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Resumo.

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga primaria do sistema nervoso central.
Geralmente, expressa-se numa fase clinica de surto e remissdo, mediada por
lesbes focais inflamatérias agudas na substancia branca cerebral e medula
espinhal, podendo evoluir para uma fase progressiva, mediada por perda axonal e
neuronal. Paralelamente ao aumento do conhecimento sobre a participagdo dos
linfécitos na execucdo da resposta imune, cresce a importancia das células
dendriticas na subsequente regulagdo da resposta imune adquirida. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento com o interferon beta na
produgé@o de citocinas pelos linfécitos Th17 / Th1 no sangue dos pacientes com
EM forma remitente recorrente (EMRR), comparando-os com grupo controle e
estudar a concentragdo de células dendriticas plasmocitdides (pDCs) no liquido
cefalorraquiano (LCR) de pacientes com EMRR nas fases aguda e de remisséo da
doencga. Trinta e quatro pacientes, divididos em grupos tratados com interferon 3 e
nao tratados, e um grupo controle de 20 voluntarios sadios, foram avaliados
quanto a resposta de linfoproliferagdo de células mononucleares extraidas do
sangue periférico e colocadas em cultura com estimulo especifico e inespecifico,
além do grau de producao de citocinas pro- e anti- inflamatéria. Posteriormente, a
concentracdo de pDCs foi mensurada no LCR e sangue periférico de pacientes
em fase de surto e em fase remissdo da EMRR, comparadas com pacientes com
doencas ndo inflamatodrias do sistema nervoso central, analisados por citometria
de fluxo. Os resultados demonstraram que o tratamento com o IFN-B diminui a

resposta proliferativa fisiologica dos linfécitos T de pacientes em tratamento, e



modifica o padréo de citocinas pré- (IFN-y e IL-17) e anti- inflamatéria (IL-10) nos
pacientes com EMRR. As pDCs estdo aumentadas no liquor de pacientes em
surto, quando comparada a fase de remissdo, sem correspondéncia no sangue

periférico, indicando uma provavel migracao seletiva.



Abstract.

Multiple sclerosis (MS) is a primary disease of the central nervous system,
clinically characterized by relapses mediated by acute inflammatory lesions in
white matter. With time, the disease could evolve to a neurodegenerative phase,
characterized by axonal loss. In parallel to the importance of T helpers
lymphocytes in the genesis of disease, enhance the knowledge about the
participation of dendritic cells in orchestrating the immune response. The objective
of this study is to evaluate the effect of interferon beta therapy on the cytokine
production of Th1 and Th17 subsets from MS patients, comparing with controls,
and to study the plasmacytoid dendritic cells concentration in cerebrospinal fluid of
MS patients in different phases, relapse and remitting, of disease. The proliferative
response of lymphocytes from PBMC from thirty four patients divided in two
groups, interferon beta therapy and no treatment, and a control group with twenty
individuals were evaluated in culture with specific and non specific stimulation.
After that, the level of pro and anti-inflammatory cytokine production were
measure. In a second step, the pDCs concentrations were measured in CSF and
PBMC of patients in different phases, comparing with patients with others non
inflammatory diseases. The results showed that interferon beta therapy diminished
the proliferative response of T lymphocytes compared with the non treated group
and modify cytokine production of IFN-y, IL-17 and IL-10 in MS patients. The
pDCs were increased in CSF in phase of relapse compared with remittion, with no

corresponding increasing in PBMC, indicating a selective migration.
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Lista de Abreviaturas.

APC — células apresentadoras de antigeno

BCR — receptor de células B
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EAE — encefalomielite experimental auto-imune
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EM — esclerose multipla

EMRR — esclerose multipla forma recorrente remitente
EMSP — esclerose multipla forma secundariamente progressiva
HLA — antigeno leucocitario humano

ICAM — molécula de adesao intercelular

IFN - interferon

IgG — imunoglobulina G

IL - Interleucinas

LCR - liquido celaforraqueano

MBP — proteina basica de mielina

MHC — complexo de histocompatibilidade principal
MAG — glicoproteina associada a mielina

MOG — glicoproteina da mielina do oligodendrécito

NAbs — anticorpos neutralizantes contra IFN-3
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PLP — proteina proteolipidica

PHA - fitohemaglutinina

SNC - sistema nervoso central

TCR —receptor de célula T

TGF — fator transformador de crescimento

Th — linfocitos T auxiliadores

TNF — fator de necrose tumoral

VCAM — molécula de adesé&o vascular celular

VLA-4 — alfa 4 beta 1 integrina
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Introducao.

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca que afeta aproximadamente 2,5
milhdes de pessoas no mundo e 400.000 nos Estados Unidos (1). Apresenta
incidéncia maior em adultos jovens, na faixa etaria 20 a 50 anos de idade, e mais
no sexo feminino, numa relacdo aproximada de 2:1 (2). No Brasil, ndo existem
muitos estudos de prevaléncia. Em julho de 1997, Callegaro e colaboradores
identificaram em torno de 1500 pacientes com EM clinicamente definida na cidade
de Sao Paulo, resultando numa prevaléncia geral de 15/ 100.000 habitantes. A
prevaléncia encontrada pelo mesmo grupo e na mesma cidade, em 1990, era de
4,27/ 100.000 habitantes (3). Comparando-se os dados e considerando o maior
acesso da populacdo aos exames de imagem, maior treinamento dos médicos
generalistas para o diagndstico precoce da EM, assim como, melhor acesso aos
médicos neurologistas, este numero pode estar subestimado nos dias atuais.

A EM é uma doenga primaria do sistema nervoso central (SNC).
Geralmente, se expressa numa fase clinica de surto e remissdo, mediada por
lesbes focais inflamatérias agudas na substancia branca cerebral e medula
espinhal, podendo evoluir para uma fase progressiva, mediada por perda axonal e
neuronal. As conseqUéncias da inflamacao, como desmielinizacao, remielinizacao
incompleta e gliose, parecem sensibilizar os axénios remanescentes a novos
insultos, encurtando seu tempo de vida (4,5). Diante destes fatos, estudos tém
demonstrado que intervengdes precoces na fase inflamatéria da doenca atrasam

ou podem até prevenir o desenvolvimento da fase progressiva degenerativa (5,6).
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A etiologia da EM é desconhecida, mas admite-se que se trata de uma
doenga com etiologia multifatorial, de natureza auto-imune, na qual o fator
ambiental, provavelmente de origem infecciosa, e a susceptibilidade genética
parecem ter um papel essencial na sua determinacao (5)

Os estudos conduzidos no modelo experimental da EM, a encefalomielite
experimental auto-imune (EAE), foram fundamentais para o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos no processo de desmielinizacdo da doenca.
A EAE pode ser induzida ativamente em animais geneticamente susceptiveis pela
imunizacdo com mielina e seus componentes, como a proteina basica de mielina
(MBP), proteina proteolipidica (PLP), glicoproteina associada a mielina (MAG),
glicoproteina da mielina do oligodendrécito (MOG) e peptideos encefalitogénicos
derivados desses antigenos (7,8). Tanto a EM, como a EAE, sdo consideradas
doencas auto-imunes mediadas por linfécitos T. No modelo experimental essa
evidéncia € direta, pois a EAE pode ser transferida para animais normais por
clones de linfocitos sensibilizados aos componentes da mielina (7). Na EM, as
evidéncias sdo indiretas, mas indicam a importante participacdo dos linfécitos T
auto-reativos no desencadeamento da doenca. A presenca de linfocitos T reativos
a mielina foi descrita em individuos normais, mas estdo aumentados ou ativados
no sangue periférico de portadores de EM, principalmente na fase de exacerbacao
da doenca (9-11). Essas observagdes foram confirmadas pelos recentes relatos
sobre o efeito benéfico do tratamento da EM com o anticorpo monoclonal
humanizado (natalizumab), que diminui significativamente a migragdo dos

linfécitos T para o SNC (12).
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Os linfécitos T sofrem o processo de maturagao e diferenciacao no timo. No
cortex timico, rearranjam 0s genes para a expressao dos receptores especificos
de células T (TCR) para o antigeno e expressam as moléculas dos co-receptores
CD4 ou CD8 (13). A migracado desses timdcitos duplo-positivos do cortex para a
medula do timo permite a interacdo dessas células com as células do
microambiente timico, ou seja, as células epiteliais, dendriticas e macréfagos, que
expressam altos niveis de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e classe Il. As células epiteliais da medula
do timo normalmente expressam inumeros genes de antigenos especificos do
tecido, também conhecidos como antigenos dos tecidos periféricos, que estao
normalmente expressos nos 0rgaos da periferia e aparentemente nao sao
necessarios para a funcdo das células epiteliais da medula timica. Durante a
selecdo negativa, essas moléculas antigénicas sao apresentadas aos timdcitos
como antigenos proprios (13). Quando esses antigenos sao apresentados com
muita avidez, esses timécitos entram em apoptose caracterizando um processo
chamado de tolerancia central.

Os mecanismos de sele¢do no timo, no entanto, ndo garantem que todos os
linfécitos T potencialmente auto-reativos sofram o processo de apoptose (13).
Atualmente, entende-se que o organismo convive com os clones de linfécitos auto-
reativos e auto-anticorpos de uma forma harménica. Inclusive, hd referéncias de
que esse equilibrio seja fundamental para a homeostase do proprio organismo
(13). Essas evidéncias indicam que as células potencialmente autorreativas que
deixam o timo estdo circulando na periferia sob um controle complexo que é

conhecido por toleréncia periférica.
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As causas que levam ao aparecimento das doengas auto-imunes ainda sao
obscuras, mas fatores genéticos, ambientais, hormonais e anormalidades
imunol6gicas sao cruciais nesse processo. Entre os fatores imunolégicos, o
desequilibrio entre os linfécitos T efetores e os linfocitos T reguladores foi
demonstrado em varias doencgas auto-imunes inclusive na EM (14).

