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Prefacio

“...Pois é apenas por meio da combina¢do ampla do que se sabe,
por meio da comparacéo de cada verdade com todas as outras,
que uma pessoa se apropria de seu préprio saber e o domina

’

...mas também so se sabe aquilo sobre o que se pensou com profundidade.’

Arthur Schopenhauer (1788 — 1860)

H& 150 anos Charcot, considerado o pai da Neurologia, publicava as obras
que sdo os fundamentos desta especialidade médica. Nesta época a Neurologia e
Psiquiatria eram uma sé area, praticada pelos mesmos meédicos. Nos proprios escritos
iniciais de Charcot baseados na observacdo clinica e em conhecimentos
anatomopatoldgicos dos estudos de Vulpian ha, entre outros aspectos, descri¢cbes das
alteracbes de humor e comportamento associada aos pacientes com diagnostico de
esclerose multipla.

Ha 20 anos, no final da residéncia médica em neurologia meu interesse
particular de estudo foi direcionado especialmente para esclerose mdltipla, que
incapacitava jovens de mesma idade que eu na época e isto gerava um sentimento misto
de questionamentos e a0 mesmo tempo fé na medicina que teria as respostas e solugdes
futuras, pois acreditava e acredito que sempre a ciéncia vence.

Na ultima década houve uma explosdo no conhecimento da esclerose

multipla e o desenvolvimento de tratamentos imunomoduladores e imunossupressores



que controlam a doenca de modo eficaz. Os estudos clinicos destas medicacdes
retomaram a preocupacdo com aspectos de alteracdo do humor de pacientes com
esclerose multipla. Ademais por meio da observacao clinica, método que é a esséncia da
ciéncia médica, eu notava que as alteragdes do humor em meus pacientes eram muito
comuns e criticava nosso principal método clinico de classificacdo evolutiva das
incapacidades dos pacientes com esclerose multipla que pontuava predominantemente 0s
aspectos fisicos em detrimento dos cognitivos e alteracbes do humor.

Em um encontro de especialistas e pesquisadores em esclerose multipla ha
cinco anos para discutir desfechos de estudos clinicos de tratamentos na esclerose
multipla foi exposta a preocupacdo com transtornos do humor e suicidio entre 0s
pacientes com esclerose multipla. Conheci neste encontro a Professora Dra Leonilda dos
Santos, pesquisadora em neuroimunologia da Universidade de Campinas e expressamos
muUtua preocupacdo com o tema. Nossa discussdo deu origem ao convite feito pela
Professora para eu desenvolver o tema de meu doutorado dentro de uma linha de pesquisa
da mesma denominada “Participacdo do sistema imunolégico na modulagdo dos
transtornos do humor”. Partimos entdo para a execucdo do projeto que se concretizou
apos o Professor Dr. Pedro Tauil, meu principal incentivador, me apresentar o Professor
Dr.Leopoldo dos Santos-Neto da Universidade de Brasilia, este, por sua vez, com um
sentimento cientifico e de otimismo incessantes entdo como meu tutor, pavimentou o
caminho para a esta pesquisa atingir os objetivos e resultados que descreverei nesta tese.

Finalmente ndo poderia deixar de expressar que a principal forca motriz e
norteadora de meus estudos é amenizar o sofrimento causado pela esclerose multipla nos

pacientes. Retomando Schopenhauer, sempre discorro com meus pacientes que o



sofrimento, assim como a doenca, ¢ um estado que ao ser enfrentado pode proporcionar
crescimento e fortalecimento interior do ser humano. A compreensao que 0s transtornos
do humor sdo componentes importantes das doencas do sistema nervoso, tem explicacéo

bioldgica e influencia o sistema imunologico me estimulou avangar com esta pesquisa.
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Resumo

Fundamentos : Os transtornos depressivos e de ansiedade ocorrem em até 50% das
pessoas com esclerose maltipla (EM), o que representa uma taxa de 2 a 3 vezes maior
que a da populacdo em geral. Recentemente, um extenso conjunto de dados demonstra
que a depressdo esta associada a resposta inflamatéria. Citocinas pro-inflamatdrias
induzem sintomas classicos de depressdo. A ativagdo da resposta inflamatéria também
induz a producdo de indoleamina 2, 3 dioxigenase (IDO). A IDO cataboliza o triptofano,
0 precursor de aminodcidos da serotonina e melatonina, que pode contribuir com os
sintomas da depressdo. Objetivo : Quantificar IDO e citocinas pro e anti-inflamatérias
em dois grupos de pacientes com EM e depressdo tratados com IFN-B e fingolimod.
Métodos: Avaliamos 150 pacientes diagnosticados com EM remitente-recorrente e,
posteriormente, recrutamos 132 pacientes. Dessa amostra, 35 pacientes foram recrutados
e avaliados pelo mesmo neurologista responsavel pela equipe de atendimento da EM.
Todos os pacientes estavam em tratamento com Fingolimod ou Interferon-p. Resultados:
Os resultados revelaram gque os pacientes tratados com IFN-p aumentaram a expressao de
IDO enquanto as citocinas inflamatdrias estavam diminuidas. Por outro lado, pacientes
com esclerose multipla e sintomas depressivos tratados com fingolimod apresentaram
diminuicdo significativa da expressdo de IDO e aumento de citocinas pro-inflamatorias
produzidas por células do sistema imune inato, como TNF-a e IL-6. Conclusdo: No0ssos
dados indicam que os diferentes farmacos utilizados no tratamento da EM também
apresentam vias diferentes de manutencdo dos sintomas depressivos em pacientes com
EM, o que requer acompanhamento clinico cuidadoso desses pacientes.

Palavras — chave : depressdo, ansiedade, inflamacéo, esclerose maltipla
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Abstract

Background : Depressive and anxiety disorders occur in up to 50% of people living with
Multiple Sclerosis (MS), which represents a rate 2 to 3 times higher than that of the
general population. Recently, an extensive body of data demonstrates that depression is
associated with inflammatory response. Proinflammatory cytokines induce classical
depression symptoms. Activation of inflammatory response also induces the production
of indoleamine 2, 3 dioxygenase (IDO). IDO catabolizes tryptophan, the amino acid
precursor of serotonin and melatonin, which may contribute with depression symptoms.
Aim : In this study, we quantified IDO and pro and anti-inflammatory cytokines in two
groups of patients with MS and depression treated with IFN-B and fingolimod.

Methods : We evaluated 150 patients diagnosed with relapsing-remitting MS and
subsequently recruited 132 patients. From this sample, 35 patients were recruited and
evaluated by the same neurologist responsible for the MS care team. All patients were on
Fingolimod or Interferon-f treatment.

Results : The results showed that patients treated with IFN-B had increased 1DO
expression while inflammatory cytokines were decreased. On the other hand, patients
with MS and depressive symptoms treated with fingolimod had significantly decreased
IDO expression and significantly increased proinflammatory cytokines produced by
innate immune system cells, such as TNF-a and IL-6.

Conclusion : Our data indicate that the different drugs used to treat MS also have
different pathways of maintaining depressive symptoms in patients with MS, which
requires careful clinical follow-up of these patients.

Key words : depression, anxiety, inflammation, multiple sclerosis
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1. Introducéo

1.1. A esclerose multipla e a participacdo do sistema imunoldgico na modulacéo

dos transtornos do humor

1.1.1. A esclerose multipla

A esclerose multipla (EM) é a doenca neuroldgica incapacitante mais
frequente em adultos jovens excluindo as causas traumaéticas. [1] Estima-se que 2,5
milhGes de pessoas em todo o mundo estejam vivendo com EM, e essa doencga pode estar
aumentando em prevaléncia. [2] A definicdo da EM vem sendo modificada nos ultimos
anos de uma doenca inflamatdria e autoimune, para uma doenca neurodegenerativa com
origem genética e componente autoimune, ativada por mdaltiplos fatores como: virais,
hormonais, toxicos e metabdlicos. [3] Porém, a fase inflamatéria da doenca tem
caracteristicas fundamentais como a evolucéo em surtos na forma mais frequente da EM.
Os surtos por sua vez podem ser definidos como uma agudizagdo ou
exacerbacdo do estado inflamatério. E importante salientar que os fatores desencadeantes
dos surtos ndo estdo bem elucidados. Os principais aspectos da fase inflamatdria séo de
especial importancia para explicar de forma definitiva a fisiopatogénese da EM e
estabelecer os tratamentos de maior eficacia. A maior parte dos tratamentos atuais para a
EM séo direcionados para alvos moleculares nesta fase da doenca. Portanto, o estudo da

fase inflamatoria da EM permanece como um dos aspectos singulares da pesquisa em
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neuroimunologia. Ademais, a EM ¢é uma “doenga — modelo” para replicagdo dos
resultados na fisiopatogenia e tratamento de outras doencas imunologicas, principalmente
aquelas que atingem o sistema nervosa central (SNC).

O diagnostico clinico da EM é confirmado quando satisfaz os critérios de
McDonald revisados em 2010 e novamente em 2017. [4,5] Estes critérios estdo baseados
na disseminacdo no tempo e no espago das lesdes desmielinizantes no SNC, além dos
sinais e sintomas neurolégicos. Uma unica série de neuroimagens de Ressonancia
Magnética (RM) com contraste de gadolinio é suficiente para estabelecer estes
pardmetros, principalmente se for realizada no intercurso de um surto clinico ou fase
inflamatdria da doenca. [4] As lesbes precoces em geral captam o contraste de gadolinio
e as lesdes subagudas ou crdnicas ndo captam. As lesdes mais antigas (acima de seis
meses) ficam com aspecto hipointenso e sdo chamadas de “black holes” persistentes, o
que pode significar a fase degenerativa da doenca e corresponde ao aspecto
histopatolégico das fibras em placas “esclerosadas” com perda axonal naquele ponto.[6]
Esse aspecto deu origem a denominagao de “esclerose em placas” por Charcot e Vulpian
ha 150 anos, que por sua vez cunhou o0 termo contemporaneo EM. [7]

Da mesma maneira que ocorre em outras doengas autoimunes, a
fisiopatogenia da EM envolve fatores genéticos e ambientais. [8] Contudo, no caso da
EM, a influéncia de eventos como estressores psicoldgicos e estados de ansiedade e
depressdo parecem também contribuir para o desencadeamento de surtos clinicos e
subclinicos. Na forma mais frequente da EM ou surto-remissao, quando ha surgimento de

novas lesdes inflamatdrias captantes de gadolinio nas imagens de RM do neuroeixo, estas
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podem ser interpretadas como marcadores da evolucdo desfavordvel da doencga, o que

impde aos pacientes sequelas motoras, sensitivas e cognitivas. [9]

1.2.  Aconexdo entre as doencas inflamatdrias e os transtornos do humor
1.2.1. Fundamentos histéricos

A relacdo entre as doencas inflamatérias e os transtornos do humor é
observada desde os escritos de Hipdcrates e Empeddcles que sugeriram as bases da teoria
humoral aceita por Galeno e com influéncia por quinze séculos iniciais da ciéncia
médica. Acreditava-se que a predominancia de um dos quatro humores (sangue, catarro,
bile amarela e bile negra) determinaria o temperamento do individuo — sanguineo,
fleumatico, colérico e melancélico. Segundo a teoria hipocratica, a melancolia era

resultado de um excesso de bile negra (do grego melan: negro e colia: bile). [10,11]

Figura 1. Galeno e a teoria dos quatro humores [10]
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1.2.1.2. Charcot e Babinski

Os transtornos do humor e das emocdes na EM sédo relatados desde as
originais descri¢cbes de Charcot em seu compilado Legons sur les maladies du systéme

nerveux: Faites a la Salpétriére, publicados ha 150 anos, em 1868, Figura 2. [7]

Figura 2. Charcot lecionando sobre histeria no Hospital Salpétriéere, Paris. [12]

Murray, em seu livro “A historia da esclerose multipla”, descreveu
que as primeiras descricdes sistematizadas e originais de EM foram bem definidas por
Jean-Martin Charcot, neurologista do Hoépital de Salpétriere em 1868, como "esclerose

em placas".[13] Os trés indicadores mais confiaveis da esclerose multipla - tremor
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intencional, nistagmo e fala de varredura - ficaram conhecidos como triade de Charcot.
[14] A analise neste estudo da época dos primeiros relatos de pacientes com EM apontava
a elementos de acentuada religiosidade, misticismo, comportamento histridnico e até
casos de automutilacdo, ja demonstrando uma relacdo intima entre EM e

neuropsiquiatria. [15]

$
eI Sy 7

Figura 3. Pitié - Salpétriére, o enorme hospital de Paris que recebeu este nome porque
antes de se tornar hospital era o local onde Luis X1l guardava polvora. Neste hospital,
que abrigava de 5000 a 8000 casos de pacientes em sua maioria miseraveis, viciados em
alcool, com incapacidades fisicas e considerados loucos, foi onde Jean-Martin Charcot e

muitos outros neurologistas franceses famosos conduziram seus estudos. [10]

