNC associadas a infiltracdo de células do sistema imune e que
causam desmielinizacdo, degeneracdo axonal e perda dos oligodendrécitos
(ADAMS & VICTOR, 1989; FASSAS & MANCARDI, 2008; VOSOUGHI &
FREEDMAN, 2010; KIESEIER, 2014). As lesdes podem ser identificadas
macroscopicamente por ressonancia magnética (RM) do cranio como placas cinzas,
de tamanhos variados e com limites imprecisos, além de se notar atrofia cerebral
com alargamento dos ventriculos laterais (ADAMS & VICTOR, 1989; MINGUETTI,
2001).

1.3.2 - Imunopatologia
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Estudos conduzidos em amostras de necropsia de tecido cerebral e medular
de pacientes com EM revelaram um acumulo perivascular de células T oligoclonais —
linfocitos TCD4" e TCD8", mondcitos e células B ocasionais (plasmocitos
infrequentes) e anticorpos especificos contra a mielina (ESIRI, 1977; MATTSON,
ROOS & ARNASON, 1980; GENAIN et al., 1999; revisto por STEINMAN, 2001).

Acredita-se que diferentes eventos ambientais favorecam, em individuos
geneticamente predisponentes, a perda da tolerancia e, portanto, a ativacdo das
células T mielinas-especificas, ou seja, que atacam proteinas que compdem a
bainha de mielina e proteinas dos oligodendrdcitos, células que produzem a mielina.
Estudos em modelo experimental da doenca em camundongos, designada como
encefalomielite autoimune experimental (EAE — do inglés Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis) tém permitido grandes avancos em nosso conhecimento acerca

dos mecanismos moleculares e celulares atrelados a doenca nos seres humanos.

Nos camundongos, a inducdo de EAE depende da ativacdo dos linfocitos
TCD4" e TCD8" autorreativos contra antigenos da bainha de mielina pelas DCs nos
ganglios paracervicais (ANDO et al., 1998). Esses linfocitos passam a expressar
moléculas de adesdo e receptores de quimiocina, permitindo que essas células
invadam o parénquima encefalico (KEBIR et al., 2009).

Acreditava-se que os linfocitos Thl fossem os Unicos responsaveis pela
imunopatogenia da EAE e EM (YURA et al., 2001), porém camundongos deficientes
nos genes codificadores das citocinas relacionados a esse fenétipo (IL-12 e IFN-y)
desenvolveram uma forma mais agressiva da doenca (LUBLIN et al., 1993; FERBER
et al.,, 1996; WILLENBORG et al.,, 1996; CHU, WITTMER & DALTON, 2000;
BECHER, DURELL & NOELLE, 2002). Em contrapartida, camundongos deficientes
em IL-23 ou em IL-6, citocinas cruciais para a diferenciacdo do fenotipo Thl7
patogénico, eram resistentes a EAE (OKUDA et al.,, 1998; CUA et al.,, 2003;
LANGRISH et al., 2005). Essa resisténcia foi relacionada a incapacidade de se
induzir a diferenciacdo das células T mielina-especificas em células Th17 (LIU et al.,
2008).

Alguns estudos clinicos tém demonstrado o envolvimento de células Th1l7 na

imunopatologia da EM em humanos. Altos niveis de transcritos de RNA mensageiro
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para a IL-17 foram detectados nas lesbes cronicas desses pacientes
(MATUSEVICIUS et al.,, 1999; LOCK et al.,, 2002; revisto por LOVETT-RACKE,
YANG & RACKE, 2011). Ademais, estudo por Matusevicius e colaboradores (1999)
demonstrou elevada producéo de IL-17 e IL-6 pelas células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de pacientes com EM durante as recaidas clinicas. Um
aumento na frequéncia de células Th17 no liquor durante os surtos clinicos também
foi documentado em pacientes com EM (BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009).
Desta forma, esses estudos sugerem um maior envolvimento de células Th1l7 na
EM.

Entretanto, em humanos, acredita-se que citocinas produzidas por Thl
também contribuam para o dano neuronal. No sangue periférico de pacientes com
EM-RR em surto clinico, tém-se detectado ndo apenas niveis elevados de IL-12,
citocina que induz o fendtipo Thl, como também uma relacdo direta entre as
concentracdes dessa proteina com o grau de déficit neuroldégico (SKURKOVICH et
al., 2001; BRUCKLACHER-WALDERT et al., 2009). Portanto, no caso dos pacientes
com EM, estudos sugerem que ambos os fenotipos de células TCD4" (Thl e Th17)

contribuam diferentemente no curso da doenca.

As células TCD8", principalmente as Tc-1 e Tcl7, também executam papel
importante na imunopatologia da EM, durante os surtos e na fase neurogenerativa.
Estudos demonstraram forte correlacéo entre o desenvolvimento de novas lesées no
SNC com o nivel de infiltragcdo de células TCD8" no parénquima cerebral e medular
(BJARTMAR, WUJEK & TRAPP, 2003; SKULINA et al., 2004).

Assim como em outras doencas autoimunes, deficiéncias no compartimento
das células Tregs tém sido descritas em pacientes com EM. Apesar da maioria dos
estudos ndo ter conseguido identificar uma diferenca significativa na frequéncia de
células Tregs no sangue periférico de individuos saudaveis e de pacientes (VENKEN
et al.,, 2007; MICHEL et al., 2008), varios estudos tém revelado, no entanto, a
incapacidade dessas células em inibir a proliferacdo e a producdo de citocinas
inflamatorias pelas células T efetoras especificas para proteinas da mielina (MICHEL
et al.,, 2008; VENKEN et al., 2007, 2008; FALCON, 2009; MA et al.,, 2009;
SMOLDERS et al., 2009). Essa deficiéncia funcional pode estar relacionada a menor

expressao intracelular da proteina FOXP3 descrita nas células Tregs de pacientes



19

com EM (VENKEN et al., 2007). Ademais, durante as recaidas clinicas, linfocitos T
FOXP3" representam o infiltrado minoritario dentre os leucdcitos no cérebro de
pacientes com EM (VENKEN et al., 2007). A menor frequéncia dessas células no
SNC durante o surto pode indicar falha delas em migrar para as areas de leséao
devido a ndo expressdo de adressinas especificas, reduzida sobrevida local ou
mesmo transformacdo dessas em células potencialmente encefalitogénicas de
fenétipo Th17 (VENKEN et al., 2007).

De modo interessante, estudos por Michel e colaboradores (2008) e Medrado
e colabores (2016) sugerem que falhas funcionais das células Tregs em controlar a
reacao inflamatoria em pacientes com EM sejam indiretas, isto €, estejam
relacionadas a elevada producédo de citocinas inflamatérias, tais como IFN-y e TNF-
a, produzidos por linfocitos T efetores que expressam elevados niveis do receptor
para a citocina IL-7, o CD127. Nesse estudo, a deplecdo in vitro dessas células
CD4'CD127"" permitiu que os linfécitos Tregs dos pacientes com EM fossem
igualmente capazes, quando comparado a individuos saudaveis, de inibir resposta
inflamatdria mediada por células T efetoras. Esses resultados sugerem que, na
verdade, deficiéncias nos mecanismos de regulacdo possam estar atreladas a
elevada producao de citocinas inflamatérias durante as crises clinicas dos pacientes
com EM, e que ndo ha defeitos intrinsecos nos programas genéticos de inducéo e

manutencao dessas células Tregs.

1.3.3 = Tratamento

A EM é uma doenca de carater crbnico que atualmente ndo apresenta cura,
porém existem estratégias que visam controlar os sintomas, prevenir a ocorréncia de
novos episodios de incapacidaade neuroldgica e/ou alterar o curso da doenca (em
algumas formas, por exemplo, aumentar o tempo entre as recaidas). Dentre esses
agentes podemos destacar os glicocorticoides, usados de forma terapéutica para
controlar as crises agudas de incapacidade neuroldgica, e as terapias modificadoras
da doenca (TMD), usadas no periodo de remissdo da doenca e que tém como
objetivo maior prevenir a ocorréncia de novas atividades clinicas e radiologicas da

doenca, reduzindo o risco e a gravidade das recaidas clinicas. Adiciona-se a isso a
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necessidade do tratamento multidisciplinar dos pacientes através de manobras que
melhorem a qualidade de vida, tais como a reabilitacéo e apoio psicologico.

As TMD devem ser criteriosamente escolhidas, levando em consideragéao a
individualidade do paciente, tal como a existéncia de comorbidades (FARBER &
SAND, 2015). Dentre as TMD aprovadas para uso na EM temos os interferon (IFN)
B-la e -1b, acetato de glatiramer, natalizumabe, fingolimoide, teriflunomida e o
dimetil-fumarato (LINKER & GOLD, 2013). Nos Estados Unidos, os IFNs e 0 acetato
de glatiramer sao considerados drogas de primeira linha, enquanto que fingolimode
e 0 natalizumab s&o considerados drogas de segunda linha, usadas para resgatar
pacientes com falha terapéutica (FARBER & SAND, 2015). A sociedade brasileira de

neurologia tende a seguir o mesmo protocolo.

Os tratamentos acima citados sao focados em modular ou diminuir a
migracao de células inflamatorias, principalmente as células T autorreativas, para o
SNC e reduzir a resposta inflamatéria (Quadro 3) (KIESEIER, 2014).

Quadro 3. Terapias modificadoras da doenca e seus mecanismos de agao.

Agentes Mecanismo de acéo

Interferon-beta (IFN-3) Induz fendtipos T reguladores
(AXTELL et al., 2013)

Polissacarideo acetato glatiramer Inibe os fendtipos Thl e Thl7
(AHARONI, 2014)
Anticorpo monoclonal natalizumabe Impede a entrada da célula no SNC (LYCKE,
2015; KORNEK, 2015).
Moduladores do receptor da esfingosina 1- Bloqueia o receptor da célula autoreativa,
fosfato impedindo que a célula saia do ganglio
(CHUN & HARTUNG, 2010)
Teriflunomida Imunossupressor potente

(OH & O'CONNOR, 2014)

Esses agentes possuem mecanismos diferentes, porém tém a mesma
finalidade de prevenir a migracao de células T autorreativas para o SNC e controlar

a resposta imune, que se apresenta desregulada (KIESEIER, 2014). Contudo, deve-
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se ressaltar que os efeitos colaterais para alguns desses farmacos podem ser

graves ou até mesmo letais.