Na EM, as células T autorreativas para os componentes da mielina sao,
portanto, geradas na periferia e migram para o SNC. Em 1986, Robert Coffman e
Tim Mosmann descreveram a heterogeneidade das populagdes de linfocitos T
CD4, conforme o perfil de citocinas produzidas: os linfécitos Th1 produzem
interferon-y (IFN-y), que protege o organismo contra patégenos intracelulares e
promovendo a resposta imune celular. Os linfocitos Th2 produzem as citocinas IL-
4, IL-5, IL-13 e IL-24 promovendo protegcdo contra patégenos extracelulares
através da resposta imune humoral. Varios estudos mostraram que as citocinas
pro-inflamatérias produzidas pelos linfécitos Th1 estavam envolvidas nos danos
causados a bainha de mielina (15), enquanto citocinas com efeito anti-inflamatério
como a IL-10 e TGF-B sao responsaveis pela reducdo da resposta inflamatéria
observada principalmente durante os surtos da EM (16).

A EAE foi inicialmente descrita como uma doenga mediada por linfécitos
Th1. Posteriormente, o efeito danoso do IFN-y no processo de desmielinizagao foi
confirmado com descrigdo da IL-12, uma citocina indutora de IFN-y que também
estd aumentada na EM (17). No entanto, a observacdo que animais
geneticamente deficientes para IFN-y ou para seu receptor especifico
desenvolviam EAE normalmente, sugeriu a existéncia de outra subpopulacédo de

linfocitos efetores nesse modelo (18-20). A descoberta da IL-23, interleucina que
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apresenta mesma subunidade p40 que a IL-12, mas difere por outra subunidade
p19, como agente indutor de outra subpopulacao de linfécitos T encefalitogénicos
na EAE, permitiu a identificacao posterior das células Th17 na inflamagéo cerebral
(21,22). Estudos recentes mostraram o importante papel da IL-17 no
desenvolvimento da EAE, sendo que as células T CD4 produtoras dessa citocina
foram descritas como linfécitos Th17 (23). Elas recebem este nome pela grande
produgdo de IL- 17A, 17F, 21 e 22, cuja funcao principal é combater, juntamente
com as outras células efetoras, patdgenos extracelulares tdo diversos como
bactérias Gram-positivas (Propionibacterium sp), Gram-negativas (Citrobacter sp,
Klebsiella sp, Bacterioides sp, Borrelia sp), bacilos alcool-acido-resistentes
(Mycobacterium tuberculosis) e fungos (Céandida sp) (24). A IL-17A, principal
citocina produzida por estes linfocitos, tem efeito semelhante a IL-17F e induz a
producdo de citocinas pré- inflamatérias, quimiocinas e metaloproteinases por
varios tecidos e tipos celulares, resultando no recrutamento de neutréfilos para o
sitio inflamatério (25).

A diferenciacédo dos linfécitos Th17 é regulada por uma complexa rede de
citocinas. Enquanto o TGF-B promove a diferenciacao de linfécitos T reguladores
que apresentam a capacidade de inibir a resposta inflamatéria, a presencga de IL-6
produzida pela resposta imune inata no microambiente onde a resposta imune
acontece, somada ao efeito de TGF-B, promove a diferenciacdo das células Th17
(24,26). A IL-23 atua na expansao e manutencao da populagao dos linfécitos Th17
contribuindo para o aumento da gravidade da EAE (27,28). Além da IL-6 e TGF-j3,
outras citocinas incluindo a IL-1-3, IL-13, IL-18, IL-22, IL-23 e TNF-a participam da

diferenciagdo e expansao da Th17 (24,26). Por outro lado, alguns estudos
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demonstraram que citocinas como a IL-4, IFN-y e IFN-a inibem a expansao das
Th17 mediadas pela IL-23 (30). A IL-27, membro da familia IL-12/IL-23, também
foi descrita como um potente regulador negativo da diferenciacdo da Th17.
Trabalho recente mostra que a IL-27 inibe a diferenciacdo da Th17 e a auséncia
de expressao da IL-27 aumenta a diferenciacdo e infiltragdo das células T
produtoras de IL-17 nos tecidos do SNC, contribuindo para a exacerbacao da EAE
(31). O fator de transcricdo especifica desta linhagem é o ROR-yt (Retinoic Acid
Orphan Nuclear Receptor), assim como T-BET (T-box expressed in T cells) nas
células Th1, GATA3 nas Th2 e FOXP3 nas células T regulatorias (24).

Os dados que demonstram a participagcdo das Th17 nos processos de
desmielinizacao em modelos animais sdo que intervencdes na via de formacao da
resposta Th1, pioravam ou mantinham a doencga inalterada (18); intervengdes na
via Th17 atenuavam ou melhoravam a doenca; a transferéncia de células Th17
reativas a mielina em ratos sadios induzia EAE (20); e a IL-17 possuia grande
efeito inflamatério e induzia dano tecidual durante o curso de doengas auto-
imunes. Niveis altos desta também ja foram demonstrados em pacientes com
outras doengas auto-imunes como artrite reumatéide, doenga inflamatéria
intestinal e psoriase (32-36).

Kebir e colaboradores demonstraram a expressao de receptores de IL-17 e
IL-22 (IL-17R e IL-22R) nas células endoteliais da barreira hematoencefalica de
pacientes com EM e no modelo EAE em ratos, in vitro e in vivo, que quando
entravam em contato com suas respectivas interleucinas, rompiam as jung¢des
intercelulares e facilitavam a migracdo de linfécitos Th17 auto-reativos (37).

Também foi demonstrado que estas células produziam granzima B, com
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consideravel atividade citolitica, quando em contato com culturas enriquecidas
com neurdnios fetais humanos (37). Frisullo e colaboradores detectaram grande
produgdo espontdnea de IL-17 e IFN-y a partir de células sanguineas
mononucleares periféricas (PBMC) de pacientes com Sindrome Clinica Isolada
(CIS) e EM forma remitente-recorrente (EMRR) na fase aguda — subaguda da
doencga, definida como até 30 dias apds o surto. Nas formas secundariamente
progressivas (EMSP) e na fase de remissdo da EMRR, tais niveis ndo se
repetiram, sugerindo a relacdo da IL-17 com a atividade e indug¢ao da doenca (38).

Em humanos, a depender do grau de infiltrado de células mononucleares e
do nivel de destruicdo da bainha de mielina, os patologistas definem, em
autépsias, areas do cérebro de pacientes com EM em lesGes agudas, lesdes
crbnicas ativas, lesdes inativas e substéncia branca aparentemente normal (39).
Em recente estudo, Tzartos e colaboradores demonstraram grande infiltrado de
células Th17 em areas ativas, como lesdes agudas e bordas de lesbes crbénicas
ativas, quando comparadas com areas inativas e substancia branca de aparéncia
normal. Além disto, ndo apenas células Th17 produziam IL-17, mas também
astrécitos e oligodendrocitos nas éareas de inflamagdo, contribuindo para
manutencdo de altos niveis locais desta citocina, quando comparadas com
cérebros normais (39). Isto pode significar que elas estao envolvidas ndo apenas
na inducao das lesdes, mas também na persisténcia delas.

Num estudo japonés, Ishizu e colaboradores detectaram altos niveis de IL-8
no LCR de pacientes com EMSR e EM forma éptico-espinhal e IL-17 apenas nesta
ultima, apds pesquisa de 16 diferentes citocinas. Encontraram uma correlagao

positiva entre niveis de IL-17 e IL-8 e o0 grau da escala do estado da incapacidade
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funcional de Kurzke (EDSS), indice de IgG e proteina e extensdo das lesGes
medulares vistas pela imagem de ressonancia nuclear magnética (IRM) dos
pacientes (40). Pesquisaram apenas linfécitos Th1 e Th2 nestas amostras,
encontrando niveis relativamente altos dos primeiros nas duas formas de EM,
quando comparados com controles. Além do mais, identificaram niveis
significativos de células Th2 na forma éptico-espinhal, que pode corresponder a
associacao com os anticorpos anti-Aquaporina 4, da neuromielite 6ptica ou
Doenca de Devic (40).

A ativagdo das células T autorreativas levando ao processo de
desmielinizacdo pode ser reduzida ou neutralizada pelos linfécitos T reguladores
(Tregs). O estudo de células reguladoras nas doencgas auto-imunes despertou
grande interesse na ultima década. As Tregs exercem papel importante na
manutencao da tolerancia central e periférica aos antigenos préprios, assim como
atuam na protecao contra uma resposta exacerbada aos antigenos externos (41).
O conceito de células T supressoras da resposta imune foi introduzido no comeco
dos anos 70 por GERSHON e KONDO (42). No entanto, sempre houve muita
dificuldade na identificacdo dessas células devido a falta de ferramentas de
analise molecular e celular. Em 1995, Sakaguchi e colaboradores descreveram a
existéncia de uma populacao celular CD4*CD25" que apresentava uma potente
atividade imunorreguladora (43). Em 2003, com a identificagdo do fator de
transcricdo forkhead box 3 (Foxp3), o estudo das células reguladoras teve um
consideravel avango, uma vez que esse fator foi associado ao desenvolvimento e
funcdo das Tregs (44). Mutagcdo no gene Foxp3 causa uma sindrome

linfoproliferativa em humanos, caracterizada por disfungao imunoldgica e pela falta
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de imunorregulacdo. Os mecanismos pelos quais as Tregs suprimem a resposta
imunolégica ainda estdo sendo estudados. Essas células podem atuar tanto
através do contato célula-célula, como através da liberagdo de fatores como
citocinas com efeito antiinflamatério (45). A contribuicdo do mecanismo do contato
célula-célula na imunossupressao causada pelas Tregs foi mostrada em cultura de
células, onde as células reguladoras ndo eram capazes de inibir a resposta
proliferativa de linfécitos, quando foram separadas por membranas
semipermeaveis (44,46). As Tregs podem ainda lisar os linfcitos respondedores
por mecanismos dependentes de granzimas e/ou perforinas (47,48), podem emitir
sinais reguladores negativos para as células alvo, como aumentar os niveis
intracelulares de AMP ciclico, que leva a inibicdo da resposta proliferativa dos
linfécitos T e sintese de IL-2 (49). Elas podem também aumentar ou diminuir a
expressao de CD80 ou CD86 nas células apresentadoras de antigeno, assim
como estimular as células dendriticas a expressar a enzima indolamina 2,3
dioxigenase (IDO). Essa enzima participa do catabolismo do triptofano em
quinurenina, que é téxica para as células T (50,51). Esses mecanismos sao
dependentes da expressao de CTLA4 ou CD152 nas células T reguladoras que se
ligam as moléculas CD80 e CD86. As Tregs ativadas podem ainda matar as
células apresentadoras de antigeno inclusive os linfocitos B (52).