As Lecons sur les maladies du systéme nerveux: Faites a la Salpétriere, sdo

uma compilagdo de aulas ministradas por Charcot no Hospital Salpétriere (Figura 3,
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acima) e expuseram sua ideologia que foi indubitavelmente influenciada pelos preceitos
de Claude Bernard (1813-1878). [7] Charcot acreditava que a descri¢cdo das doencas
deveria ser estruturada além da observacao clinica hipocrética, tentando correlaciona-la
com o conhecimento de patologia e medicina experimental. [11] Seus estudos
demonstraram um solido rigor cientifico que levou Charcot a obter a posicdo de Chefe do
Departamento das Doencas do Sistema Nervoso em 1882, além de garantir sua lideranca
incontestavel de varios alunos brilhantes e seus pares. A personalidade rigorosa, porém
unificadora de Charcot, resultou em um conjunto estrutural de descri¢es clinicas e
patoldgicas que sdo a base da neurologia moderna. [15] No entanto, o inquieto espirito
investigativo de Charcot ndo foi satisfeito e nas Gltimas décadas de sua vida ele se
envolveu no campo complexo de histeria e hipnose. [11] Isso produziu uma batalha entre
escolas rivais na época que ecoa até hoje. Neste periodo (1885-1886), Sigmund Freud
participava das discussdes que resultaram na forte influéncia de Charcot em seus
trabalhos. [11] A intuicdo de Charcot, incluindo a linha de pensamento de Babinski, um
de seus discipulos mais famosos, levou a hipdtese de uma conexdo bidirecional entre

transtornos psiquiatricos ou de humor e muitas das doencas do sistema nervoso. [11,15]
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1.2.1.4. Estudos além do século XX

Em 1883, Julius Wagner-Jauregg, descreveu uma mulher com alucinagGes
psicoticas que estava com febre alta devido a uma infeccdo de pele, porém quando o
processo infeccioso se resolveu os sintomas psicéticos desapareceram. Wagner-Jauregg
empenhou décadas seguintes de sua carreira para tentar replicar o que havia observado e
em 1917 teve algum sucesso ao tratar pacientes que apresentavam a psicose da sifilis
terciaria com sangue de soldados com malaria. Este tratamento que ficou conhecido
como malariaterapia foi empregado em milhares de pacientes entre os anos de 1920 e

1930 e rendeu a Wagner-Jauregg o prémio nobel de medicina em 1927. [16]

Figura 4. Wagner-Jauregg e a teoria da malariaterapia. [17]

A primeira série de casos tratando de transtornos de humor e EM foi
publicada como artigo estruturado no formato semelhante aos contemporaneos em 1926.
Neste estudo, Cottrell e Wilson descreveram casos com analise da relagéo particular entre

os sintomas afetivos e a EM. [18] (Figura 5, abaixo)
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Figura 5 - Pégina titulo do artigo de Cottrell e Wilson

1.2.1.5. Consideragdes historicas finais

Nas Ultimas décadas a relagdo entre neuropsiquiatria e neuroimunologia se
intensificou a medida que os achados cientificos revelavam evidéncias consistentes da
influéncia dos transtornos do humor nas doencas em geral e na EM em particular.

Com nosso conhecimento atual de neuroimunologia, especialmente no que diz
respeito a estudos de EM e encefalite autoimune, podemos encontrar confirmacao
cientifica dos aspectos epidemiologicos e moleculares da relagdo intima entre transtornos
e comportamentos do humor e atividade do sistema imunolégico explicando de maneira
consistente e cientificamente rigorosa, as hipoteses feitas ha mais de um século e meio

por Charcot e seus discipulos.
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1.3.1. Os Tratamentos dos transtornos do humor e da EM

Os transtornos psiquiatricos na EM sdo heterogéneos e apresentam
anormalidades ocorrendo tanto no sistema nervoso central como fora dele. Esses
transtornos resultam da interacdo da genética dos individuos com o meio ambiente e,
normalmente, nao sao somente um “estado da alma” ou resultado de dano cerebral, mas
sim produto da complexa interagdo entre varios sistemas biologicos. Os transtornos
neuropsiquiatricos na EM séo conhecidos desde a descri¢do clinico-patoldgica feita por
Charcot no final do século XIX, como descrito no tdpico anterior. Esses sintomas podem
ser divididos em dois grandes grupos: as anormalidades cognitivas e as anormalidades do
humor, afetivas e comportamentais. [19] A segunda categoria inclui a depresséo, fadiga,
distarbios do sono, bipolaridade, euforia, choros e risos patologicos, ansiedade e
alteracbes da personalidade. Estudos prévios mostraram que 0s pacientes com EM
apresentam significativamente mais depressdo que outros pacientes portadores de
doencas crénicas, principalmente entre homens jovens. [20,21] Entretanto, apesar de
comuns, esses sintomas séo frequentemente subdiagnosticados, gerando sofrimento e pior
qualidade de vida aos doentes. Estima-se, por exemplo, que um ter¢o dos pacientes com
EM e depressdo maior ou ideacdo suicida ndo receba nenhum tratamento para o
transtorno do humor. [22] Um estudo populacional canadense recente de Marrie e cols.
confirma o risco aumentado para doencas psiquiatricas entre individuos com doencas
inflamatérias imunomediadas incluindo EM, doenca inflamatoria intestinal e artrite

reumatdide. [19]
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1.3.2. Ainflamagéo e os transtornos do humor

A inflamacdo esta intimamente relacionada aos transtornos do humor,
especialmente a depressdo. [23,25] H& um circuito bidirecional em que a depressdo
facilita reacGes inflamatdrias e a inflamacdo, por sua vez, promove depressao e outros
transtornos do humor como a ansiedade e a anedonia. [24, 25]

Uma tipica resposta inflamatdria consiste em quatro principais componentes : (1)
indutores inflamatorios, conhecidos como patdgenos ou danos moleculares associados a
padroes (PAMPs ou DAMPs, do inglés, respectivamente); (2) sensores que detectam 0s
indutores (isto é, receptores expressos por células imunes); (3) mediadores inflamatorios
induzidos pelos sensores (por exemplo, citocinas, quimiocinas, prostaglandinas); e (4)
tecidos alvo afetados por mediadores inflamatérios. [25,26] A inflamagdo crénica,
cenario observado em transtornos neuropsiquiatricos, é compativel com inflamagédo
estéril, que provavelmente é induzida por DAMPs liberados ap0s estressores

psicologicos. [25-27] (Figuras 6 e 7, abaixo)
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Figura 6 — Componentes da resposta

inflamatoria tipica [Adaptado de Bauer & Teixeira

Inflammation in psychiatric disorders — Review. Ann. N.Y. Acad. Sci. 0 (2018) 1-11. 2018 New York Academy of

Sciences.] [24]

Exemplos de DAMPs incluem ATP extracelular, &cido Urico, proteinas de

choque térmico (HSPs), moléculas com capacidade oxidativa. [9,25] Todos esses

DAMPs sdo induzidos pelo estresse psicossocial e podem ativar tanto respostas

inflamatorias centrais (isto é, neuroinflamacéo) quanto periféricas. [25,26] Os DAMPs

sdo enddgenos, moléculas proprias do individuo (“self”), e sdo aumentadas apds estresse

celular e oxidativo, exposicdo a estressores, e danos aos tecidos. Essas moléculas

funcionam como DAMPs quando estdo no meio extracelular devido a liberacéo induzida

por estresse ou morte celular. [25,27] Pacientes com transtornos do humor tém células

imunologicas com mais sensores ativados para PAMPs ou DAMPSs. [25-27]
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Figura 7 — Estresse e transtornos neuropsiquiatricos estdo associados a microbiota

intestinal alterada, podendo levar a inflamacgéo sistémica e a neuroinflamacéo. DAMPs

e PAMPs podem sinalizar através dos receptores Toll-like (TLRs) e do inflamassoma nas
celulas imunes para aumentar a producéo de citocinas pro-inflamatdrias. As citocinas
podem ent&o ter acesso ao cérebro onde ativam microglia e astrocitos (neuroinflamacéo)

e modulam &reas cerebrais chave envolvidas com depress@o e cognicao. [ Adaptado de Bauer

& Teixeira Inflammation in psychiatric disorders — Review. Ann. N.Y. Acad. Sci. 0 (2018) 1-11. 2018 New York

Academy of Sciences.] [25]
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1.3.2. O papel dos antidepressivos e 0 sistema imune

Os antidepressivos reduzem a taxa de surtos ou recorréncias nos pacientes
com EM do tipo surto-remissdo. [28] Alguns estudos sugerem também que o0s
antidepressivos podem exercer efeitos modificadores da doenca. [29] A hipoOtese mais
aceita é que o mecanismo de acdo dos antidepressivos inibidores da recaptacdo da
serotonina consiste no bloqueio de moléculas (SERT,DAT,NET) carreadoras de
serotonina na membrana pré e pés-sinaptica. [30] Os receptores 5-HT (5HTR) modulam
muitas funcBes dos leucdcitos que vao desde a ativacdo da resposta do sistema
imunoldgico a geragdo de células de memdria. Os efeitos mediados por 5-HT dependem
da expressao diferencial de componentes serotoninérgicos em leucdcitos. Por exemplo, 0s
receptores de serotonina em células imunes influenciam a producdo de citocinas,
reconhecimento, migracdo e ativacdo celular. [31] A producdo de IFNy e de citocinas
pro-inflamatorias por células T autorreativas em EM do tipo surto-remissdo esta
relacionada a depresséao e o tratamento da depressao com antidepressivos pode diminuir a

producéo de IFNy. [30]
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1.3.4. O tratamento da esclerose multipla

Todas as principais drogas aprovadas para o tratamento da EM visam a
modulagdo ou supressdo da resposta inflamatoria, até o momento ndo ha nenhum farmaco
que atue nos mecanismos de neurodegeneracdo da doenca. [32] Durante os anos 60, o
tratamento da EM foi baseado no uso de corticosteroides. No entanto, essa classe de
drogas ndo foi eficaz na reducdo do numero de surtos da doenca.[32] Nas décadas
seguintes foram testadas e usadas diversas drogas com agdo imunossupressora como:
Ciclofosmamida, Cladribina, Azatioprina e Metotrexate entre outras. Essas drogas
proporcionaram um controle mais eficiente dos surtos avaliados pela taxa anual. No
entanto, apenas no final dos anos 80 foi introduzido o conceito de imunomodulacgéo a fim
de controlar a evolucdo clinica da EM. Ficou comprovado o efeito imunomodulador
através da observacdo da reducdo da taxa anual de surtos, assim como reducdo da
atividade inflamatdria no SNC, observada pelas imagens de RM do neuroeixo. [32]

Os interferons beta recombinantes (IFN-B) e o acetato de glatiramer (AG)
foram os primeiros imunomoduladores a serem desenvolvidos e representam a
intervencdo terapéutica mais prescrita para o0s pacientes com EM-SR. Esses dois
farmacos apresentam resultados clinicos e radiologicos semelhantes demonstrando
aproximadamente 30% de reducdo do nimero de surtos anuais no grupo tratado quando

comparado com placebo. [33,34] Estes achados representam uma resposta parcial, onde
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alguns subgrupos respondem diferentemente a cada terapia. A heterogeneidade pode ter
origem nas bases genéticas que determinam as diferencas na migracdo celular,
proliferacdo, diferenciacdo, apresentacdo de antigeno, regulacdo de citocinas e, também,
devido ao surgimento de anticorpos neutralizantes contra os IFNs. [35]

A falha terapéutica e a baixa eficacia dos imunomoduladores levaram ao
estudo e desenvolvimento de novas estratégicas terapéuticas mais especificas. Nos
altimos anos diversos tratamentos baseados em anticorpos monoclonais humanizados ou
quiméricos foram desenvolvidos. [36] Esses anticorpos visam o blogueio ou a deplecéo
de subtipos celulares especificos, principalmente linfocitos T e B. [37] Entre os
anticorpos mais utilizados no tratamento da EM-SR estdo: Anti-CD20 (Rituximab e
Ocrelizumab), anti-CD25 (Daclizumab), anti-CD52 (Alemtuzumab) e anti-VLA-4
(Natalizumab). Farmacos ndo pertencentes ao grupo dos anticorpos monoclonais também
estdo sendo introduzidos na terapia da EM como o Dimetil Fumarato, Teriflunamida e
Fingolimode. [36, 37]

O mecanismo de a¢do do Fingolimode (Gilenya®, Novartis Pharma AG) se
liga aos receptores esfingosina 1-fosfato (S1PRs) nos linfocitos, levando a retencdo de
linfocitos circulantes nos linfonodos. Postula-se que esta reducéo reversivel no nimero de
linfocitos do sangue periférico seja mecanicamente importante na EM, diminuindo a
recirculacdo de linfécitos autorreativos e impedindo sua infiltragdo no sistema nervoso
central. [36]

A pergunta de como os novos farmacos interferem nos disturbios de depressao
e ansiedade dos pacientes com EM ainda estd aberta. Aumento dos distarbios de

depressdo foi demonstrado com a utilizagdo dos interferons tipo | (IFN alfa e beta) no
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tratamento de pacientes infectados com o virus da hepatite C [37] e também em pacientes
com EM em tratamento com esse imunomodulador. [38] O aumento da depressao apos o
tratamento com o IFNB foi explicado, pelo menos em parte, pelo aumento da

indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) que tem como substrato o triptofano. [38,39]
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1.3. Osistema kinureina (Kyn) — triptofano (Trp)

A participacdo do Trp como precursor da serotonina foi de fundamental
importancia no entendimento da patogenia da depressdo. O Trp € um aminoacido
essencial formado por um anel indol e é obtido pela dieta alimentar. A serotonina é
sintetizada a partir de 1% do Trp disponivel no organismo. Aproximadamente 99% do
Trp é metabolizado no figado pela acdo da triptofano 2,3 dioxigenase (TDO) em
condicdes normais. [40,41] No caso de inflamacgdo, infeccdo ou estresse oxidativo, a
enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), também responsavel pela degradacéo do Trp,
pode ser sintetizada nos tecidos extra hepaticos como pulmao, placenta, rim, bago,
linfonodos e cérebro. [42,43]

A via da Kyn é a principal rota para o0 metabolismo do Trp, e contribui
para varios processos biolégicos fundamentais. Trp é continuamente oxidado por TDO
em ceélulas do figado. Em outros tipos de células, é catalisada IDO sob certas condi¢bes
fisiopatoldgicas, o que, consequentemente, aumenta a formacdo de metabolitos de Kyn.
[44] A relacdo entre citocinas e metabolitos do triptofano estdo presentes em individuos
normais, sem inflamacéo agudas ou cronicas. [45]