O uso de INF-B1a e 1b tem beneficiado um numero significativo de pacientes
com EM-RR. Quando comparado com o grupo placebo, os IFNs reduzem em,
aproximadamente, 30% a ocorréncia de surtos, mas com baixa eficacia em prevenir
a progressdo da incapacidade neurolégica (ASSOCIATION OF BRITISH
NEUROLOGISTS, 2007). Estudos experimentais em pacientes com boa resposta
terapéutica aos INFs tém demonstrado que esses agentes inibem a producéo de IL-
18 e IL-23 por DCs e de IL-17, IL-21, IL-22 e IFN-y por linfocitos T CD4" (ZHANG &
MARKOVIC-PLESE, 2010; RAMGOLAM & MARKOVIC-PLESE, 2010; AXTELL et
al., 2013).

Como citado anteriorimente, algumas opcoes terapéuticas envolvem o uso de
anticorpos monoclonais, tais como o0 natalizumabe e o alentuzumabe. O
natalizumabe € um anticorpo monoclonal anti-VLA-4 (integrina a4 1) de segunda
linha no tratamento da EM-RR. Como o natalizumabe bloqueia a interacdo entre o
VLA-4, expresso na superficie dos linfécitos T, com o seu ligante enddégeno, o
VCAM-1, presente na superficie das células endoteliais, esse monoclonal inibe a
migracdo dos linfocitos T periféricos para dentro do SNC (KORNEK, 2015; LYCKE,
2015).

Entre as estratégias mais promissoras na medicina regenerativa estd o
transplante de células hematopoiéticas (HSCT - hematopoietic stem cell
transplantation), uma terapia excelente, mas ao mesmo tempo controversa para
limitar a patologia deletéria do ataque imune (VAN WIJMEERSCH et al., 2008). Esse
transplante pode ser util para melhorar a fungcdo neurolégica de pacientes com EM,
uma vez que substitui células autorreativas por células saudavéis (BURT et al.,
1995; WOGNUM et al., 2003; VAN WIIMEERSCH et al.,, 2008). Estudos tém
mostrado que essa terapia impediu a ocorréncia de novos surtos e o
desenvolvimento de novas lesbes num periodo de 5 a 7 anos (FASSAS et al., 1997,
FILIP et al., 2009; ATKINS et al., 2016).

Outra opcéo terapéutica envolve o uso de drogas citotoxicas amplamente

empregadas no tratamento de neoplasias — 0 metotrexato, azatioprina, mitoxantrona
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e ciclofosfamida. Por interferir com o ciclo celular, esses farmacos séo potentes

imunossupressores tanto da imunidade celular quanto humoral.

Apesar das opgOes terapéuticas, muitos pacientes falham no tratamento e
isso deve estar atrelado ao nosso pobre conhecimento acerca dos diferentes fatores
endogenos envolvidos na patologia, tais como neurotransmissores produzidos no

local da leséo — o parénquima cerebral
1.4 — Serotonina

A 5-hidroxitriptamina (5-HT), conhecida como serotonina, € uma indolamina
neurotransmissora caracteristica do SNC (figura 4), onde desempenha um papel
importante na regulagdo do humor, apetite, sono, temperatura corporal e
metabolismo (KATO, 2013; SNIR, 2013). Também é encontrada no trato
gastrointestinal (TGI) e em neurdnios entéricos, onde medeia o controle de funcdes
fisioldgicas, como contracao, relaxamento do musculo liso e secrecao de cloreto, e
os reflexos peristalticos em resposta a mudancgas no conteldo e pressao intestinais,
de forma direta ou indireta, através de neurbnios aferentes primarios intrinsecos
(KATO, 2013; KHAN & GHIA, 2010; SPILLER & LAM, 2012; EL-SALHY et al., 2012).
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Figura 4. Estrutura quimica da Serotonina.

A serotonina é sintetizada nos neurdnios serotonérgicos do SNC, porém sua
maior producgéo (aproximadamente 95%) ocorre nas células enterocromafinicas (CE)
do TGI e sua sintese ocorre de forma independente no tecido periférico e nervoso
(KHAN & CHIA, 2010).

A serotonina tem como precursor o L-triptofano, que é um aminoéacido
essencial encontrado em proteinas de origem animal ou vegetal (KHAN & CHIA,
2010). Esse aminoéacido é hidroxilado a serotonina pela acdo da enzima triptofano

hidroxilase (TPH — tryptophan hydroxylase) (figura 5) (KATO, 2013). Essa enzima é
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de extrema importancia, pois limita a velocidade de sintese da serotonina. Existem
duas isoformas da TPH: a TPH1 e a TPH2. O TPH1 é encontrado nos 6rgaos
periféricos, como o intestino e o bago, ja a TPH2, no tronco cerebral (KHAN & CHIA,
2010).

I CHz_CHENHz 5-!-Iidro:_-:1'-
tri pta mina
M (serotonina)

HO —CH — . .
[i jj-l CH; cIH COOH 5-Hi drfom-
N NH, triptofano
CH,—CH — COOH
| | Triptofano
N NH,

Figura 5. Via de sintese da Serotonina

A serotonina é uma molécula polar, portanto ndo passa facilmente pelas
membranas bioldgicas, sendo necesséario um transportador conhecido como SERT
(do inglés Serotonin Transporter), permitindo sua entrada e saida das células
(SPILLER & LAM, 2012). O SERT regula a magnitude e duracdo da resposta
serotonérgica, via reciclagem de serotonina lancada na fenda sinptica (KIM, 2012).

Quando liberada, a serotonina é capturada pelas células-alvo SERT" onde
fica armazenada dentro de vesiculas (LAMP-1 — do inglés Lysossomal-associated
membrane protein 1); posteriormente é liberada via exocitose Ca''-dependente
(O'CONNEL et al., 2006) e, uma vez nado utilizada, € degradada pela enzima
monoamina oxidase A a acido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA) (KHAN & CHIA,
2010).

Os receptores que medeiam a acdo da serotonina estdo classificados em
grupos conhecidos como 5-HT1 a 5-HT7, sendo que todos o0s receptores sao
receptores de membrana acoplados a proteina G, exceto o 5-HT3, que é um canal
ibnico (KATO, 2013). Tanto os receptores de serotonina quanto o seu transportador
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estdo amplamente distribuidos por todo o SNC e periférico, estando envolvidos em
processos somestésicos (emocgao, cogni¢do, memoria, percepcdo da dor e funcdes
gastrointestinais) e nos processos imunes, desempenhando papel na regulacdo da
inflamac&o (BENTON et al., 2010; EL-SALHY et al., 2012; KIM, 2012).

1.4.1 — Serotonina: papel imunomodulador

A serotonina atua tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico (SNP)
(KIM, 2012), onde ha uma interacdo complexa com o sistema imune, particularmente
em nivel do TGI. Estima-se que mais de 90% de todas as células do sistema imune
estejam dispersas pelas mucosas, principalmente no TGl (KHAN & GHIA, 2010).
Devido a localizacdo estratégica, o sistema imune é capaz, portanto, de interagir
com as células enterocromafinicas e consequentemente influenciar a sintese de
serotonina (LI et al., 2011). Como exemplo, citocinas produzidas pelas células T
CD4" (em especial pelos fenétipos Thl ou Th2), ao interagirem com essas células,
amplificam a producéo de serotonina (KHAN & GHIA, 2010).

Adicionalmente, vérias células da linhagem hematopoiética sao fontes de
serotonina, uma vez que armazenam e liberam 5-HT quando estimuladas.
Plaguetas, mondcitos, linfécitos, DCs e macréfagos sao células que possuem o
SERT e assim podem capturar serotonina do meio externo, armazenando-a em
vesiculas para posterior liberacdo via exocitose ao sofrer injdria ou em resposta a
sinais inflamatorios (O'CONNELL et al., 2006; SNIR et al., 2013).

A sinalizacdo da serotonina na célula-alvo pode desencadear respostas
distintas (ANDERSON, 2013), dependendo do subtipo de receptor engajado, assim
como do status de ativagc&o prévio da célula-alvo. Os receptores de serotonina estao
amplamente distribuidos pelos sistemas imune e nervoso. Sabe-se que os
receptores 5-HT3 e 5-HT2 sdo expressos em mondcitos, células T e DCs (KHAN &
GHIA, 2010; KATO, 2013; SNIR et al., 2013), enquanto os receptores 5-HT4 e 5-
HT7 séo expressos nas DCs (LI et al., 2011).

Dependendo do subtipo de receptor, a 5-HT pode exercer efeitos antagdnicos
no sistema imune. A serotonina, provavelmente por agir através do receptor 5-HT1A,
ativa as células imunes induzindo a producao de citocinas pro-inflamatérias (KHAN
& GHIA, 2010). Em nivel de células T, a 5-HT, via receptor 5-HT1A, amplifica a
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ativacao e proliferacao induzida via TCR/CD28 (BRANCO-DE-ALMEIDA et al., 2011,
KIM, 2012). Um provavel mecanismo pelo qual a 5-HT executa essa funcdo seria
através da sua capacidade em reduzir niveis de AMPc na célula T (O'CONNELL et
al., 2006).