Paralelamente ao aumento do conhecimento sobre a participagdao dos
linfécitos na regulagcdo da resposta imune, cresce a importdncia das células
dendriticas no subsequente controle da resposta imune adquirida. Essas células
sdo apresentadoras profissionais do antigeno, especializadas em captura-lo,

processa-lo, conduzi-lo aos o6rgaos linféides, e finalmente apresenta-lo aos
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linfocitos T (53). Como iniciadoras da resposta imune, as células dendriticas
controlam e orquestram o sistema imunol6gico. H& pelo menos dois tipos de
células dendriticas atuando de forma distinta na inducao da resposta efetora e
tolerancia imunolégica: as células dendriticas mieléides (mDCs) e as células
dendriticas plasmocitéides (pDCs). As células mDCs sdo capazes de induzir
resposta tanto Th1 como Th2 dependendo das condicbes de maturacdo. Sao
células que expressam principalmente o marcador CD11c e podem ser
encontradas em varios tecidos, 6rgaos linféides secundarios assim como no
sangue (54). As células pDCs, quando ativadas, sdo capazes de produzir até mil
vezes mais IFN do tipo | (alfa e beta) que quaisquer outras células do organismo
(55). A capacidade da pDC secretar IFN do tipo | depende de sensores celulares
(Toll-like receptors- TLR) que rapidamente detectam a presenca de virus DNA ou
RNA (56). A utilizagdo de camundongos geneticamente deficientes em TLR-9
permitiu demonstrar que as pDCs necessitam dos TLR9 e TLR7 para responder
aos virus - DNA incluindo herpes simples e citomegalovirus (57,58).

Quando recém isoladas, tanto as pDCs humanas como as de murinos
expressam niveis baixos de moléculas MHC de classe | e classe I, CD86 e niveis
nao detectaveis de CD80 e CD40 (59,60). Sdo pobres indutoras de proliferacao
das células T e também apresentam o antigeno de forma deficiente, pois néao
capturam, processam ou ligam o peptideo as moléculas de MHC de forma tao
eficiente como as células mDCs. No entanto, quando ativadas, as pDCs
expressam as moléculas de MHC e as co-estimulatérias, aumentando a
capacidade de ativar as células T, principalmente os linfécitos T CD8 e CD4 Th1

especificos para os antigenos enddgenos e virais (55).
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As pDCs também possuem plasticidade funcional em termos de induzir
diferentes subtipos de células Tregs. Foi demonstrado que as pDCs apresentam a
propriedade de induzir a diferenciacdo de células T reguladoras produtoras de IL-
10 tanto em humanos (59) como em animais (61). Estudo prévio demonstrou que
as pDCs humanas quando ativadas por ODN-CpG induzem a diferenciacdo de
células reguladoras CD4+CD25+ in vitro (59).

Na EM, as pDCs vem assumindo particular importancia na estimulagéo e
regulagdo das células T efetoras. Recentes estudos na EAE mostram que as
pDCs facilitam a diferenciacdo dos linfocitos T auxiliadores indiferenciados (naive,
ThO) em Th17 e, quando depuradas antes da indugdo da doencga, diminui a sua
gravidade, mas quando depletadas durante o curso da doenga, causam a sua
exarcebacao (62). Pashenkov e colaboradores demonstraram elevado numero de
células dendriticas (DCs), mais pDCs, no liquor de pacientes com neuroborreliose
e outras doengas inflamatérias do SNC, incluindo EM, quando comparadas a
doencgas néo inflamatérias do SNC. Nao foi encontrada correspondente elevagao
das DCs no sangue periférico de todos os grupos (63). O IFN tipo | produzido
pelas pDCs é capaz de atrair e mobilizar granuldcitos ativados e linfécitos T para o
sitio inflamatdrio, mas por outro lado, pode induzir e ativar Tregs que atenuam a
resposta inflamatéria. Estudos demonstram que as pDCs induzem as células T
reguladoras, principalmente, pelo aumento da expressao da IDO (64).

Nos ultimos anos, varias medicagdes foram lancadas com sucesso no
mercado, chamadas de terapias modificadoras da doenga, mas com um controle
parcial sobre a EM (65). Os Interferons beta recombinantes (IFN- B) e o Acetato de

Glatiramer foram os primeiros a serem desenvolvidos e representam a intervencao
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terapéutica mais prescrita para os pacientes com EMRR. Eles apresentam
resultados clinicos e radiolégicos semelhantes, demonstrando aproximadamente
30% de redugao do numero de surtos anuais no grupo tratado quando comparado
com placebo, aléem de reduzir a taxa de progressao secundaria relacionada a
atividade inflamatéria (66,67,68,69). Estes valores representam uma resposta
terapéutica parcial e ainda existem subgrupos de pacientes que respondem
diferentemente a cada terapia. A heterogeneidade pode ter origem nas bases
genéticas que determinam as diferencas na migragdo celular, proliferacéao,
diferenciacdo, apresentacao de antigeno e regulacao de citocinas e, também, ao
surgimento de anticorpos neutralizantes contra IFN- (NAbs) (70).

Os mecanismos exatos de acao do IFN-B ndo sdo muito bem reconhecidos,
mas se estipula que ele atua, apds estimulo dos receptores de IFNa/B, suprimindo
a proliferacdo e migracdao dos linfocitos T, diminua a producdo de IFN-y e a
expressao de moléculas de MHC classe I, iniba producdo de metaloproteinases
teciduais e liberacdo de moléculas de adesdo vascular-celular, e aumente
expressao de IL-10. O IFN-B estimula também a funcdo das Tregs, que é
importante para atenuar o processo inflamatério (11,71).

Existem duas formas de IFN-B comercialmente disponiveis: IFN-B-1a e IFN-
B-1b, com a mesma eficacia clinica, porém com origens diferentes. A primeira &
produzida a partir de linhagens celulares derivadas de ovéario de hamster chinés e
a segunda, a partir Escherichia coli modificada geneticamente. Como as bactérias
nao glicosilam proteinas, a IFN-B-1b ndo apresentam radical glicosil, tornando-as

mais avidas pela albumina sérica humana. Isto implica na necessidade de uma
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maior dosagem para ter a mesma equivaléncia de atividade da IFN-B-1a,
aumentando os riscos do aparecimento de anticorpos NAbs (71), Os efeitos
colaterais sao geralmente bem tolerados e os mais frequentes podem ser reagao
local no sitio de injecao, febre, calafrio, cefaléia e mialgias, semelhante a uma
sindrome gripal. Os mais graves e que, caso persistente, determinam suspensao
da terapia sao leucopenia e hepatite medicamentosa (71).

Em 2006, foi aprovado pelo FDA outro tratamento para EMRR, o anticorpo
monoclonal anti-a4p1 integrina (VLA-4), que atua impedindo a migracao de
linfécitos T auto-reativos para o SNC. Apresentou reducdo no numero anual de
surtos em 50-70% e reducdo de lesbes vista pela imagem de ressonancia
magnética (RNM) em 80-90% (12). Porém, ndo existem estudos comparando
diretamente a eficacia deste com os imunomoduladores e a comparagao dos
resultados dos estudos pivé de cada droga ndao é possivel pelas diferencas
metodoldgicas e caracteristicas dos pacientes examinados (72).

Os dados apresentados sugerem que os linfécitos T efetores desempenham
um importante papel na patogénese da EMRR, como promotores e moduladores
da inflamacao tecidual, agindo em conjunto com as outras células do sistema
imunol6gico adaptativo e inato, como as pDCs e outras APCs (73). Diante do
exposto, fica clara a necessidade de mais estudos para uma maior compreensao

da fisiopatologia da EM e para a criagdo de novos métodos terapéuticos.
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Objetivos.

Avaliar o efeito do tratamento com o IFN beta na producédo de citocinas
pelos linfécitos Th17/Th1 no sangue dos pacientes com Esclerose Multipla,
comparando-0s com grupo controle.

Estudar a concentracdo de pDCs no LCR de pacientes com EMRR nas

fases aguda e de remissdo da doenca.
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Metodologia.

Sujeitos:

Pacientes com diagnéstico de EMRR segundo os critérios de McDonald
revisado (74-75), atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), procedentes de Campinas e municipios vizinhos do
Estado de Sao Paulo, durante o ano de 2009. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas desta instituicio
(FCM-UNICAMP), registrada na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) sob o numero FR —239409. Depois de aceite da participa¢ao no estudo,
0 paciente assinava o termo de consentimento livre e esclarecido. Os pacientes
foram recrutados durante acompanhamento no referido ambulatério.