O local de produgdo mais importante da serotonina € a populacéo de
células enterocromafins na mucosa intestinal, que expressa TPH1. A partir dai, a
serotonina é transportada e distribuida através de plaquetas, mas ndo atravessa a barreira

hematoencefélica (BHE). Outras indol aminas precursoras, como o triptofano e o 5-HTP,
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acessam o cérebro e atingem os neur6dnios, estabelecendo a biossintese local no SNC da
serotonina garantida pela TPH neuronal (TPH2). Assim, o transporte de triptofano via
BHE torna-se uma etapa crucial para o processo da sintese de serotonina no SNC. [46]
No inicio dos anos 90, a relacdo do sistema imune com a depressdo foi
proposta por Smith, 1991 [47] e Kwidzinski & Bechmann [48]. Estes autores sugeriram
que citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1, ativam o fator liberador da corticotrofina do
hipotalamo e induzem a hiperativacdo do eixo hipotaldmico pituitario adrenal (HPA) e os
sintomas de depressdo. Estudos subsequentes confirmaram a relacéo entre o aumento de
citocinas pro-inflamatérias ou o desequilibrio entre as citocinas pro-inflamatdrias e anti-
inflamatorias como o TNFa, IL-6, IFNy no desenvolvimento e/ou piora dos sintomas
depressivos. [49,50] Citocinas pré-inflamatérias como os interferons estimulam a
producdo da IDO e isso pode explicar, ao menos em parte, 0 risco de transtornos
depressivos nos pacientes em tratamento com estas citocinas, como aqueles com hepatite
C ou pacientes portadores de esclerose maltipla. De Jong e cols. revelam que o risco de
depressdo esta aumentado em 1,3 vezes nos pacientes com EM que usam IFNB. A IDO é
produzida por vérias células como os macrofagos, células dendriticas e fibroblastos.
[49,50] Foi observado aumento da sintese de IDO pelas micrédglias de individuos
(murinos ¢ humanos) tratados com IFNy. [51,52] Assim, a enzima IDO faz a ligacdo entre
0 sistema imune e o sistema serotonina. [53] A IDO converte o triptofano em kinureina
(KYN), e quando sintetizada em grande quantidade leva a diminui¢do dos niveis de
triptofano. Uma vez degradada, a KYN €é metabolizada em uma série de compostos,
alguns com atividade neurotoxica. A neurotoxicidade da KYN e seus metabolitos foi

demonstrada em varios estudos. [54-59] A KYN é capaz de atravessar a barreira hemato-
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encefalica e as microglias humanas sdo capazes de transformar a KYN em seus
metabolitos toxicos. [60] O composto 3-hidroxiquinurenina (3-OH-KYN) estimula a
producdo das espécies reativas do oxigénio, que induz apoptose nos neurdnios. [61] O
acido quinolinico (QUIN) é um potente agonista do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) e esta envolvido no processo de neurodegeneracdo pela exocitotoxicidade, que
€ 0 processo que ocorre quando hé excesso de um ou mais neurotransmissor excitatorio
na fenda sinaptica, o que leva a despolarizacdo excessiva do neurénio pds-sinaptico e,
consequentemente, distirbios da homeostasia i0nica e energética, ativacdo de enzimas
liticas mediadas pelo ion Ca+2, geracdo de radicais livres, lesdo mitocondrial e edema
osmotico, resultando em lise, dano ou até morte neuronal. [62-64] Ainda, a ativacdo da
IDO durante a resposta imune resulta em aumento da KYN no plasma e no liquor. [65]
Por outro lado, o efeito neurocitotoxico induzido pela IDO pode ser reduzido pela agdo
do acido quinurénico (KA), outro metabolito da KYN. O KA atua como antagonista do
reconhecimento do glutamato nos receptores NMDA, reduzindo o excesso de
estimulacdo desses receptores e neutralizando o efeito danoso do QUIN. [66] Nesse
sentido, foi demonstrado um desequilibrio entre esses mediadores neuroprotetores e
neurotoxicos em pacientes com depressd0 maior no inicio do tratamento com
antidepressivos. [67] A relacdo entre os mediadores neuroprotetores e neurotoxicos ndo
normalizou mesmo ap6s 6 meses de tratamento com os inibidores da captacdo da
serotonina, sugerindo que o aumento dos fatores neurotoxicos pode induzir cronicidade e
resisténcia ao tratamento nesse grupo de pacientes. [68] Myint e cols. Identificaram o
aumento da reatividade ao QUIN em tecidos post mortem de pacientes com depressao

bipolar em relacdo ao grupo controle normal. Esse estudo mostrou que a
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imunorreatividade ao QUIN estava aumentada na regido pré-frontal do cortex nos
pacientes com depressao e bipolares, havendo uma tendéncia a aumento desse mediador
também no hipocampo. [69] H& ainda observagdes mostrando neurodegeneracdo e perda
de astrocitos nos pacientes com depressao. [70] Observagdes semelhantes foram feitas em
adolescentes melancdlicos utilizando-se imagem por ressonancia magnética em relacao a
um grupo de adolescentes ndo melancélicos. [71,72] As altera¢des bioquimicas induzidas
pelo aumento da QUIN podem ser responsaveis, pelo menos em parte, pelas lesbes
observadas no sistema nervoso central dos pacientes com depressdo. Nesse sentido,
alguns autores demonstraram que a depressdo esta associada com a atrofia difusa no
cortex e na regido paracortical, além de modificacdes no hipocampo, estriado e cortex
pré-frontal. [56,73]

Rossi e cols. sugerem que as alteragbes do humor sdo induzidas por
inflamacéo intratecal e sdo capazes de prever reativacdes inflamatorias na forma mais
comum da EM. Eles inferiram que citocinas pré-inflamatérias podem afetar o humor ou o
perfil emocional. Estes aspectos sdo ainda debatidos e a hipotese destes autores sugere
que a IL-2 seria a principal citocina envolvida nesta participacdo. [74] Mancuso e cols.,
concluem que a atividade da IDO tem um papel fundamental na histéria natural da EM.
Esta premissa foi devida as analises da atividade catalitica da IDO e mostrou que a
proporcdo sérica de Kyn/Trp foi aumentada em pacientes com EM submetidos a recidiva
da doenga em comparacdo com o0 observado nas fases estaveis da EM. As modificacdes
observadas na expressdo génica e na atividade funcional do IDO podem, no entanto, ser
justificadas por modificagdes pds-traducdo, a presenca de inibidores naturais de IDO

como Oxido nitrico (ON), a auséncia de cofatores, ou, finalmente, aspectos estruturais e



39

conformacionais do reconhecimento do substrato. [8] E ha o estudo de Kallaur e cols.,
que aborda a relacdo entre a atividade de algumas citocinas e fatores neurotroficos com
sintomas depressivos em pacientes com EM. [9] Porém, na mesma pesquisa ndo foram
analisados os niveis de IDO e outras enzimas e metabolitos do sistema
kinureina/triptofano como é a proposta do presente estudo.

Como exposto acima, ha diversos estudos  que discorrem sobre
componentes deste sistema assim descrito detalhadamente em revisdo recente de
Cervenka e cols. [56] Nos estados de ansiedade e depressdo e também nos transtornos do
sono os metabdlitos da via final do sistema Kinureina/triptofano estdo alterados como
revela outro estudo de Cho e cols., que demonstra sobre a desrregulacdo da via
kinureina/triptofano foi relatada em doencas neurodegenerativas como as de Alzheimer,
de Huntington e de Parkinson. [73] Neste mesmo estudo postula-se que os transtornos do
sono podem contribuir para a fisiopatologia da depressao através dos efeitos neurotdxicos
potenciais dos metabdlitos de kinureina. Também é possivel que a depressdo possa
aumentar a inflamacdo sistémica, que por sua vez poderia ativar a via da kinureina e

induzir o sono. [56] (Figuras 8 e 9)
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Figura 8 - A via da kinurenina gera metabdlitos do triptofano com diversas atividades

bioldgicas em todo 0 organismo. [ Adaptado de Cervenka et al., Science 357, 369 (2017)] [56]
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Figura 9: Via da Kinureina — Triptofano [ Adaptado de Cervenka et al., Science 357, 369 (2017)] [56]
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1.4. Justificativa do estudo

A via da kinureina-triptofano reflete um dos elos entre o sistema nervoso e

0 sistema imune. H& um hiato entre as estudos da literatura atual como descrito abaixo

nas analises das pesquisas quanto ao papel central da enzima IDO durante a inflamagéo

na via kinureina-triptofano, como o elo molecular entre os transtornos do humor,

principalmente a ansiedade e depresséo e a atividade inflamatéria na EM que se apresenta

em forma de surtos clinicos ou no ataque as fibras mielinizadas no SNC, reveladas por

meio de estudo de imagens de RM. O presente estudo busca preencher esta lacuna e
reforcar a importancia da IDO nos transtornos neuropsiquiatricos.

Para tanto avaliamos em particular o padrdo da dinamica de expressao das

citocinas e enzimas do sistema kinureina/triptofano em pacientes com EM e analisamos

possiveis correlacfes entre o sistema imune e os transtornos do humor.

2. Hipotese

Os niveis séricos da enzima IDO assim como as citocinas pro e anti-

inflamatdrias da via da Kinureina e fatores neurotréficos estdo alterados nos pacientes

com EM-SR e ansiedade ou depressdo em comparagdo aos controles saudaveis.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

e Comparar 0s aspectos imunoldgicos e expressao da IDO, assim como a
deteccdo de citocinas pro e anti-inflamatorias, aléem de fatores neurotroficos
em pacientes EM-SR com depresséo e/ou ansiedade com um grupo controle

de sujeitos saudaveis.

3.2. Objetivos especificos

e Analise da expressao de IDO e citocinas do sistema kinureina-triptofano
em uma  amostra de pacientes EM-SR com depressdo e/ou ansiedade
entre grupos estratificados de pacientes em uso de Fingolimode e

Interferon — beta.

e Avaliar a amostra de pacientes com EM-SR com depressdao e/ou

ansiedade em relacdo a ideacdo suicida.
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4. Casuistica e Métodos

Este € um estudo transversal observacional, de carater exploratério, de
pacientes com esclerose multipla em sua forma mais frequente (remitente-recorrente ou
surto — remissé@o) (SR), alocados em dois grupos de acordo com a presencga ou auséncia
de ansiedade e depressdao. O processo de obtencdo do consentimento foi realizado
individualmente com todos os pacientes, que tiveram tempo suficiente para esclarecerem
suas duvidas e decidirem pela participacdo ou ndo no estudo.

Para a inclusdo de cento e trinta e dois pacientes recrutados, foram
avaliados cento e cinquenta pacientes diagnosticados com EM remitente-recorrente de
acordo com os critérios de McDonald de 2010 [4], entre outubro de 2015 e outubro de
2016, a partir de uma amostra de conveniéncia de pacientes referenciados a dois centros
de tratamento especializados em EM localizados, respectivamente no Hospital Distrital
de Brasilia e no Hospital Santa Casa de Sdo Paulo, Brasil. Todos os pacientes foram
avaliados por neurologistas, um em cada servico, responsaveis pela equipe de cuidados
do paciente com EM. Os neurologistas avaliaram o nivel de incapacidade dos pacientes
usando a Escala do Estado de Incapacidade Expandida (EDSS) [75].

Uma neuropsicologa especialista em cada centro supervisionou a aplicacdo de
todas as seguintes escalas durante o exame: Inventario de Depressdo de Beck Il (BDI-II)
[76,77] com a escala de Beck para ideacdo suicida (BSI) e Escala de Depressao
Hospitalar e Depressdo (HADS, subescala de ansiedade: HADS-A, subescala de

depressdo: HADS-D). [78,79] (Figura 10). Estas escalas foram utilizadas devido ao seu
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extenso uso na literatura atual em relacdo a estudos com ansiedade e depressao, ao bom

valor preditivo de ambas e por estarem devidamente validadas para uso em nossa

populagéo.
Escalas Neuropsicologa | Neurologista
X
1. EDSS
2. BDI-II
3. HADS - A/ HADS-D X
4. BSI
X

Figura 10. Quadro de avaliacgdes realizadas por cada profissional

A duracdo da doenca, o estado civil e o status de emprego dos pacientes
também foram registrados. Os pacientes foram classificados de acordo com a gravidade
de sua doenca, com base em seu escore EDSS da seguinte forma: grave (pontuacdo de

6.0-9.5), moderado (3.5-5.5) e leve (0.0-3.0). (Figura 11, abaixo)

AAFR D DA S
0 D e D>

Figura 11. Escala EDSS para incapacidade
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Os graus de depressdo e ansiedade foram baseados nos pontos de corte das
escalas relacionadas, como se segue: presenca ou auséncia de depressdo de acordo com o
escore BDI-II indicando depressdo ou ansiedade foram agrupados e adaptados como sim
ou ndo e a pontuacédo foi cortada para estratificar em dois grupos e simplificar a analise

estatistica. Este corte foi baseado nos estudos psicométricos de Sacco e cols. (Figura 12)

Presente (+) Ausente (-)
Sim Nao

Figura 12. Escore da Escala BDI-I1 para depresséao *

(*) R. Sacco e cols. Psychometric properties and validity of Beck Depression Inventory 11 in multiple
sclerosis European Journal of Neurology 2016, 23: 744-750

Na escala HADS, o escore variou de 0 a 21. Adotamos as faixas de escores

da prépria escala, sem cortes ou adaptagdes. (Figura 13)