Estudo por Stejulj e colaboradores (2000) mostraram que o0s RNA
mensageiros dos receptores 5-HT1B, 5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT6 e 5-HT7
estdo expressos ex vivo em linfocitos isolados do sangue periférico, timo e baco.
Essas células quando estimuladas com mitégeno expressam o RNA mensageiro
para o subtipo de receptor 5-HT3. Os RNAs mensageiros dos receptores 5-HT1A, 5-
HT1D, 5-HT2C, 5-HT4, 5-HT5A e 5-HT5B néo foram detectados na populacdo de
linfécitos (STEFULJ et al., 2000).

A expressdo de 5-HTR2A em células mononucleares do sangue periférico
parece estar ligada a regulacdo da secrecdo de TNF-a e IL-1B (CLOEZ-TAYARANI
et al., 2003). Foi reportado que linfécitos T, assim como células B e mondcitos,
expressam 5-HTR3 (RINALDI et al., 2010). Esse receptor, quando interage com um
antagonista, interrompe a producdo de TNF-a e IL-1B, sugerindo que esses
receptores podem ativar a via p38/MAPK (FIEBICH et al.,, 2004; MULLER et al.,
2004).

A interacdo da serotonina com o0s receptores expressos nas DCs induz a
producado de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas. Por exemplo, a liberacédo de
IL-18 e IL-8 pelas DCs estimuladas pelo LPS foi otimizada ap6s a adicdo de 5-HT.
Ademais, ao secretar serotonina, as DCs induzem a ativagdo do NF-kB nos linfécitos

T, reduzindo o limiar de ativagéo da resposta imune adquirida (LI et al., 2011).

A maturacdo das DCs, que €& dependente da exposicdo a estimulos
microbianos e interacdes fisicas com células T, regula a expressdo do SERT e de
IDO (Indoleamina 2,3-dioxygenase) — enzima limitante na via de degradacdo do
triptofano (FANG et al., 2012). Nesse contexto, a interacdo do CD40, expresso nas
DCs, com seu ligante (CD40L) na célula T € capaz de suprimir a enzima IDO e
estimular a expressao do SERT (O’'CONNELL et al., 2006). Coletivamente esses

achados sugerem um efeito imunoestimulante da 5-HT na resposta imune.
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Entretanto, varias outras evidéncias apontam na direcdo oposta quanto aos efeitos

da serotonina no sistema imune.

Os Inibidores Seletivos de Recaptacdo da Serotonina (SSRIs — Selective
Serotonin Reuptake Inhibitors), como, por exemplo, fluoxetina, sertralina, paroxetina,
e citalopram, tém sido utilizados como antidepressivos (BRANCO-DE-ALMEIDA et
al., 2011; KIM, 2012; GOBIN et al., 2013), pois, ao bloquearem o SERT, provocam
um aumento da concentracdo de serotonina na fenda sinaptica (BRANCO-DE-
ALMEIDA et al.,, 2011). Estudos tém sugerido que o uso dessas drogas e de
antidepressivos tetraciclicos (domipramina e imipramina, por exemplo) inibe a
proliferacdo e a producédo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) pelas
células T (SPILLER & LAM, 2012; GOBIN et al., 2013). Outros estudos demonstram
efeito imunossupressor dessas drogas antidepressivas, através da estimulacédo da
producéo de IL-10 (KUBERA et al., 2012).

Adicionalmente, essas drogas podem induzir a apoptose de células T ativadas
através da ativacao da via de sinalizacdo MAPK associada a regulacdo negativa do
fator anti-apoptético bcl-2 (GOBIN et al., 2013). Em outro trabalho, os SSRIs
suprimiram a funcé@o de apresentadora de antigenos das DCs, inibindo a expresséo
de moléculas coestimulatérias, como ICOS, uma adesina que é requerida para
resposta Thl e Th2 (BRANCO-DE-ALMEIDA et al., 2011).

Esses resultados, aparentemente discordantes, podem, na verdade,
representar diferentes mecanismos de imunorregulacdo da 5-HT dependendo do

sistema bioldgico estudado e do subtipo de receptor engajado pela serotonina.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Geral:

Avaliar a capacidade da serotonina (5-HT) em modular o perfil fenotipico e
funcional das células de T de pacientes com esclerose multipla com a forma

remitente-recorrente (EM-RR) na fase de remisséao clinica.

2.1.1 — Especificos:

Avaliar o impacto da 5-HT na resposta proliferativa de células T totais
ativadas policlonamente em cultura de células mononucleares do sangue
periférico (CMSP);

Dosar citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatéria nos sobrenadantes das
culturas de CMSP em resposta ao ativador policlonal de células T totais na
presenca ou na auséncia de 5-HT;

Determinar os efeitos da 5-HT na producado de citocinas pro-inflamatorias e
anti-inflamatdria nos sobrenadantes das culturas de células T CD4" e T CD8"
purificadas;

Avaliar a influéncia da 5-HT em modular marcadores de funcéo e ativacao de
células TCD4" regulatorias;

Avaliar o papel da serotonina em modular a frequéncia de diferentes fenétipos

efetores de células TCD4".
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Grupos estudados:

Para o presente estudo, 27 pacientes com diagnéstico de esclerose multipla
na forma remitente-recorrente (EM-RR), na fase de remisséo clinica, foram
recrutados do ambulatorio de Neurologia do Hospital Universitario Gafreé e Guinle
(HUGG) e do Hospital da Lagoa (RJ) em parceria com as neurologistas Dr* Claudia
Cristina Vasconcelos e Dr® Regina Maria Papais Alvarenga. Os pacientes recrutados
nao estavam recebendo qualquer tratamento com drogas imunomoduladoras
/imunossupressoras. Os prontuarios foram analisados para coletar informacoes
guanto a idade, género e tempo de doenca (Tabela 1). Como grupo controle, 29

individuos saudaveis pareados por sexo e idade foram incluidos em nosso estudo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UNIRIO (Anexo) e as
amostras de sangue periférico s6 foram colhidas apds cada voluntéario ter assinado o

termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice).

3.2 — Coleta e purificacéo de células

Aproximadamente 20 mL de sangue periférico de cada individuo recrutado
foram colhidos utilizando agulhas e seringas heparinizadas ou tubos estéreis
contendo heparina (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NY). Apds a coleta, o sangue foi
encaminhado para o laboratorio de Imunofisiologia e Imunopatologia dos Linfécitos T
(LLILIT/UNIRIO). A partir do sangue total, foram obtidos os plasmas e as células
mononucleares do sangue periférico (CMSP), através da centrifugagdo a 2000 rpm
durante 20 minutos, em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque. As CMSP colhidas

foram lavadas 2 vezes com solucdo de HANK e depois submetidas a determinacéo
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da viabilidade celular através da contagem de uma aliquota em azul de trypan,
utilizando camara de Neubauer. A concentracdo de CMSP viaveis utilizada para os
experimentos funcionais foi de 1 x 10°células/mL. Em alguns experimentos, células T
CD4" e T CD8" dos pacientes com EM foram purificadas a partir da suspenséo de
CMSP totais utilizando colunas de separacdo e esferas imunomagnéticas para
selecdo negativa seguindo as instrucbes do protocolo fornecido pelo fabricante
(StemCell Technologies™). Brevemente, as CMSP foram inicialmente incubadas
com um coquetel de anticorpos capazes de reconhecer linfécitos B (CD19),
mondcitos (CD14), células NK (CD56) e as células T CD8", para obter os linfécitos T
CD4" ou com um coquetel de anticorpos anti-CD19, anti-CD14, anti-CD56 e anti-
CD4 (Miltenyi Biotec), para obter os linfocitos T CD8". Em seguida, as células foram
incubadas com esferas magnéticas e separadas por uma coluna de magneto. No
final do processo, as células ndo aderidas a parede dos tubos foram coletadas,
lavadas, contadas em azul de trypan e cultivadas sob diferentes condigcbes. A
purificacdo de células TCD4" e TCD8" foi maior que 97%, mensurada pela citometria

de fluxo.

3.3 — Cultura de células mononucleares do sangue periférico e estimulos

As CMSP foram cultivadas em placas de 96 poc¢os de fundo chato em 0,2 mL
de meio RPMI 1640 completo. O meio RPMI 1640 é considerado completo quando
se adiciona 2mM de L-glutamina (GIBCO, Carlsbad, CA, USA), 10% de soro fetal
bovino, 20 U/ml de penicilina, 20 pg/ml de estreptomicina e 20 mM de tampéao
HEPES. Para induzir a ativagao policlonal das células T, algumas culturas de CMSP
(1 x 10%mL) foram cultivadas com fitohemaglutinina (PHA, lug/mL) ou com o
ativador policlonal anti-CD3/anti-CD28 (4 uL para cada 8 x 10* de células T) por 3
dias. Culturas de células T CD4" ou T CD8" purificadas (1 x 10%mL) foram
estimuladas com o ativador policlonal anti-CD3/anti-CD28 (4 pL para cada 8 x 10* de
células T) por 3 dias. O efeito da serotonina em nossos ensaios foi avaliado
seguindo a adicdo de 200 ng/mL de 5-HT no inicio do tempo de cultura. Vale
ressaltar que a dose da 5-HT utilizada foi baseada em estudo prévio por Soga e
colaboradores (2007) sobre o efeito de doses fisiolégicas da 5-HT, no SNC, na
funcdo imune. Para os ensaios de dosagem de citocina, os sobrenadantes das
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culturas foram colhidos e congelados. Para analisar a frequéncia das células T,
através da citometria de fluxo, culturas de CMSP (1 x 10%mL), ap6s 3 dias, foram
adicionalmente ativadas por 4 h com phorbol-12-miristato-13-acetato [PMA (20
ng/mL)] e ionomicina [IO (600 ng/mL)] na presenca de brefeldina A (10 pg/mL).
Algumas culturas de células ndo receberam nenhum estimulo (controle negativo).
Todas as culturas de células foram mantidas em atmosfera imida a 37 °C e a 5% de
CO..