No periodo, foram selecionados 34 pacientes e 20 voluntarios, divididos em

trés grupos:

l. 17 pacientes recém diagnosticados com EMRR, ainda sem tratamento e
durante remissao clinica (17 mulheres, média de idade 34 anos).

Il. 17 pacientes com EMRR tratados com o imunomodulador IFN-B e
durante remissao clinica (13 mulheres e quatro homens, média de idade
29 anos).

[I. 20 voluntarios como controles (16 mulheres e quatro homens, média de

idade 29,5 anos).

Os testes laboratoriais de LCR e sangue periférico foram realizados durante

procedimento diagnéstico de rotina do ambulatério de Esclerose Mdiltipla.
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Durante consulta, as informac6es eram coletadas através de ficha padronizada
(em anexo), que continham idade, género, numero do registro hospitalar,
telefone para contato, critérios de McDonald, data do primeiro surto, numero
total de surtos, escala de incapacidade funcional de Kurtzke (EDSS) (76), uso
prévio de imunomoduladores e imunossupressores, presenca de bandas
oligoclonais no LCR e data da coleta.

Durante o estudo, foram analisados em separado, os pacientes com EMRR
na fase de surto e na fase de remissédo, que apresentavam indicacao para
realizacao do estudo do liquido cefalorraquiano, comparando com pacientes
submetidos a investigacao diagnostica que resultaram em doencga neuroldgica
nao inflamatéria. Geralmente, estes pacientes estavam iniciando
acompanhamento no HC, Centro de Referéncia em Esclerose Mdltipla da
regido metropolitana de Campinas, procedentes de Unidades Baésicas de
Saude e cidades vizinhas. ApoOs avaliacdo e confirmagdo diagnéstica,
permaneceram com acompanhamento trimestral e receberam tratamento
adequado.

A fase de surto foi caracterizada por surgimento ou piora de disfungéo
clinica neurolégica durante 1 a 7 dias, na auséncia de sinal clinico ou
laboratorial de infec¢do no momento da puncéo lombar e da coleta de sangue
periférico, criando-se trés grupos:

l. 7 pacientes com EMRR em surto (quatro sem tratamento prévio, dois
em uso de IFN-B e um azatioprina / IFN-B), sem uso de corticoide nos

ultimos 30 dias (6 mulheres e 1 homem, média de idade de 34 anos).
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Il. 11 pacientes com EMRR em remissao (oito sem tratamento prévio e trés
em uso de IFN-B) sem uso de corticéide nos ultimos 30 dias (9 mulheres
e 1 homem, média de idade de 34 anos).

[I. 8 pacientes com doencgas neuroldgicas nao inflamatérias, consistindo de
2 com AVC isquémico, 2 com pseudotumor cerebri, um com neuropatia
Optica hereditaria de Leber, um com epilepsia, um com hidrocefalia de
pressdo normal e um paciente com cefaléia pos trauma (6 mulheres e 2

homens, média de idade de 46 anos).

Amostras de LCR e sanque periférico:

Todas as amostras foram obtidas ap6s primeira consulta, durante a rotina
laboratorial para exclusdo de outras doencas. Neste momento, as amostras da
pesquisa eram coletadas: LCR e soro, para pesquisa de bandas oligoclonais
por focalizagdo isoelétrica e fenotipagem celular através de citometria de fluxo,
e sangue venoso por puncao periférica coletados em tubos heparinizados para
extragcdo de células mononucleares (PBMC) para cultura, teste de
linfoproliferacao, armazenamento em trizol e pesquisa do perfil de citocinas no
sobrenadante. Amostras foram armazenadas em tubos de polipropileno e

estocadas a — 80° C até a realizagdo do ensaio proposto.

Procedimentos Laboratoriais:

Bandas Oligoclonais de IgG
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A deteccdo de bandas oligoclonais foi realizada através da focalizacao
isoelétrica que € o método mais sensivel para a comprovacdo da sintese

intratecal de IgG (77)

Separacgao das células mononucleares e cultura celular

Apbs extracdo das células mononucleares por gradiente de Ficoll-
Hypaque®, foram feitas contagens na camara de Neubauer e diluida as células
numa concentracdo de 1 x 10° células por mililitro de meio de cultura (RPMI-
1640 Sigma Aldrich, MO, USA) enriquecido com 10% de soro humano AB,
antibidticos e glutamina. Na placa de 24 pocos, cultivado 1ml/poco, cada

amostra com dois pog¢os, um com estimulo Fitohemaglutinina (PHA) (10 ug/ml)

e outro sem. Apds 48 horas, extraido o sobrenadante para pesquisa de

citocinas e armazenado a -80° C até a testagem.

Teste de linfoproliferagdo

As células mononucleares do PBMC (2 x 10° células/pogo) foram colocadas
em cultura em placas de 96 pocos, com 200ul de meio de cultura padronizado, em
triplicata, com e sem estimulo (PHA ou mielina do SNC humano). Quando
estimulado com PHA, aguardava-se 48 horas e quando mielina 96 horas, para
introducao de timidina radiomarcada. Apds 18 horas, as placas eram congeladas a

-20° C, até a leitura no cintilégrafo.

Quantificagdo das citocinas
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A IL-17 foi quantificada utilizando kit comercial disponivel pelo método ELISA
(Aplied Biosystem). As microplacas (Immulon I, Nunc, Roskilde, Denmark) foram

cobertas com solucdo padrdo do anticorpo de captura da IL-17 (4 pg/ml) e

incubadas por 18 h a temperatura ambiente. Apds este periodo de incubacgao,
para evitar possiveis reagdes inespecificas, as microplacas foram incubadas com
solugdo 2% de albumina de soro bovino (BSA) em PBS. Apds as devidas
lavagens, as amostras e a solugao de IL-17 recombinante para construgdao da
curva padrao foram adicionados e as microplacas foram incubadas por 2 horas. A
seguir, apds nova lavagem, foi adicionado anticorpo anti-IL17 marcado com biotina

(4 pg/ml) e incubados por mais 2h em temperatura ambiente. Apds novas

lavagens, foi adicionada solucéo padronizada de estreptavidina-peroxidase (Sigma
Chem, USA), associada a solucao reveladora com substrato. Ap6s 30 minutos de
incubacao em temperatura ambiente, adicionada 50 ul de H2SO4 4N, para parar a
reacao, e as microplacas foram lidas em Leitor de ELISA (Labsystem) a 492 nm.
As curvas padroes foram feitas e as concentragdes das diferentes amostras
calculadas em picogramas/ ml. Todas as analises foram realizadas no mesmo

momento para minimizar variabilidade intra-ensaio.

As citocinas IL-10, IFN-y, TNF-a foram dosadas pela metodologia de
Cytometric Bead Array, utilizando CBA FLEX SET, da BD Biosciences (San Diego,
CA) conforme descrito pelo fabricante. Resumidamente, 50 uL do sobrenadante
de cultura foram encubados com beads que contém anticorpos monoclonais
ligados a sua superficie especificos para cada citocina, apdés incubagédo o

anticorpo revelador conjugado com ficoeritrina (PE) especifico para cada citocina
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foi adicionado e duas horas depois as beads foram lavadas e adquiridas em
citbmetro de fluxo FACSCanto. A andlise foi feita pelo software FCAP Array (BD

Biosciences).

Analise das pDCs por citometria de fluxo

A concentracdo de pDCs em porcentagem entre as outras células
mononucleares foi determinada pela marcacdo do liqguor e PBMC com anticorpo
monoclonal anti-BDCA2 humano conjugado com APC (Miltenyi Biotec, USA) e
anticorpo anti-CD4 humano conjugado com PE (BD Biosciences, USA). Os dados
foram adquiridos utilizando citbmetro FACSCanto (BD Biosciences) e analisados

usando FACSDiva software (BD Biosciences).

Andlise Estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas variaveis em estudo,
foram feitas tabelas de freqUéncia das variaveis categéricas (género, etc.) e
estatisticas descritivas (mediana, média, desvio padrdao, minimo e maximo) das
variaveis continuas (nivel de citocinas, etc.). Para comparagdo das variaveis de
interesse entre os grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar
dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis para mais de dois grupos.

A razado de prevaléncia foi utilizada para comparar os parametros, com
intervalo de confiangca de 95%, tendo significAncia estatistica quando a
probabilidade de erro tipo | (a) foi <5%. A andlise estatistica foi realizada com

auxilio do software GraphPad Prism 5 for Windows.
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Resultados.

As caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes estudados estdo

resumidas na tabela 1:

Tabela 1 - Sumario dos achados clinicos dos grupos de
pacientes e controles estudados

EMRR sem EMRR

Parametros tratamento imunomodulador Controles
Numero de pacientes 17 17 20
Relagédo ? : & 17:0 13:4 14:6
Idade (Mediana, faixa), anos 34 (19 - 51) 29 (19 -52) 29,5 (21 - 52)
EDSS (Mediana, faixa) 1,5(0-6,0) 2,5(1,0-5,0) n.a.
Zzzasl anual de surtos (Mediana, faixa), 0,8 (0,5 — 2,0) 10(0,4-1,8) na.
Duracao média de doencga, anos 3(1-6) 5(8-7) n.a.
Presenca BOC 10+/7 - 12+/5- n.a.

n.a — nao se aplica; BOC - bandas oligoclonais

Resposta proliferativa de linfocitos estimulados com PHA e mielina central
humana.