0-4 5-9
Normal Leve

Figura 13. Escore da Escala HADS para Ansiedade e Depressao

No planejamento do estudo recrutariamos 60 controles de individuos
saudaveis, porém apenas um grupo de 18 controles saudaveis foram recrutados junto a
equipe técnica e pesquisadores do laboratorio de neuroimunologia e outros laboratorios

do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.
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4.1. Critérios de inclusao

Idade entre 18 e 60 anos;

Diagnostico confirmado de EM-SR definidos pelos critérios de

McDonald revisados de 2010;

Aceitar responder as escalas BDI-11, BSI e HADS

Consentir a participagdo no estudo por meio da assinatura do

TCLE. (Apéndice 1)

4.2. Critérios de Exclusio st

e Pacientes com EM - SR em surto ou presenca de doengas
infecciosas, neoplasicas e psiquiatricas (exceto os transtornos do
humor); e em tratamento com outras medicagdes como ansioliticos

e neurolépticos.

e Ter gestagdo confirmada no momento da inclusdo no estudo por

meio de teste Beta — HCG na urina ou no sangue.
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4.3. Célculo da Amostra

No calculo amostral foram estabelecidos parametros de acordo com as

hipbteses e obtidos resultados abaixo listados (Calculadora - Raosoft®) :

Erro Tipo | — 5%

Erro Tipo Il —20%

Poder do teste— 80%

Intervalo de Confianga (IC) = 95%
Tamanho do efeito = 50%

Tamanho da amostra (n) = 132
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4.4. Desenho do Estudo

— Populagdo EM (n=150)
* Critério Inclusdo:
- EMSR confirmada por 2 métodos
diferentes
- lIdade > 18 anos < 60 anos
- Escore Escala Beck
- Escore Escala HADS
§ Néo elegiveis * Criterio Exclusdo:
% n=18 - Doengas Infecciosas
o - Neoplasias
5 - Gestacdo
= - Uso de drogas anti-psicéticas e ansioliticos
| Pacientes elegiveis EM ( n=132) |
. Grupo EM com D/A Grupo EM sem D/A
n=45 n= 87
N3do elegiveis
n=10
—
3' Grupo EM com D/A Grupo CTRL
= n=35 n=18
=
=
o
[=2]
e
w | Fingolimode (n=20) | | Interferon (n=15)
<
w

Figura 14: Desenho do estudo
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4.4. Procedimentosiske!

4.4.1. Avaliagdo clinica

Foram avaliados os pacientes com EM — SR, confirmada sob aspectos
clinicos e com exames de imagens de RM do neuroeixo, de acordo com os critérios
revisados de McDonald de 2010, e que nao apresentassem sinais de surto (agudizacdo da
fase inflamatoria da EM) no momento da avaliacdo. Na mesma consulta era realizada a
coleta de amostra sanguinea e registrdvamos a atividade da doenca (taxa anual de surtos,
duracdo da doenca, idade do paciente ao inicio da doenca), aléem de classificar a
gravidade da doenca por meio da escala EDSS.

Durante a consulta de acompanhamento periddico, foram coletados pelo

pesquisador os dados clinicos e demograficos.

4.4.2. Aplicacdo das Escalas

Todos os pacientes foram avaliados sob supervisdo de uma especialista em
neuropsicologia, por meio de escalas para diagndstico de depressdo e ansiedade
validadas a saber: HADS (Hospital Anxiety and Depression Scale), de Beck (BDI —

Inventario de Depressdo de Beck) e de Beck especifica para ideacdo suicida (BSI).
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(Apéndice 2). As imagens de ressondncia magnética foram avaliadas por especialistas
em neurorradiologia, de acordo com os critérios de McDonald revisados de 2010. [4]
A coleta de dados e de amostras sanguineas além dos exames de neuroimagem (RM), as
escalas neuropsicoldgicas e os critérios, foram aplicados no mesmo momento ou fase da

doenca.

4.4.3. Procedimentos - Avaliacédo Laboratorial

4.4.3.1. Obtencéo do sangue periférico

As amostras foram obtidas durante o acompanhamento ambulatorial ou
recrutamento prévio dos pacientes e grupo controle. Aproximadamente 50mL de sangue
foi obtido por puncdo venosa periférica, armazenado em tubos estéreis com heparina,
com EDTA e em tubos sem anticoagulante. Amostras de sangue total, soro e plasma dos
grupos de pacientes e grupo de controles saudaveis foram separadas e armazenadas
a -80°C. O sangue coletado e armazenado em tubos com heparina foi entdo centrifugado
a 1200 rpm durante 10 minutos, o plasma foi desprezado e o concentrado de leucdcitos
foi lavado em solucdo balanceada de HANK's (HBSS) (Sigma-Aldrich, EUA),

suplementada com bicarbonato de sédio.
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4.4.3.2. Separacao de células mononucleares

Ap6s homogeneizagdo, as celulas foram colocadas cuidadosamente sobre
o ficoll Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, EUA) e centrifugadas a 1400 rpm durante 30
minutos para o isolamento das PBMC’s. Ap0s este processo, retirou-se a nuvem de
celulas mononocleares que ficou entre a solugdo de HANKS e ficoll. As células foram
lavadas na solucdo de HANK's e ressuspendidas em RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA)
com 2-mercaptoetanol, 10% de soro fetal bovino (Cultilab,Brasil), 1% de L-glutamina
(Life Technologies, EUA) e 1% de Pen Step (10.000 Ul/mL de penicilina e 10.000
pg/mL de estreptominica) (Life Technologies®, EUA). Uma aliquota de células foi
retirada e diluida para contagem das mesmas pelo método de exclusdo com azul de trypan
em camera de Neubauer. Apos a contagem, 1,0 X 106 de células foram separadas em
tubos conicos de 1,5mL e centrifugados a 1400 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e as células resultantes da centrifugacéo foram lisadas em 1mL de solugédo

TRIzol Reagent (Life Technologies®, EUA) para testes de RT-PCR.

4.4.3.3. Cultura de células mononucleares

Para estimulacdo in vitro de linfocitos T, placas estéreis de cultura
celular de poliestireno de 96 pogos foram incubadas com o anticorpo anti-CD3 (BD
Pharmingen®, EUA), na concentracdo de 1pg/mL em cada pogo durante 24h a 2-8°C.
Ap0s incubacdo, a solucdo foi delicadamente aspirada por pipetas manuais e adicionadas

2x10s células ou PBMCs / pogo em solucdo de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, EUA) com
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2-mercaptoetanol, 10% de soro fetal bovino (Cultilab®,BR), 1% de L-glutamina (Life
Technologies®, EUA) e 1% de Pen Step (10.000 Ul/mL de penicilina e 10.000 pug/mL de
estreptominica) (Life Technologies®, EUA) e incluido 15ug/mL de anti-CD28 (BD
Pharmingen®, EUA). A placa de cultura foi mantida por 48h em estufa incubadora de
COz2a 37°C e com injecdo de 5,1% de CO2. O material foi retirado, centrifugado em
tubos conicos a 1400 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi separado e armazenado a -
80°C e as celulas resultantes da centrifugacéo foram lisadas em 1mL de solugdo TRIzol

Reagent (Life Technologies®, EUA) para testes de RT-PCR.

4.4.3.4. Técnica “Real time PCR”

A extracdo do mRNA foi realizada utilizando um kit apropriado
adquirido (Qiagen®, Alemanha). O mRNA extraido foi convertido em cDNA usando kit
de conversdo (Applied Biosystem®, USA). O cDNA foi colocado junto com os
primers, Indoleamina 2,3 dioxigenase, IFN-gama, TGF-beta, TNF e IL-10 ( Applied
Biosystem®, USA)em tampdo apropriado (Master Mix) (Merck®,Alemanha). As
analises serdo feitas usando Real-time PCR system 9700 plus (Applied Biosystems®,

USA). Esse método sera utilizado para quantificar a expressdo do mRNA das diferentes

citocinas como IL-6, IL-2, IL-17.



53

4.4.3.5. Quantificagédo de citocinas

As citocinas IL-17A, IFN-y, TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 foram
quantificadas no sobrenadante de cultura estimuladas com anti-CD3 (1ug/mL) e anti-
CD28 (15ug/mL) . Utilizou-se a técnica de CBA (Cytometric Bead Array), com o kit
CBA human Th1/Th2/Thl17 Cytokine (BD Biosciences®, EUA). De acordo com o
protocolo do fabricante, 50puL das amostras de pacientes, do grupo controle saudavel,
das solugcbes para construcdo da curva padrdo e anticorpo revelador conjugado com
fluorocromo PE foram incubadas com as beads que contém anticorpos monoclonais para
as citocinas. Apos incubacdo por 3 horas, os tubos foram lavados com tampdo de
lavagem e ressuspendidos em 300uL no mesmo tampdo. A aquisicao foi realizada em
citometria de fluxo BD FACSCalibur™ (BD Biosciences®, EUA) e a analise dos dados
no software FCAP Array (BD Biosciences®, EUA).

Todas estas substancias citadas acima foram dosadas por dois bi6logos
moleculares (assistentes da pesquisa) em trabalho de cooperacdo com experimentos
cegos no Laboratorio de Neuroimunologia do Instituto de Biologia da Universidade

Estadual de Campinas.
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4.5. Aspectos éticos

O estudo estd de acordo com as principais regulamentacdes éticas de
pesquisa nacionais e internacionais (REF. Resolu¢do CNS no 466/2012 e Documento das
Américas.), registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), por meio
da Plataforma Brasil e aprovada pelo Comité de Etica da Secretaria de Estado da Satde
do Distrito Federal (CAAE: 22477313.9.0000.5553 / Parecer : 660.753/Data da
aprovacdo : 12/05/2014). (Apéncice 2)

Esta pesquisa recebeu financiamento direto pablico das FundagBes de
Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, sob protocolo de aprovacao
numero 2012/04565-0 e de apoio a pesquisa do Distrito Federal — FAPDF sob protocolo
de aprovacdo numero 10597.56.41622.09042016.

Declaro que ndo tenho conflitos de interesse na realizacédo desse estudo.
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4.6. Analise Estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as diversas variaveis em
estudo, foram feitas tabelas de frequéncia das variaveis categoricas (género, idade, etc.) e
estatisticas descritivas (mediana, média, desvio padrdo, valores minimos e maximos) das
variaveis continuas (niveis de citocinas, etc ).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de coeficiente
de correlacdo de Spearman e o teste exato de Fisher. Uma andlise de regressdo
hierarquica foi realizada para avaliar o qudo bem as varidveis duracdo da doenca, EDSS,
A-HADS, Beck e D-HADS previu a ideacdo suicida medida pela escala BSI. Esta escala
passou a ser utilizada ap6s detectarmos que alguns pacientes apresentavam indicios de
comportamento e discurso relacionados ao suicidio. A idade foi inserida como uma
variavel de controle estatistico. A distribuicdo normal dos dados foi avaliada usando o
teste de Shapiro-Wilk. A comparacdo da expressdo génica e das concentracdes de
citocinas entre dois grupos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. O teste de Kruskal-
Wallis foi realizado para comparar mais de dois grupos.

Os dados foram analisados usando o software GraphPad PRISM® v.6
(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). Os resultados sdo expressos em

média e desvio padrao, e o nivel de significancia foi considerado em 5%.
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5. Resultados

Os resultados do estudo sdo apresentados em dois topicos. O primeiro
revela os resultados do que denominamos Avaliagdo Clinica e dos testes
neuropsicoldgicos, que, como se observa nas tabelas 1 e 2 abaixo, caracterizam a amostra
dos pacientes com diagndstico confirmado de EM sob aspectos demograficos, clinicos e
em relagdo a presenca de depressdo e ansiedade ou ndo. Ainda nesta primeira fase
introduzimos a avaliacdo com a escala BSI apds resultados iniciais da avaliacdo pelas
escalas Beck e HADS indicarem que alguns pacientes tinham depressao de moderada a
grave e ideacdo suicida. Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3 abaixo e
sugerem tendéncias que constituem um dos objetivos especificos deste estudo que é de
avaliar o impacto da depresséo e ansiedade nos pacientes com EM.

Inicialmente é apresentado abaixo um fluxograma que demonstra as
atividades da pesquisa em relacdo aos procedimentos efetivamente realizados nos

diferentes grupos de pacientes e controles. (Figura 15)



5.1. Atividades da Pesquisa

Elegiveis (n= 150) |

¢ Alocagdo 'l!
Grupo de estudo (n= 132) Grupo Controle (n=18)
com EM sem EM
| T |
I Avaliagdo
Analisados (n=48) IDO
| Citocinas
EDSS [ cearrrcr |

BDI-II T
HADS v |

Figura 15: Fluxograma de atividades da pesquisa
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5.2. Resultados da avaliacéo clinica

No total, 132 pacientes com EM-SR foram avaliados segundo aspectos

cujo resultados estdo descritos abaixo na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas demograficas da amostra dos 132 pacientes EM com e sem
Depressdo e Ansiedade (D/A)

Variaveis independentes Frequéncia (%) Média  Mediana
EM c/ D/A EM s/ D/IA
n =45 (34) n =87 (66)

Idade (anos) 36,56 35
Género

Feminino 38 (84) 65 (75)

Masculino 7 (16) 22 (25)

Escolaridade

Fundamental 5 (4) 4 (3)

Médio 19 (14) 36 (27)

Superior 19 (14) 36 (27)

P6s graduacao 2 (2) 11 (8)
Situacdo Conjugal *

Com companheiro(a) 13 (15) 30 (36)

Sem companheiro(a) 14 (17) 26 (31)
Situacdo Ocupacional *

Ativos 10 (12) 38 (46)

Inativos 18 (22) 17 (20)
Duracéo da EM (anos)

Até 1 6 (5) 8 (6)

Entreleb5 17 (13) 38 (29)

Ent_re 5e10 10 (8) 25 (19)

Maior que 10 12 (9) 16 (12)
EDSS ** 2.5 2
Antidepressivo

Né&o 22 (17) 64 (48)

Sim 23 (17) 23 (17)
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(*) Obtivemos a informacao destes itens de um total de 83 pacientes com esclerose multipla —
forma surto-remissdo (**) EDSS : Escala do estado de incapacidade (0 — 10)

A andlise estatistica utilizando o teste de coeficiente de correlacdo de
Spearman identificou correlagdes positivas significativas entre os escores BDI-II e os
seguintes parametros: idade (r = 0,3, P = 0,008), escore EDSS (r = 0,4, P = 0,0006) e uso
de antidepressivos (r = 0,27, P = 0,01) (Tabelas 2 e 3). Os escores HADS-A foram
positivamente correlacionados com o escore EDSS (r = 0,26, P = 0,02) e idade (r = 0,35,
P =0,02), enquanto os escores HADS-D foram positivamente correlacionados com o0 uso
de antidepressivos (r = 0,33, P = 0,003). Além disso, os escores de BSI foram
positivamente correlacionados com o uso de antidepressivos (r = 0,22, P = 0,05) e os
escores de EDSS (r = 0,27, P = 0,02). Também identificamos uma correlacdo positiva

entre 0 escore EDSS e o0 uso de antidepressivos (r = 0,3, P = 0,01).