3.4 — Ensaio de proliferacéo celular

Culturas de CMSP (1 x 10%mL) foram mantidas estimuladas por 3 dias com
PHA (1pg/mL) na auséncia ou na presenca de 5-HT (200ng/mL). O nivel de
proliferacdo das células T foi determinado pelo método da incorporacdo do
nucleotideo de timidina tritiada ([°*H] TdR, 4 uCi/poco) adicionado as culturas 8 horas
antes do término da incubacao de 3 dias. As células foram recolhidas utilizando um
coletor automatico e a incorporagéo da timidina no DNA foi aferida utilizando liquido
de cintilagdo. A leitura foi realizada num contador de particulas radioativas. Os
resultados foram apresentados como média * desvio-padrdo da contagem por

minuto (cpm).

3.5 — Determinacdao de Citocinas

A gquantificacdo de diferentes citocinas nos sobrenadantes das culturas de
CMSP dos pacientes e do grupo controle foi realizada através da técnica de ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
usando os kits BD OptEIA seguindo as instrucbes do protocolo fornecido pelo
fabricante (BD, Pharmigen, San Diego). Brevemente, 50 pL dos sobrenadantes
(diluidos 1:10) foram adicionados a cada po¢o contendo anticorpo primario anti-
citocina (anticorpo de captura). A placa foi incubada durante 2 horas e, apos esse
tempo, 100 pL do anticorpo secundario anti-citocina (previamente tratado com a
enzima horseradish peroxidase conjugada a estreptavidina) foram adicionados em
cada poco e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, 100 pL de
substrato TMB (3,3 ,5,5-tetrametilbenzidina) foram adicionados aos pocos e a

reacao foi revelada 30 minutos depois, apds a adicdo de uma solucdo de parada
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[4cido fosférico a (1,0 mol L™)]. As placas foram lidas a 450 nm em leitor de ELISA
(DynexTechnologies, USA). Para o nosso estudo, foram dosadas as seguintes
citocinas: IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-21, IL-22, IL-6 e IL-10. Citocinas humanas
recombinantes variando de 4,5-500 pg/mL foram usadas para construir curvas-

padréo.

3.6 — Andlise da frequéncia de células T CD4" por citometria de fluxo

Para determinacdo da frequéncia de diferentes subtipos de células T CD4",
culturas de CMSP foram estimuladas com anti-CD3/CD28 por 3 dias, na presenca
ou auséncia de 5-HT, e rapidamente, por 4h, com PMA (20 ng/mL) e ionomicina
(600 ng/mL) na presenca de brefeldina A (10 pg/mL). Anticorpos monoclonais de
camundongos dirigidos contra diferentes marcadores de células T humanas e
marcados com diferentes flurocromos (anti-CD4-FITC/PE-Cy5.5/APC, anti-FOXP3-
PE, anti-CD25-APC, anti-CD39-APC, anti-CD152-APC, anti-IL-17-PECy7, anti-IL-10-
AlexaFluor 488 ou anti-IFN-y-APC) foram usados, em diferentes combinacgdes, para
analisar a frequéncia dos seguintes fendtipos de células T por citometria de fluxo:
Thl (CD4'IL-17'IFN-y"), Th17 (CD4'IL-17IFN-y), e células Tregs classicas (CD4"
CD152"CD25'FOXP3*IL-10") e células Tr-1 (CD4'FOXP37IL-10%). Todos os
monoclonais e isétipos controles foram adquiridos na BioLenged (San Diego, CA,
USA) e na BD Bioscience (San Diego, CA, USA). De forma resumida, CMSP
(2x10°/tubo), cultivadas sob diferentes condigées, foram inicialmente incubadas com
as diferentes combinages dos anticorpos monoclonais dirigidos contra marcadores
de superficie celular (anti-CD4, anti-CD25, anti-CD39) a temperatura ambiente e
protegido da luz. Apds 30 minutos, as células foram lavadas com solucdo de
lavagem (PBS com 1% SFB) e depois incubadas com a solugdo de
fixacado/permeabilizacdo (BD Pharmigen, San Diego, CA) a 4 °C e protegido da luz.
Apds 20 minutos, as células foram novamente lavadas e marcadas a 4 °C com
anticorpos monoclonais dirigidos contra marcadores intracelulares (anti-IL-17, anti-
CD152, anti-IFN-y, anti-IL-10 e anti-FOXP3). Apdés 30 minutos, as células foram

lavadas com solucdo de PBS a 1% de SFB e analisadas usando o citdmetro Accuri
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C6 (Accuri™_ Ann Arbor, MI, USA). Apds a aquisicdo de 50.000 a 100.000 eventos,
os linfécitos foram confinados, com base no tamanho e complexidade, e analisados
qguanto a intensidade de fluorescéncia para cada cromégeno usando diferentes

canais de deteccao do aparelho. Os resultados foram analisados no software CFlow.

3.6 — Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa de
grafico GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad). Para determinar se
duas variaveis, com distribuicdo ndo normal, eram estatisticamente diferentes para
cada variavel dada, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. O teste t
de Student foi aplicado para verificar se uma determinada variavel, com distribui¢éo
normal, era estatisticamente diferente entre os individuos do mesmo grupo. Os

valores foram considerados significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 - Impacto da serotonina na resposta proliferativa das células T de

pacientes com EM-RR

Amostras de sangue periférico de pacientes com EM-RR, na fase de remissao
clinica, (Tabela 1) foram coletadas para avaliar o impacto da serotonina (5-HT) em
alguns eventos imunes mediados por células T. Como controle, 0S mesmos ensaios
foram conduzidos em culturas contendo células T ativadas de individuos saudaveis.
Como pode ser observada na tabela 1, os grupos foram pareados quanto ao género

e idade.

Tabela 1. Caracteristicas da populagdo estudada.

Caracteristicas Controle® EM-RR"
N” individuos (n) 29 27
Mulher/Homem (n) 23/06 22/05
Idade em anos (media £ dp) 25,8+6,9 33,6 £13,6
Duracgéo da doenca em anos (media £ dp) NA 47+241
EDSS (mediana + dp)° NA 37124

2Grupo controle (individuos saudaveis); ® Pacientes com EM-RR na fase de remissao clinica; °EDSS,
no momento do estudo; N&o aplicavel; dp=desvio-padrao

O primeiro evento imune analisado no presente estudo foi a proliferacdo de
células T através do método da incorporacdo de timidina tritiada ([*H] TdR). Vale a
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pena ressaltar que, em nenhum dos grupos estudados, a proliferacéo foi detectavel
nas culturas de células ndo estimuladas, isto é, mantidas apenas com meio de
cultura com ou sem 5-HT (dados ndo mostrados). Como demonstrado na figura 6, as
células T dos pacientes apresentaram uma clara tendéncia em proliferar menos em
resposta ao PHA quando comparado ao grupo controle (p=0,0679). A adicao de 5-
HT a essas culturas reduziu a proliferacdo das células T tanto no grupo controle
(p=0,0004) quanto no grupo dos pacientes com EM-RR (p=0,0008).

50000 = Controle EM
p=0,0679
40000 A |
E p:0,0004 p:0.0008
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Figura 6. Efeito in vitro da serotonina (5-HT) na proliferacao das células T de pacientes
com EM-RR. As CMSP (1 x 10°%mL), purificadas de pacientes com EM-RR (n=15) e
individuos saudaveis (controle, n=20), foram cultivadas por 3 dias na presenca de PHA
(Lpg/ml) com ou sem 5-HT (200 ng/mL). O indice de proliferacdo foi avaliado através do
nivel de captura de timidina ([*H] TdR). Na figura, as linhas horizontais representam a
mediana, os limites das caixas correspondem aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais
indicam o intervalo. Os valores de p estéo indicados na figura.

4.2 — Efeito da 5-HT na producédo de citocinas pro-inflamatorias e anti-

inflamatéria produzidas pelas células T de pacientes com EM-RR

O padréo de citocinas produzido pelos linfocitos T determina o tipo de
resposta efetora executada por essas células. Logo o proximo passo foi avaliar o
perfil de citocinas produzido pelas culturas de CMSP ativadas com PHA na auséncia
ou presenca de 5-HT. Vale ressaltar que as culturas de células mantidas apenas na
presenca de meio de cultura, com ou sem 5-HT, ndo produziram niveis detectaveis

de citocinas através da técnica utilizada, o ELISA (dados ndo mostrados).



35

O IFN-y é uma citocina tipica do fenotipo Thl que é implicada na
imunopatogénese da EM (LOVETT-RACKE et al., 2011). Apesar de nenhuma
diferenca significativa na producdo dessa citocina ter sido observada nos
sobrenadantes das culturas de células de ambos grupos estudados (figura 7), a
adicdo de 5-HT foi capaz de diminuir a producéo do IFN-y pelas culturas de células

tanto no grupo controle (p=0,0007) como no grupo de pacientes com EM (p<0,0001).
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Figura 7. Efeito in vitro da serotonina (5-HT) na producéo de IFN-y pelas células T de
pacientes com EM-RR. As CMSP (1 x 10%mL), purificadas de pacientes com EM-RR
(n=15) e individuos saudaveis (controle, n=20), foram cultivadas na presenca de PHA
(1pg/ml) com ou sem 5-HT (200 ng/mL) e os sobrenadantes foram recolhidos apés 3 dias
para quantificacdo da citocina IFN-y através do método de ELISA. Na figura, as linhas
horizontais dentro das caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem
aos percentuais 25 e 75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p estdo
indicados na figura.