As PBMCs dos pacientes e do grupo controle foram separadas, o numero
de células ajustado para 1 x 10° células/ ml de meio de cultura e colocadas em
cultura. Parte das células foi estimulada com
mitégeno inespecifico PHA e outra parte estimulada com mielina humana. O
objetivo desse grupo de experimento foi verificar o efeito do tratamento com o IFN-

B sobre a ativacéo dos linfocitos T CD4. A figura 1 mostra que ha uma moderada
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diminuicdo da resposta a PHA no grupo de pacientes tratados, embora esses
valores nao atinjam niveis estatisticamente significativos (p>0,05). Contudo,
quando se analisa o crescimento das células sem estimulo, pode-se observar que
os linfécitos dos pacientes tratados com o IFN-B respondem bem menos ao
estimulo do que com o PHA. Essa observacdo € relevante, pois reflete o
crescimento dos linfocitos de forma fisioldgica, sem a interferéncia dos estimulos
exégenos. Durante analise, algumas amostras dos trés grupos resultaram em
valores indeterminados e ndo foram contabilizadas na analise estatistica,
principalmente na estimulagdo com mielina.

Com relacao a resposta proliferativa de linfocitos estimulados pela mielina
humana, pode-se observar um discreto aumento da resposta proliferativa dos
linfécitos no grupo de pacientes nao tratados com o IFN-B, sugerindo que o
imunomodulador pode atuar diminuindo a expansao dos clones de linfécitos auto-

reativos.

Tabela 2 - Caracteristicas dos pacientes e teste linfoproliferacao

Parametros Controles Fr'\antzzgﬁtr: imunoEnlfnnoF:iFLIador
Numero de pacientes 20 17 17

Relacao 9 : & 14:6 17:0 13:4

Idade (Mediana, faixa), anos 29,5 (21 - 52) 34 (19 - 51) 29 (19 - 52)
Teste LPF — sem estimulo 299,5 (121 - 1391,7) 221,7 (67,7 -598)  152,7 (52,7 - 3686)
Teste LPF — mielina 777,3 (62,3 - 6.267) 439,7 (76,7 - 17.955) 422 (55,3 - 9.349)
Teste LPF - PHA 21.203 (1.782 - 49.039) 9.045 (407 - 55.094) 16.245 (226 - 71.970)

PHA - fitoaglutinina, LPF - linfoproliferacao
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Figura 1 — Resposta proliferativa de linfocitos em pacientes tratados e néo

tratados com IFN-B, e grupo controle. A- sem estimulo. B- com estimulo especifico

— mielina. C- com estimulo inespecifico — PHA. Testes realizados em triplicatas e

valores em contagem por minuto (cpm). Os pontos representam individuos.

Algumas amostras resultaram em valor indeterminado e ndo foram contabilizados.
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Determinacdo dos niveis de citocinas pro- e anti- inflamatéria no
sobrenadante de cultura de leucocitos de pacientes com EM tratados ou ndo com
o IFN-G.

Depois, avaliou-se o grau de ativacdo das células T efetoras, através do
perfil de citocinas. Como a simples mensuracdo de citocinas no soro apresenta
muitas variaveis que dificultam a analise dos linfocitos, extrairam-se as células
mononucleares do sangue periférico, as quais foram cultivadas. Apds 48 horas de
cultivo em estufa, sem e com estimulo PHA, o sobrenadante dos pacientes e

controles foi analisado.

Dosagem de IL-17

A figura 2A mostra os niveis de IL-17 do grupo de pacientes tratados e nao
tratados com o IFN-B em relagdo ao grupo controle. Pode-se observar que o
tratamento leva a uma moderada diminuicdo dos niveis de IL-17 em relacao aos
outros grupos, no entanto, essa redugdo nao foi estatisticamente significativa. No
grupo néo tratado, nédo foi detectado IL-17 em um paciente e no grupo tratado,
dois pacientes. Na analise do sobrenadante das amostras ndo estimuladas, néao
foi detectado nivel de IL-17 nos trés grupos na grande maioria das vezes. Quando
detectado, os niveis eram muito baixos. Alguns pacientes dos trés grupos

apresentaram valores indeterminados e ndo foram incluidos na analise.

Dosagem de IFN-y
A figura 2 B mostra os niveis de IFN-y do grupo de pacientes tratados e nao

tratados com o IFN-B em relagdo ao grupo controle. Pode-se observar que o
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tratamento leva a uma moderada diminuicao dos niveis de IFN-y em relagao aos

outros grupos, no entanto, essa reducao nao foi estatisticamente significativa.

Dosagem de TNF-a

A figura 3 A mostra os niveis de TNF-a do grupo de pacientes tratados e
nao tratados com o IFN-3 em relacdo ao grupo controle. Pode-se observar que os
pacientes apresentam niveis mais elevados que o0s controles e quando
comparados os grupos tratados e nao tratados, o IFN-B leva a uma moderada
diminuicdo dos niveis de TNF-a, no entanto, essa redugéao n&o foi estatisticamente
significativa. Alguns pacientes dos trés grupos apresentaram valores

indeterminados e ndo foram incluidos na anélise.

Dosagem de IL-10

A figura 3 B mostra os niveis de IL-10 do grupo de pacientes tratados e nao
tratados com o IFN-B em relagdo ao grupo controle. Pode-se observar que o
tratamento leva a um moderado aumento dos niveis de IL-10 em relacdo aos
outros grupos, no entanto, essa reducao néo foi estatisticamente significativa.
Alguns pacientes dos trés grupos apresentaram valores indeterminados e nao

foram incluidos na anélise.
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Figura 2 — Quantificacdo das citocinas IL-17 pelo método ELISA (A) e IFN-y por
citometria de fluxo (B) nos grupos Controle, EMRR néo tratado e EMRR em uso
de IFN-B. Os pontos representam individuos. O valor de p foi determinado pelo
teste de Kruskal-Wallis. Algumas amostras resultaram em valor indeterminado e

nao foram contabilizados.
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Figura 3 — Quantificacdo das citocinas TNF-a (A) e IL-10 (B) por citometria de
fluxo nos grupos Controle, EMRR nédo tratado e EMRR em uso de IFN-B. Os
pontos representam individuos. O valor de p foi determinado pelo teste de Kruskal-

Wallis. Algumas amostras resultaram em valor indeterminado e ndo foram

contabilizados.
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Analise das pDCs presentes no LCR e sangue venoso periférico de pacientes com
EM em surto e em remissdo

A resposta efetora das células auto-reativas assim como a resposta
reguladora depende intimamente das células que atuam na resposta imune inata.
Desta forma, pesquisou-se correlacdo do sistema imunoldgico inato com o
adaptativo na EM, estudando a concentracao de pDCs no LCR e sangue periférico
dos pacientes nas fases de surto e remissdo, comparando com pacientes
apresentando doencas nao inflamatérias do SNC. Na tabela 3, estédo
demonstradas as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos grupos de
pacientes em surto, em remissao e do grupo controle. Os resultados apresentados
na figura 4 claramente mostram um significativo (p<0,05) aumento da
percentagem das pDCs no LCR de pacientes em surto. Nao houve alteragéo
significativa na concentracao das pDCs do sangue periférico, sugerindo que essas
células migraram seletivamente para o SNC.

Tabela 3 - Sumario dos achados clinicos dos
grupos de pacientes em surto e remissao.

Parametros EMRR surto  EMRR remisso  Controle Nao

inflamatoério
Numero de pacientes 7 11 8
Relacdo Q@ : & 6:1 10 :1 6:2
Idade (Mediana, faixa), anos 34 (30 - 47) 34 (26 - 61) 46 (30 — 64)
EDSS (Mediana, faixa) 20(1,5-5)5) 2,0(0-6,0) n.a.
;’zﬁz anual de surtos (Mediana, faixa), 10 (0,4 -2,0) 10(05-1,8) na.
Duracao média de doenca, anos 5(1-8) 3(1-8) n.a.
Presenca BOC 6+/1- 6+/5- n.a.

n.a — nao se aplica; BOC - bandas oligoclonais
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Figure 4 — Concentracdo das pDCs no LCR e sangue periférico. A- expressao de

CD4 e BDCA2 pelas células do LCR. Os resultados representam os pacientes do

grupo surto e remissdo. B- porcentagem das pDCs no LCR, os pontos

representam individuos. C- porcentagem das pDCs no sangue periférico, os

pontos representam individuos. O valor de p foi determinado pelo teste de Kruskal-

Wallis.
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Discussao.

A EM é uma doencga com atividade bioldgica que comeca alguns anos antes
de o paciente apresentar os primeiros sintomas. Nao se sabe ainda quais o0s
fatores ambientais a que os individuos susceptiveis foram expostos e como
detectar precocemente estes individuos. Os parametros clinicos como taxa anual
de surtos e grau de incapacidade funcional (EDSS) ndo expressam com exatidao
a atividade da doenca e possuem baixa reprodutibilidade e baixa sensibilidade. Os
exames de imagem, como RNM, surgiram como um importante método de
diagnostico e acompanhamento dos pacientes, detectando lesées clinicamente
silenciosas, permitindo diagnostico e tratamento cada vez mais precoce. Porém,
como uma doenga com atividade biolégica por auto-imunidade, com bases
fisiopatoldgicas genéticas e moleculares, torna-se necessario o apoio laboratorial,
a busca por marcadores bioldgicos que ajudem no diagnéstico diferencial e sua
propria confirmacgédo, identificacdo de grupos de risco genético e grupos que se
beneficiem com determinada terapéutica em detrimento de outras.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo comparar os pacientes
recém diagnosticados com EM, no momento em que o sistema imunoldgico esta
mais ativado e sem interferéncia causada por drogas, com aqueles tratados com
IFN-B, estudando a influéncia desta intervencao. Estudou-se o perfil de citocinas
das células T efetoras Th17 e Th1, nos sobrenadantes de linfécitos estimulados
em cultura, pois essa abordagem expressa melhor a ativacao destas células do
que sua simples mensuracdo no soro. Essas determinagdes foram realizadas

paralelamente ao estudo da resposta proliferativa dos linfécitos estimulados tanto
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com mitdégenos inespecificos como com o estimulo com a mielina do SNC
humano.