Tabela 2. Escalas de ansiedade e depressao — Analise descritiva dos resultados
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Escalas

Frequéncia(%o)

Beck (*)
Com depresséao
Sem depressédo
D - HADS
Depresséo
Sem depressao
A -HADS
Ansiedade
Sem Ansiedade
BSI
Nao
Sim

Tentativa de Suicidio
Nao

Sim

34,1
65,9

21,2
78,8

34,1
65,9

75
25
92,4

7,6

(*) Escalas Beck com ponto de corte de 10 modificada por Sacco e colaboradores.

N&o foram encontradas associacOes significativas entre 0s

pacientes tratados com fingolimode ou outros medicamentos em termos de ansiedade,

depressdo e ideacdo suicida (teste exato de Fisher). A equacdo de regressdo previu

significativamente o escore BSI (R2 = 0,306; R2 ajustado = 0,273; F (9, 125) = 9,18; P

<0,0005) e o escore de Beck foi a unica variavel que contribuiu significativamente para

este modelo (P <0,0005).

Tabela 3. Regressado hierarquica maltipla - Idade, Duracdo EM, EDSS e Escalas
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Coeficiente Beta p-valor
Idade -0,046 0,185
Associacao p-valor
Duracédo (meses) 0,001 0,878
EDSS -0,017 0,928
A-HADS -0,183 0,057

r2 do modelo: 0,273
p-valor do modelo <0,0005

Beck 0,219 <0,0005
D-HADS 0,182 0,195

Tabela 4. Resultados das associacOes categéricas
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Antidepressivo x tentou suicidio 0,744
Classificacao Beck x tentou suicidio <0,005
Classificagcdo A-HADS x tentou suicidio 0,149
Classificacdo D-HADS x tentou suicidio 0,021

Uso de interferon x tentou suicidio 0,99
Uso de fingolimod x tentou suicidio 0,602
Duracédo doenca (anos) x tentou 0,724
suicidio

5.3. Resultados da avaliacéo laboratorial

Este topico exibe os resultados obtidos com anélise de biologia molecular.
Observo que estes sujeitos estdo na mesma faixa etaria dos pacientes e o género que
predominou foi o feminino, pois buscamos semelhanca de proporcdo com a amostra de
pacientes com EMSR. As caracteristicas descritivas dos pacientes e individuos saudaveis
que participaram deste estudo estdo representadas na Tabela 5. Todos os pacientes com
EMSR foram diagnosticados com depresséo, ansiedade ou ambos (D / A), de acordo com
as escalas aplicadas, HADS e Beck. Os pacientes com EMSR + D/A foram divididos em
dois grupos, com base na terapia modificadora da doenca para EM que estavam tomando:
Fingolimode ou Interferon . Em seguida, os resultados dos ensaios de ambos os grupos

foram comparados com individuos saudaveis e entre si.

Tabela 5. Caracteristicas de 35 pacientes EMSR + D/A e sujeitos saudaveis.

EMSR-Fingo | EMSR-IFN-p | Controles Saudaveis
Numero de sujeitos 20 15 18
Género(F : M) 7:3 13:2 5:4
Idade em anos(média) 34 (18 —51) 44 (28 — 60) 30 (21 -52)
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| EDSS (média) | 24(1-5) | 24(0-35) | N/A |
EMSR: Esclerose Multipla Surto-Remissé@o; Fingo: Fingolimode; IFN-g: Interferon-
beta; F: feminino; M: masculino; EDSS: Expanded Disability State Scale.

Células mononucleares de individuos saudaveis e pacientes com EMRR
foram cultivadas para estimulacdo in vitro de linfécitos T com anti-CD3 e anti-CD28.
Apobs 48 h, as células e as moléculas segregadas foram separadas para avaliacdo. A
quantificacdo de citocinas no sobrenadante foi realizada por citometria de fluxo
utilizando um ensaio CBA. A concentracdo em pg / mL de citocinas pr6 e anti-
inflamatdrias da imunidade inata e adaptativa € mostrada nas Figuras 16 e 17.

A andlise da IL-17A de ambos os grupos de pacientes com EMSR + D / A
mostra niveis semelhantes dessas citocinas quando comparados aos individuos saudaveis
(Figura 16A). Além disso, as concentracfes de IFN-y, IL-4 e IL-2 dos pacientes EMSR +
D/A com Fingolimode e IFN-B foram inferiores as concentragdes de individuos

saudaveis (Figuras 16B a 16D).
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Figura 16. Quantificacdo de citocinas Thl, Th2 e Th17 no sobrenadante da cultura de
células PBMC de pacientes com RRMS em comparacdo com individuos saudaveis. As
citocinas foram quantificadas pela técnica de arranjo citométrico de esferas. (A) Niveis
de IL-17A (B) Niveis de IFN-y. (C) Niveis de IL-4. (D) Niveis de IL-2. Os pacientes com
RRMS tratados com Fingolimode (Fingo) ou IFN-g foram analisados. D / A: pacientes

gue apresentam depressao / ansiedade. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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Quanto as citocinas da imunidade inata, niveis mais altos de TNF-a (p <0,01)
e IL-6 (p <0,01) sdo observados em pacientes EM + D/A tratados com Fingolimode
quando comparados aos controles saudaveis. Em contraste, as citocinas mencionadas
permanecem em niveis comparaveis aos do grupo saudavel em pacientes tratados com
IFN-B D / A (Figuras 17A e 17B).

A citocina anti-inflamatdria IL-10 est& presente em concentracdes mais baixas
nos grupos tratados com fingolimod D / A (p <0,001) e IFN-B (p <0,01) em comparagdo

com o grupo saudavel (Figura 17C).



66

*

‘A I 1
3000 —_
A
g 2000+ 4
3 v
o 10004 4
g adl s ¥ .
n Yy *
04 Tervivre” 3
T T
D/A DIA Saudaveis
Fingo IFN-3
EMRR
e
f 1
B ok
1
8000+
A
6000 B
=)
S 40004
—_ v
< v :
= 20004 T
*
‘e 4
04 vrvve? -
D/A D/A Saudaveis
Fingo IFN-p3
EMRR
P
C I 1
300- —_—
2504
*
= 2004
£
1504 *
S 1004 v J
1
= 504 o
Aa —_—
04 W \AAINAAL *
T T
D/A D/A Saudiveis
Fingo IFN-p3
EMRR

Figura 17. Quantificagao de citocinas TNF-a, IL-6 e I1L-10 no sobrenadante da cultura
de células PBMC de pacientes com EMSR + D/A em comparacdo com individuos
saudaveis. As citocinas foram quantificadas pela técnica de arranjo citométrico de

esferas. (A) Niveis de TNF-a. (B) Niveis de IL-6. (C) Niveis de IL-10. Os pacientes com
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tratados com Fingolimode (Fingo) ou IFN-S foram analisados. D / A: pacientes que

apresentam depressao / ansiedade. ** P <0,01; *** P <0,001.

Além disso, a expressdo génica de IDO, TGF-f e IFN-y nas células
cultivadas foi determinada por RT-PCR (Figura 18). Foi observado um aumento
significativo na expressdo de IDO de pacientes tratados com D / A IFN-f em comparagao
ao grupo saudavel (p <0,001); enquanto os pacientes tratados com Fingolimode
apresentaram expressao de IDO semelhante a de individuos normais (p> 0,05) (Figura
18A).  Considerando a expressdo de IFN-ymRNA, os pacientes tratados com
Fingolimode e IFN-B apresentaram respectivamente uma expressdo semelhante e menor
em comparacdo aos individuos saudaveis (Figura 18B). A Figura 18C apresenta a
expressdo de mRNA de TGF-B. A expressio de TGF-f de individuos tratados com
fingolimod é comparavel a de individuos normais (p> 0,05); enquanto o grupo de
pacientes tratados com IFN-B mostrou significativamente menos expressdo de TGF-§ (p
<0,001) do que individuos saudaveis.

A regulacdo da transcricdo e sintese da IDO, principalmente por células
dendriticas, é complexa e depende de fatores externos, por exemplo, citocinas e outros
mediadores. No contexto da imunidade Thl, o eixo IFN-y / STAT1 é essencial para a
transcricdo IDO. Outras moléculas também estdo implicadas na modulacdo do IDO,

incluindo TGF-B, TNF-a e IL-611.
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Figura 18. Analise da expressdo de mRNA de IDO, IFN-y e TGF- em PBMC ativada
de pacientes com RRMS em comparacgdo com individuos saudaveis. (A) expressao de

mRNA de IDO obtida em gPCR usando GAPDH como controle de manutengéo. Os
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dados foram normalizados pela expressdo média de IDO em individuos saudaveis. (B)
expressdo de mRNA de IFN-y obtida em gPCR usando GAPDH como controle. Os dados
foram normalizados pela expressdo média de IFN-y em individuos sauddveis. (C)
expressdo de mRNA de TGF-f obtida em qPCR usando GAPDH como controle. Os
dados foram normalizados pela expressdo média de TGF-$ em individuos sauddveis. Os
pacientes com RRMS tratados com Fingolimode (Fingo) ou IFN-S foram analisados. D /
A: pacientes que apresentam depressdo / ansiedade. * P <0,05; ** P <0,01; *** P

<0,001.

Os resultados mostraram que os pacientes tratados com IFN-p aumentaram
a expressdao do mRNA de IDO enquanto as citocinas inflamatorias segregadas estavam
diminuidas. Por outro lado, pacientes com EM e sintomas depressivos tratados com
Fingolimode apresentaram menor expressdo de MRNA de IDO e aumentaram
significativamente citocinas pro-inflamatdrias produzidas por células do sistema imune

inato, como TNF-a e IL-6.
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6. Discussao

A discussdo sera dividida em dois topicos que representam
respectivamente as fases clinica e laboratorial que no entanto, temporalmente foram

superpostas.

6.1. O impacto da depresséo e ansiedade na EM

Um dos objetivos do presente estudo foi de investigar as associagdes entre
EM, ansiedade e depressdo. A idade média dos pacientes (35 anos) e a proporgdo de
mulheres para homens foram comparaveis as relatadas anteriormente em outros estudos.
[80 - 82] Também encontramos maior incidéncia de depressao e sintomas de ansiedade e
uma maior taxa de ideacdo suicida em pacientes com EMSR quando comparada a
populacéo geral. [81,82] Em nossa amostra, a presencga de sintomas depressivos também
pareceu ter correlacdo com maior risco de suicidio em pacientes com EM, assim como
em outros estudos. [83,84] Embora aproximadamente um ter¢o dos nossos pacientes com
EM apresentaram depressédo de acordo com a escala BDI-II, apenas uma pequena amostra
estava em uso de antidepressivos, indicando que esta comorbidade nédo é frequentemente
identificada durante as avaliacdes clinicas desses pacientes e que ndo eram adotadas as
medidas terapéuticas efetivas contra a depressao, incluindo estratégias farmacol6gicas e

ndo farmacoldgicas. A idade, o escore EDSS, a duracao da doenca e o status ocupacional
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sdo fatores reconhecidamente importantes associados a depressdo em pacientes com EM.

[86,87]

O presente estudo identificou associacfes positivas moderadamente intensas
entre 0 escore EDSS e a presenca de depresséo, conforme medido com o BDI-II, e entre 0
escore EDSS e a presenca de ideacdo suicida, conforme medido com o BSI. Ademais,
nosso modelo de regressdo ratificou o valor do escore Beck para acessar o risco suicida
(indice BSI). Esta relacdo sugere simultaneidade entre a progressdo da doenca e
distarbios psiquiatricos e aumenta a importancia do acesso a avaliacdo com as escalas
Beck entre esses pacientes. Ademais, como relatado anteriormente, ha uma conexao
complexa entre a alta taxa de depressdo e ideacdo suicida, através da evolugdo da doenca,
efeitos colaterais da EM e os sintomas associados. [83,84] Nossos dados reforcam a alta
taxa de comorbidades psiquiatricas em pacientes com EM e destacam a urgéncia para
diagndstico precoce e tratamento. O alto nivel de ideagdo suicida confirmado em nosso
estudo entre pacientes com EM é um aspecto que deveria ser observado com atencéo

pelos especialistas que acompanham e tratam pacientes com EM.

Também detectamos correlacédo significativa entre a depressao, conforme
medida com a BDI-1I, e ideag&o suicida, medida com a BSI, em pacientes com EM. Um
estudo realizado por Cerqueira e cols. [85] envolvendo 60 pacientes com EM demonstrou
que 16,6% dos participantes tiveram historia de suicidio ou risco de suicidio atual e
observou que a comorbidade com depressdo foi significativamente maior em pacientes
com risco de suicidio do que estava em um grupo de controle. Mais recentemente, Lewis

e cols. [83] observaram a mesma relagdo entre pacientes com EM primariamente
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progressiva.

A depresséo pode afetar a qualidade de vida e aumentar o risco de morte
por suicidio em individuos com EM. [86] Portanto, é essencial que os especialistas
efetivamente abordem essa questdo na préatica clinica. Ao examinar o vinculo entre as
medicacgdes utilizadas para controle da EM e a presenca de transtornos psiquiatricos, ndo
conseguimos identificar uma relacdo entre pacientes que usaram tratamentos com
imunoterapia em geral e a presenca de depressdo, ansiedade e ideacdo suicida. [87] No
entanto, esta conclusdo é limitada porque mais de um ter¢o dos pacientes em nossa
amostra estava tomando antidepressivos. Por outro lado, estudos como o estudo REGAIN
[88] e o0 estudo EPOC [89] apresentaram conclusfes divergentes sobre se o tratamento
com fingolimode, com ou sem antidepressivos, causa ou reduz a depressdo em pacientes
com EM. Outros estudos recentes, como o Consorcio de Centros de EM por Mirsky e
cols. [90], em que eles usaram um grande banco de dados, afirmam que ndo ha influéncia
do interferon beta e do uso de antidepressivos em comparacdo com outras terapias
modificadoras da doenca, bem como o presente estudo. Uma vez que este foi um estudo
transversal com uma amostra de conveniéncia, o tamanho da amostra foi reduzido e
fatores de confusdo ndo identificados podem afetar os resultados. Estudos com tamanhos

de amostra maiores devem ser realizados para confirmar nossas hipdteses.

Nossos achados apoiam o uso de avaliagdes sistematicas para transtornos
psiquiatricos em pacientes com EM, uma vez que a incidéncia de sintomas depressivos,
sintomas de ansiedade e ideacdo suicida sdo maiores nesses pacientes do que na

populagédo geral. [81,82] A presencga de sintomas depressivos em nossa amostra revela
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que a depressdo pode ter influéncia direta no risco de suicidio em pacientes com EM
como foi confirmado com nosso modelo de regressdao que prova que o escore de Beck
para depressdo contribui significativamente e o que indica que essa comorbidade sugere a
urgéncia de receber atencdo adequada dos especialistas para evitar desfechos indesejados

em pacientes com EM. [91-93]

6.2. A participacdo do sistema imunolégico na modulacdo dos transtornos do

humor e potenciais biomarcadores para o tratamento da EM

Da primeira fase deste estudo depreende-se que aproximadamente metade
dos pacientes com EM exibe algum aspecto de depresséo ou ansiedade. O espectro destes
transtornos do humor especificos variam desde estados depressivos leves ou distimicos
(melancdlicos) até o extremo da ideacdo suicida ou o suicidio de fato. Este
comportamento se replica em outras doengas inflamatdrias. [94] Proximo da totalidade
destes pacientes com estes sintomas estdo sob tratamento com imunomoduladores ou
imunossupressores. Em nossa pesquisa estratificamos dois grupos medicados com
imunomoduladores ou imunossupressores usados para o0 tratamento de EM
Fingolimode, e Interferon. Nenhum paciente estava em periodo de surto ou recorréncia.

Neste estudo, fornecemos evidéncias de que os mecanismos inflamatorios
responsaveis pela manutencdo da D/A em pacientes com EM dependem do tratamento
recebido. Pacientes com EM + D/A tratados com IFN-B apresentaram aumento
significativo de IDO, enquanto aqueles tratados com Fingolimode apresentaram aumento

significativo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a e IL-6.
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As formas recombinantes de IFN-B sdo amplamente utilizadas como
tratamento de primeira linha nas formas recorrentes de EM. O mecanismo de acdo do
IFN-B é complexo, envolvendo efeitos em multiplos niveis da funcdo celular. Parece
regular diretamente a expressdo de citocinas pré-inflamatorias. Os resultados aqui
apresentados estdo de acordo com as observacGes anteriores, pois demonstramos
diminuig&o significativa na producdo de IFN-y e IL-2 e niveis normais de IL-17, que sdo
citocinas envolvidas na patogénese da EM.

A regulacdo da transcricdo e sintese da IDO principalmente pelas células
dendriticas € complexa e depende de fatores externos como citocinas e outros
mediadores. No contexto de imunidade via Thl, o eixo IFNy/STATI1 ¢ essencial para a
transcricdo do IDO. Outras citocinas também estdo implicadas na modulacdo da IDO
incluindo o TGFp, TNF-a e IL-6. [51-57]

Além dos efeitos do tratamento com IFN-p, também foi observado aumento
na expressao do IDO. O aumento da expresséo de IDO em pacientes tratados com IFN-B
estd de acordo com numerosos estudos na literatura. [33-35] Niveis mais altos de IDO
aceleram a degradacdo do triptofano, induzindo um desequilibrio na via de kinureina-
triptofano e promovendo o aumento de metabdlitos como &cido cindrico (KA), &cido
quinolinico (QA), acido quinolinico (QA), acido picolinico (PA) e nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD). Fisiologicamente, esse desequilibrio pode levar a efeitos como
neurodegeneracdo, transtornos do humor, comportamento, distarbios do sono e fadiga.
[73] Nossos resultados estdo de acordo com as observacGes de um maior risco de
depressdo em pacientes que recebem interferons. [86,87] Estudos anteriores

demonstraram que o IFN-B induz a via da kinureina e a sintese do acido quinolinico por
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macrofagos humanos, o qual estd associado ao processo neurodegenerativo. [95] Dentro
dessa linha de raciocinio, o IFN-p aumenta a atividade do IDO ¢ modifica a razdo KYN /
Trp em pacientes com EM. [96,97] A producdo de IDO esta associada aos niveis de IFN-
y. Neste estudo, os pacientes tratados com IFN-B apresentam expressao
significativamente reduzida de mRNA de IFN-y, o que esta associado a uma diminuigao
significativa na produgdo de IFN-y. Nao temos informagdes sobre a quantidade de
citocinas pro-inflamatdrias suficientes para ativar o IDO e degradar o Trp em Kinureina.
No entanto, permanece a hipdtese de que em doencas inflamatdrias cronicas como a EM,
mesmo niveis normais de citocinas podem causar uma ruptura na autoregulacdo da
resposta inflamatdria, causando reducdo da producdo de serotonina, o que pode levar a
um estado de transtorno depressivo.

O Fingolimode é o primeiro tratamento oral aprovado pelo FDA (Food and
Drugs Administration) nos Estados Unidos da América para pacientes com EM
remitente-recorrente. [98] O Fingolimode é um antagonista do receptor esfingosina-1-
fosfato (S1P), que atua pela ligacdo aos receptores S1P nos linfécitos, resultando na
manutencdo de essas celulas nos ganglios linfaticos. Assim, os linfocitos autorreativos
ndo sdo capazes de sair para a circulacdo periférica e atravessar a barreira
hematoencefalica [99]. De acordo com esse mecanismo, nossos resultados demonstram
uma diminuicdo significativa na producdo de citocinas pré-inflamatdrias produzidas
pelos linfécitos Thl (IFN-y e Citocinas IL-2), Thl17 (IL17) e Th2 (IL-4 e IL-10). A
expressdao de IDO é reduzida em pacientes com EM tratados com Fingolimode, em
contraste com aqueles tratados com IFN-B. Embora as células mieldides expressem

receptores S1P [100], nossos experimentos demonstraram diminuicdo de citocinas
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derivadas de linfocitos T, enquanto as citocinas produzidas por mondcitos aumentam,
sugerindo que células mieldides imaturas podem permanecer no sangue periférico de
pacientes com EM + DJ/A tratados com Fingolimode. As citocinas produzidas pelas
celulas a partir da resposta imune inata, como TNF-o e IL-6, aumentaram
significativamente em relacdo aos individuos saudaveis. Estudos recentes em depressao
sugeriram que citocinas como IL-6 séo fatores de risco causais para depressdo. [101]
Presume-se que citocinas pro-inflamatdrias afetam a sintese e a recaptacao de serotonina
no sistema nervoso central. [102] Citocinas anti-inflamatorias regulam a intensidade e a
duracdo da doenca comportamento, provavelmente inibindo a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e atenuando a sinalizacdo de citocinas pro-inflamatdrias. [34,103] Nossos
dados demonstraram uma reducdo significativa da expressdo de IL-10 em pacientes com
EM + D / A tratados com Fingolimode, embora os niveis de TGF-p sejam comparaveis.
para individuo saudavel. Estes resultados sugeriram que a producdo normal de TGF-p era
insuficiente para reduzir os niveis crescentes de TNF-a e IL-6.

O mecanismo de acdo dos farmacos usados no tratamento da EM pode
influenciar nos resultados das citocinas estudadas. No caso do Fingolimode, por exemplo,
foi estudada a expressdo de IDO e citocinas no sangue periférico. Obtivemos niveis
normais de IFNy e TNF-o mas deve-se considerar que grande parte dos linfocitos
autorreativos ficam retidos nos linfonodos pela agdo do tratamento, o que pode modificar
0s resultados obtidos. No entanto, nossos dados mostram que o fato de as células
autorreativas estarem retidas nos linfonodos ndo impediu que os citocinas pro-
inflamatorias e células produtoras de IDO deixem de circular.

Toda esta via € modulada em seus ramos principais pela IDO. Estudos
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também consideram que a menor taxa de serotonina e melatonina foram associadas a
depressdo em EM e a melatonina diminuida é conhecida por correlacionar-se ao aumento
do risco de surto da EM, ademais a restricdo da disponibilidade de triptofano causada
pela ativacdo da via da kinureina, pode desempenhar um papel importante na manutengéo

da depressdo em EM. [23,102]

6.3. Limitacdes

Entre as limitacOes desta pesquisa elencamos que nossos resultados séo
conclusivos de um estudo transversal, devendo ser realizado posteriormente estudo de
coorte para sua confirmacdo. Este tipo de estudo poderia fornecer dados quanto ao grupo
de pacientes EM antes do inicio do uso de tratamentos imunomoduladores e

imunossupressores.

Assim como, ndo investigamos o0s transtornos do sono e todos aspectos da
influéncia do exercicio fisico na depressédo e na ansiedade como a dosagem de BDNF, da
melatonina e de outros metabolitos da via da kinureina que ndo foram considerados para

avaliacdo laboratorial e podem ser fatores confundidores importantes.
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7. Conclusoes e Perspectivas

7.1. Conclusdes

7.1.1. Pacientes com esclerose mdultipla e depressdo e/ou ansiedade apresentaram

aumento significativo de IDO e de citocinas pro-inflamatorias.

7.1.2. Mecanismos inflamatorios responsaveis pela manutencdo da depressdo
e/ou ansiedade em pacientes com EM dependem do tratamento recebido.
Pacientes com esclerose multipla e depressdo e/ou ansiedade tratados com
Interferon-beta apresentaram aumento significativo de IDO, enquanto aqueles
tratados com Fingolimode apresentaram aumento significativo de citocinas pré-

inflamatorias, como TNF-a e IL-6.

7.1.3. A presenca de sintomas depressivos em nossa amostra de 132 pacientes
sugere que a depressao € muito prevalente e tem influéncia direta no risco de
suicidio em pacientes com EM como foi confirmado com nosso modelo de

regressao.
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7.2. Perspectivas

Nossos resultados revelam um aspecto interessante e ndo reconhecido na
literatura do que pode ocorrer na via da kinureina-triptofano em pacientes com EM

tratados quando comparados com individuos saudaveis.

Desta observacdo da via da kinureina-triptofano que é quem mantém o
equilibrio em estados inflamatorios e é reconhecida por demonstrar a participa¢do do
sistema imune nos transtornos do humor, este estudo mostra que os niveis de citocinas
pro inflamatorias como TNFa e IFNB estdo normais e que elas podem ativar a producéo
de IDO e consequentemente modificar o estado de humor. Portanto sugerimos que no
estado de funcionamento normal do sistema imune as citocinas, como o IFN y e TNFa
estimulam a IDO a degradar o triptofano em serotonina e outros metabdlitos entre outras
fungdes em um padréo de reacdo e modulagéo inclusive na tentativa de melhora do estado
de humor. N&o temos informacdo sobre a quantidade de citocinas pro-inflamatérias
suficientes para ativar a IDO e degradar o Trp em Kinureina, mas fica a hipotese que nas
doencas inflamatorias crénicas como a EM, mesmo 0s niveis normais de citocinas
possam causar uma ruptura na autoregulacdo de aspectos da resposta inflamatéria
causando a reducdo da producdo de serotonina, que pode levar a um estado depressivo
persistente. Isto pode ser contornado clinicamente com a associagdo de antidepressivos ao

tratamento.
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Outra perspectiva de nosso estudo é a possibilidade de estabelecer a via da
kinureina — triptofano como o elo entre os transtornos do humor e o sistema imune. A via
da kinureina-triptofano também é promissora para a descoberta de novos agentes para
prevenir e tratar doencgas [99], além de explicar sob aspectos moleculares da ligagdo da
atividade inflamatéria da EM com sua natureza neurodegenerativa. [39] Para isto
podemos eleger novamente a IDO e talvez o triptofano ou outras enzimas [103] em
estudo como alvos para biomarcadores ou ainda a dosagem de neurofilamentos no liquido

cefalorraqueano. [104]

Neurofilamentos de cadeia leve (Nf-L)

Por fim, um complemento deste estudo poderia vir analisar os neurofilamentos
de cadeia leve, que séo os biomarcadores mais promissores para a neurodegeneragdo na
EM . Os neurofilamentos séo partes importantes da estrutura celular cito-axonal, pois
constituem um componente importante do axoesqueleto. [105,106] Ha evidéncias
crescentes de que os neurofilamentos podem ser considerados biomarcadores de dano
neuro-axonal, pois a destruicdo axonal resulta na desintegracdo do axdnio, membrana,
quebra de neurofilamentos e subsequente liberacdo no liquido cefalorraquidiano (LCR),
onde pode ser quantificado. Os neurofilamentos sdo subdivididos em cadeias leve, média
e pesada de acordo com o tamanho da proteina. [107] Portanto, niveis elevados dessas
proteinas foram interpretados como um reflexo de dano axonal e morte neuronal na EM,
doenca de Alzheimer, deméncia frontotemporal e doencgas dos neurdnios motores. [108]

Na EM, o neurofilamento pode ser considerado um potencial biomarcador para a
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atividade da doenca no LCR. O Nf-L tem sido considerada como um possivel marcador
prognostico da incapacidade cronica. O Nf-L no LCR pode prever a atividade da doenca
apo6s o primeiro evento desmielinizante sugestivo de MS. [109] No entanto, a relacéo
entre os niveis de Nf-L no LCR e progressdo da doenca a longo prazo ainda ndo foi

extensivamente examinada.

Os estudos atuais correlacionam os niveis de NfL com o risco de conversao
para EM ap0s neurite dptica e a resposta ao tratamento com drogas imunomoduladoras,
como fingolimod e natalizumab. Essas correla¢cbes mostram a reducdo do dano axonal em
pacientes que mudam de medicamentos modificadores de doenca de primeira linha

(DMDs) para fingolimod ou natalizumabe. [110,111]

Estudos recentes igualmente sugerem que a concentracdo média de Nf-L é elevada em
pacientes com transtornos bipolares e outros transtornos psiquiatricos, em comparacao
com controles saudaveis [112,113]. Além disso, a resisténcia ao tratamento na depresséo
maior foi correlacionada com o aumento dos niveis plasmaticos de proteina leve do

neurofilamento, refletindo os danos axonais.

Como marcador de dano axonal, os niveis de Nf-L sdo elevados
precocemente em muitos distlrbios neuropsiquiatricos. Isso se correlaciona com a
progressao da doenca e atrofia cerebral na Doenca de Alzheimer, EM, Deméncia Fronto-

Temporal e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), entre outras. [108 - 113]
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Suicidal ideation, anxiety, and depression in
patients with multiple sclerosis

Ideacao suicida, ansiedade e depressao em pacientes com esclerose multipla
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ABSTRACT

Psychiatric disorders frequently occur in patients with multiple sclercsis (MS); however, limited reports are awailable on these
comorbidities. We aimed to investigate tha relationships among MS, arxiety, depraession, and suicidal ideation. Methods: One hundred and
thirty two patients with relapsing-remitting MS were evaluated using the Expanded Disability Status Scale, Beck Deprassion Inventory- 1l
(BDI-1), Back Scale for Suicida Ideation (B51), and Hospital Arkiety and Depression Scale. Results: A hierarchical regrassion analysis was
parformed to evaluata the variables. The regression eguation significantly predicted the BSI score (R2 = 0.306; adjusted R2 = 0.273:F (9,
1258) = 9.18; p < 0.0008&}, and tha BOI-Il score was the only variable that contributed significantly to this modal (p < 0.0005). Conclusions:
A high prewalance of depression and arxiaty, and a highar rate of suicidal ideation were identified in M5 patients comparad to the general
population. The presence of depressive symptoms appeared to have a direct influence on the risk of suicide.

Keywords: multiple sclerosis; suicidal ideation; anxiety; depression; risk factors: signs and symptoms.

RESUMO

Transtornos psiquiatricos frequentemente ccorrem em pacientes comesclerosemiltipla (EM). Noentanto, os artigos sobre estas comorbidades
saolimitados. Pretendemos investigar as relagbes entra EM, ansiedade, dapressao e ideagao suicida. Métodos: Canto e trinta e dois pacientes
com EM remitante-racorrenta foram avaliados usando a Escala de Estado de Incapacidade Expandida, Imeentario de Dapressac de Back-ll
(IDB-11), Escala da Back para ldeacao de Suicidio (B31) e Escala de Ansiedade o Depressao. Resultados: Uma anslise da regressao hierarquica
foi realizada para avaliar asvariaveis. A equacaode regressio previu significativamente o escore BSI (R2 = 0,206; R2 ajustado = 0,273:F (3, 125)
= 018; p < 0,0005) e o escore no IDB-1I foi a dnica varigvel que contribuiu significativamente para este modele (p < 0,0005). Conclusdes: Uma
alta prevaléncia de deprassao e ansiedade @ uma maior taxa de ideacao suicida foram identificadas em pacientes com EM em comparacao
com a populacic em geral. A prasenca da sintomas depressivos pareceu ter uma influéncia direta no risco de suicidio.

Palavras-chave: escleroze maltipla; ideaco suicida; ansiedade; depressao; fatores de risco; sinais e sintomas.
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Knee flexor strength and balance control impairment may explain declines during prolonged
walking in women with mild multiple sclerosis.

Ramari C', Moraes AG?, Tauil CB?, von Glehn F*, Motl R®, de David ACS.
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Abstract

BACKGROUND: Physiological factors such as muscle weakness and balance could explain declines in walking distance by multiple
sclerosis (M3) patients. The purpose of this study was to characterize levels and examine associations among decline in walking
distance, balance and muscular strength in women with mild MS.

METHODS: Participants included 28 women with mild relapsing-remitting MS and 21 women without MS. We executed the 6-min walk test
(BMWT) to verify declines in walking distance. Isokinetic knee flexion (KF) and extension (KE) muscle sirength was measured using a
dynamometer. Balance was quantified using a force platform, with eyes open and closed, on a rigid and foam surface.

RESULTS: The MS patients presented declines in walking, lower KF muscle strength, and worse balance than controls. KF strength and
balance correlated with walking in the MS group. The KF strength explained differences between groups in walking. The KF strength and
balance presented as predictors of walking slowing down in the 6MWT, in mild MS.

CONCLUSION: Women with mild MS have strength impairment of knee flexor muscles and balance control impairment that may explain
walking related motor fatigability during prolonged walking.

Copyright @ 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

KEYWORDS: Balance; Distance-walked-index; Multiple sclerosis; Relapsing-remitting; Six-minute walking; Strength
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Validation of the Brazilian version of the patient-determined disease steps scale in persons with
multiple sclerosis.
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Abstract

OBJECTIVE: The present study translated and adapted the Brazilian version of the Patient-Determined Disease Steps (PDDS) scale and
tested its validity and reproducibility in Brazilian persons with multiple sclerosis (MS).

METHODS: The PDDS underwent translation and back-translation procedures for producing a Brazilian Portuguese version of the PDDS
(PDDS/BR). Sixty-three patients with MS (48 females) completed the PDDS/BR and underwent a neurological examination for generation
of Expanded Disability Status Scale (EDSS) scores. Participants further performed the following tests: Timed 25-Foot Walk (T25FW),
Timed Up and Go (TUG), six-minute walk test (6MWT), Nine Hole Peg (9HPT), and Symbol Digit Modalities Test (SDMT). Construct
validity of PDDS/BR scores was determined by Spearman correlation with EDSS, and comparison of correlations between PDDS/BR and
EDSS with the functional tests. We examined overall correct classification of disability categories (i.e., mild, moderate, or severe disability)
by the PDDS/BR in relation to the EDSS. Test-retest reproducibility of PDDS/BR scores was examined in a subsample of 31 participants
after 15 days.

RESULTS: There was a strong relationship between the PDDS/BR and EDSS scores (p = 0.723, p < 0.05). The correlations with TUG,
T25FW, 6MWT, and 9HPT were comparable for the PDDS/BR and EDSS scores. Overall correct classification of disability categories by
the PDDS/BR was 79.3%. Results indicated excellent test-retest reproducibility for the PDDS/BR (Intraclass Correlation Coefficient=
0.911, 95% CI: 0.685-0.918).

CONCLUSION: The PDDS/BR scores provide a valid and reliable assessment of mobility disability and may be used by researchers and
neurologists to assess disability status in Brazilians with MS.

Copyright @ 2019. Published by Elsevier B.V.

KEYWORDS: Brazilian version; Disability; Multiple sclerosis; PDDS scale
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High levels of alexithymia in patients
with multiple sclerosis

Audred Cristina Biondo Eboni’, Mariana Cardoso?, Felipe Moreira Dias®, Paulo Diniz da Gama®,
Sidney Gomes®, Marcus Vinicius Magno Goncalves', Suzana Costa Nunes Machado®,
Adaucto Wanderley da Nobrega Jré, Monica Fiuza Konke Parolin’, Sonia Castedo Paz?,
Heloisa Helena Ruocco?, Claudio Scorcine?, Fabio Siquineli®, Caroline Vieira Spessotto?,
Carlos Bernardo Tauil*, Yara Dadalti Fragoso®

ABSTRACT. Alexithymia is a personality trait characterized by difficulties identifying and describing feelings. Some
researchers describe high levels of alexithymia among patients with multiple sclerosis (MS) but literature data on
this subject are scarce. Objective: The objective of the present study was to characterize findings of alexithymia in
patients with MS. Methods: This cross-sectional case-control study included 180 patients with MS and a matched
control group. Data for patients with MS included disease duration, number of demyelinating relapses and degree of
neurological disability, as assessed by the Expanded Disability Scale Score (EDSS). In addition, the Hospital Anxiety
and Depression (HAD) scale and the Toronto Alexithymia Scale (TAS) were used. Results: There were 126 women and
54 men in each group, with median age of 37 years and median education of 16 years. Patients with MS had higher
degrees of depression (p<0.01), anxiety (p=0.01) and alexithymia (p<0.01) than did control subjects. For individuals
with MS, depressive traits (p<0.01), anxious traits (p=0.03), higher age (p=0.02), lower education level (p=0.02), higher
degree of disability (p<0.01) and not being actively employed (p=0.03) were associated with higher rates of alexithymia.
Conclusion: Alexithymia was a relevant finding in patients with MS.
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From Charcot’s descriptions to the current
understanding of neuropsychiatric symptoms
in multiple sclerosis

Das descricdes de Charcot & compreensao atual dos sintomas neuropsiquiatricos na
esclerose maultipla

Carlos B. TAUIL™2 Felipe VON GLEHN?, Raimundo NONATO-RODRIGUES', Jaqueline RA.A. GOMES®,
Carlos 0. BRANDAQ? Laonilda M.B. dos SANTOS?, Leopoldo L. dos SANTOS-NETO!

ABSTRACT

Meuropsychiatric discrders in multiple sclerosis have been known since the original clinicopathological description by Charcot in the late
ninetaanth century. Charceot, in the last decades of his lifa, became involved in tha field of neuropsychiatry. This produced a battle batween
rival schools in the era that still echoes to this day. Charcot’s intuition. including the line of thought of Babinski. one of his mest famous
disciples, was that there was a connaction betwean mood disordars and many of the diseases of the nervous system. Medicing's concern
with establishing a ralationship betwasan mood disorders and disease stems from tha ancient and middle ages with refarences found intha
Hippocratic doctrine. Howevear, it was only in the second half of the nineteenth and early twentieth century, with Charcot’s discoveries. that
this discussionwas established in a structured way. laying the foundations of nauropsychiatry.

Keywords: Neuropsychiatry; multipla sclerosis; nauralogy, history.

RESUMO

Os distirbios neuropsiguidtricos na esclerose miltipla sdo conhecidos desde a descrigdo clinico-patolégica original de Charcot no final
do século XD, Charcot nas Gltimas décadas de sua vida se envolveu no campe da neuropsiquiatria. |sso produziu uma batalha de escolas
rivais na época que ainda ecoa até hoje. A intuigao de Charcot, incluinde a linha de pensamentoe de Babinski, um de seus discipulos mais
famasos, foi a tecria corrata da conexao entre as transtornas do humor @ muitas das doengas do sistema nerveso. A preccupacac da
Medicina em estabelecer uma relagao antre transtornas do humer @ doengas vem das idades antiga e média, com refaréncias ancontradas
na doutrina hipocratica. Mo antanto, foi apenas na segunda metade do século XIX a inicio do século XX que, com as descobartas de Charcot
assa discussao foi realizada de maneira estruturada. estabelecendo os fundamentos da neuropsiguiatria.

Palavras-chave: Meuropsiquiatria; esclerose maltipla; neurologia, histéria.
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Depression, Anxiety and Suicide Risk in Patients
with Multiple Sclerosis in Brasilia/DF (Brazil)

Bezerra, FR?, Almeida, LKT%, Aguilar, ACR:, Grippe, TC, Silva, FMy, Tauil, CB*
1. Unidade de Neurologia, Hospital de Base do Distrito Federal 2, Universidade Catélica de Brasflia

@

INTRODUCTION:

Multiple sclerosis (MS) is the most common inflammatory autoimmune|
demyelinating disease of the central nervous system. A series
symptoms comprise clinical presentation and psychological impairment
are sometimes neglected, as they are not part of the established MS|
evaluation scales.

OBJETIVE:

This work aims to evaluate the influence of in mental health of patients, in
particular, the occurrence and severity of disorders such as anxiety,
depression, and especially suicidal ideation,

METHODS:
We assessed 54 patients with relapsing-remitting MS type from a
i le in ialized public and private health units clinics.

P L

Were applied 3 assessment scale: Beck Depression Inventory (BDI-II),

Statistical analysis using the Spearman test showed significant
correlations between the Beck's scale and age (r 035  p=0.009),
occupational status (r 0.32, p 0.02) and the EDSS scale (r 0.4; p=0.003);
between the A-HADS and duration of  disease (r-r0,3; p=0.03).The B-
HADS and age (r 0.27, p = 0.04) and the BSI with the occupational
status (r 0.3; p=0.05) and antidepressant use (r 0.38; p=0.005.
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Sao Paulo, 2016

T ncrmms B

© MULTIPLE SCLEROSIS AND DEPRESSION

/~ Taudl, €1, Carneiro, NV, Aguilar, ACR', Grippe, TC, Bezerrs, F7, Almeida, LX?, Gleha, FV4, Brandio, CO7, Santos,
NEJUROLOGIA

LV, Neto, LS¢, Farias, AS". BCTRI hLS

& ShIuSw=
t. Unidade de Neurologia, Hospital de Base do Distrito Federa! 2. Universidade catélica de Brasilia 3.Universidade
Estadual de Camph Hospital Universitirio de Brasilia

4.

TABLE 1: HOSPITAL ANXIETY AND DEPRESSION SCALE (HDA)

ANXIETY 12 (22,2%)

DEPRESSION 2(5,5%)

BOTH 10{18 5%)
WITHOUT CHANGES 29(53,7%)

TOTAL 54(100%)
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el Suicide and MS
.  Are we aware enough to avoid it?
=
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Sao Paulo, 2017 %
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2017

Study of cognitive impairment, anxiety, fatigue and depression in

patients with Multiple Sclerosis of Brasilia, DF

RODRIGUES, lago Barbosa Pinto; MARQUES, Helena Gemayel; SPEDO, Carina Tellaroli;
SILVA, Flavia Martins; TAUIL, Carlos Bernardo;
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Evaluate the mental health of patients with MS, exploring the prevalence

and severity of suicidal ideation, anxiety and depression.
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HKnae flaxer muscle strangth is related to gait performance in woman with multiple sclerosis but not
Tor haalthy womaen

<. Ramari, &.G. Moraes, C_B. Tauil, &.C. de David

Univaraity of Brasiia, Brasiia, Brazil

Background: Mator impairmant in people with Multiple Sclerosis (MS) may result in reduced mobllity snd
physical activity level, which can culminate in further disabilities, Changes in balance control, 10ss of muscle

strangth and gait disorders are frequant in MS patients, The measuremaent of these paramaters ane important
D bo Chandg D Wy 10 Managd exerciss programs for people with MS.

Objectives: The purpose of this study is 1o compare knes muscles strength batwesn women with M5 and
controts without MS. In addition, to investgate the comalation betwaan masche strangth, balance and gait
paramaters in our sample,

Methods: 15 women with relapsing-remitting M3, EDES (1-3), age=25.2{24) y, weight=58.5{+10) kg and
haight=161.4({£5) cm. The controd group was compased of 11 paired women without MS, age=28.1(£5.7) y,
welght=60{£10.5) kg and height="1861.5(£5.1) cm. The peak torque was measured by sokinetic dynamometry
{Biodex Sysiern 3) in four trials for each angular speed (60°.s°, 80751 and 180°.5°), for both legs. The
balance conbrod was evaluated with a force platform (AMTI Inc) on uprighl position using a foam. The &
rrainube walk les] was parformad and lotal distance was calculaled

Rasults: Regarding knee muscles strengih, MS womaen did not differ from control group, The comelation
betwesn muscle sirength and balance was nol significant. The conirol group showed sirong cormalation (ps
0.05) between distance and knee exisnsons (KE) strength, for all angular speeds: m-*.:.-':.:o.sr;., s

r=0.84), 180°.5 " (r=0.82). For the MS group, not only KE strangth reveslasd cormelation with distance, 60°.5°
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P1250

Evaluation of postural balance in women with multiple sclerosis in different sensory conditions
using force platfarm

AG. Moraes, G Ramar, C.B. Tawil, A. David, Laboratory of Analysis of Human Movement = UnB

Universidade de Brasiia, Brasilia, Brazil

Introeduction: People with multiple sclerosis (MS) present symploms as mascle weakness, fatigue, visual
deficit which may cause changes in the postural balance and influence their daily lives. Thue, the purposa of
thi study was to analyze the postural balance of patients with MS compared to the control without MS using
force platform. It may be useful in order to evaluate in an objective way the mator controd and the

affectivenass of rehabilfation reatmenis in M3 patients.

Methods: 17 women with nelapsing=remitting MS, EDSS (1-5) were incleded in this sfudy (age: 28.27 +
4.10y:; body weight: 59.52 £ 10.08 kg: haight: 161.4 £ 5.03 cm) and 13 women withou! MS (age: 29.18 =
5.71y; body weight: 60,0 £ 10.56 kg: haight: 161.5 £ 5.13 em). The posteral balance was measurad with a
force platfiorm AccuSway Plus (AMTI Inc) with the patient standing in a semi-static positicn in four different
siteations (eyes open and eyes closed on siable surface and unstable surface). The variable analyzed was
the displacemant valocity of the pressune center (COPVel).

Results: The resulls showed that in stable condition with open eyes there was no significant difference
batwean the mean COPVel betwaan MS group (1.08 = 0.25cmis) and the conbrol group withaut MS (0.94 +
0.14cmis), p=0.70. However, there were significant differences for the all other conditions: closed eyes on a
stable surface in MS {1.54 £ 0.50cmis) and the control group (1.20 £ 0. 18cm/is), p=0.017,; eyes open on

unsiable surface in M3 (2.30 £ 0.64cmis) and control group (1.70 x 0.28cmis) p=0.002; and eyes closed on
unstable surface in MS (5.44 £ 1.23cmis) and control group (4.41 £ 1.1%cmis) p= 0,028,



109

9.3.8.

BCTRIMS
19 Ansual Meering

XIN Canenrvio Banifhomn &
) Esclimans Mittiphe ¢ Neowowinling Oprica

18 Apne, JOM < S P - Bt

i o S—_— UnB.
* Peripheral production of pro and anti-inflammatory cytokines and neurofilament
light in ce;b"ﬁbpinal fluid of MS patients treated with Fingolimod

Amanda Dias da Rocha Lima '; Verdniea A. G. Silva'; Adriel S. Moraes !; Felipe von Glehn Silva !; Breno B. Ferrari !; Raphael
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Neurodegeneration

Figure 2: Level of Neurofilament light in the CSF of healthy subjects, RRMS 1
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Apéndice 1 - TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido)

Projeto: PARTICIPACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO NA MODULAGAO DOS TRANSTORNOS DO
HUMOR

Pesquisador Responsavel: Carlos Bernardo Tauil

Data:

Justificativa e Objetivos: A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca inflamatdria auto-imune, que acomete adultos
jovens. A incidéncia de tal doenca em nosso meio vem aumentando, causando preocupacao nos especialistas. Acredita-
se atualmente que as lesdes causadas pela Esclerose Multipla sejam resultadas de uma agressdo das nossas células de
defesa contra o proprio organismo, gerando 0s surtos e a piora da doenca. O fato de um individuo ter o diagnéstico de
uma doenca cronica dessa natureza, pode levar a algumas alteragdes psicoldgicas como depressdo e ansiedade. Esse
estudo, visa identificar essas alteragdes e correlaciona-las com algumas proteinas e/ou enzimas presentes no sangue

Os pacientes serdo estudados em 3 momentos: no inicio do tratamento e 6 meses e 12 meses apos, 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 UNIDADE DE NEUROLOGIA / HBDF ser entrevistado e doar 10cc do sangue para 0s estudos. N&o € necessario

estar em jejum e nem interromper medicac6es utilizadas.

Risco e Desconforto:. O material para a retirada do sangue é descartavel e as agulhas atuais de excelente qualidade.
Caso ocorra qualquer desconforto apds o procedimento, o paciente devera entrar em contato com a equipe de
atendimento do e a equipe de pesquisa da UNIDADE DE NEUROLOGIA / HBDF, que orientardo as medidas a serem

tomadas para aliviar os sintomas, sem nenhum custo.

Beneficios: Melhor entendimento dos aspectos psicolégicos dos pacientes com Esclerose Mdltipla para ajudar no
diagnostico precoce de alteragdes psicoldgicas e disponibilizar tratamento adequado. Existe beneficio imediato para o

paciente.

Esclarecimento : Todas as ddvidas e perguntas do paciente quanto aos assuntos relacionados com a pesquisa € 0
tratamento serdo esclarecidas pelos pesquisadores.

Recusa ou descontinuagdo da participagdo: Durante o decorrer do estudo informaremos ao paciente 0 andamento da

pesquisa, podendo este deixar de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo no atendimento que recebe
pela UNIDADE DE NEUROLOGIA / HBDF, caso decida ndo colaborar com a equipe, pois a participagdo do paciente

¢é voluntaria.
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Sigilo: As informagdes recebidas durante e depois do estudo e a privacidade dos pacientes serdo mantidas em sigilo. Os
resultados serdo sempre analisados em grupo, estatisticamente, ndo sendo possivel identificar de forma individual
qualquer paciente. Caso tenha alguma davida devera procurar a Dr. Carlos Bernardo Tauil fone: 61 92976707
Gastos adicionais: Se houverem gastos adicionais (seringas, agulhas descartaveis, material de curativo...) estes serdo
absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Armazenamento de Material Biol6gico: Apos o estudo realizado, geralmente sobra alguma quantidade de soro, que
pode ser utilizado em novas pesquisas futuras, sem a necessidade de realizar procedimentos de pungdo. Eu [ autorizo

[] ndo autorizo o estoque de meu material bioldgico para estudos futuros aprovados pelo Comité de Etica da SES - DF.

Eu confirmo que Carlos Bernardo Tauil 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 copia deste formulario de consentimento e estou de pleno acordo em

participar do estudo.

Paciente ou Responsavel: Idade:

RG:

Endereco:

Assinatura :

Responsabilidade do pesquisador. Eu expliquei a 0 objetivo do estudo, os

procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu
conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de consentimento ao participante ou

responsavel.

Carlos Bernardo Tauil CRM-DF: 12771
Email.: cbtauil@gmail.com

QOutros Membros da Equipe:

Ligia Machado — fone 32725033
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Apéndice 2 — Aprovacéo do Estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP

\ COMITE DE ETICA EM Platoformo
g, ssmsasse++ PESQUISA - FEPECS/SES-DF Q&mﬂ

—

PARECER CONSUBSTANCIADOQ DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PARTICIPAGAC DO SISTEMA IMUNOLOGICO MA MODULAGAO DOS
TRANSTORMNOS DO HUMOR

Pesquisador: CARLOS BERNARDO TAUIL

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 22477313.9.0000.5553

Instituwigio Proponente: DISTRITO FEDERAL SECRETARIA DE SAUDE

Patrocinador Principal: FUNDACAC DE AMPAROC A PESQUISA DD ESTADO DE SAD PAULO
MINISTERIO DA EDUCACAD

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 660753
Data da Relatoria: 12/05/2014

Apresentagiao do Projeto:

s transtomos psiguiatricos sao heterogéneos, com as anormalidades ocomrendo tanto no cérebro, como no
organismo como um fodo. Esses transtornos resultam da interagdo da genética dos individuos com o meio
ambiente, e normalmente nao sio somente um "estado da alma" ou resultado de danc cerebral, mas
resultam da complexa interagdo entre varios sistemas biologicos. Os interferons ativam a sintese da enzima
indeleamina 2, 3 dioxigenase (IDO) que tanto pode degradar o Trp, como estimular o controle negativo da
resposta imune.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario: estudar os aspectos imunclogicos e expressao da IDO, assim como a defecgao dos
metabdlitos do Trp e fatores neuroiroficos em pacientes com depressao. Pretendemos ainda estudar esses
parameiros em pacientes com EM em tratamento com o Interferon beta.

Objetivo Secundario: 1. Estudar a resposta imune e os catabolitos do Trp nos pacientes com depressao
tratados, nao tratados e resistentes ao tratamento com antidepressivos2. Estudar a resposta imune € os

catabolitos do Trp nos pacientes com esclerose miltipla em tratamento ou ndo com os interferons beta.
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Coninuacio do Parecer: G60. TEY

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Adequadamente avaliados, dispostos no projeto e no TCLE.

Comentdrios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Trata-ze de um estudo observacional longitudinal dos parametros clinicos, laboratoriais e de RMM dos
pacientes com depressao. Parlicipantes da pesquisa (120): 20 pacientes com diagnostico de depressao nao
tratados; 20 pacientes com diagnostico de depressao fratados e 20 pacientes com depressao refratarnia ao
tratamento; 20 pacientes com EM-BER em tratamento com Interferon beta; 20 pacientes nao tratado e
acompanhados no ambulatorio de Esclerose Mialtipla da UNICAMP; 20 individuos normais com idade e sexo

compativeis com o grupo de pacientes estudados. Critérios de inclusio e de exclusdo foram apresentados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram adequadaments apresentados.

Recomendacdes:

Conforme a Resolugao CND 466M 2 o TCLE deve ser redigido em duas copias rubricadas pelo pesquisador
e pelo convidado para a pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Pendéncias resolvidas.

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da COMNEP:
Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASA NORTE CEF: T0.710-804

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone: (§1)3325-4855 Fax: (33)3325-4855 E-mail: comitedestica.sacretaria@gmail.com
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Apéndice 3 — Escalas de Beck e HADS ( Proibida a reproducéo para reutilizacéo)
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