Quanto a producédo de citocinas inflamatorias relacionadas ao fenétipo Th17
(figura 8), apenas a secrec¢do de IL-22 e IL-17 foi superior nas culturas de células T
ativadas obtidas dos pacientes, quando comparado ao controle (Fig.8C e E). A 5-HT
reduziu, de forma significativa, a producdo nao apenas de IL-22, mas também do
TNF-a e IL-6 pelas células T policlonalmente ativadas obtidas tanto do grupo
controle quanto dos pacientes com EM (Fig. 8A e C). Com relag&o a producéo de IL-
21 e IL-17, a serotonina reduziu drasticamente a producédo de ambas citocinas
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apenas nas culturas de células contendo linfocitos T ativados dos pacientes com EM
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Figura 8. Impacto da 5-HT na producdo de citocinas pro-inflamatoérias relacionadas e
especificas ao perfil Th1l7 nos pacientes com EM-RR. As CMSP, obtidas de individuos
saudaveis (n=20) ou de pacientes com EM-RR (n=15), foram cultivadas com PHA (1ug/ml)
na presenca ou auséncia de serotonina (200ng/mL) e os sobrenadantes foram recolhidos
apo6s 3 dias para quantificacdo de diferentes citocinas através do método de ELISA. A figura
indica as dosagens de citocinas pré-inflamatérias relacionadas ao fenétipo Th17 [TNF-a, (A),
IL-6, (B), IL-22, (C), IL-17, (D), e IL-21, (E)). Na figura, as linhas horizontais dentro das
caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem aos percentuais 25 e
75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p estéo indicados na figura.

O desenvolvimento de doencas autoimunes tem sido associado a danos nos
mecanismos imunes de autotolerancia, tal como deficiéncia na producdo de
citocinas anti-inflamatorias pelas células T reguladoras (Tregs) (MICHEL et al., 2008;
VENKEN et al., 2007 e 2008; FALCON, 2009; MA et al., 2009; SMOLDERS et al.,
2009). Como demonstrado na figura 9, mesmo néo tendo sido observada qualquer
diferenca na producéo de IL-10 entre os grupos estudados, a 5-HT foi capaz de
aumentar a liberacéo in vitro dessa citocina nas culturas de células do grupo controle

e dos pacientes com EM.
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Figura 9. Impacto da serotonina (5-HT) na producdo de IL-10 pelas CMSPs de
pacientes com EM-RR. As CMSP, obtidas de individuos saudaveis (n=20) ou de pacientes
com EM-RR (n=15), foram cultivadas com PHA (1pg/ml) na presenca ou auséncia de
serotonina (200ng/mL) e os sobrenadantes foram recolhidos ap6s 3 dias para quantificacédo
de diferentes citocinas através do método de ELISA. A figura indica a dosagem da citocina
anti-inflamatéria IL-10 relacionada ao perfil Treg. Na figura, as linhas horizontais dentro das
caixas correspondem a mediana, os limites das caixas correspondem aos percentuais 25 e
75, e as linhas verticais indicam o intervalo. Os valores de p estdo indicados na figura.

4.3 — Efeito da 5-HT na producdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatéria produzidas pelas células TCD4" e TCD8" purificadas de pacientes
com EM-RR

Resultados anteriores deste estudo demonstraram a capacidade da
serotonina em modular a producéo de diferentes citocinas nas culturas de CMSP
sob estimulo do PHA. Com o objetivo de se avaliar a capacidade desse
neurotransmissor em modular a producédo de citocinas pelas células T CD4" e T
CD8", amostras de sangue periférico dos pacientes com EM foram obtidas e esses
linfécitos foram isolados através da selecdo negativa usando colunas. Como
demonstrado na figura 10, a 5-HT reduziu, de forma significativa, a producao das
citocinas inflamatorias IFN-y (p=0,0011), IL-17 (p=0,009), IL-6 (p<0,0001) e IL-22

(p=0,0107) produzidas pelas células T CD4". J& no compartimento de células T
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CD8", a adigdo de 5-HT na cultura sé ndo conseguiu reduzir a producéo de IL-22,
que foi a citocina produzida em menor quantidade quando comparada ao IFN-y, a IL-
17 e & IL6. Quanto a producédo de IL-10, uma importante citocina anti-inflamatoria
(DIECKMANN et al., 2001; LEE et al., 2009), a 5-HT aumentou a producédo dessa

citocina apenas no compartimento de células T CD4" (p<0,0001).
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Figura 10. Capacidade da serotonina (5-HT) em modular a producéo de citocinas pelas
células T CD4" e T CD8" de pacientes com EM-RR. Células T CD4" e T CD8", obtidas de
pacientes com EM-RR (n=15), foram estimuladas por 3 dias com esferas imunomagnétcias
anti-CD3/anti-CD28 na presenca ou na auséncia de serotonina (5-HT, 200 ng/mL). As
concentracdes das citocinas foram determinadas através da técnica ELISA. Nos gréaficos os

valores de cada citocina estdo representados como média + dp, e os valores de p estdo
indicados nas figuras.

4.4 — Papel da 5-HT em modular a frequéncia de diferentes subtipos de células
T CD4" produtoras de IL-10 de pacientes com EM-RR

Tendo visto que a producéo de IL-10 foi aumentada com a adi¢cao da 5-HT
apenas no compartimento TCD4", e que essa citocina € muito importante na
toler&ncia imune (PETERSON, 2012), nosso proximo objetivo foi realizar uma série
de experimentos para identificar qual(is) o(s) subtipo(s) de células T CD4"

conhecidas em produzir IL-10 seriam modulados pela serotonina. Através da
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citometria de fluxo, a adicdo de 5-HT elevou a frequéncia de células T CD4"

produtoras de IL-10 tanto no grupo de individuos saudaveis como no grupo de
pacientes com EM (figura 11).
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Figura 11. Impacto da serotonina (5-HT) em modular a frequéncia de células T CD4"
produtoras de IL-10. As CMSPs de individuos do grupo controle (n=9) e de pacientes com
EM-RR (n=7) foram estimuladas por 3 dias com esferas revestidas de anticorpos anti-
CD3/anti-CD28 (10 pL/mL), seguida de uma rapida ativagdo (4 h) com PMA (20 ng/mL) e
ionomicina (600 ng/mL), na presenca de brefeldina A (10 pg/mL). Em alguns pocos, 200
ng/mL de 5-hidroxitriptinamida (5-HT) foram adicionadas. A frequéncia das células foi
determinada por citometria de fluxo. A figura representa as frequéncias médias das células T
CD4" capazes de expressar IL-10. No grafico, os valores de cada frequéncia estéo

representados como média + dp, e os valores de p estdo indicados nas figuras quando
significativos (p<0,05).

Com base na expressao da proteina FOXP3, células T reguladoras capazes
de produzir IL-10 podem ser identificadas como classicas (FOXP3") ou Tr-1 (FOXP3
). No presente estudo, a adi¢do de 5-HT foi capaz de elevar a frequéncia de células

TCD4" IL-10" Tregs classicas e Tr-1 em ambos os grupos estudados (figura 12).
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Figura 12. Impacto da serotonina (5-HT) em modular a frequéncia de células Tregs
classicas e Tr-1. As CMSPs foram inicialmente estimuladas por 3 dias com esferas
revestidas de anticorpos anti-CD3/anti-CD28 (10 upl/mL), seguida de uma rapida (4h)
ativagdo com PMA (20 ng/mL) e ionomicina (600 ng/mL), na presenca de brefeldina A (10
pg/mL). Em alguns pocgos, 200 ng/mL de 5-hidroxitriptinamida (5-HT) foram adicionadas. A
frequéncia das células foi determinada por citometria de fluxo, com prévia marcacdo. A
figura representa as frequéncias médias das células T CD4'IL-10" que expressam ou nao
FOXP3 no grupo controle e no grupo de pacientes com EM-RR. No grafico, os valores de
cada frequéncia estdo representados como média + dp, e os valores de p estédo indicados
nas figuras quando significativos (p<0,05).

Uma caracterizacdo mais completa das células Tregs classicas depende da
co-expressao de outros marcadores, tais como CD25, CD152 e, principalmente, o
CD39, que tem sido associado com a funcionalidade dessas células (BORSELLINO
et al., 2007). Nesse sentido, como pode ser observado na figura 13, a adicao de 5-
HT as culturas elevou, em ambos os grupos, a frequéncia de células T
CD4'FOXP3" que coexpressam CD39. Por outro lado, nenhuma diferenca
significativa foi observada na porcentagem dessas células capazes de coexpressar

CD25 e CD152 seguido a adigédo de serotonina.
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Figura 13. Impacto da serotonina (5-HT) em modular a coexpressdo de marcadores de
funcionalidade nas células TCD4"FOXP3*. As CMSPs foram inicialmente estimuladas por
3 dias com esferas revestidas de anticorpos anti-CD3/anti-CD28 (10 ul/mL), seguida de uma
rapida (4h) ativacdo com PMA (20 ng/mL) e ionomicina (600 ng/mL), na presenca de
brefeldina A (10 pg/mL). Em alguns pocos, 200 ng/mL de 5-hidroxitriptinamida (5-HT) foram
adicionadas. A frequéncia das células foi determinada por citometria de fluxo. A figura
representa as frequéncias médias do subtipo + dp das células T CD4'FOXP3" que co-
expressam CD25, CD152 ou CD39 no grupo controle e no grupo de pacientes com EM-RR.
No gréfico, os valores de cada frequéncia estdo representados como média + dp, e os
valores de p estdo indicados nas figuras quando significativos (p<0,05).

4.5 — Capacidade da 5-HT em modular a frequéncia de subtipos de células
TCDA4".