A resposta proliferativa de linfocitos estimulados com mitdégenos
inespecificos como a PHA é um método classico para a avaliacdo da imunidade
celular in vitro. Os linfécitos de individuos higidos normalmente proliferam muito
bem quando estimulados por esses mitdégenos. Ja os individuos com a resposta
imune deficiente normalmente ndo respondem satisfatoriamente (10).

Varios estudos, inclusive de nosso laboratério, demonstraram que pacientes
com EM tratados com IFN-B apresentam resposta diminuida aos mitdgenos
inespecificos. Esses resultados podem ser explicados, pelo menos em parte, pelo
aumento de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e TGF-B induzidas pelo
tratamento com o imunomodulador (11).

Nossos resultados demonstram uma tendéncia a linfoproliferacdo diminuida
no grupo tratado, embora, devido ao numero reduzido de casos, essa diminuigéao
nao atingiu niveis estatisticamente significativos. No entanto, a diminuicdo do
crescimento dos linfécitos foi claramente demonstrada quando os linfécitos
mantém um crescimento fisiolégico, ou seja, na auséncia de estimulos,
corroborando os achados anteriores. O estudo da resposta proliferativa de
linfécitos in vitro também é muito utilizado para selecionar os linfécitos que
reconhecem determinados epitopos dos antigenos. O antigeno, no caso do
estudo, a mielina central humana, foi colocado em cultura de leucécitos. As células
apresentadoras de antigeno fagocitam e apresentam varios epitopos juntamente
com as moléculas de MHC de classe Il aos linfécitos T CD4 que podem

reconhecer esse complexo, proliferando.
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Os resultados do estudo mostram que os pacientes com EM apresentaram
uma moderada resposta proliferativa a mielina, enquanto os pacientes tratados
praticamente ndo responderam ao neuro-antigeno. A baixa resposta ao neuro-
antigeno é esperada, dada a complexidade molecular da mielina. Os linfécitos T
CD4 reconhecem epitopos de aproximadamente 20 aminoacidos, assim uma vez
que a mielina é composta de varias proteinas potencialmente antigénicas como a
proteina basica de mielina (MBP), PLP, MAG, MOG etc, fica muito dificil a selecéo
dos clones de linfécitos auto-reativos. Mesmo assim, foi possivel distinguir certa
diferenca entre o grupo tratado e ndo tratado com o IFN-B em termos de resposta
proliferativa a mielina.

Apoés a ligagdo com os antigenos, os linfocitos T s&o ativados e clones
potencialmente auto-reativos entram em proliferacdo. Na sequéncia de eventos
que vao culminar com a ativacao linfocitaria, a participagdo dos produtos celulares
soluveis é fundamental. As células T CD4 secretam certos tipos de citocinas que
as diferenciam em subpopulagdes celulares do tipo Th1, Th2 ou Th17. Os
linfécitos T CD4 do tipo Th1 secretam citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a que
medeiam as reacgOes de hipersensibilidade tardia (DTH) e induzem a sintese
preferencial de alguns isotipos de imunoglobulinas. As células do tipo Th2
secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e estdo associadas com a producao de
imunoglobulinas dos tipos IgE. As células Th17 secretam preferencialmente as
citocinas inflamatérias IL-17A, IL-17F, IL-23 e IL-22 (15,25).

Varios fatores, incluindo a dose do antigeno, tipo de células

apresentadoras de antigeno (APCs), a presenca de moléculas co-estimuladoras e

52



as citocinas presentes no microambiente, influenciam a diferenciagdo do subtipo
ThO (naive), em células T efetoras ou mesmo T reguladoras (78). As citocinas
produzidas pelos linfécitos Th1 e Th17 estdo envolvidas nos mecanismos de
desmielinizacdo, no entanto, esse efeito é indireto, normalmente ativando outras
células como, por exemplo, os macrofagos que produzirdo mais TNF-a e varias
enzimas com efeito proteolitico. O efeito diretamente toxico sobre a mielina foi
descrito para o TNF-a. No nosso estudo ndo verificamos mudancgas significativas
dos niveis de TNF-a e houve um moderado aumento de IL-10 nos pacientes
tratados com IFN-B. O aumento da citocina antiinflamatéria IL-10 apds o
tratamento com o IFN-B confirma dados publicados anteriormente em nosso
laboratério (11). Quanto as citocinas pro-inflamatérias IL-17 e IFN-y, foi observada
uma moderada redugdo nos seus niveis apds o tratamento, embora os valores

obtidos ndo sejam estatisticamente significativos.

O IFN-B pertence a primeira linha de agentes terapéuticos para o
tratamento da EMRR. O IFN-B pode modificar a resposta de linfocitos T, B,
macréfagos e células dendriticas reduzindo a resposta inflamatéria. Em estudo
conduzido em nosso laboratério, mostramos que esse imunomodulador diminui
consideravelmente a taxa anual de surtos, mas ndo modifica o EDSS dos
pacientes tratados (79). Alguns estudos mostraram que aproximadamente 40%
dos pacientes tratados ndo respondem positivamente a terapia com o IFN-B. A
explicacao para a faléncia do tratamento nesses pacientes é complexa, podendo
ser atribuida, pelo menos em parte, ao desenvolvimento de anticorpos

neutralizantes ao IFN-B (71).
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Recentemente, Axtell e colaboradores correlacionaram a maior atividade
de doenga, em pacientes classificados como nao-respondedores ao tratamento
com IFN-B, com niveis altos de IL-17F e IFN-B end6geno dosados no soro destes
pacientes, sugerindo que eles teriam uma maior ativacdo da via Th17 (80). Foi
sugerida a hipdtese deste IFN-B aumentado traduzir um mecanismo
compensatorio antiinflamatério ou o préprio IFN-B agir como uma citocina pro-
inflamatéria. No modelo EAE, o tratamento com IFN- B era efetivo em reduzir a
resposta inflamatéria induzida pela transferéncia de linfocitos Th1 auto-reativos,
aumentando a producdo de IL-10; mas exacerbava a resposta inflamatéria,
quando a transferéncia era de linfocitos Th17, ndo alterando a produgéo do IL-10.
A acdo do IFN-B dependia do nivel de IFN-y e seus receptores nas células
apresentadoras de antigeno (APC) e nos linfécitos T, expressando a importancia
da interacdo entre o sistema inato e adaptativo da resposta imunolégica. Os dados
do estudo apontam para essa tendéncia e é possivel que existam subgrupos de
pacientes que produzam mais IFN-y, com maior ativacdo da via Th1, e com
maiores chances de responder ao interferon beta e outros com maiores niveis de

IL-17, necessitando de terapias alternativas (80).

Os mecanismos para explicar esse aumento seletivo de IL-17 nos pacientes
com EM é complexo e tem inicio ainda na resposta imune inata. Quando se trata
de EM, a subpopulacéo de células dendriticas pDC assume particular importancia,
uma vez que essas células, quando ativadas, produzem consideraveis niveis de
IFN do tipo | (81,82). Recentemente, Schwab e colaboradores mostraram que as

pDCs também sao populagdes heterogéneas quanto ao tipo de citocinas que elas
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produzem, e chamaram de pDC1 (alta expressdo de CD123 e baixa CD58), as
pDCs que induzem os linfécitos T CD4+ produtoras de IL-10 (Tr1) e que mais
produzem INF tipo 1, e de pDC2 (baixa expressao de CD123 e alta CD58) as
células dendriticas plasmocitoides que induzem linfécitos Th-17, ou seja
produtores de IL-17 (83). Ainda, verificou-se que, nos pacientes com EMRR e
miastenia gravis, predominava a forma pDC2 sobre a pDC1. Nos individuos
normais, existia uma relacao pDC1 / pDC2 de 4 : 1. Apés terapia com IFN-B dos
pacientes com EMRR, esta relacdo tendia para a normalidade, regulando a

resposta imunoldgica (83).

No presente estudo, detectou-se uma elevacédo da concentracdo de pDCs
no LCR de pacientes em surto, quando comparados aqueles em remissao e nos
controles. Nao houve diferenca na porcentagem dessas células no sangue
periférico dos pacientes com EM nos dois grupos estudados. Este achado pode
indicar uma migracao seletiva das pDCs para o SNC. Estudo anterior abrangendo
doencas inflamatérias do SNC, como neuroborreliose, ja havia detectado aumento
da concentracdo de pDCs no LCR quando comparados a outras doengas nao
inflamatérias (63). No estudo, no entanto, detectou-se um aumento seletivo em
fases distintas da EM: surto x remissdo. A importancia deste achado é que as
pDCs sdo células apresentadoras de antigeno e orquestram o sistema imuno-
adaptativo e seu aumento pode estar ligado a uma estimulacdo da resposta
inflamatéria ou a propria redugdo desta resposta, uma vez que as pDCs,
principalmente o subtipo pDC1, pode ativar a populacao de células T reguladoras,

produtoras de IL-10. Esse aumento das pDCs na fase aguda da doencga pode
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também estar ligado a preparacdo do microambiente do SNC para a fase de

remissao da doenga.

Embora estudos adicionais sejam necessarios para entendimento das
subpopulagdes de linfocitos Th1 e Th17, assim como a subpopulagéo de células
dendriticas das pDCs, as observag¢des do estudo alertam para a possibilidade de a
IL-17 ser um marcador de resisténcia ao tratamento com IFN-B e mostra pela

primeira vez, que as pDCs migram para o SNC na fase aguda da doenca.
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Conclusao.

Nossas observacdes permitem concluir que:

1. O tratamento com o IFN-B tende a diminuir a resposta proliferativa
fisiolégica dos linfocitos T de pacientes em tratamento e tende a modificar o
padrao de citocinas pro (IFN-y e IL-17) e anti- inflamatoéria (IL-10) nos
pacientes com EMRR.

2. As células dendriticas plasmocitoides estdo aumentadas no LCR de
pacientes com EMRR em surto, quando comparada a fase de remisséo,
sem correspondéncia no sangue periférico, indicando uma provavel

migragéao seletiva.
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Anexo 1: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa aprovando o trabalho.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 05/03/09.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 038/2009 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0028.0.146.000-09

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CARACTERIZACAO DAS CELULAS T HELPERS 17 NOS PACIENTES
COM ESCLEROSE MULTIPLA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Felipe Von Glehn Silva.

INSTITUICAQ: Hospital das Clinicas/fUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 63/02/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 05/03/10 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar os niveis de linfécitos T helpers 17 (CD4+ CD45RO+ IL-17+) no liquor e sangue
de pacientes com esclerose multipla acompanhados no ambulatério de neurologia do HC-
Unicamp, comparar os niveis séricos com controles sadios, analisar os niveis séricos e liquoricos
das citocinasIL-17 e I1-23 e correlacioanr o tratamento com respostas dos niveis séricos de
células Th 17 e citocinas IL-17 e IL-23.

111 - SUMARIO

Estudo observacional, longitudinal, descritivo e comparativo dos niveis séricos de
linfécitos Th17 e citocinas IL-17 e IL-23 de 20 pacientes com EM do HC-Unicamp e controles,
em dois momentos: inclusdo no estudo e apds 6 meses. Serd necessario a coleta de sangue
periférico e de liquor apenas nos pacientes com EM. Critérios de inclusfio e exclusiio adequados.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apés respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Btica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resclve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comite de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 120 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 . FAX  (019)3521-7187
13083-887 Campinas—SP cep@icm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso € atendendo
todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem restricdes o
Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido,
assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado
(Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano niio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificagdo ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de
projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envid-las também A mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item IIL.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na Il Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 17 de fevereiro de 2009.

Profa. D%ﬁ%&'{vm Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE/DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP :
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 . FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fom.unicamp.br
B
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Anexo 2 — Ficha de Atendimento Ambulatorial.

Ambulatério de Doencas Desmielinizantes do SNC — Ficha de E.M.

Nome: HC:
Idade: Data: Género: Masc Fem  Tel.:
HD: Sindrome Clinica Isolada EM surto-remissdo
EM secund. progressiva EM primar. progressiva
EM progressiva com surtos Doenca Devic

Critérios McDonald revisado 2005:

Surtos (data/ descrigdo):

Evidéncias Clinicas Objetivas:

RNM - Disseminacio espago: 1 lesdo Gd+ ou 9 lesdes hipersinal em T2
1 lesdo justacortical 3 lesdes periventriculares
1 lesao infratentorial Lesao medular
- Disseminagéo tempo: 1 lesdo Gd+ 3 meses ap6s evento inicial

1 lesdo hipersinal em T2 ap6s 30 dias do surto inicial

Potencial Evocado Visual:

Liquor: Bandas Oligoclonais: , Indice IgG:

HTLV VII: ; Anti-Schistosoma: ; Anti-Cisticerco: ; Anti-Aqua4: ;

Medicagdes em uso ou j4 utilizadas (periodo/ critério de falha):

. Imuno-modulador: Acetato de Glatiraimer

Interferon p 1a 30pg

Interferon f 1a 44pg

Interferon § 1b 250pg

Efeitos Colaterais:

Imunossupressor: Azatioprina, Metotrexato; Ciclofosfamida;

Mitoxantrone; Micofenolato; Natalizumab;

Dose/ periodo de uso/ efeitos colaterais:

ICAP - Sintomas/ Incapacidades (se presente, descrever medidas gerais e farmacoldgicas):

Fadiga

Cognitivo
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(Estudo de Urodinamica)

Evolucio:

Mobilidade

Disfun¢do Vesical

Exame Fisico:

Sistemas Funcionais para Escala de Kurtzke:

Piramidais:

Cerebelares:

Tronco Cerebral:

Sensitivas:

Vesicais:

Intestinais:

Visuais:

Mentais:

EDSS:

Conduta:
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Anexo 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme
resolugao 196/96.

Projeto: Caracterizacéo de células T helpers 17 em Pacientes com Esclerose Muiltipla.

Pesquisador Responsével: Felipe von Glehn Data:

Justificativa e Objetivos: A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga inflamatéria auto-imune, que
acomete adultos jovens. A incidéncia de tal doengca em nosso meio vem aumentando, causando
preocupagdo nos especialistas. Acredita-se atualmente que as lesGes causadas pela Esclerose
Multipla sejam resultadas de uma agressdo das nossas células de defesa contra o préprio
organismo, gerando os surtos e a piora da doenga. Este processo de auto-agressao, por que ele
ocorre e quais células de defesa estao alteradas, € pouco compreendido. Por esta razao, estamos
realizando este trabalho de pesquisa, para estudar que células estdo envolvidas, estudando o
processo inflamatério no liquor e sangue dos pacientes que aceitarem a participacdo. Os
resultados podem ajudar na criagdo futura de novos métodos diagnésticos e tratamentos.

Os pacientes serdao estudados em 2 momentos, no inicio do estudo e 6 meses apds, durante o
acompanhamento normal que ja realiza no ambulatério de EM.

Procedimentos: O paciente deverd, em data pré-determinada de retorno, se encaminhar ao
ambulatério de neurologia da UNICAMP / HC para a retirada de 10 cc do liquor (obtida pela puncéo
lombar) e 10cc do sangue para os estudos. Ndo € necessério estar em jejum e nem interromper
medicagdes utilizadas.

Risco e Desconforto: A coleta do liquor sera realizada nas costas (regido lombar). A dor que
acompanha a puncgao lombar é semelhante aquela da coleta de sangue. O desconforto sera
minimo pois sera realizada com anestesia local por profissional treinado e devidamente habilitado
para a realizacdo de puncédo lombar. Apds submeter-se a puncédo lombar, o paciente devera
permanecer em repouso absoluto em casa, por 48 horas, e aumentar a ingestao de liquidos. Este
repouso é importante para evitar dor de cabecga apds a puncéo, impossibilitando a realizagdo das
atividades habituais. Se houver dor, mesmo com o repouso de 48 horas, o paciente deverd
permanecer em repouso por mais alguns dias e ingerir a medicacao prescrita pelo seu médico.
Este tipo de dor de cabega néo traz qualquer prejuizo ao paciente mas necessita de repouso para
desaparecer.

A coleta do liquor por utilizar agulha apresenta os riscos inerentes ao procedimento. S&o descritas,
raramente, intercorréncias da pungdo, como dorméncias transitérias, dor local e infeccao.
Entretanto, a incidéncia destas complicagbes € baixa . O material € descartavel e as agulhas atuais
(modelo 22Gx 3.5 = 70x7) sdo mais finas e de excelente qualidade. Caso ocorra qualquer
desconforto apés o procedimento, o paciente devera contactar a equipe de atendimento do HC -
UNICAMP e a equipe de pesquisa, que orientardo as medidas a serem tomadas para aliviar os
sintomas, sem nenhum custo.

Beneficios: Melhor entendimento da Esclerose Mdltipla para ajudar na criagdo futura de novos
métodos diagndsticos e terapéuticos. Nao existe beneficio imediato para o paciente.

Esclarecimento : Todas as duvidas e perguntas do paciente quanto aos assuntos relacionados com
a pesquisa e o tratamento serdo esclarecidas pelos pesquisadores.

Recusa ou descontinuacdo da participacdo: Durante o decorrer do estudo informaremos ao
paciente o andamento da pesquisa, podendo este deixar de participar da pesquisa a qualquer
momento, sem prejuizo no atendimento que recebe pelo HC — UNICAMP, caso decida néao
colaborar com a equipe, pois a participagao do paciente é voluntaria.
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Sigilo: As informagdes recebidas durante e depois do estudo e a privacidade dos pacientes serao
mantidas em sigilo. Os resultados serdo sempre analisados em grupo, estatisticamente, ndo sendo
possivel identificar de forma individual qualquer paciente. Caso tenha alguma duvida devera
procurar a Dr. Felipe von Glehn no telefone (19) 3521-7754, (19) 9769-0777

Gastos adicionais: Se houverem gastos adicionais (seringas, agulhas descartaveis, material de
curativo...) estes serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

Armazenamento de Material Biol6gico: Apds o estudo realizado, geralmente sobra alguma
quantidade de liquor e soro, que tem a capacidade de ser avaliada em novas pesquisas futuras,
sem a necessidade de realizar procedimentos de puncdo, com todos 0s seus riscos e
desconfortos. Eu  autorizo  nao autorizo o estoque de meu material biolégico para estudos
futuros aprovados pelo Comité de Etica da UNICAMP.

Eu confirmo que Felipe von Glehn me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais
serei submetido e os riscos, desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de
pesquisa. Eu li, e/ou me foi explicado, assim como compreendi e recebi uma cépia deste formulario
de consentimento e estou de pleno acordo em participar do estudo.

Paciente ou Responsével: Idade:

RG:
Endereco:

Assinatura :

Responsabilidade do pesquisador. Eu expliquei a o]
objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia
desse formulério de consentimento ao participante ou responsavel.

Felipe von Glehn CRM-SP: 114233
Email.: fglehn@terra.com.br Tel.: (19) 9769-0777 / 3521-7754

Outros Membros da Equipe:

1) Carlos Otavio Brandéo - Tel:(19) 3521-7754 .2) Benito Damasceno - Tel:(19) 3521-7754
3) Leonilda dos Santos - Tel:(19) 3521-6262  .4) Alfredo Damasceno - Tel:(19) 3521-7754

5) Comité de Etica em Pesquisa Tel:(19) 3521-8936
Email.: cep@fcm.unicamp.br

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 — Caixa Postal 6111
13083-887 Campinas-SP

Qualquer intercorréncias médicas, ligar para qualquer um dos membros da equipe.
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Anexo 4: Critérios de McDonald revisados 2005 para Esclerose Multipla.

Apresentacao Clinica Necessidade de dados adicionais

. 2 ou mais surtos® e o Nenhuma
2 ou mais lesdes clinicas objetivas
e 2 ou mais surtos® e

PR D e Disseminagao no espago por:
1 lesdo clinica objetiva ¢ pacop

- RNM (critérios Barkhof/ Tintoré °) ou

- Liquor positivo® e RNM com 2 ou mais lesées
caracteristicas EM ou

- Esperar um segundo surto ® que implique outra lesdo
objetiva.

e 1surto®e

X - - o e Disseminacéo no tempo por:
2 ou mais lesdes clinicas objetivas ¢ po p

- RNM (critérios revisdo 2005°) ou
- Esperar um segundo surto ®

e 1surto®e
1 leséo clinica objetiva
(Sindrome Clinica Isolada).

e Disseminagao no espacgo por:

- RNM (critérios Barkhof/ Tintoré°) ou

- Liquor positivo® e RNM com 2 ou mais lesées
caracteristicas EM

E

. Disseminagao no tempo por:

- RNM (critérios revisdo 2005°) ou

- Esperar um segundo surto ®

e Progressao neurolégica insidiosa sugestiva de EM (EM

LY : e 1 ano de progressao da doenga (retrospectivamente
primariamente progressiva).

ou prospectivamente determinada) e

- 2 dos seguintes:

a. RNM créanio positivo (pelo menos 9 lesdes em T2 ou 4
lesdes em T2 mais Potencial Evocado Visual +).

b. RNM medula positiva (pelo menos 2 lesées em T2)

c. Liquor positivo®

Obs.: Se os critérios sao preenchidos e ndo existe nenhuma outra explicagdo para o quadro clinico, o diagnéstico é EM. Se
a suspeita € grande, mas nao preenche os critérios, o diagnéstico fica como EM possivel. Se outra condi¢do justificar o
quadro clinico, o diagnéstico nao é EM.

2.Surto é definido como episodio de disturbio neuroldgico visto, seja por relato subjetivo, seja por observagéo objetiva, que
dura mais de 24 horas, causado, na esséncia, por lesao inflamatéria e desmielinizante do SNC.

® Critérios disseminacdo no tempo por RNM (Polman) consiste em detecgdo de lesdo na RNM captando gadolinio, pelo
menos 3 meses apds o surto, em local diferente do evento inicial ou detecgdo de nova lesédo em T2 quando comparadas
com imagens feitas 30 dias apds o evento inicial.

°.Critério de disseminagdo no espago de Barkhof/ Tintoré consiste em 3 dos 4 critérios: 1 lesdo gadolinio positiva ou 9
lesdes com hipersinal em T2; pelo menos 1 lesé@o justacortical; pelo menos 1 leséo infratentorial; pelo menos 3 lesdes
periventriculares. Obs.: As lesdes medulares contribuem para o nimero de lesdes em T2, gadolinio positiva e como lesdo
infratentorial.

¢ Liquor positivo: presenga de bandas oligoclonais determinadas por focalizagdo isoelétrica, diferentes de bandas no soro
ou por index de IgG aumentado.
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Abstract

Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) have both stimulatory and regulatory effects on T
cells. Due to their capacity to produce large amounts of type I interferon and to activate
regulatory T cells, pDCs may play a critical role in controlling the immune response in
multiple sclerosis. In the present study, we provide evidence that MS patients in relapse
have a higher percentage of pDCs in CSF than do patients in remission or those with

non inflammatory neurological disease.
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Introduction

The pathogenesis of multiple sclerosis is mainly driven by central nervous system -
invading encephalitogenic Thl and/ or Th17 cells, which are affected by plasmacytoid
dendritic cells (pDCs). This pDC has taken on particular emphasis due to its importance
in stimulating or down regulating T effectors cells in demyelinating diseases [1].

The pDCs are present in the CSF, leptomeninges and demyelinating lesions of patients
with MS [2] and secrete large amounts of type I interferon which stimulates the
mobilization of activated inflammatory cells [3]. On the other hand, pDCs can induce
the activation of regulatory T cells to down regulate the inflammatory response [4].
Moreover, the use of type I interferon as an immunomodulator in the treatment of MS
patients has proved beneficial for patients with the relapsing / remitting (RRMS) form
of MS, and the production of this cytokine by the pDCs may suggest an important
immunomodulatory function by these cells.

In the present study, the concentration of pDCs in the CSF and peripheral blood of MS
patients during relapsing and remitting phases of the disease was determined, and

compare to what is present in other non-inflammatory neurological diseases (OND).

Patients and methods

Peripheral venous blood (5 ml) and CSF (5-10 ml) samples were collected from
patients with RRMS defined by the McDonald revised criteria [5]. The MS patients
were divided into two groups: relapsing (seven patients) and in remission (eleven

patients). Moreover, samples were collected from 8 patients with other
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non-inflammatory neurological diseases. Relapse was defined as recent onset (within
1-7 days) of clinical neurological symptoms, without any clinical or laboratorial sign of
infection at the time of lumbar puncture. All included patients agreed to participate in
the study, which was approved by the University of Campinas Committee for Ethical
Research and signed a term of Consent. The clinical characteristics of the patients are
presented in Table 1.

Among the relapse group described in Table 1, three patients were using interferon beta
(two for 3 years and one for 5 years). In the remitting group, three were also using
interferon beta (one for 1,5 years, the second for 2 years and the third for 3 years). No
patient was using corticosteroids or other immunosuppressive drugs at the time of
investigation.

The group with OND consisted of eight patients with no clinical evidence of any
inflammatory process in the CNS. Two patients had had an ischemic stroke, two
patients had pseudotumor cerebri, one had Leber hereditary optic neuropathy, one had
epilepsy, one had normal pressure hydrocephalus and one patient had post trauma

headache.

Flow Cytometry Analysis

The percentage of pDCs was determined by staining the cells from the CSF and
peripheral blood with anti-human BDCA2-APC (Miltenyi Biotec, USA) and
anti-human CD4-PE (BD Biosciences, USA). Data were acquired using a BD
FACSCanto cytometer (BD Biosciences) and analyzed using FACSDiva software (BD

Biosciences).
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Results and Discussion

The pDCs are elevated in the CSF of patients with the relapse phase of MS (Fig 1).
Since there are no differences in the number of these cells in the peripheral blood or in
the total number of cells in the CSF of the same patient, pDCs must be selectively
increased in the CNS during the relapse phase of disease. As far as we know, this is the
first observation of the increase of percentage of pDCs in the CSF of MS patients
studying different phases of the disease. A previous study reported an elevated
concentration of dendritic cells, mainly pDCs, in patients with infections and other
inflammatory neurological diseases, including MS, but no mention is made of the
variation in different phases of the disease [6]

The fact that some patients were being treated with interferon beta in the two groups,
makes it difficult to determine whether the effect observed is influenced by the
treatment.

The ambivalent function of pDCs has been observed in the experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) a model of studying MS. A recent report shows that they
promote priming of autoimmune Thl7 in EAE, whereas depletion of pDC prior to
induction of the disease decreases its severity [7]. Another recent study has
demonstrated that clinical signs of EAE are exacerbated considerably if the pDCs are
depleted during the peak period of the disease. Thus, pDC depletion significantly
enhances the activation of CNS cells and cytokines production such as IL-17 and IFN-y,
but not peripheral CD4 T cells [1]. The tolerogenic property of pDCs has been
associated with the expression of indoleamine 2, 3 dioxigenase (IDO). IDO is an

enzyme involved in tryptophan catabolism. Its immunosuppressive effect is linked to

http://mc.manuscriptcentral.com/multiple-sclerosis



O©ONO OGS WN -

the reduction of local tryptophan concentration and to the activation of regulatory T
cells [8].

Although the exact function of pDCs in CNS needs to be elucidated in future studies,
the presence of pDCs during the relapse phase indicates an important role of these cells

in the inflammatory response in MS.
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Table I. Demographic and baseline clinical characteristics of patients and controls

Patients Age, years* Sex EDSS*** fi-::tnfelf;or:e concc::zﬁt(r::::on/ OC Band
No. ge, V! F/M yearse ’ ul® Presence

RRMS - relapses 7 34(30-47) 6/1 2(1,5-55) 5(1-8) 6(0-17) 6+/1-
RRMS - remission 11 34 (26-61) 10/1 2(0-6,0) 3(1-8) 3(1-23) 6+ /5-

OND*** 8 46 (30-64) 6/2 2(0-5)

*Median (range)
**Other Neurological Diseases
** Expanded Disability Status Score
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Figure I. Concentration of pDCs among others mononuclear cells in CSF and peripheral blood. (A)
CD4 and BDCA2 expression by CSF cells, with results representative of MS patients in relapse (n=7)
and in remission (n=11). (B) Concentration of pDCs in CSF, with data points representing
individuals; (C) Concentration of pDCs in peripheral blood, with data points representing individuals.
The p value was determined using unpaired T-test.
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Figure I. Concentration of pDCs among others mononuclear cells in CSF and
peripheral blood. (A) CD4 and BDCA2 expression by CSF cells, with results
representative  of MS patients in relapse (n=7) and in remission (n=11).
(B) Concentration of pDCs in CSF, with data points representing individuals;
(C) Concentration of pDCs in peripheral blood, with data points representing

individuals. The p value was determined using unpaired T-test.
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