Usando diferentes combinacdes de anticorpos, avaliamos a capacidade da 5-
HT em modular a frequéncia de células TCD4" pré-inflamatérias do tipo Thl (IL-10°
IFN-y") ou Th17 (IL-10'IL-177), ou ainda de Treg ndo convencionais, particularmente
0 subtipo Tregl7 e TreglFN-y* (capazes de expressarem simultaneamente IL-10 e
IL-17 ou IFN-y respectivamente). Como demonstrado na Figura 14.A, a 5-HT
diminuiu a porcentagem das células dos tipos Th1l (IL-1071FN-y") e Th17 (IL-10°IL-
17") tanto no grupo controle como no grupo de pacientes, corroborando com os
resultados anteriores. Apesar da serotonina ter reduzido a propor¢do das células T

CD4" IFN-y" IL-10" apenas no grupo de pacientes, esse neurotransmissor elevou a
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percentagem de células Tregl7, consideradas menos encefalitogénicas em ambos
os grupos (Figura 14.B).
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Figura 14. Capacidade da serotonina (5-HT) em modular a frequéncia de fenétipos de
células T. As CMSPs foram inicialmente estimuladas por 3 dias com esferas revestidas de
anticorpos anti-CD3/anti-CD28 (10 ul/mL), seguida de uma rapida (4h) ativacdo com PMA
(20 ng/mL) e ionomicina (600 ng/mL), na presenca de brefeldina A (10 pg/mL). Em alguns
pocos, 200 ng/mL de 5-hidroxitriptinamida (5-HT) foram adicionadas. A frequéncia das
células foi determinada por citometria de fluxo. A figura representa as frequéncias médias
das células T CD4IL-10'IFN-y e T CD4'IL-10"IL-17 [A], T CD4'IL-10'IFN-y" e T CD4"IL-
10°IL-17" [B] no grupo controle e no grupo de pacientes com EM-RR. No gréfico, os valores
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de cada frequéncia estdo representados como média + dp, e os valores de p estdo
indicados nas figuras quando significativos (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

A Esclerose multipla (EM) é uma doenca que acomete o sistema nervoso
central (SNC) causando a destruicdo da bainha de mielina (SUPPIEJ & CAINELLLI,
2014; DECK et al.,, 2013). Acredita-se que essa destruicdo seja mediada pelas
células T, em especial pelo fenotipo Thl7, que reconhece, como estranhos, 0s
peptideos oriundos de proteinas do oligodendrdcito, que € a célula formadora da

bainha de mielina no SNC.

Essa doenca é causada por uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais (SELMI et al., 2012), entre eles, o estresse. O estresse tem sido
relacionado com o aumento da producdo de catecolaminas, como a dopamina (DA)
(revisto por SABBAN & KVETNANSKY, 2001), associado a uma reducdo nos niveis
centrais de serotonina (5-HT). Levando em consideracdo que o SNC é o 6rgao
afetado na EM, alteracbes nos niveis centrais dos neurotransmissores podem

exercer efeitos adversos no curso da doenca.

O estresse associado a sindrome neurocomportamental esta ligado a
depressao (KIM, 2012). Transtornos de humor tém sido amplamente implicados nas
recaidas clinicas do paciente com EM com a forma remitente-recorrente (RR)
(MOHR et al., 2004; SCHUMANN et al., 2012). Diante do exposto, resultados
preliminares obtidos aqui sugerem que a reducdo de niveis de 5-HT possa estar
ligada aos mecanismos moleculares relacionados aos efeitos deletérios do estresse
no curso da EM. Até onde sabemos, esse é o primeiro estudo que realizou esse tipo

de investigacgao.

De modo interessante, nos ultimos anos, foi percebida uma redugéo na taxa
de recaidas nos pacientes com EM associada ao tratamento da depressao com
SSRIs (FOLEY et al., 2014). Esses SSRIs inibem o transportador de membrana — o
SERT - que promove a recaptacdo da serotonina. Com essa inibicdo, a
concentragcdo de 5-HT aumenta na fenda sinaptica e no meio extracelular,
possibilitando um maior tempo de acédo desse neurotransmissor (BRANCO-DE-
ALMEIDA et al., 2011).

Sabendo que a EM tem sido considerada uma doenca autoimune de

mediacao celular, nosso primeiro objetivo foi avaliar a influéncia que a 5-HT exerce
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na resposta proliferativa das células T ativadas policlonalmente com o PHA, que é
um poderoso mitdégeno de células T humanas. Em nosso sistema, a linfoproliferacéo
apresentou uma tendéncia a ser menor nas culturas de células de pacientes com
EM, quando comparada ao grupo controle e isso pode estar ligado a menor
viabilidade, como descrita por alguns autores (PELLEGRINO & KAYER 2000;
TALER et al.,, 2007) e/ou a maior suscetibilidade dessas células a morte celular
induzida por ativacdo, fendbmenos que pretendemos investigar no futuro. Nessas
culturas, a adicdo de 5-HT diminuiu a proliferacdo dessas células tanto no grupo
controle como no grupo de pacientes de EM. Esse resultado estd de acordo com
alguns estudos in vitro demonstrando efeito inibitério dos SSRIs na proliferacdo de
linfocitos induzida por mitogeno (GOBIN et al., 2013). Um dos mecanismos pelos
quais os SSRIs reduzem a proliferacdo pode envolver a modulagdo negativa da
expressdo de moléculas co-estimuladoras. Nesse sentido, achados obtidos por
Branco-de-almeida e colaboradores (2011) demonstraram que a fluoxetina, por
reduzir a expressdo do ICOS-L nas DCs, inibiu significativamente a proliferacdo de
células T ICOS" ativadas.

Além de inibir a expressdo de ICOS-L nas DCs, acredita-se ainda que 0s
SSRIs inibam as vias de ativacdo da proteina quinase C (PKC), assim como reduz o
influxo de Ca'™ em diferentes células imunes (GOBIN et al., 2013). Nesse estudo por
Gobin e colaboradores, a inibicdo da proliferacdo de células T ativadas com outro
mitdégeno, a concanavalina A (ConA), pela fluoxetina, foi associada a degradacéo da
PKC e a formacdo de AMPc. Por outro lado, a fluoxetina estimulou a resposta celular
e elevou a translocacdo da PKC quando as concentracdes de ConA foram
reduzidas, sugerindo que os efeitos dos SSRIs nas célula-alvo possam ser dose-
dependentes. Infelizmente, por limitagbes financeiras e operacionais, quanto aos
custos dos insumos e a dificuldade de se obter nimero suficiente de células dos
pacientes, nés néo realizamos uma analise de diferentes doses da 5-HT nos eventos
estudados aqui. No entanto, a dose de 5-HT usada em nosso estudo esta dentro da
faixa da normalidade, isto é, dos niveis de referéncia de 5-HT em individuos
saudaveis (200 ng/mL).

Alguns estudos tém demonstrado, de maneira consistente, os efeitos
imunoestimuladores dos antidepressivos. Por exemplo, Kubera e colaboradores
(2012) mostraram que o tratamento com 0s SSRIsS aumentou a atividade dos
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linfocitos T, uma vez que, no estresse, o individuo fica mais suscetivel as doencas
infecciosas decorrentes de uma possivel imunossupressédo. Por outro lado, no
contexto das doencas autoimunes, estudos em animais tém demonstrado que SSRIs
podem atenuar a gravidade dos sintomas em desordens autoimunes provavelmente
por modular negativamente a funcdo das células T efetoras (TALER et al., 2011,
VOLLMAR et al., 2009; YUAN et al., 2012; KUBERA et al., 2012). Esses resultados,
aparentemente paradoxais podem ser explicados por diferentes fenbmenos, tais

como o subtipo majoritario de receptores para a 5-HT expressos sobre as células T.

Como mencionado na introducédo desse trabalho, existem sete subtipos de
receptores para a 5-HT (5-HTRs) e muitos dos efeitos antagbnicos desse
neurotransmissor podem estar atrelados a expressao diferenciada desses subtipos
de receptores. Em nosso modelo de estudo, a producdo cronica de citocinas
inflamatorias pode modular a expressao diferencial desses 5-HTRs nas células
imunes que migram para as areas de lesdo no SNC, onde os niveis de serotonina
sdo superiores aos valores dosados no sangue periférico. Por exemplo, no modelo
murino de colite induzida pelo sulfato de dextrano sdédico (DSS — dextran sulfate
sodium), a inibicdo do receptor 5-HT7 pelo seu antagonista (SB-269970) atenuou o0s
sintomas intestinais. Analise histopatoldgica revelou que esse antagonista reduziu
dramaticamente o grau de lesdo no cdlon, que foi diretamente associado a menor
frequéncia de células imunes locais ativadas e, portanto, de citocinas inflamatérias
(KATO, 2013). Nesse mesmo estudo, antagonistas do receptor 5-HT3 inibiram a
producdo das IL-1, IL-6 e TNF-a.

Estudo por Muller e colaboradores (2009) demonstrou que a serotonina foi
capaz de aumentar a producdo de IL-6 e IL-10 via receptores 5-HT4 e 5-HT7.
Entretanto, Snir e colaboradores (2013) mostraram que a producao de TNF-a pelas
CMSP ap6s estimulacdo com LPS foi inibida via receptor 5-HT2A. Ademais,
antidepressivos, como fluoxetina e desipramina, foram capazes de reduzir a
producdo de IL-6 e aumentar a liberacdo de IL-10 nos ganglios linfaticos de
camundongos com hipersensibilidade de contato (CHS — contact hypersensitivity)
induzida pela aplicacdo tépica do hapteno-2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB)
(CURZTEK et al, 2013). Esses resultados revelam a complexidade das

propriedades imunomoduladoras da 5-HT em decorréncia da existéncia de
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diferentes receptores que podem ser expressos em células imunes em diferentes
status funcionais.

Finalmente, resultados divergentes quanto aos efeitos da 5-HT podem ainda
ser explicados por possiveis variacdes genéticas no transportador de serotonina — 0
SERT - ja que essas variacdes estdo associadas a desordens psiquiétricas, como
autismo (PRASAD et al.,, 2009), ansiedade (LAUCH et al.,, 2009), depressao e
suicidio (SEGAL et al., 2009), pois esse transportador tem um papel fundamental na
recaptacdo da serotonina sindptica (ZHU et al., 2010a). A determinacdo do padréo
de expressao de receptores para serotonina em células T de individuos saudaveis e
de pacientes com EM serd, no futuro proximo, investigado pela nossa equipe.

A EM é uma doenca cronica, inflamatoria e desmielinizante, que causa
diferentes disturbios neurolégicos. Acredita-se que falhas nos mecanismos de
regulacdo imune associados a producdo exacerbada de citocinas ligadas ao fenétipo
Th17 estejam envolvidas no estabelecimento da doenca (LOCK et al., 2002; revisto
por LOVETT-RACKE, YANG & RACKE, 2011). As células Th1l7, quando ativadas,
produzem niveis elevados de IL-17 (IL-17A), IL-21, IL-22, IL-6 e TNF-a, exercendo
efeitos deletérios na EM por induzir células locais (micréglia) e migrantes
(mondcitos/macrofagos e células dendriticas) a produzirem elevados niveis de
radicais livres derivados do oxigénio, do nitrogénio e da metalo-proteinase 9, todos
envolvidos no processo de desmielinizagdo no SNC (revisto por LOVETT-RACKE,
YANG, RACKE, 2011).

Em nosso estudo, a 5-HT reduziu a producdo de citocinas relacionadas ao
perfil Thl7, como o TNF-a, IL-21, IL-22, IL-6 e IL-17. Apesar de n&o termos
observado nenhuma diferenga significativa na produgédo de IFN-y entre os dois
grupos estudados, a 5-HT foi também capaz de atenuar a producdo de IFN-y,
importante citocina relacionada ao fenotipo Thl, que também tem sido atrelado aos
processos de destruicdo da bainha de mielina em pacientes com EM (KEBIR et al.,
2009; BECHER, DURELL & NOELLE, 2002; GRAN et al.,, 2002). Existe a
possibilidade, no entanto, que, durante os surtos, os niveis de IFN-y secretado pelas
células T potencialmente encefalitogénicas atinjam niveis elevados. Infelizmente,
dentro de nossa rotina, € muito dificil ter acesso as amostras desses pacientes

desde que a equipe médica deve iniciar imediatamente o tratamento com elevadas
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doses de corticoides, uma potente droga imunossupressora, impossibilitando uma

analise desses fendmenos imunes durante as crises clinicas.

Estudos mostram que antidepressivos, dentre eles os SSRIs, sdo capazes de
inibir a producgédo in vitro de citocinas pro-inflamatoérias por linfocitos e mondcitos
humanos, de maneira dose-dependente (XIA et al., 1996; MAES et al., 1999;
KUBERA et al., 2001, 2009). Tsuchida e colaboradores (2011) reportaram que 0 USsO
de agonistas de 5-HT4 (por exemplo, a tegaserode e cisaprida) diminuiu a producéo
de IFN-y. Coletivamente, esses estudos sugerem um efeito modulador anti-
inflamatorio da serotonina, através de uma possivel interacdo dos diversos sistemas
do organismo na modulacdo da resposta inflamatéria via receptores 5-HT, uma vez
gue esse antidepressivos atuam aumentando a concentracdo extracelular desse
neurotransmissor, possibilitando assim um maior tempo de interacdo com o0s

receptores na superficie de células diversas, como as do sistema imune.

Em nosso sistema, a adicdo da 5-HT as culturas foi capaz de aumentar a
producdo de IL-10 em ambos os grupos. Corroborando, varios estudos tém
demonstrado que o tratamento com antidepressivos aumenta a producao de IL-10
(CURZTEK et al., 2013; KUBERA et al., 2012; BRANCO-DE-ALMEIDA et al., 2011).
Kubera e colaboradores (2012) mostraram que o uso de sertralina, um SSRI,
aumenta a producédo de IL-10 ao passo que diminui a producdo de IFN-y. Os
antidepressivos, em especial os SSRIs, atenuam desordens inflamatorias ao
aumentar a funcionalidade de células Tregs, que inibem o fluxo de células T efetoras
no tecido inflamado, através da secrecdo de IL-10 (CURZTEK et al., 2013). Foi
mostrado por Kim e colaboradores (2012) que individuos com diagnostico de
depressdo maior apresentam menor frequéncia de células TCD4 FOXP3" no
sangue. Ademais esses autores demonstram uma redugdo na expressao de 5-
HT(1A)R na superficie dessas células Tregs. Esses resultados sugerem que a 5-HT
seja capaz de aumentar a producéo de IL-10, favorecendo o perfil de células Tregs,
0 que é benéfico no contexto das doencas autoimunes. Desta forma, os dados
encontrados no presente estudo e na literatura podem ajudar a explicar a melhora
clinica dos pacientes de EM-RR que fazem uso de SSRIs, que sdo uma possivel
nova abordagem terapéutica para pacientes com desordens inflamatorias, como a
EM.
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De forma interessante, e mais uma vez revelando a complexidade desse
sistema biologico, um estudo realizado pelo nosso grupo mostrou que a DA
favorece o fenotipo Th1l7 em individuos com transtorno de humor (FERREIRA et al.,
2011). A DA é a principal catecolamina produzida particularmente dentro do SNC, e
um efeito imunomodulador semelhante da DA foi observado nas células T de
pacientes com EM pelo nosso grupo (FERREIRA et al.,, 2014). Nesse estudo, as
células T desses individuos apresentaram um aumento na proliferacdo quando
ativadas na presenca de DA. Além disso, a adicdo desta catecolamina favoreceu o
fendtipo Th17 ao elevar a producéo in vitro de citocinas pré-inflamatérias como TNF-
a, IL-6 e IL-17. J& a producdo de IL-10 foi diminuida nas culturas de células T
ativadas que receberam a DA, ao contrario do que foi observado com a adicédo da 5-
HT nas culturas de células T do presente estudo. Esse efeito observado deve estar
relacionado a interacdo desses neurotransmissores com seus diferentes receptores

na superficie da célula T, que modula positiva ou negativamente essas células.

Dando continuidade ao nosso estudo, nosso préximo objetivo foi determinar
se a 5-HT exerceria efeitos diferenciais no padréo de secrecdo de citocinas nas
células T CD4" e T CD8" purificadas. Vale ressaltar que, por uma questio de custo
dos insumos necessarios para esse experimento, essa etapa do estudo foi

conduzida apenas com amostras de sangue de pacientes com EM.

Com relacédo a producao de citocinas relacionadas ao perfil Th17, a 5-HT foi
capaz de diminuir a producdo de IL-17, IL-6 e IL-22 na cultura de células T CD4"
ativadas de pacientes. Enquanto que no compartimento das células T CD8", a 5-HT
ndo alterou, de forma significativa, a producdo de IL-22, mas reduziu os niveis de
IL-17, IL-6 secretados. Esses resultados sugerem que, in vitro, as células TCD4" ou
TCD8" dos pacientes sdo sensiveis a modulagdo da 5-HT no que diz respeito a
producdo de citocinas pro-inflamatérias. Esse efeito imunossupressor torna-se
benéfico para os pacientes uma vez que 0S surtos caracterizam-se por uma
inflamacéo acentuada no parénquima cerebral, que destrdem a bainha de mielina
dos neurdnios, implicando na perda da transmissdo do impulso nervoso e

consequentes sequelas motoras e visuais, as mais comuns.

Deficiéncias nos mecanismos de auto-tolerdncia sao atrelados a EM.

Curiosamente, em nosso estudo, apesar da serotonina ter elevado a producéo da IL-
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10 em culturas de CMSP, observamos aqui que esse efeito foi restrito as células T
CD4" dos pacientes com EM. Um incremento na produgdo de IL-10 deve auxiliar no
controle da sintese e secrecao de citocinas pro-inflamatorias nas culturas de células
Thl e Thl7, uma vez que estes fenodtipos estdo fortemente implicados na
patogénese das lesdes neuronais (POLANCZYK et al., 2006; TAI et al., 2008). A
incapacidade da 5-HT em elevar a producéo de IL-10 pelas células TCD8" pode
estar relacionada a baixa expressdo de subtipos de receptores para serotonina na
superficie desses linfocitos capazes de induzir diretamente a producdo dessa
citocina. Por outro lado, a habilidade desse neurotransmissor em diminuir a
producdo de citocinas pro-inflamatérias sugere que outros subtipos de 5-HTRs
devem ser igualmente expressos nas células T CD4" e TCD8". Estudos que avaliem
a expressao diferencial de receptores da 5-HT na superficie das células T em nosso

estudo precisam ser conduzidos.

Além da IL-10, outros marcadores das células T regulatorias tém sido
utilizadas para identifica-las: a expressédo de FOXP3, CTLA-4 (CD152), CD25 e mais
recentemente o CD39, sendo esse Ultimo indicativo de funcionalidade dessas
células. A expressdo do CD39 nas células T parece ser induzida através da
sinalizacao via receptor aril hidrocarbono (BORSELLINO et al., 2007; GANDHI et al.,
2010). Funcionalmente o CD39 degrada a molécula de adenosina trifosfato
extracelular em adenosina monofosfato, considerada um dos mecanismos de acao

pelos quais as Tregs reduzem a inflamagéo (BORSELLINO et al., 2007).

No contexto da EM, deficiéncias funcionais das células T regulatorias
CD4*CD25""FOXP3" e das células Trl (IL-10'FOXP3) tém sido descritas
(VIGLIETA et al., 2004; ASTIER et al., 2006; HAAS et al., 2014). A diferenciacéo de
Tregs € carreada pelo fator de transcricdo FOXP3, que é importante para a funcéo
supressiva (FONTENOT et al., 2005; WILLIAMS et al., 2007). Deficiéncia genética
do FOXP3 induz disfuncao de células Treg e desregulacédo imune (NIE et al., 2015),

podendo desencadear doencas autoimunes, como a EM.

De forma interessante, no presente estudo, a 5-HT aumentou, de forma
significativa, a frequéncia das células TCD4" FOXP3" e FOXP3™ (Tr-1) capazes de
produzir IL-10 nas culturas de células de pacientes com EM e de individuos

saudaveis. Uma analise mais minuciosa dessas células revelou que a 5-HT elevou a
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proporcdo do subtipo mais funcional, isto é, as células Tregs CD39". Apesar de ndo
termos realizado testes funcionais relacionados a capacidade das células Treg
tratadas com 5-HT em inibir a proliferacdo das células T efetoras, a capacidade
desse neurotransmissor em elevar a expressao de IL-10 e CD39 em células T CD4"
ja sugere um aumento na funcdo reguladora desse sutipo celular pela 5-HT.
Coletivamente esses achados sugerem um efeito predominantemente anti-
inflamatorio da serotonina o que pode trazer beneficios para os pacientes com EM

com a forma remitente- recorrente.

Estudo por Muls e colaboradores (2015) mostrou que a proporcdo de células
Tregs foi similar nos pacientes durante as recaidas e no grupo controle, porém a
frequéncia dessas células que expressavam CD39 foi mais alta no grupo de
pacientes, provavelmente como uma tentativa de controlar o status inflamatério no
qual o paciente se encontra. No presente estudo, por dificuldade de acesso ao
paciente, ndo foi possivel estudar o perfil fenotipico e funcional das células T de
pacientes durante os surtos e sim, apenas em fase de remissdo. Entretanto
mostramos que a adicdo de 5-HT elevou a proporcdo dessas células Tregs CD39"
nos pacientes com EM em fase de remissdao. Sendo assim, acreditamos que um
incremento na producdo desse neurotransmisor possa efetivamente ajudar os

pacientes em surto.

Em acordo com os nossos dados de dosagem de citocinas obtidos pela
técnica ELISA, a analise fenotipica, através da citometria de fluxo, confirmou a
capacidade da 5-HT em inibir a percentagem de células T efetoras relacionadas aos
fendtipos mais implicados na imunopatogénese da EM. Por outro lado, esse
neurotransmissor foi capaz de induzir, in vitro, uma expanséo do fenétipo Treg 17,
um novo subtipo de células Thl7 capaz de produzir IL-10 e controlar respostas
inflamatorias, sendo menos patogénicas (MCGEACHY et al., 2007; SHI et al., 2010;
PETER et al.,, 2011; LEE et al., 2015). Esses resultados, associados aos dados
obtidos por ELISA, reforcam as propriedades imunomoduladoras da serotonina e
sugerem o0 uso de manobras para elevar 0os niveis endodgenos desse
neurotransmissor no auxilio do manejo clinico de pacientes com EM e depressao,
uma vez que a prevaléncia de depresséo nesses pacientes é de 37 a 54% (HOANG
et al., 2016).
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Por fim, Zhang e colaboradores (2016) ndo conseguiram mostrar uma
correlagdo entre o tratamento com SSRIs com a progressao e a disabilidade
acumulada em pacientes com EM. Diferentemente de Foley e colaboradores (2014)
gue mostraram a capacidade desses antidepressivos de provocar uma melhora
clinica, ou seja, menor taxa de recaidas, nos pacientes que fizeram uso destes
farmécos. Um fator que pode estar envolvido nas observacdes contraditérias é a
fase da doenca estudada. No estudo de Foley, os pacientes apresentavam a forma
remitente-recorrente, enquanto Zhang estudou pacientes com a forma primaria-
progressiva e secundaria-progressiva. Sabe-se que essas formas progressivas
conduzem o paciente para a neurodegeneracdo e nao respondem ao tratamento

com as TMD.

Se 0s nossos resultados forem confirmados por outros grupos de pesquisa
poder-se-a indicar a introducdo da serotonina, através da administracdo de SSRIs
por exemplo, como adjuvante no tratamento da EM, principalmente em pacientes
depressivos que, pela patologia do transtorno de humor, possuem a concentragao

de serotonina diminuida.
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6. CONCLUSAO

A capacidade da serotonina (5-HT) em diminuir a proliferacdo das células T
de pacientes com esclerose multipla (EM) com a forma remitente-recorrente e
a producédo de citocinas pro-inflamatdrias tanto pelas células TCD4" e TCD8"
revela seu grande potencial em inibir a inflamag¢do no parénquima cerebral,
podendo contribuir na reducdo de episddios agudos de comprometimento
neuroldgico.

A possibilidade de avaliar os diferentes fendétipos envolvidos na
imunopatogénese da EM, através da citometria de fluxo, fortaleceu os
resultados da diminuicdo da producdo de citocinas no sobrenadante das
culturas uma vez que, in vitro, a 5-HT diminuiu a frequéncia das células T
efetoras relacionadas a EM — os fenétipos Th1/Tc-1 e Th17/Tc-17.

A habilidade da 5-HT em favorecer a expanséao de diferentes subtipos de
células T CD4" reguladoras classicas revela outro mecanismo pelo qual esse
neurotransmissor pode beneficiar o tratamento adjuvante dos pacientes com

EM que sofrem de depresséo.

Apesar de preliminares, os resultados aqui apresentados indicam que a

serotonina exerce um efeito anti-inflamatoério importante tanto diretamente, por inibir

as células T efetoras, como indiretamente, por favorecer a expansédo de células T

CD4" reguladoras. Esses achados podem ajudar a explicar, ao menos em parte, por

gue o tratamento com SSRIs podem atenuar a progressao da EM.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP-UNIRIO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - UNIRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO

TTDD:232
Assunto: Projetos de Pesquisa — Avaliagdo.

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

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

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

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

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

Sumario do protocolo:

- Objetivos: avaliar o perfil imunologico de pacientes com neuromielite éptica (NMO) em
resposta a diferentes estimulos antigénicos; avaliar a proliferagio dos linfécitos T mediante
ativag@io por diferentes antigenos e patogenos; a frequéncia de diferentes subpopulagdes de
células T no sangue periférico de pacientes com Neuromielite Optica; a frequéncia e a
situagdo funcional das células dendriticas no sangue periférico dos pacientes em questio; o
impacto de diferentes neurotransmissores do stress na fungo in vitro das células T dos
pacientes com NMO; quantificar a produgdo n vivo e in vitro de citocinas relacionadas aos
fenétipos inflamatérios e anti-inflamatérios de células T nos pacientes com NMO.

- Samula do Projeto: o projeto tem como foco o estudo da neuromielite dptica, doenca
desemielinitizante do sistema nervosa central. O status funcional de células imunolégicas de
pacientes serd avaliado. Serdo utilizados pacientes do Hospital da Lagoa, com critério de inclusdo
o diagnéstico dos diversos tipos de NMO, e exclusio obesidade mérbida, consumo de &lcool e
tabaco. Ocorrerd a coleta de 20 mL de sangue para quantificagio de células imunolégicas e estudo
de cultura de células para avaliagdo de proliferagdo e viabilidade celular. Para as andlises
estatisticas serdo utilizados testes nfio paramétricos.

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

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

Comité de Etica em Pesquisa CEP-UNIRIO
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO
Avenida Pasteur, 296 — Urca — Rio de Janeiro — RJ — Cep: 22290-240.
Telefones: 21- 5427771 E-mail: cep.unirio09@gmail.com e cep-unirio@unirio.br
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e O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar
todas as folhas de Termo de Consetimento Livre e Esclarecido — TCLE —
apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

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

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

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

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

Rio de Janeiro, 18 de novembro de 2011.

Fabiana Barbosa Assumptad déSouza
Coordenadora do CEP-UNIRIO

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

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

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Laboratério de Imunofisiologia e Imunopatologia dos linfécitos T

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto
“Avaliacdo fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite
optica”
Titulo do SubProjeto:
“Avaliacdo fenotipica e funcional dos linfocitos T de pacientes com neuromielite
Optica: comparacdo com a esclerose multipla”

Investigador Principal: Dr2. Cleonice Alves de Melo Bento — Professora de Imunologia da
UNIRIO.

Tels.: 2531-7906/ 2558-7586 / 9883-8948
EXPLICACAO DO PROJETO DE PESQUISA AOS PARTICIPANTES

1.1- Proposito do estudo

O proposito desse estudo é avaliar o impacto de diferentes eventos imunes em
pacientes com neuromielite 6ptica (NMO) e compara-los com individuos saudaveis e com
pacientes com esclerose mdultipla (EM). Assim podemos identificar alguns pardmetros que

possam estar implicados na EM.
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1.2- Procedimentos

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

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

avaliacdo quantitativa e qualitativa de seu sistema imune.

1.3- Riscos e desconfortos

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

condi¢bes adequadas.

1.4- Beneficios

Os resultados obtidos pelo estudo serdo analisados pelo nosso grupo. Estes
resultados poderédo fornecer informacdes importantes relacionadas a EM. Mas, eles podem
ndo lhe trazer beneficios imediatos, desde que sdo necessarios varios anos de estudos e
um numero elevado de pacientes. No entanto, caso os achados sejam significativos, o seu

médico tera acesso a todos eles e podera, caso julgue necessario, apresenta-los a voceé.

1.5- Alternativas para a participacao
Sua participagdo nesse estudo € voluntéria. Vocé podera interromper a entrevista ou

nao permitir a coleta de seu sangue a qualquer momento, sem nenhum problema para vocé.
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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 compensacdes
Vocé ndo pagara nada para participar nesse estudo. Vocé ndo serd pago por estar

no estudo.

1.7- Confidenciabilidade
Este estudo envolve informacgdes confidenciais. Essas informac¢fes serdo mantidas
estritamente confidenciais entre os membros envolvidos na pesquisa. Qualquer publicagédo

cientifica dos resultados nao identificara voceé.

1.8- Direito para se retirar da pesquisa
Sua participacédo é voluntaria. Vocé néo é obrigado a participar desta pesquisa. Vocé

é livre para interromper a qualguer momento sua participagao.

1.9- Perguntas ou problemas

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

1.10- Consentimento

Uma vez que vocé leu (ou lhe foi explicado) e entendeu o propésito desse estudo, os
procedimentos que serado 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:
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Eu expliquei o propoésito do estudo para o paciente. Ao meu entender, ela entendeu o
propdsito, procedimentos, riscos e beneficios desse estudo.

Nome do Investigador:

Assinatura do Investigador:

Testemunha:

Assinatura da Testemunha:

Data:



