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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) € uma afec¢do neurodegenerativa que ocorre
devido a perda neuronal na substéncia negra, produtora de dopamina.
Evidéncias sugerem que varias citocinas inflamatérias estdo aumentadas
no cérebro e no sangue de pacientes com DP. Essas citocinas podem ser
induzidas por ativagao dos receptores similares a Toll (Toll-like receptors, TLR).
No sangue periférico, os mondcitos expressam TLR e podem participar na
imunopatogenia de doengas neurodegenerativas. Os objetivos deste trabalho
foram: realizar uma revisao de literatura sobre neuroinflamacao na DP; avaliar
possiveis alteragdes na produgao de citocinas inflamatérias em hemoculturas
de pacientes com DP ativada por agonistas de TLR; avaliar as porcentagens
das duas principais subpopulagcdes de mondcitos e a expressao de TLR2 e
TLR4 nestas subpopulag¢des no sangue periférico de pacientes com DP. Foram
avaliados 31 pacientes com DP e 31 individuos sadios, pareados por género
e idade, sendo os pacientes avaliados quanto a gravidade dos sintomas
neurologicos e psiquiatricos utilizando-se as escalas H&Y (Hoen & Yahr scale)
e UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale). As hemoculturas foram
ativadas com agonistas de TLR2 (Pam.Cys), TLR4 (LPS) ou TLR7/8 (R848).
As citocinas (TNF, IL-1pB, IL-6, IL-12p70 e IL-10) foram quantificadas no soro
e nos sobrenadantes das culturas utilizando citometria (Cytometer bead
array). Os mondcitos (CD14*CD16- e CD14*CD16*) e a expressao de TLR2
e TLR4 nestes foram identificados por citometria de fluxo. As concentragdes

de citocinas nos soros de pacientes e controles foram similares e ndo houve
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associacgao significativa entre as concentragbes das citocinas e os escores
da UPDRS. No entanto, apds ativacdo das hemoculturas dos pacientes, foi
observada significativa resposta diminuida aos agonistas de TLR2 (TNF, IL-
18, IL-6, IL-10) e de TLR7/8 (IL-6). Nao foi observada correlagao entre as
concentragdes de citocinas induzidas pelos agonistas de TLR2 ou de TLR7/8
e os escores de UPDRS. As porcentagens dos mondcitos CD14*CD16-
e CD14*CD16* nao diferiram significativamente entre os pacientes e os
controles, e ndo foram detectadas alteragdes nas expressdes de TLR2 ou
TLR4 nestas subpopulagdes de mondcitos nos pacientes. Os resultados
indicam que os leucécitos, especialmente os mondcitos, de pacientes com
DP apresentam diminuida capacidade de resposta a ativagdo via TLRZ2.
Essa diminuicdo pode estar associada a ativagao prévia de TLR2 in vivo,
tornando as células tolerantes a novos estimulos ex vivo. Avaliar a ativagao
de mondcitos no sangue periférico, via TLR, pode auxiliar na avaliagao do
processo neurodegenerativo/neuroinflamatério na DP, contribuindo para a

melhor compreensao da patofisiologia desta doenca.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson. TLR2. TLR7/8. Mondcitos. Citocinas.
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ABSTRACT

NEUROINFLAMMATION IN PARKINSON’S DISEASE: EVALUATION
OF CYTOKINES INDUCED VIA TOLL LIKE RECEPTORS IN CELLS OF

PERIPHERAL BLOOD

Parkinson’s disease (PD) is as a neurodegenerative disorder caused by
neuron loss in the substantia nigra, which produces dopamine. Evidences
suggest that several inflammatory cytokines are enhanced in the brain and
blood of patients presenting with PD. These cytokines might be induced by
Toll-like receptor (TLR) activation. In peripheral blood, monocytes express
TLR and may participate in the immunopathogenicity of neurodegenerative
diseases. The objectives of this work were: carry out a literature review
about neuroinflammation in PD; assess possible alterations in production
of inflammatory cytokines in blood cultures of patients presenting with
PD activated by TLR agonists; evaluate the percentages of the two main
monocyte subpopulations, as well as TLR2 and TLR4 expression in these
subpopulations in peripheral blood of patients presenting with PD. Patients
presenting with PD (n = 31) and healthy individuals (n = 31), matched by
gender and age, were evaluated and the patients were assessed regarding
the severity of their neurological and psychiatric symptoms using the Hoen &
Yahr scale (H&Y) and the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS).
Blood cultures were activated with TLR2 agonists (Pam,Cys), TLR4 (LPS),

or TLR7/8 (R848). Cytokines (TNF, IL-1B, IL-6, IL-12p70, and IL-10) were
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quantified in the serum and supernatant of blood cultures using Cytometer
bead array. Monocytes (CD14*CD16- and CD14*CD16*) and TLR2 and TLR4
expression were identified using flow cytometry. Cytokine concentrations in
the serum of patients and controls were similar and no significant association
was found between cytokine concentrations and UPDRS scores. However,
after activation of blood cultures of patients, a significant decreased response
to TLR2 (TNF, IL-1pB, IL-6, IL-10) and TLR7/8 (IL-6) agonists was observed.
No correlation was observed between the concentrations of cytokines
induced by TLR2 or TLR7/8 agonists and UPDRS scores. The percentages of
monocytes CD14*CD16- and CD14*CD16* did not significantly differ between
patients and controls, and no alterations in TLR2 or TLR4 expressions were
detected in these monocyte subpopulations in patients. The results indicate
that leukocytes, especially monocytes, of patients presenting with PD show
decreased capacity to respond to the activation via TLR2. This decrease
may be associated with the previous activation of TLR2 in vivo, making the
cells tolerant to new stimuli ex vivo. Assessing the activation of monocytes in
peripheral blood, via TLR, may help the evaluation of the neurodegenerative/
neuroinflammatory process in PD, contributing to a better understanding of

the pathophysiology of this disease.

Keywords: Parkinson’s disease. TLR2. TLR7/8. Monocytes. Cytokines.
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1. INTRODUGAO/JUSTIFICATIVA

A doenga de Parkinson (DP) € uma afec¢cdo neurodegenerativa, de
causa ainda desconhecida, que ocorre devido a perda de neurbnios na
substancia negra produtora de dopamina. E caracterizada pela presenca
de sintomas evolutivos que podem levar a incapacitacdo funcional e ao
comprometimento da qualidade de vida do individuo, devido a combinacéao
dos seguintes sinais e sintomas: bradicinesia (lentiddo dos movimentos),
tremor de repouso, rigidez e alteragdes posturais, que sdo considerados
cardinais da DP. Sintomas ndo motores tais como disturbios cognitivos,
psiquiatricos, sensitivos, sensoriais e outros acompanham a doencga
(Verbaan et al., 2007; Lees, 2009). A natureza progressiva da DP implica
uma rede de interagdes entre vulnerabilidade dos neurbnios dopaminérgicos
nigroestriatais, predisposi¢cao genética e fatores toxicos ambientais. Uma vez
iniciado o processo neurodegenerativo pelos fatores causais, uma cascata
de eventos secundarios deletérios provocaria as alteragdes neuroquimicas
observadas nos pacientes com DP (Hirsch et al., 2013).

Recentemente, os fatores neuroinflamatérios tém sido abordados como
possiveis promotores da neurodegeneracao nigral dopaminérgica, devendo
0s mesmos ser avaliados dentro de um conceito multifatorial na etiopatogenia
da DP. A micréglia, célula da imunidade natural presente no Sistema Nervoso
Central (SNC), pode ser ativada ndo somente por microrganismos ou seus
produtos durante infecgdes no SNC, mas também pode ser ativada por estes

microrganismos e seus produtos durante infecgdes sistémicas (Orr et al, 2002;
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Heneka et al., 2010). Células do sangue periférico, ativadas ou ndo, podem ter
acesso ao SNC, como os mondcitos, os quais se diferenciam em macrofagos
e contribuem para o processo neuroinflamatério (Zozulya et al., 2010). Nos
tecidos ou no sangue periférico, as células ativadas por agonitas de toll-like
receptors (TLR), sendo estes agonistas enddgenos ou exdgenos, produzem
citocinas pro e anti-inflamatérias, cujo desequilibrio pode levar a um processo
inflamatadrio cronico (Cross et al., 2010; Noelker et al., 2013).

Avaliar o perfil de citocinas em hemoculturas, apds ativacdo com
agonistas de TLR, permite uma definicdo do estado funcional de leucdcitos
no sangue periférico. A alterada producado de citocinas frente a algum
agonista de TLR pode ser devida as alteragdes nas subpopulagdes de
monocitos, as quais podem expressar quantidades diferentes de varios
TLR; na expressao de um determinado TLR nos mondcitos; ou alteragdes
nas vias de sinalizagdo acionadas pelos TLR nestas células. As alteragdes
periféricas podem ser decorrentes do processo neuroinflamatério, indicando,
portanto, mecanismos centrais ou periféricos que devam ser avaliados para
uma melhor compreensao da etiopatogenia da DP. Uma combinagao de
possiveis fatores ambientais, tais como produtos microbianos, agindo em
TLR nos mondcitos, somados a uma suscetibilidade genética para fortes
respostas inatas inflamatérias que atinjam o SNC, pode agravar a DP. A
realizagao do presente estudo, o qual consiste na avaliacdo do perfil de
citocinas induzidas por agonistas de TLR em células do sangue periférico,
avaliacao de subpopulagdes de mondcitos e a expressao de TLR2 e TLR4
nestas células, permitira um maior conhecimento da etiopatogenia da DP,
podendo contribuir, posteriormente, para novas perspectivas na prevengao

e tratamento da DP.
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A DP é a segunda mais prevalente doenga neurodegenerativa da
terceira idade, sendo progressiva, incapacitante e geradora de altos custos
para o sistema de saude. E cada vez mais importante, portanto, conhecer esta
doencga que constitui um dos problemas de saude publica do idoso.

Assim, com o propdsito de aprofundar conhecimentos sobre fatores
etiopatogénicos da DP, neste estudo foi realizada uma revisédo da literatura,
incluindo temas como doenca de Parkinson, neuroinflamagao, Toll-like
receptors € mondcitos na DP (Capitulo 1); e uma avaliagdo do perfil de
citocinas da imunidade inata induzidas por diferentes agonistas de TLR, bem

como das subpopulagcées de mondcitos de pacientes com DP (Capitulo 2).
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2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

— Realizar uma revisao sobre neuroinflamacédo, mondcitos e TLR na
DP (Artigo 1)

— Avaliar a producdo de citocinas pré- e antiinflamatérias no soro e
em hemoculturas de pacientes com DP ativadas com diferentes agonistas
de TLR; e avaliar as subpopula¢des de mondcitos e a expressao de TLR2 e

TLR4 nestas células de pacientes com DP (Artigo 2)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS (ARTIGO 2)

— Avaliar as concentracées de citocinas TNF, IL-1B3, IL-6, IL-10 e
IL-12p70 presentes no soro e em hemoculturas de pacientes com DP e
controles sadios, apds ativagdo com agonistas dos receptores TLR2, TLR4
e TLR7/8.

— Avaliar as porcentagens das subpopulagcbes de mondcitos
CD14*CD16- e CD14*CD16* no sangue periférico de pacientes com DP e
controles sadios.

— Avaliar a expressao de TLR2 e TLR4 em mondcitos do sangue
periférico de pacientes com DP e em individuos sadios.

— Avaliar a gravidade da doenga por meio da escala UPDRS e

correlacionar os resultados com as concentragdes de citocinas.
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3. METODOLOGIA (ARTIGO 2)

3.1 DESENHO DO ESTUDO, PACIENTES E CONTROLES

Trata-se de um estudo transversal que incluiu pacientes com DP,
assistidos no Nucleo de Neurociéncias do Hospital das Clinicas da UFG e no
Instituto Integrado de Neurociéncias - INEURO, Goiania, Goias. O presente
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas, protocolo n°® 092/2011 (Anexo A).

A amostra foi constituida de 31 pacientes com DP e 31 individuos sadios
voluntarios. Os pacientes foram acompanhados no Centro de Referéncia em
Transtornos do Movimento - CerMovi do Nucleo de Neurociéncias do Hospital
das Clinicas da UFG e no Instituto Integrado de Neurociéncias - IINEURO,
clinica privada. Os controles foram doadores de sangue do Banco de Sangue do
Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH). Pacientes e controles
que preencheram os critérios de inclusdo e aceitaram o convite para participar
do estudo voluntariamente, participaram da pesquisa apés assinarem o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo B).

3.1.1 Critérios de inclusao

— Pacientes de ambos os géneros, com idade entre 20 e 70 anos,

com diagndstico de DP pelo critério do Banco de Cérebro de Londres (Litvan

et al, 2003), avaliados pelas escalas: Unificada da Doenca de Parkinson

Métodos 18



(UPDRS) (Lang & Fahn, 1989) e Hoen & Yahar (Hoen & Yahar, 1967) (Anexo
C). Controles sadios, de ambos os géneros, com idade entre 20 e 70 anos,
doadores de sangue do INGOH, que obederam todos os critérios da Portaria
n® 2.712, de 12 de novembro de 2013, publicada no Diario Oficial da Uniao
n® 221, de 13 de novembro de 2013, Secao 1, pagina 106 (Anexo D) que
redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterapicos [brevemente,
individuo com aparéncia sadia a ectoscopia; peso corporal acima de 50 Kg;
aferigdo do pulso mostrando de 50 a 100 batimentos por minuto; afericao da
pressao arterial < 100 mmHg (diastdlica) e < 180 mmHg (sistdlica); dosagem
de hemoglobina/hematécrito com valores minimos aceitaveis do nivel de:
mulheres: Hb = 12,5g/dL ou Ht = 38%; e homens: Hb = 13,0g/dL ou Ht = 39%;
temperatura corporea inferior a 37°C; auséncia de histéria médica de doengas
que levem a inaptidao definitiva ou temporaria de doagao de sangue (anexos
| e Il da presente portaria); ndo uso de medicagdes que possam interferir
com fungdes celulares ou fatores sanguineos, incluindo aspirina e outros

antiinflamatorios (anexo Il da presente resolugao)].

3.1.2 Critérios de exclusao

— Pacientes que apresentem parkinsonismo secundario e/ou atipico,
bem como sujeitos portadores de infecgdo aguda e/ou crénica.

— Pacientes que apresentaram alteragdes sugestivas de infecgao e/ou
inflamacao, avaliados pelo hemograma, velocidade de hemossedimentacgao
(VHS) e proteina C reativa (PCR).

— Pacientes ou controles que estavam fazendo uso de medicagao

antiinflamatoria.
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3.2 COLHEITA DO SANGUE

O sangue (5 mL), de pacientes e controles, foi colhido em tubos
contendo heparina (Vacuette, Greiner Bio-one, Americana, SP, Brasil), para
leucometria, identificacdo de mondcitos e TLR e hemoculturas. Ainda, 5 mL
foram colhidos em tubos sem anticoagulante, para a separacao de soro. Apés
~1 h, temperatura ambiente, o sangue foi centrifugado (500 g, 5 min, 4°C) e o
soro foi colhido, aliquotado e estocado a -80° C, até o momento da dosagem

de citocinas.

3.3 LEUCOMETRIA

Uma aliquota de sangue dos pacientes e controles foi diluida
em liquido de Turk (1/20) e os leucdcitos foram quantificados em

hematocitdmetro. Os resultados foram expressos em leucécitos/mms.

3.4 HEMOCULTURAS COM AGONISTAS DE TLR

O sangue de pacientes e controles foi diluido 1:2 em meio de cultura
RPMI 1640 (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, EUA). O meio RPMI 1640 foi
suplementado com Hepes 10 mM, penicilina 100 U/mL e estreptomicina
100 ug/L, 11 mM de bicarbonato de sédio e 2 mM de L-glutamina (todos os
reagentes Sigma). O sangue diluido foi distribuido em tubos de fundo cénico
(capacidade 2 mL; Axygen Scientific Inc., Union City, CA, EUA), livres de
Dnase, Rnase e endotoxinas). As hemoculturas foram incubadas na auséncia

ou presenca de lipopolissacarideo (LPS), agonista de TLR4 (E. Coli, sorotipo
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0111:B4, Sigma), na concentragao de 100 ng/mL; Pam3Cys SKKKK, agonista
de TLR2 (EMC, Tubingen, Baden-Wurttemberg, Alemanha), na concentragao
de 100 ng/mL; ou de R848, agonista de TLR7/8 (Invivogen, San Diego, CA,
EUA), na concentragao de 100 ng/mL. Os tubos, contendo um volume final de
0,8 mL, em duplicatas, foram fechados e incubados, sob agitagao leve, a 37°C
(em um termobloco Mixing Block MB-101, Bioer, Hangzhou, China). Apés 24
h de incubagao, o sangue foi centrifugado (3 min, 90 g) e o sobrenadante foi
colhido e congelado a -80°C, até o momento da dosagem das citocinas, pelo

ensaio descrito a seguir (Item 3.5).

3.5 DOSAGEM DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO - CBA

As citocinas foram quantificadas nos soros e sobrenadantes das
culturas, de pacientes e controles, usando kits CBA de inflamagao (Human
Inflammatory Cytokines Kit: IL-8, IL-1, IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70 - Catalogo
551811, Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, BD, San Diego, CA,
EUA), conforme as instru¢des do fabricante. Os resultados foram expressos

em pg/mL.

3.6 ANALISES DOS MONOCITOS E EXPRESSAO DE TLR2 E TLR4

O sangue do paciente e seu respectivo controle, foi incubado na
auséncia ou presenga de anticorpos monoclonais anti-CD14 (PE, clone
M5E2, BioLegend, San Diego, CA, EUA), anti-CD16 (PE/Cy5, clone 3G8,
BioLegend), anti-TLR2 (FITC, clone TLR2.1, eBioscience, San Diego, CA,

EUA) e anti-TLR4 (Alexa Fluor 488, clone HTA 125, eBioscience) por 30 min.,
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temperatura ambiente. Os anticorpos anti-CD16 foram do clone 3G8, para
facilitar a exclusao de neutréfilos CD16+ (Heimbeck et al., 2010). Em seguida,
os eritrécitos foram rompidos com 2 mL de solugao de lise (BioLegend) por
15 min., a 4°C. As células foram lavadas com solugdo salina tamponada
com fosfatos pH 7,3 (PBS; 500 g, 5 min, 4°C), fixadas com solu¢cado de PBS-
paraformaldeido 4% (15 min, temperatura ambiente). Para completar a
lise dos eritrécitos, foi utilizada uma solugado de saponina a 0,3% (15 min,
temperatura ambiente). Apds este periodo as células foram lavadas com
PBS (salina tamponada com fosfatos) e ressuspendidas em solugao de PBS-
paraformaldeido 1% (200 ulL). A aquisi¢ao foi realizada em citdbmetro Accuri
C6 (BD). Foram adquiridos 50.000 eventos totais, baseados em tamanho
(FSC) e granulosidade (SSC) e 5.000 eventos da populagdo CD14*. A analise
dos dados foi realizada no programa Flow Cytometry Software (FCS) versao

4 (DNS, Los Angeles, CA, EUA).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de citocinas e expressdo de CD14, CD16 e TLR (porcentagem
de células positivas e intensidade de fluorescéncia) foram apresentados
como valores individuais, medianas (minimo e maximo) ou interquartis (25% -
75%), sendo comparados por meio do teste de Mann Whitney para amostras
independentes e teste de Wilcoxon para amostras pareadas. Para estudos
de correlagao, foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Foi utilizado
o Graph Pad PRISM software versao 4.0 (San Diego, CA, EUA). O nivel de

significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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4. RESULTADOS

41 CAPITULO 1: ARTIGO 1 - NEUROINFLAMAGAO NA DOENGA DE

PARKINSON

Manuscrito escrito e publicado de acordo com as normas da revista Latim
American Multiple Sclerosis Journal - Silva DJ, Alcantara-silva TR, Sobrinho
HMR, Oliveira MAP, Ribeiro-dias F. Neuroinflamagao na Doenca de Parkinson.
LAMSJ. 2013; 2 (4): 178-186 -http://www.lamsj.org/detalhe_artigo.asp?id=94

(Anexo E)

A Neuroinflamagao na Doencga de Parkinson
The Neuroinflammation in Parkinson’s disease

La neuroinflamacion en la enfermedad de Parkinson
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Resumo:

Introdugao: Estudos genéticos e epidemioldgicos tém destacado o papel da
neuroinflamacao na fisiopatologia da doenca de Parkinson (DP). Além disso,
estudos pds-morte confirmam o envolvimento de elementos do sistema imune
inato, bem como do adquirido, afetando regides cerebrais de pacientes com
DP. A ativagao da microglia tem sido detectada na substancia negra destes
pacientes, concomitantemente com o aumento da expressao de diferentes

mediadores proinflamatérios. Objetivo: Nesta revisao, os autores investigaram
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o envolvimento de elementos constituintes daimunidade inata na etiopatogenia
da DP, ressaltando-se, principalmente, o papel da micréglia no processo de
neuroinflamacao. Método: A pesquisa bibliografica foi realizada no periodo de
agosto a dezembro de 2013, nas bases de dados PubMed, SciELO e LILACS,
utilizando-se, isoladamente ou em combinagao, os seguintes descritores
em inglés: “Parkinson’s disease”, “neuroinflammation”, “microglia”, “toll-like
receptors”, “cytokines”. Resultados: Foram selecionadas e analisadas 97
referéncias que apresentavam conteudos que contribuiram para o cumprimento
do objetivo proposto, reforcando o embasamento tedrico-conceitual do
assunto em questéo. A presente revisao permite ressaltar que o processo de
neuroinflamacao esta associado a morte de neurbénios dopaminérgicos, sendo,
provavelmente, um dos principais fatores indutores da neurodegeneragao na
DP. Conclusées: No sangue periférico ou nos tecidos, as células ativadas por
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) e/ou a danos teciduais
(DAMPSs), via receptores similares a Toll (TLR), produzem mediadores pro- e
anti-inflamatérios, cujo desequilibrio pode levar a um processo inflamatério
cronico. O desequilibrio ou a desregulagdo dos elementos envolvidos na
neuroinflamacao podem sustentar a progressao deste processo, perpetuando
os eventos deletérios que favorecem a neurodegeneracdo na DP. Uma
combinagao de possiveis fatores ambientais, tais como produtos microbianos,
agindo em diferentes TLR expressos na micréglia e nos leucécitos, somada
a uma suscetibilidade genética para fortes respostas inatas inflamatdrias que
atinjam o sistema nervoso central (SNC), pode desencadear ou agravar a DP.
Em pacientes com DP, a avaliagdo da expressédo dos TLR, nas células do
SNC e nos leucdcitos, especialmente nos mondcitos, e do perfil de citocinas

induzidas por agonistas destes receptores, permitira maior conhecimento da
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etiopatogenia desta doencga, podendo contribuir, posteriormente, para novas

perspectivas em prevengao e tratamento da DP.

Palavras-chave: Parkinson’s disease, Neuroinflammation, Microglia, Toll-like
receptors, Cytokines, Monocytes.
Os autores declaram inexisténcia de conflito de interesses na realizagcao deste

trabalho.

Abstract

Introduction: Genetic and epidemiological studies have highlighted the role
of neuroinflammation on the physiopathogenesis of Parkinson’s disease (PD).
Additionally, post-mortem studies have confirmed the involvement of the
elements of the innate immune system, as well asthe acquired immune system,
affecting cerebral regions of PDpatients. The activation of the microglia in the
substantia nigra of these patients and the concurrent increased expression of
different proinflammatory mediators have been detected. Objective: In this
review, the authors investigated the involvement of the elements of the innate
immune system in the etiopathogenicity of PD, mainly the role of microglia in
neuroinflammatory processes. Method: The literature review was carried out
from August to December 2013, searching on PubMed, SciELO, and LILACS
databases, using isolatedly or in combination the following descriptors:

“Parkinson’s disease”, “neuroinflammation

, “microglia”, “Toll-like receptors”,
“cytokines”. Results: The authors selected and analyzed 87 references
presenting contents that contributed to achieve the objective proposed,

reinforcing the theoretical-conceptual foundations of the subject under study.

According to the findings of the present review, the neuroinflammatory process
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is associated with the death of dopaminergic neurons, and is probably one
of the main factors which induce neurodegeneration in PD. Conclusions:
In peripheral blood or tissues, the cellsactivated by pathogen-associated
molecular pattern molecules (PAMPs) and/or tissue damage (DAMPSs), via
Toll-like receptors (TLR), produce pro and anti-inflammatory mediators, and
their imbalance may lead to a chronicinflammatory process.The imbalance or
deregulation of the elements involved in neuroinflammation may maintain the
progression of this process, perpetuating the deleterious events which favor
neurodegeneration in PD. A combination of possible environmental factors,
such as microbial products, acting on different TLR expressed in microglia
and leukocytes, added to a genetic susceptibility for strong innateinflammatory
responses whichreach the central nervous system (CNS), may trigger or
aggravate PD. In PD patients, the assessment of TLR expression, both in
CNS cells and leukocytes, especially monocytes, as well as the profile of
cytokines induced by the agonists of these receptors, may help produce more
knowledge of the etiopathogenicity of this disease, and posteriorly contribute

to the generation of newpossibilities forthe prevention and treatmentof PD.

Keywords: Parkinson’s disease, Neuroinflammation, Microglia, Toll-like
receptors, Cytokines, Monocytes.

The authors declare no conflict of interest in conducting this work

Resumen
Introduccion: Estudios genéticos y epidemioldgicos han destacado el papel
de la neuroinflamacion en la fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

(EP). Ademas, estudios pos mortem confirman el envolvimiento del sistema
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inmune innato, asi como del adquirido, afectando regiones cerebrales de
pacientes con EP. La activacion de la microglia ha sido detectada en la
substancia negra de estos pacientes, concomitante con el aumento de la
expresion de diferentes mediadores proinflamatorios. Objetivo: En esta
revision, los autores investigaron el desarrollo de elementos constitutivos de
la inmunidad innata en la etiopatogenia de la EP, resaltando, principalmente,
el papel de la microglia en el proceso de neuroinflamacion. Método: La
investigacion bibliografica fue realizada en el periodo de agosto a diciembre
de 2013, en las bases de datos PubMed, SciELO e LILACS, utilizandose,
aisladamente o en combinacion, los siguientes descriptores en inglés:
“Parkinson’s disease”, “neuroinflammation”, “microglia”, “toll-like receptors”,
“cytokines”. Resultados: Fueron seleccionadas y analizadas 97 referencias
que presentaban contenidos que contribuyeron para la realizacion del objetivo
propuesto, reforzando el aporte tedrico-conceptual del tema en cuestion. La
presente revision permite resaltar que el proceso de neuroinflamacién esta
asociado a la muerte de las neuronas dopaminérgicas, probablemente, uno
de los principales factores inductores de la neurodegeneracién en la EP.
Conclusiones: En la sangre periférica o en los tejidos, las células activadas
por los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y/o a patrones
moleculares asociados a dafio tisular (DAMPs), via receptores tipo Toll (TLR),
producen mediadores pro - y antiinflamatorios, cuyo desequilibrio puede
llevar a un proceso inflamatorio crénico. El desequilibrio o el desajuste de los
elementos involucrados en la neuroinflamacién pueden sostener la progresion
de este proceso, perpetuando los eventos deletéreos que favorecen a la
neurodegeneracion en la EP. Un ajuste de posibles factores ambientales,

como productos microbianos, actuando en distintos TLR expresos en la
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microglia y en los leucocitos, que se suman a una susceptibilidad genética
para fuertes respuestas innatas inflamatorias que atinjan el sistema nervioso
central (SNC), puede desencadenar o agravar la EP. En pacientes con EP,
la evaluacion de la expresion de los TLR en las células del SNC y en los
leucocitos, especialmente en los monocitos, y del perfil de citocinas inducidas
por agonistas de estos receptores, permitira mayor conocimiento de la
etiopatogenia de esta enfermedad, pudiendo contribuir, posteriormente, para

nuevas perspectivas en la prevencion y tratamiento de la EP.

Palabras-clave: Parkinson’s disease, Neuroinflammation, Microglia, Toll-like
receptors, Cytokines, Monocytes.

Los autores declaran no tener conflicto de interésen este trabajo.

Introducgao

A doenga de Parkinson (DP) é uma afec¢cao neurodegenerativa de
etiologia ainda desconhecida que afeta os ganglios da base, provocando
a perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos, na substancia negra
(pars compacta) no mesencéfalo. Bradicinesia, tremor de repouso, rigidez
e alteragcdes posturais sdo caracterizados como sinais cardinais da DP.
Pode apresentar sintomas ndo motores como cognitivos, psiquiatricos,
sensitivos, sensoriais e outros, podendo levar a incapacidade funcional e
comprometimento da qualidade de vida."? Compreender os mecanismos
etiopatogénicos envolvidos no processo de neurodegeneracao na DP é de
suma importancia para elucidagéo dos eventos relacionados com a destruigao
neuronal nesta doencga. Ainda, € relevante para o desenvolvimento de terapias

para diminuir a progressao da doenca, aumentar a expectativa de vida e
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melhorar a qualidade de vida do paciente. Em funcdo da complexidade da
doenca e da necessidade de ampliar os conhecimentos, principalmente sobre a
etiopatogenia, objetivamos realizar uma revisao com enfoque, principalmente,

no aspecto da neuroinflamacgao na DP.

O papel da neuroinflamagao na etiopatogenia da DP

Quanto a etiopatogenia, algumas hipoteses foram postuladas em
relagdo as possiveis causas da degeneragcdo neuronal em pacientes com
DP que incluem,basicamente, a associacao entre fatores genéticos e fatores
ambientais (agentes infecciosos e substancias neurotdxicas).?

No contexto de uma predisposicdo genética, ressalta-se que a forma
familiar da DP é rara e esta associada a mutacdes génicas, pois a maioria dos
casos (> 90%) é considerada doenga de natureza esporadica.* Mutagbes de
genes (parkin e a-sinucleina, p.ex.) tém sido identificadas em alguns casos
de DP familiar, sugerindo que elas podem desempenhar um papel importante
nesta doenga.® Os insultos ambientais decorrentes da exposig¢ao do individuo
a substancias toxicas (pesticidas, herbicidas, produtos petroquimicos, alguns
metais pesados, etc.) e a certos agentes infecciosos tais como, virus e
bactérias, podem causar lesdo neuronal e neuroinflamagao, associadas ao
processo neurodegenerativo da DP.4%67:8

Alguns agentes infecciosos estdo, possivelmente, associados a
etiopatogeniadaDP, principalmenteviruscomoEpsteinBarr,influenza,coronavirus
e virus da encefalite viral japonesa, assim como outros micro-organismos,
tais como Borrelia burgdorferi, Haemophilus influenzae, Corynebacterium
diphtheriae, Cryptococcus neoformans, Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter

pylory 21111213 Todos estes agentes microbianos podem levar a morte neuronal
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dopaminérgica na substancia negra e, consequentemente, a sintomas
parkinsonianos decorrentes da neurodegeneracgdo.'1%16

Estudos experimentais e post-mortem sugerem que a inflamacgao esta
presente tanto em lesdes agudas do sistema nervoso central (SNC) quanto em
doencas neurodegenerativas.’” Os astrocitos e a micréglia sdo as principais
células cerebrais envolvidas na neuroinflamacdo e morte neuronal dos
neurénios dopaminérgicos. As células da glia correspondem a um eficiente
sistema imune inato e assim, sob condi¢cdes patologicas, a desregulagéo ou
ativacao glial excessiva pode resultar na neurodegeneragéo.” '

A natureza progressiva da DP implica, portanto, numa rede de fatores,
tais como a vulnerabilidade dos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais
aos insultos cerebrais, a predisposicdo genética a desenvolver disfuncoes
neuronais (anormalidades mitocondriais, estresse oxidativo, alteragées no
sistema de degradacao de proteinas, etc.) e a exposicdo do SNC a certos
fatores ambientais. Uma vez que o processo neurodegenerativo foi iniciado
pelos fatores causais, uma cascata de eventos secundarios deletérios
provoca alteragdes neuroquimicas e neuroldgicas observadas nos pacientes

com DP.>8.19.20

A neuroinflamag¢ado na DP: O papel da microglia e a participagao dos
mediadores proinflamatérios

A microglia € uma célula que faz parte do sistema imune natural do
cérebro. Sdo macroéfagos residentes que se originam de precursores da medula
o0ssea vermelha. Na vida adulta, ha uma continua substituicdo da microglia
por estes precursores que muito lentamente infiltram o parénquima cerebral.

A microglia exerce um importante papel na imunovigilancia do cérebro, mas
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diferente dos macrofagos de tecidos periféricos, suas agdes tém que ser
finamente controladas para que a resposta inflamatéria ndo seja danosa
ao SNC. Por muito tempo, o cérebro foi considerado um sitio de privilégio
imune, no qual a barreira hematoencefalica (BHE) exerceria uma fungao de
protecdo do SNC contra insultos periféricos e o sistema imune.?' No entanto,
a microglia exerce fungdes locais importantes na imunidade natural e na
adquirida, funcionando como células inflamatorias e células apresentadoras de
antigenos para linfécitos T ativados que infiltram o cérebro continuamente em
baixos numeros. A micrdglia é altamente sensivel a qualquer perturbagao no
microambiente neuronal e sua ativagao ocorre gradualmente, podendo voltar
a qualquer momento ao estado de repouso, mediante suspensao do estimulo.
Inicialmente, a microglia ativada expressa varios receptores e moléculas de
adeséo, pode entrar em replicagdo aumentando em numero, e, posteriormente,
se o estimulo persistir, pode adquirir capacidade de célula apresentadora de
antigenos, fagocitica e proinflamatéria, por meio da secrecéo de citocinas e
quimiocinas.' Sob condi¢des inflamatdrias, citocinas e quimiocinas favorecem
a entrada de leucécitos do sangue periférico no cérebro, especialmente
linfécitos e mondcitos.??23 O desequilibrio entre sinais pro e anti-inflamatérios
pode favorecer um processo inflamatério crénico, com continuada ativacédo da
microglia, que nestas condicdes, além de produzir citocinas proinflamatorias
[fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosisfactor); interleucina
1, 6, 8, (IL-1, IL-6, IL-8)], passa também a secretar reativos intermediarios
do oxigénio, oxido nitrico e prostaglandinas, todos toxicos para os neurdnios
dopaminérgicosdasubstancianegra.AneurodegeneracaonaDPpode, portanto,
ser consequéncia da neuroinflamagdo mediada pela ativagdo da microglia,

o que vem sendo exaustivamente revisado por varios autores.*'41920.24.25
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O aumento da expressao e dos niveis de citocinas proinflamatdrias, tais como
IL-1, IL-6 e TNF, ja foi encontrado no liquido cefalorraquidiano (LCR), soro e
em ceérebros de pacientes com DP, bem como um aumento dos receptores
soluveis para o TNF no soro dos pacientes.2':26:27:28.29,.30,31

Em relagao ao processo imuno-inflamatério na DP, Janeway & Travers
(1994)* referem alteragdes locais, com acumulo de liquidos, plasma, proteinas
e linfécitos, que sao iniciadas por trauma, infecgdo ou outro fator agressor
externo, conduzindo a uma resposta imune. Neste contexto, o processo
inflamatoério na DP é marcado pelo aumento dos niveis de citocinas no striatum
e no LCR dos pacientes, quando comparando pacientes e individuos sadios.*?
Além das varias citocinas proinflamatérias (TNF, IL-18, IL-2, IL-6 e interferon
gama - IFN-y,)®34, ativacdo de linfécitos T, citocinas anti-inflamatoérias (IL-
4, IL-10)?7353637 receptor CD23 para imunoglobulina E (IgE), enzimas como
cicloxigenase 2 (COX-2)%, e 6xido nitrico sintase induzida (iNOS, do inglés
inducible Nitric Oxide Synthase)'834383 producdo de anion superoxido*!
receptor de complemento (CR3) e aumento de ferritina*? estdo envolvidos
nos mecanismos neuroinflamatérios da DP, associados a diminuicao dos
neurénios dopaminérgicos na DP.3*4243 A producdo de moléculas anti-
inflamatorias, tais como a IL-10 e o fator transformador do crescimento 3
(TGF-B, do inglés Transforming growth factor ), deve controlar as agbes da
microglia. Estudos em animais e em culturas de células demonstraram um
efeito neuroprotetor da IL-10 frente a agao téxica do glutamato e a induzida
por lipopolissacarideo (LPS).#44546

O LPS, uma endotoxina de bactéria Gram negativa, exacerba o
parkinsonismo em modelo de DP em ratos. Em um estudo em roedores,

Godoy et al (2008)*" injetaram 6 — hidroxidopamina (6-HDA) (neurotoxina

Resultados 33



que mata neurbénios dopaminérgicos) no estriado destes animais, induzindo
parkinsonismo nos mesmos. Subsequentemente, injetaram LPS, em doses
nao téxicas, na substancia negra, ativando a micrdglia, com consequente
exacerbacao do processodegenerativo da parte compacta da substancianegra,
causando piora dos sintomas parkinsonianos nos ratos. A piora foi associada a
um aumento da secrecgao de IL-1 pela micrdglia, demonstrando que a injegcéao
de LPS na parte compacta da substancia negra de roedores produz uma forte
resposta da microglia, seguida da morte de células dopaminérgicas. Esta
neurodegeneracao, resultante da ativagao da micréglia pelo LPS, é de quatro
a oito vezes mais intensa na substancia negra do que em outra regidao do
cérebro.3* Em experimentos animais, tratamentos que interferem diretamente
na neuroinflamagao causada pela ativagdo da microglia, tais como os com
inibidores de iINOS?* e de anion superoxido,*® reduzem a morte celular induzida
pelo LPS. Estes achados sustentam o conceito de que os insultos ambientais
podem causar uma ativagao prolongada da microglia, induzindo a produgao
de mediadores proinflamatérios, recrutamento de linfocitos e alteragbes do
metabolismo celular.™

Evidéncias do aumento de varias citocinas inflamatodrias, incluindo TNF,
IL-6 e IL-1B, no cérebro de pacientes com DP, em paralelo a um aumento
da ativagdo da micréglia na substancia negra, tem sido demonstradas. Tais
alteragdes, juntamente com a participagdo do oxido nitrico, podem contribuir
para o processo neurodegenerativo na DP.?” Foi detectado um aumento da
concentragcdo da IL-6 também no sangue periférico de pacientes com DP
que apresentavam comprometimento cognitivo, quando comparados com
individuos sadios. Houve ainda, uma associagao entre o aumento da IL-6 e

a piora da fraqueza e da fadiga na DP, provavelmente, por aceleragao do

Resultados 34



catabolismo, levando a sarcopenia, o que resulta em alteragdes da marcha e
da habilidade motora.*” Em outro estudo, foi demonstrado um aumento de IL-6,
IL-8 e IL-10 no plasma de pacientes com doenca de Alzheimer (DA), sugerindo
o envolvimento destas citocinas em processos neurodegenerativos.*® Assim,
nao somente alteragdes locais no cérebro tem sido detectadas, mas também
perifericamente, no sangue dos pacientes com DP. Infec¢des podem levar a
uma resposta inflamatéria sistémica com produgao de moléculas que atingem
o cérebro dos pacientes com DP, por exemplo, as citocinas TNF e IL-1, que
aumentam o trafego de células para o SNC", incluindo o de mondcitos do
sangue.*® Agentesinfecciosos podemtambématingirocérebroecausarinfeccao
local, ativando a microglia, provocando inflamacado e neurodegeneracéo,
consequentemente o surgimento de sintomas parkinsonianos. Ainda, mesmo
apo6s a eliminagdo do agente infeccioso do cérebro, as manifestacoes
neurolégicas podem persistir.'? Portanto, agentes infecciosos podem disparar
neurodegeneracdo uma vez que tenham ultrapassado a BHE e ativem a
microglia, mas podem, também, por meio de infec¢ao sistémica, gerar insultos

cerebrais que podem causar a neurodegeneragao.

Os Toll-like receptors na DP

Os receptores similares a Toll (Toll-like receptors - TLR) sdo essenciais
para o reconhecimento de moléculas associadas a patégenos (PAMPs, do
inglés pathogen-associated molecular patterns), bem como de substancias
endégenas produzidas ou liberadas em situagdes de dano tecidual (DAMPs,
do inglés damage-associated molecular patterns). Tais receptores consistem
em um grupo de proteinas transmembranicas presentes nas células da

imunidade natural, incluindo mondcitos, macrofagos, células dendriticas
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e polimorfonucleares. Os TLR medeiam a sinalizagcdo para a produgao
de citocinas pro e anti-inflamatdrias, bem como para a produgao de 6xido
nitrico,%%5" sendo que o TLR4 é um dos TLR mais bem estudados e o primeiro
a ser descrito.®> O TRL2 e o TLR4 sdo importantes para a identificacao de
lipoproteinas de bactérias Gram positivas e LPS de bactérias Gram negativas,
respectivamente. Ja os TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sao responsaveis pelo
reconhecimento de acidos nucléicos, como RNA de fita simples ou dupla e
CpG DNA nao metilado.53%45°

A micréglia expressa todos os TLR em baixa quantidade, porém, apds
ativacao, a expressao destes receptores aumenta, ampliando a capacidade
da microglia em reconhecer e ser ativada pelos PAMPs ou DAMPs, gerando
inflamacéo e, assim, exercendo sua fungdo de imunovigilancia no cérebro.*®

Neste modelo, a resposta imune inata induzida pelo LPS converte
uma agressao por isquemia-hipdxia sem lesdo aparente em lesdo neuronal
grave, sugerindo que uma infecgdo sistémica pode agravar os sinais/
sintomas da DP por ativagdo da imunidade natural no cérebro via TLR4. Em
outro modelo experimental de DP, em camundongos lesionados com metil-
fenil tetrahidroxiperidina (MPTP), um produto téxico para a substancia negra
mesencefalica produtora de dopamina, houve aumento da expressao do TLR4
na substancia negra desses animais, sugerindo novamente que uma injuria
inicial no cérebro pode depois ser ampliada pela resposta imune natural,
ampliando a neurodegeneracdo dopaminérgica.®®%® Em modelo animal da
DP, a inoculacéo de LPS, via endovenosa, induz ativagao da BHE e leséo
de neurbnios do sistema nigroestriatal dopaminérgico, permitindo infiltragao
de mondcitos e posterior neuroinflamacao, evidenciando-se o importante

envolvimento dos mondcitos no processo inflamatério do SNC.% Os mondcitos
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apresentam expressao de varios tipos de TLR, como TLR1, TLR2, TLR4 e
TLRG6, os quais sao receptores para antigenos microbianos presentes na
superficie celular e outros intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Estes
receptores participam das vias de transdugdo de sinais bioquimicos que
ativam genes envolvidos com a transcricdo de mediadores proinflamatérios,
citocinas e quimiocinas,produzidos por mondcitos.%56"62

Estudo recente demonstra que em camundongos tratados com MPTP,
ha um aumento da expressédo de TLR4 nas microglias destes animais e que
camundongos deficientes na expressdo de TLR4 sdo menos vulneraveis a
intoxicagao, neuroinflamacgéao e perda neuronal no SNC induzidas pelo MPTP,
sugerindo que a via de ativagao celular por meio do TLR4 esta envolvida na
patogénese da DP experimental.5?

Além do TLR4, outros TLR participam na patogenia de doencgas
neurodegenerativas.®*®* Culturas de micréglia murina com peptideoglicana
(produto bacteriano) mostram que a micréglia expressa TLR2 e é ativada
via este receptor, produzindo citocinas proinflamatérias (IL-1, TNF, IL-6)
e expressando iINOS e COX-2.%° Estes dados mostram que a ativacédo da
microglia via TLR2 pode causar neuroinflamagao e, consequentemente,
neurodegeneracgao. A a-sinucleina € uma proteina presente nos corpusculos
de Lewy, inclusdes proteicas presentes nos neurdnios dopaminérgicos de
pacientes com DP. A a-sinucleina pode ser liberada durante o processo
de neurodegeneracao. Trabalhos recentes mostram que a a-sinucleina é
reconhecida por TLR2 expresso em mondcitos humanos e microglia de
ratos, induzindo a produgao de citocinas proinflamatérias, sendo, portanto,
considerada um DAMP importante na etiopatogenia da DP.%667¢8 A ativacao

da microglia por a-sinucleina via TLR2 ativa uma cascata de sinalizagao
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intracelular que ocasiona, além da produgao de citocinas, a expressao de TLR2
e a produgao de quimiocinas, ROS e 6xido nitrico, importantes mediadores da
neuroinflamacgao.®% A Estudos mostram niveis elevados de a-sinucleina no
plasma de pacientes com DP abrindo, desta forma, a possibilidade de estudos
mostrando sua ligagdo com TLR nos mondcitos dos pacientes.%%7°

Além do TLR2, o TLR4 também medeia a ativagado da micréglia e de
astrécitos murinos induzida por diferentes formas de a-sinucleina.”’’2 Estes
autores observaram que o TLR4medeia a atividade fagocitica da micrdglia,
a secrecao de citocinas proinflamatérias (TNF e IL-6) e a producédo de
ROS induzidas por a-sinucleina. Portanto, acredita-se que a liberagcédo de
diferentes formas de a-sinucleina (agregadas, modificadas, monomérica,
fibrilar), lancadas a partir, principalmente, da degeneragao neuronal no
SNC, atua como um gatilho endégeno para inducéo de fortes respostas
inflamatorias na DP.

Também a possivel participagao de TLR9 no processo neuroinflamatério
e neurodegenerativo tem sido mostrada em modelo experimental de DP.
Injecéo intracerebroventricular de DNA bacteriano (CpG DNA n&o metilado),
em camundongos, provocou pronunciada resposta inflamatdria, com ativagao
da microglia e os animais apresentaram piora em sua memoria espacial,
demonstrando disfungdo neurodegenerativa. Todavia, nos animais em que
havia deficiéncia de expressao do TLR9 nao houve alteragdo da memoria,
sugerindo a participagao deste receptor na neurodegeneracdo.” Em modelo
murino de DP induzida por MPTP foi demonstrado um aumento da expressao
de TLR9 nos cérebros dos animais, bem como o TLR9 foi detectado no estriado
de pacientes com DP em niveis mais elevados do que nos de individuos

sadios.” Estes dados sugerem a participacdo do TLR9 na neuroinflamacao
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na DP. Ainda, a ativagdo de TLR3 no cérebro de ratos, mimetizando uma
infeccao viral nao citopatica no SNC, induz ativagao do sistema imune inato no
cérebro, sensibilizando os neurénios dopaminérgicos para lesdes por estresse
oxidativo. Estes dados apontam para uma possivel participacao deste receptor

e os PAMPs por ele reconhecidos no processo neurodegenerativo da DP.”

Monécitos na DP

Pouco se sabe sobre a participagao de células periféricas no processo
neuroinflamatorio/neurodegenerativo da DP. No sangue circulante, dentre
as células da imunidade natural, os mondcitos tém acesso ao cérebro,
especialmente durante processos inflamatorios.*®"67” Estas células expressam
varios TLR e apds interagao com PAMPs produzem citocinas, tanto pro quanto
anti-inflamatérias, participando ativamente no processo inflamatério.®>87® Os
mondcitos migram para os tecidos, onde se diferenciam em macréfagos ou
células dendriticas.®® Em camundongos, foi demonstrada a diferenciagéo in
vivo de mondécitos em micréglia durante processos infecciosos.”®’” In vitro, os
monaocitos humanos podem ser diferenciados em células com caracteristicas
de microglia.?® Estes dados indicam os mondécitos como importantes células
da imunidade inata a serem avaliadas na DP.

No sangue periférico humano, distintas subpopulacbes de mondcitos
podem ser observadas. Inicialmente, foi descrito que os mondcitos classicos
expressam a molécula CD14 em grande intensidade (CD14** ou CD14"d") e
nao expressam CD16 (CD16-), compreendendo cerca de 90% dos mondcitos
do sangue. Além destes, cerca de 10% dos mondécitos expressam o CD14
e o CD16, identificando duas novas subpopulacées, a CD14M" CD16*,

denominados mondcitos intermediarios; e a CD14°*CD16+ ou mondécitos ndo
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classicos.8"O CD14 é umco-receptordo TLR4,que é oreceptordoLPSeo CD16
€ o receptor de baixa afinidade para a imunoglobulina G (FcpRIII). Um estudo
demonstrou que polimorfismos do gene CD14 podem aumentar a predisposi¢ao
de mulheres a DP.82 Os mondcitos CD14°“CD16* apresentam caracteristicas
fenotipicas e funcionais similares a macréfagos teciduais (macréfagos
alveolares, microglias), ou seja, sdo CD14°*CD11b°*CD33°*CD16*MHC II*
(MHC 11, moléculas classe |l do Complexo Principal de Histocompatibilidade,
do inglés Major Histocompatibility Complex), expressam TNF, mas parecem
nao expressar IL-10, apds estimulagdo com LPS. Por estas caracteristicas,
acredita-se que os mondécitos CD14°*CD16* sejam mais maduros do que os
monacitos classicos.®
Trabalhos recentes sugerem um continuo de maturagao dos monocitos
classicos em diregdo aos mondcitos nao classicos e confirmam a presencga das
trés subpopulagdes distintas no sangue periférico em estado fisioldgico.848586.87
Os monécitos CD14°“CD16* estdo aumentados no sangue
periférico de pacientes com doencas inflamatérias crbénicas tais como a
artrite reumatoide, aterosclerose e doenga de Kawasaki.®® Estes mondcitos
expressam mais TLR2 do que os mondcitos classicos, tanto em individuos
sadios, quanto naqueles com artrite.®9% Nestes pacientes, tanto os mondcitos
CD16* quanto os macrofagos sinoviais CD16* expressam elevados niveis
de TLR2 e em resposta a um agonista deste receptor produzem citocinas e
quimiocinas proinflamatérias.®® Em individuos com deméncia associada ao
virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency
Virus) esta subpopulacao foi observada, em biépsias do SNC, nos ndédulos
microgliais e em infiltrados perivasculares.®’ A subpopulagcdo de mondcitos

murinos equivalente aos mondécitos humanos néo classicos infiltra o SNC
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durante infecgao fatal por virus Oeste do Nilo e diferenciam-se em microglia,
aumentando o processo inflamatério. Os dados sugerem que diferentes
subpopulagdes de mondcitos podem infiltrar o SNC, o que pode ocorrer
durante a DP, contribuindo para a etiopatogenia da doencga.

As diferentes supopulagdes de mondcitos podem responder
diferencialmente a produtos bacterianos (CD14**CD16- e CD14*CD16")
e virais (CD14°“CD16"), via diferentes TLR, para a produgcdo de citocinas
pro e anti-inflamatérias.®®> Em geral, mondcitos CD16+ apresentam um
perfil de citocinas mais proinflamatérias do que os mondcitos CD16.8386:88.90
Além disto, os monécitos ndo classicos (CD14°"CD16*) sdo considerados
vasculhadores do endotélio dos vasos, podendo chegar rapidamente aos
tecidos, participando tanto da reposigcdo de macrofagos teciduais quanto
dos processos inflamatorios.®® A expressao dos marcadores CD14 e CD16
€ variada nos macrofagos teciduais. Por exemplo, enquanto os macrofagos
peritoneais sdo CD14**CD16-, os macrofagos alveolares sao CD14/1°“CD16* e
segundo Fisher-Smith et al. (2004)°" micréglias devem ser CD14°*CD16*.9"92
Estas populagcbes de macrofagos podem ser oriundas das diferentes
subpopulag¢des de mondcitos ou podem ter a expressao das moléculas CD14
e CD16 reguladas no microambiente tecidual.5"%

Os mondcitos tem sido avaliados como uma populagao unica na DP
e, como referido anteriormente, eles expressam TLR2 e podem reconhecer
a [I-sinucleina, participando ativamente da resposta a um DAMP durante a
DP.6” Os dados acima indicam que a expressao de TLR2 pode ser diferencial
entre subpopulagdes de mondcitos, sugerindo a necessidade de avaliar
as subpopulacdes. Recentemente, foram avaliadas as subpopulagcbes de

monocitos em pacientes com DP e encontrado um aumento da expresséao de
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receptores para quimiocinas na subpopulagao CD16- (mondcitos classicos),
sugerindo um preferencial recrutamento desta subpopulacdo de mondcito
para o cérebro inflamado.®' Mais estudos sdo necessarios para compreender
o papel de subpopulagdes de mondcitos na etiopatogenia da DP.
AfiguraO1ilustraoenvolvimentode componentes do sistemaimunoldgico
humano com possiveis agentes desencadeantes de agravos cerebrais,
ocasionando alteracbes na permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE) facilitando o acesso de substancias com potencial capacidade de

indugao de lesdes no SNC estimulando o processo de neuroinflamagao.

Conclusao

A natureza multifatorial da DP tem emergido claramente com os
estudos dos mecanismos biolodgicos que contribuem para o processo de morte
celular neuronal nigral. Estes mecanismos incluem: ativagdo das células
gliais, defeitos mitocondriais, alteragées genéticas neuronais e producgao de
ROS, RNI e outros mediadores inflamatérios no SNC, tais como citocinas e
quimiocinas. Estas condigdes estao intimamente ligadas a agregagao anormal
de proteinas como a a-sinucleina, que é considerada um DAMP capaz de
ativar a neuroinflamacgao, ao ser reconhecida por TLR2 expresso nas células
da imunidade inata do SNC (micrdglia) e da periferia (mondcitos).

Os mecanismos etiopatogénicos da DP n&o estdo bem esclarecidos
e pouco se sabe sobre a participagao de citocinas e células periféricas no
processo neurodegenerativo da doencga. A resposta inflamatéria, associada
ao aparecimento e progressao da perda de células no trato nigrostriatal
dopaminérgico, eos mecanismosimunologicos sao cada vez mais reconhecidos

como cruciais na patogénese da DP.

Resultados 42



Identificar e compreender a natureza e o papel dos mediadores

neuroinflamatdrios envolvidos na patogénese da DP pode fornecer varias

opgdes para modular essas vias neuroinflamatérias para ajudar a reduzira

morte neuronal na DP. Uma avaliagdo dos mondcitos quanto as subpopulagoes,

expressao de TLR e producdo de citocinas em pacientes com DP pode

contribuir para maiores esclarecimentos sobre a etiopatogenia da DP e talvez

para a identificacao de biomarcadores de progndstico da doenca.
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Anexo: Figura do manuscrito
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Figura 1 - Resposta imune inata associada ao processo de neuroinfla-
macao na Doenga de parkison. Fatores ambientais como padrdes mole-
culares associados a patégenos (PAMPs, p.ex: produtos bacterianos como
LPS, lipopolissacarideo), assim como produtos provenientes de danos teci-
duais (DAMPs, p. ex: a-sinucleina) podem ativar células do sangue periférico
como os mondcitos e células do SNC como a micréglia, importantes células
da imunidade natural. Os DAMPs e PAMPs sao reconhecidos por receptores
similares a Toll (Toll-like receptors — TLR), tais como o TLR4 (LPS) e o TLR2
(a-sinucleina), entre outros. Trés subpopulagdes de mondcitos (classicos,
intermediarios e nao classicos) sdo identificados por meio da expressao de
moléculas de superficie celular (CD14, CD16), receptores para quimiocinas
(CCR) e TLR. As diferentes subpopulagcées de mondcitos e a micréglia ativa-
das liberam diversos mediadores proinflamatérios (citocinas, quimiocinas e
espécies reativas de oxigénio [ROS] e nitrogénio [RNI]) que provocam alte-
racado da permeabilidade da Barreira Hematoencefalica (BHE), permitindo o
acesso de moléculas (PAMPs e substancias neurotdxicas) presentes no san-
gue periférico e a infiltragao de leucdcitos no cérebro. A micréglia ativada e os
monadcitos recém-migrados, que podem se diferenciar em macrofagos ou em
microglia, promovem a neuroinflamagao que esta associada a degeneracgéo
dos neurdnios dopaminérgicos.
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Abstract:

Background: Toll-like receptors (TLR) are expressed in several immune
system cells, including blood monocytes and resident macrophages in the
Central Nervous System. TLR recognize pathogen- or damage-associated
molecular patterns (PAMPs, DAMPs), leading to the release of inflammatory
and toxic molecules that can contribute to neuroinflammation associated with
Parkinson’s disease (PD). This study aimed to compare the ability of peripheral
blood cells from PD patients and healthy subjects to produce cytokines after

exposure to TLR agonists, as well as investigate TLR2 and TLR4 expression on

Resultados 56



monocytes. Method: The sample consisted of 31 PD patients and 31 healthy
subjects. Patients were evaluated using the Unified Parkinson’s Disease Rating
Scale (UPDRS) and Hoehn & Yahr Staging Scale. Cytokines were measured
in supernatants of whole blood cell cultures after incubation with TLR4, TLR2,
and TLR7/8 agonists, using the Cytometer Bead Array. Expression of CD16,
TLR2, and TLR4 was analyzed using flow cytometry. Results: Patients’ blood
cells produced lower levels of cytokine (tumor necrosis factor, interleukin-1p3 IL-
6, and IL-10) in response to TLR2 and after TLR7/8/R848 activation (IL-6) than
controls’. Percentages of CD14*CD16* or CD14*CD16- monocytes and TLR2
and TLR4 expression were similar for patients and controls. No correlation was
found between UPDRS scores and cytokines. Conclusions: Data suggest
that TLR2 response in PD patients is impaired in blood leukocytes. This
impairment was not associated with imbalance between monocyte subsets
or TLR2 expression on these cells. The possibility that TLR2 can be inhibited
by previous stimulation with PAMPs/DAMPs during neuroinflammation needs
further investigation.

Parkinson’s disease (PD) is as a neurodegenerative movement disorder
characterized by a progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra pars compacta. The classical tetrad of PD includes bradykinesia,
rigidity, resting tremor, and postural instability. These motor disorders can be
associated with cognitive, psychiatric, and sensorial symptoms that can often
lead to significant impairment of patients’ quality of life.’

Interactions between genetic and environmental factors can be involved
in the etiopathogenesis of PD.?* The neurodegenerative process is associated
with an inflammatory response in the brain.*® Moreover, several studies have

evidenced that exposure of microglia, a brain resident innate immune cell, to
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pathogen- or damage-associated molecular patterns (PAMPs, DAMPs) leads
to the release of several inflammatory and toxic molecules that contribute to
neurodegeneration.®'3

PAMPs and DAMPs are recognized by innate immune system
receptors, such as toll-like receptors (TLR), which are expressed by microglia.
These receptors are essential in immune defense against viral or bacterial
infections in the brain. Although microglial cells express TLR1-4, TLR2 is
the most expressed among them.™ TLR are responsible for recognizing
bacterial PAMPs such as lipopeptides (TLR1, TLR2) and lipopolysaccharide
(LPS) (TLR4). Also, TLR3 and TLR7, which recognize viral nucleotides, and
TLRO9, responsible for the recognition of bacterial CpG DNA, are expressed in
microglia. Therefore, once TLR are triggered by PAMPs, microglia produces
inflammatory cytokines, reactive oxygen species, and nitrogen species.'®
Tissue damage caused by these microglia-derived factors leads to the release
of endogenous molecules (DAMPs), which in turn activate microglia through
TLR, enhancing the inflammatory response. Neuromelanin and a-synuclein
are examples of DAMPs that activate microglia.’®'> Recently, it has been
demonstrated that a-synuclein, the main protein in Lewy bodies, structures
typically present in patients with PD, triggers TLR2 in rat microglia’® and in
human monocytes inducing interleukin-13 (IL-1B) production.'”

Monocytes are a heterogeneous cell population that can be
characterized according to CD14 and CD16 expression.' In general, CD16*
monocytes present a more pro-inflammatory profile than CD16- monocytes.'®-22
CD14*CD16* monocytes are increased in inflammatory diseases, indicating
that imbalance in proportions of monocyte subsets can contribute to their

pathogenesis.?"?® Indeed, in patients with PD, alterations in chemokine
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receptor expression in CD16- monocytes suggest a preferential recruitment of
this monocyte subset into inflamed brain.2®

Since PAMPs and DAMPs can trigger immune responses in the
brain and also in peripheral blood cells, circulating monocytes arise as
important leukocytes because they are precursors of microglia.?’28 Also,
monocytes express TLR and produce proinflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor (TNF), IL-18, IL-6, IL-12p70, as well as IL-10, an
anti-inflammatory cytokine, when TLR are triggered.?*32 These cytokines
seem to have a role in neuroinflammation in patients with PD.5610.33-35
Furthermore, increased levels of serum IL-6 and TNF receptor 1 have
been found in patients with PD.3¢:%7

It is known that monocytes are very sensitive to stimulation and,
because of this, whole blood cell cultures have been extensively used to
evaluate their functions, especially regarding cytokine production.?%-42 Due
to a crosstalk between immune cells in the central nervous system (CNS) and
peripheral blood cells, the evaluation of the status of immune cell function
in peripheral blood could unravel the participation of peripheral leukocytes
in neuroinflammation. Additionally, systemic immune alterations could be
biomarkers and highlight the level of neuroinflammation/neurodegeneration in
PD, since DAMPs released during brain damage can modulate peripheral blood
cell functions. Accordingly, in this study, the ability of peripheral blood cells in
patients with PD to be activated by different TLR agonists was evaluated in
an attempt to better elucidate the interplay between the inflammatory process
and PD. Additionally, percentages of monocyte subsets and TLR2 and TLR4

expression on these cells were evaluated.
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Patients and Methods

Study Population

Patients with PD were recruited at Hospital das Clinicas (Universidade
Federal de Goias, UFG) and Instituto Integrado de Neurociéncias (IINEURO),
Goiania, Brazil. Controls were healthy blood donors from the blood bank of
Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH) that filled all criteria
established by Brazilian Guide Lines for blood donation. Briefly, the donors
were apparently healthy based in ectoscopy evaluation, normal pulse and
blood pressure, normal levels of hematocrit and hemoglobin, no alterations
of body weight and temperature, absence of disease (cardiovascular, alergic,
metabolic or infeccious), no use of drugs or medicines. All procedures were
approved by the local Ethics Committee (Research Ethics Comittee of Hospital
das Clinicas, UFG, Protocol n. 092/2011), and participants signed the informed
consent. Patients (n = 31) and controls (n = 31) were matched by gender and
age. Diagnosis of PD followed the UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank
criteria,*® and patients were evaluated using the Unified Parkinson’s Disease
Rating Scale (UPDRS),* and the Hoehn & Yahr (H&Y) Staging Scale.*> All
patients were receiving conventional PD treatment (amantadine, pramiprexol,
and levodopa). Patients and controls undertaking anti-inflammatory drugs and/
or presenting inflammatory or infectious diseases were excluded from the study.
Patients presented no signals of inflammatory disease or comorbidities and
were checked to normal blood cell counts, C-reactive protein and erythrocyte

sedimentationrate.
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Activation of Whole blood cell cultures with TLR Agonists

Samples of venous blood from patients and controls were collected
for culture (with heparin; 4 mL), and serum sampling (4 mL, Vacuette® tubes,
Greiner Bio-one, Americana, SP, Brazil), between 8:00 and 10:00 a.m. After
1 h at room temperature (r.t.), the blood samples were centrifuged (500 x
g, 5 min, 4°C), and serum was collected and stored at -80°C until analysis.
Leukocyte count was performed using light microscopy, and results were
expressed as leukocytes/mm?3. For cultures, blood samples were diluted
(1:2) into RPMI 1640 medium supplemented with 2 mM L-glutamine, 11
mM sodium bicarbonate, 100 U/mL penicillin, and 100 ug/mL streptomycin
(all reagents from Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Diluted blood
was distributed into 2-mL tubes (endotoxin, DNase, RNase free; Axygen
Scientific Inc., Union City, CA, USA), in a final volume of 0.8 mL. Whole
blood cell cultures were incubated in the absence or presence of: LPS;
a TLR4 agonist (E. coli, sorotype 0111:B4, Sigma-Aldrich Co.); Pam,Cys
SKKKK, a synthetic triacyl-lipopeptide, which is a TLR2/1 agonist (EMC
Microcollections, Tubingen, Baden-Wirttemberg, Germany); or R848, an
imidazoquinoline compound that acts as a TLR7/8 agonist (Invivogen,
San Diego, CA, USA). All TLR agonists were added to the cultures at
the concentration of 100 ng/mL, as standardized in previous experiments
of our team. Tubes were closed and kept under shaking at 37°C (Mixing
Block MB-101, Bioer, Hangzhou, China) for 24 h. After incubation, cells
were centrifuged (90 x g, 3 min) for collecting supernatants, which were

stored at -80°C until analysis.
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Cytokine Measurement Using Cytometer Bead Array (CBA)

Cytokines, in serum or culture supernatants, were measured using
Cytometer Bead Array (CBA) kits (Human Inflammatory Cytokines Kit: IL-
8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70 — Catalog # 551811, Becton, Dickinson
and Company, Biosciences - Pharmingen, San Diego, CA, USA), according
to the manufacturer’s instructions. Results were expressed as pg/mL. Data
acquisition and analyses were performed using BD FACS Compt™ Cytometric

Bead Array software (Becton, Dickinson and Company).

Monocyte (CD14, CD16, TLR2, TLR4 Expressions) Analyses Using Flow
Cytometry

Peripheral blood was collected in EDTA Vacuette® tubes (4 mL) and
leukocytes from patients and controls (10°) were stained with labeled antibodies
against CD14 (PE, clone M5E2, BioLegend, San Diego, CA, USA), CD16 (PE/
Cy5, clone 3G8, BiolLegend), TLR2 (FITC, clone TLR2.1, eBioscience, San
Diego, CA, USA), or TLR4 (Alexa Fluor 488, clone HTA 125, eBioscience)
for 30 min, r.t. Clone 3G8 to CD16 was used to enable the exclusion of
CD16" neutrophils.*® Lysis of erythrocytes was performed using lysis solution
(BioLegend) for 15 min at 4°C. To complete red blood cell lysis, 0.3% saponin
was used (15 min, r.t.) and, after washings and centrifuging (500 x g, 5 min,
4°C), cells were fixed with 1% paraformaldehyde for 15 min, r.t. Data acquisition
was performed in Accuri C6 cytometer (BD), based in FSC x SSC parameters
(50,000 events/tube); 5,000 events were also acquired in CD14 gate. Analyses
of monocytes (FSC x SSC) and CD14* cells for expression of CD16, TLR2,
and TLR4 were carried out using FCS Express version 4.0 software (De Novo

Software, Los Angeles, CA, USA).
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Statistical Analyses

Data were presented as median (minimum and maximum or interquartile
range, 25-75%). Mann-Whitney U test was used to compare unpaired samples
(patients vs controls) and Wilcoxon test for paired samples (medium vs TLR
agonist). For correlation analysis, Spearman’s test was used. All analyses were
performed using GraphPad Prism version 4.0 software (GraphPad Software

Inc., San Diego, CA, USA). Significance level was set at p < 0.05.

Results

Characteristics of Patients with PD and Healthy Controls

Table 1 summarizes the demographic and clinical characteristics of
the 31 patients and 31 controls included in this study. The group of patients
presented variable duration of the disease (1-20 years) and severity according
to UPDRS scale ranging from 9.5 to 42.0. Circulating leukocyte numbers were

similar in patients and controls.

Similar Cytokine Concentrations Detected in Serum of Patients with PD
and Healthy Controls

The concentrations of cytokines were investigated in the serum of
patients with PD and controls. TNF, IL-183, IL-8, and IL-6 were detected in
both groups in similar concentrations (patients vs controls: TNF = 18.9 [0—
260.6] vs 11.5[0-180.8] pg/mL; IL-1B8 = 0 [0—200.8] vs 0 [0-14.6] pg/mL; IL-8
=291.7 [6.1-13,251.0] vs 174.3 [0.3-1,614.0] pg/mL; IL-6 = 6.0 [0—1,559.0] vs
3.7 [1.0-10.0] pg/mL, n = 26-27). IL-12p70 and IL-10 were not detected. No
association was detected between UPDRS scores and cytokine concentrations

in serum from patients with PD (data not shown).
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Decreased Cytokine Production in TLR2- or TLR7/8-activated Whole
Blood Cultures of Patients with PD

To evaluate the cytokine production after leukocyte activation with TLR
agonists, whole blood cell cultures were incubated with LPS (TLR4 agonist),
Pam,Cys (TLR2 agonist), or R848 (TLR7/8 agonist). IL-8 results were not
included because all concentrations detected in activated cultures were higher
than the maximum limit of the detection curve. As shown in Fig. 1, all TLR
agonists induced significant production of TNF, IL-13, IL-6, IL-10, and IL-12p70
in both groups, except Pam,Cys, which did not induce IL-12p70 (Fig. 1D).
Similar levels of cytokines were produced when whole blood cultures from
patients with PD and controls were incubated with LPS (Fig. 1A—-E). However,
TLR2- and TLR7/8-activated whole blood cell cultures of patients with PD
produced lower amounts of cytokines than controls (Fig. 1A-E).

In the present study, no association was detected between UPDRS scores
and cytokine concentrations in TLR-activated cultures (data not shown). Since
most patients were in the first two phases of iliness according to the H&Y Staging

Scale, no association was detected between cytokine levels and H&Y scores.

Monocyte Evaluation and TLR2 and TLR4 Expression in Patients with PD

The decreased cytokine production in whole blood cell cultures of patients
with PD after TLR stimulation could be ascribed to monocyte disturbances,
once monocytes are the main cells producing cytokines after TLR activation.*®
Nonetheless, the percentage of monocytes CD14*CD16- or CD14*CD16* was
not significantly different between patients and controls (Fig. 2A). Moreover,
the expression of TLR2 and TLR4 as well as the frequency of TLR2 and TLR4-

positive monocytes were similar between patients and controls. No differences
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were detected in TLR2 (Fig. 2C) or TLR4 (Fig. 2D) expression in CD14*CD16*
or CD14*CD16- monocyte subsets comparing patients and controls. Similar
results were obtained when analyzing monocytes (FSC x SSC; Fig. 2) and

CD14* monocytes (data not shown).

Discussion

The present study investigated the response of peripheral blood
leukocytes from patients with PD to different TLR agonists and adds novel data
about inflammation process in PD. The main findings are: a) whole blood cell
cultures from patients with PD presented lower cytokine production in response
to TLR2/Pam,Cys (TNF, IL-1B, IL-6, IL-10) and TLR7/8/R848 (IL-6) activation;
b) no alterations in percentages of CD14*CD16* or CD14+CD16-monocytes
and their TLR2 and TLR4 expression were detected in patients with PD.

First, we analyzed cytokine levels in serum from patients with PD and
controls and no significant differences were detected between them regarding
TNF, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12p70, or IL-10 production. Also, no associations
between circulating levels of cytokines and UPDRS scores were found. These
data indicate that PD is not related to differential systemic accumulation
or general production of pro- or anti-inflammatory cytokines. However, a
previous study demonstrated increased cytokines (TNF, IL-6, IL-10) in serum
from patients with PD concomitantly with an increase in leukocyte number
in peripheral blood.*” Also, a positive correlation has been found between
circulating TNF levels and UPDRS motor scores in patients with PD.*# As
levels of circulating cytokines can be the result of cytokines produced by CNS
cells during neuroinflammation and by peripheral blood cells, the apparent

discrepancies between studies could be attributed to differences in disease

Resultados 65



severity in the groups evaluated. Our data showed no differences in serum
cytokine levels between patients with PD and controls, which is in accordance
with the results of peripheral blood leukocyte amounts, since they did not
present differences between patients and controls.

Next, we showed that whole blood cell cultures from patients with PD
presented lower cytokine production in response to TLR2/Pam,Cys (TNF, IL-
1B, IL-6, IL-10) and TLR7/8/R848 (IL-6) activation. Stimulation of TLR4 with
LPS induced similar levels of cytokines in cultures from patients with PD and
controls. Previous studies have investigated the production of cytokines in
cultures of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and isolated monocytes
under stimulation with LPS and have shown results that contradict our study.
Bessler et al.*® showed that PBMC from patients with PD produced higher
levels of IL-1B and IL-6 after activation with LPS than those from controls. In
opposition to that, Hasegawa et al.>° reported a decrease in TNF, IL-13, and IL-6
production in LPS-activated PBMC cultures of patients with PD in comparison
with cultures of healthy controls. Also, they showed that monocytes isolated
from patients with PD by adherence produced lower amounts of TNF than
monocytes from controls. We used whole blood cell culture to evaluate the
cytokine production, considered a very sensitive assay, especially to assess
the function of monocytes, which are believed to be the main responders to
TLR agonists in these cultures.**#2 The different techniques used could explain,
at least partially, the discrepant results between studies evaluating LPS/TLR4
activation. Yet, differences in severity of motor and non-motor symptoms in
the groups of patients with PD could contribute to these conflicting data. To
the best of our knowledge, no study to date has evaluated PBMC/monocyte

cultures activated with TLR2 or TLR7/8 agonists in patients with PD.
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As altered cytokine production can be, at least in part, associated with
antiparkinsonian drugs,®* it could be argued that in our experiments the
antiparkinsonian treatment could interfere with cytokine production in whole
blood cell cultures. However, the levels of cytokines induced by LPS/TLR4
were not altered, and only the levels of IL-6 presented alteration in R848/
TLR7/8-activated cultures, whereas the levels of all cytokines induced by TLR2
agonist decreased in cultures from patients with PD. Thus, although we cannot
rule out the possibility of drug effects on leukocytes, these results suggest that
responses to TLR agonists showed selective alterations not related to general
effects of treatments.

In the present study, the lower responsiveness to TLR2 agonist could
be due to monocyte disturbances in whole blood cell cultures. Nonetheless,
in patients with PD we did not detect any significant alterations in percentages
of CD16* or CD16- monocytes in peripheral blood compared with controls.
These results are in line with those published by Funk et al.?® who evaluated
chemokine receptors in monocyte subsets but did not report alterations in
the proportions of these cells in patients with PD. In addition, we did not find
differences in TLR2 or in TLR4 expression between monocytes from patients
with PD and controls, suggesting that the differential responses observed
in our study could be due to altered leukocyte functions during PD. It has
been described that CD16* monocytes express higher levels of TLR2 than
CD16- monocytes,?® a fact that is in agreement with our results (Fig. 2C,
MFI of TLR2 in CD14*CD16* vs CD14*CD16- monocytes, both in control and
patients with PD p < 0.05). However, no differences were detected in TLR2
levels of both monocyte subsets between patients with PD and controls in

the present study.
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It is known that previous stimulation of cells through TLR can make
them tolerant to a subsequent re-stimulation with a TLR agonist.®5% Pre-
treatment of a human monocytic cell line with Pam,Cys reduced the response
of these cells to a subsequent TLR2 triggering due to the inhibition of IL-1R-
associated kinase 1 expression (IRAK1).°” In macrophages, IRAK4 activation
is important for tolerance induced by Pam3Cys.* These enzymes play a crucial
role in TLR signaling pathway and TLR tolerance is a mechanism to prevent
high production of cytokines that could be harmful to the host when cells are
exposed to repeated TLR agonist stimulation. In PD, the release of DAMPs
that bind to TLR2 has been observed during the neurodegenerative process.
Although considered a cytoplasmic protein, a-synuclein protein has been
detected in plasma and cerebrospinal fluid of patients with PD.58%° Recently,
it has been shown that this protein is a DAMP that activates rat microglia and
human monocytes using TLR2.'%" Based on these results, we suggest that
in our patients with PD circulating a-synuclein (or another unknown ligand)
could bind to TLR2 on monocytes turning them tolerant to further stimulation
with Pam,Cys in whole blood cell cultures. This is a point to be addressed in
isolated monocytes in future studies.

In CNS, microglia expresses TLR2, TLR4, or TLR7/8, and triggering
these receptors induces neuroinflammation that can contribute to the
neurodegenerative process. Besides, a-synuclein can change the responses
of mouse microglia to TLR2 and TLR7 agonists, thus favoring activation of
microglia by PAMPs with subsequent acceleration of synucleinopathies as
PD.5" Activation of TLR2 with lipopeptide in CNS causes neuroinflammation
and neuronal damage in a microglia-dependent manner.%? Also, microglia

activated by TLR2 endogenous ligands during axonal injury is responsible for
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recruitment of leukocytes into brain, an effect dependent on chemokines and
TNF.%% Thus, in neurodegenerative disorders, such as PD, TLR activation in
sterile or infectious conditions can contribute to the outcome of the disease.

In conclusion, in the present study the group of patients with PD showed
a decrease in responsiveness of blood cells to TLR2 and TLR7/8 activation
not associated with UPDRS scores. The lower cytokine production was not
associated with alterations in monocyte subsets or TLR2 expression, therefore
suggesting a possible mechanism of tolerance caused by DAMPs generated
during neuroinflammation, which act on TLR2 receptors in peripheral blood
cells. The investigation of TLR responsiveness during PD could reveal the
level of neurodegenerative/neuroinflammation process and contribute to the
understanding of the role of PAMPs and DAMPs in the pathophysiology of PD.
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FIG. 1. TLR2- and TLR7/8-activated whole blood cell cultures of patients
with Parkinson’s disease produce lower amounts of cytokines than controls.
Whole blood cell cultures were treated with TLR4 (LPS), TLR2 (Pam3Cys,
Pam), or TLR7/8 (R848) agonists, at 100 ng/mL each, for 24 h. Cytokines were
measured in supernatants using CBA kit. (A) TNF. (B) IL-1B. (C) IL-6. (D) IL-
12p70. (E) IL-10. Data represent median and interquartile range (n = 30-31).
*p < 0.05 (medium vs TLR agonist; Wilcoxon paired test); #p < 0.05 (patients
vs controls; Mann Whitney U test).
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FIG. 2. Evaluation of monocytes and their expression of TLR2 and TLR4 in
patients with Parkinson’s disease. Fresh peripheral blood was incubated with
antibodies against CD14, CD16, TLR2, or TLR4 and percentage of cells or
mean fluorescence intensity (MFI) of TLR2/TLR4 were assessed. (A) and (B)
expression of CD16, TLR2, and TLR4 in monocytes (identified by FSC x SSC).
(C) TLR2. (D) TLR4 expressed on CD14* monocyte CD16- or CD16* subsets.
Data represent median and interquartile range (n = 30).
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Table legend

TABLE 1. Demographic and clinical characteristics of patients with Parkinson’s

disease (PD) and healthy controls®

Variable Patients Controls p
Age (years) 56 (44-68) 52 (32-69) 0.30
Age of PD onset (years) 50 (36-61) -

Disease duration (years) 4 (1-20) -

UPDRS 19 (9.5-42.0) -

H&Y 2 (1.0-2.50) -

Blood leukocytes (mm?3) 6,000 (3,100-10,000) 6,150 (4,000-10,400) 0.61
Male (M)/Female (F) 22 M/I9 F 22 M/I9 F

a31 patients with PD and 31 healthy controls were paired by gender and age; data represent median
(minimum-maximum) values.
Abbreviations: UPDRS, Unified Parkinson’s Disease Rating Scale; H&Y, Hoehn-Yahr Staging Scale.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi realizada uma revisdo bibliografica sobre a
neuroinflamacédo na DP e uma investigagao sobre o perfil de resposta dos
leucécitos do sangue periférico, de pacientes com DP, a agonistas de TLR.
Neste trabalho, uma analise das subpopulacées de mondcitos e a expressao
de TLR2 e TLR4 nestas células foram realizadas com o objetivo de verificar
se as alteragdes nas respostas aos agonistas de TLR seriam explicadas por
alteracdes nestas subpopulagoes.

A causa da DP, apesar de inumeros estudos e progressos obtidos
nos ultimos anos ainda permanece desconhecida. Varias hipéteses tém sido
aventadas para explicar a perda neuronal dopaminérgica da pars compacta
da substancia negra mesencefalica. No entanto, de uma forma geral, duas
correntes tém sido consideradas principais: fatores exégenos ambientais e os
fatores intrinsecos (Hunot & Hirsch 2003, Hirsch et al. 2013). Recentemente,
estudos tém demonstrado que a exposi¢ao a agentes infecciosos seria um fator
causal da DP, que, em ultima instancia, poderia promover neuroinflamacéao
direta ou mediada pelo sistema imune (Diaz-Corales et al 2004, Jang et al
2009, Ulusoy et al. 2010).

Considerando a participacao da neuroinflamacao e da imunomediacéo
na DP, o contato com agentes infecciosos pode levar a ativagao da microglia
que, sob estimulo persistente e repetitivo, pode adquirir capacidade de
célula apresentadora de antigeno, fagocitaria e pré-inflamatéria, por meio

de citocinas e quimiocinas, favorecendo a entrada de leucdcitos do sangue
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periférico no cérebro. Um desequilibrio entre sinais pré e anti-inflamatérios
pode favorecer o aparecimento de um processo inflamatério crénico, com
persistente ativacdo da micréglia, favorecendo o microambiente cerebral a
producao de citocinas proinflamatérias (TNF, IL-1, IL-6, IL-8), dentre outros
fatores inflamatoérios (6xido nitrico, prostaglandinas, histaminas, espécies
intermediarias de oxigénio), toxicos para os neurdnios dopaminérgicos, com
consequente neurodegeneracao na DP. Varios estudos tem sido realizados
no sentido de esclarecer esta hipotese (Dufek et al. 2009, Reale et al. 2009,
Hirsch et al 2013).

A revisdo bibliografica aqui apresentada aponta a participacdo de
células da imunidade inata no SNC e na periferia que podem estar envolvidas
na etiopatogénese da DP. Dentre elas, a microglia e os mondcitos sao
células que expressam diferentes TLR e podem responder a estimulos de
DAMPs ou PAMPs, gerando substancias inflamatdrias potencialmente
lesivas aos neurdnios dopaminérgicos. A infiltragdo do SNC por células do
sangue periférico, especialmente de mondcitos, os quais podem dar origem a
microglias, pode contribuir para a imunopatogénese da DP.

No presente estudo, foi investigado o estado funcional dos leucécitos
do sangue periférico frente a ativacdo de TLR, baseado na hipotese de
que a neuroinflamagdo na DP pode ser modulada por células sanguineas
periféricas, apos exposicao a substancias indutoras de processo inflamatorio;
ou ainda, que alteragées no SNC, durante a neuroinflamagao, podem levar a
alteracdes do estado funcional dos leucécitos do sangue periférico. Em nosso
estudo, os niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-1B e IL-6)
foram similares em ambos os grupos, pacientes e controles. Em relacéao as

citocinas IL-12p70 e IL-10, as concentragdes eram muito baixas, ndo sendo
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detectadas diferencas significantes entre os pacientes e controles. Estudo
prévio tem demonstrado aumento dos niveis de citocinas — TNF, IL-6, IL-10
e outras citocinas em pacientes com DP (Brodacki et al. 2008). Scalzo et al.
(2010) encontraram um aumento de IL-6 no sangue periférico em pacientes
com DP, quando comparados com individuos sadios. Quanto a participacao de
citocinas em processo neurodegenerativo, Magaki et al. (2007) encontraram,
no plasma de pacientes com doenga de Alzheimer, outra frequente doenca
neurodegenerativa, aumento de IL-6, IL-8, IL-10. Estes achados diferem do
nosso estudo, em que os niveis séricos dessas citocinas foram semelhantes
entre pacientes com DP e controles.

E importante ressaltar que durante as infecgdes sistémicas ocorre
resposta inflamatéria com a producdo de TNF e IL-1B, podendo, desta
forma, aumentar o trafego de células para o SNC, inclusive de monécitos,
contribuindo para a neuroinflamacéo, pois os mondcitos podem se diferenciar
em microglia no SNC (Banks et al. 2000, Dobbs et al. 2008, Drevets et al.
2010). Estudo avaliando os niveis de citocinas no LCR de pacientes com
DP e DA mostrou uma elevagao do nivel de IL-1B em comparagao com
controles (Blum-Degen et al. 1995). Porém, esse mesmo estudo mostrou
que, no plasma, as concentragdes de citocinas estavam elevadas, mas sem
atingir significante diferenca em relagéo ao controle e também demonstrou a
elevacgao da concentracdo da IL-6 no LCR de pacientes com DP e DA, quando
comparado com os controles. Entretanto, no plasma, a IL-6 estava reduzida na
DP e DAem comparagao aos controles, porém, nao foi observada significancia
estatistica. Esses achados da IL-13 e da |IL-6 estdo em consonéancia ao nosso
estudo. Todavia, entendemos que a presenca de niveis elevados destas

citocinas no LCR podem refletir a existéncia de processo neuroimunoldgico
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e inflamatério nas doencas neurodegenerativas, em particular na DP, mesmo
que em alguns estudos, bem como no nosso, 0s niveis séricos de citocinas
nao estejam significantemente alterados. A realizacdo de novas pesquisas
poderia elucidar a importancia ou nao do papel das citocinas séricas neste
processo. Ainda, seria importante um trabalho mais extenso para subdividir os
grupos de acordo com a idade, uma vez que 0s nossos resultados sugerem
uma tendéncia de niveis mais elevados de citocinas séricas nos pacientes
mais jovens (dados ndo mostrados).

Nosso estudo mostrou que em hemoculturas de pacientes com DP
houve menor producéo das citocinas TNF, IL-1[3, IL-6 e IL-10 em resposta
a agonista Pam3Cys/TLR2 e diminuicédo da IL-6, quando as culturas foram
ativadas com R848/TLR7/8. A estimulagao das culturas com LPS (TLR4)
induziu concentragbes semelhantes de citocinas nos pacientes com DP e
controles. Diferente dos nossos achados, Hasegawa et al. (2000) mostraram
niveis significantemente baixos de TNF, IL-1 e IL-6 em culturas de PBMC
de pacientes com DP, ativadas com LPS, quando comparados com os
controles sadios. Mostraram ainda, que monacitos, isolados por aderéncia,
produziam quantidades mais baixas de TNF nos controles. Todavia, a IL-10
nao foi significantemente diferente entre os grupos, similar aos resultados
encontrados no nosso estudo. Sawada et al. (2006) descreveram um declinio
progressivo de IL-10 apos infeccao viral do SNC e mostraram que este foi
inversamente proporcional ao aumento de citocinas inflamatérias, indicando
o papel regulador da IL-10 na inflamagao. Resultados contraditérios foram
encontrados no estudo de Bessler et al. (1999). Eles mostraram que as
PBMC de pacientes com DP produziram niveis mais elevados de IL-1B e

IL-6, apos a ativacdo com LPS, do que os controles. A discrepancia dos
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resultados pode ser explicada pelas diferentes técnicas utilizadas entre
os estudos (cultura de sangue total vs cultura de PBMC), que avaliaram
somente respostas a LPS/TLR4.

No presente estudo, ndo foi encontrada uma associagao entre os
escores de UPDRS e as concentragdesde citocinas, diferentemente de
Varani et al. (2010) que encontraram uma correlagao positiva entre os niveis
séricos de TNF e os escores motores da UPDRS-III em pacientes com DP.
Outro estudo realizado por Reale et al. (2009) mostrou que as concentragdes
de TNF e IL-1B3 estavam significantemente aumentadas nos pacientes com
DP em relagao aos controles e também em relagdo ao aumento dos escores
da UPDRS Ill. Outros investigadores nao conseguiram confirmar esta
correlacao (Dufek et al. 2009). Interessante trabalho de Comoglu et al. (2013)
encontrou aumento significante de TNF em lagrimas de pacientes com DP
em relagao aos controles. Porém, ndo demonstrou evidéncia de associagdes
entre os niveis de TNF e a idade, inicio e duragao da doenca ou UPDRS, a
semelhanca dos nossos achados. Esses dados controversos sobre o0s niveis
de citocinas séricas podem ser explicados com base nos diferentes niveis de
gravidade dos sintomas motores e nao motores, avaliados pela UPDRS em
pacientes com DP.

Quanto a escala HY, nosso estudo mostrou que os escores dos
pacientes com DP apresentaram estagios de leve a moderado (1, 2, 3) e nédo
houve correlagdo com os niveis de citocinas. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Comoglu etal. (2013). Por outro lado, uma correlagao
negativa entre escores H&Y e a producao de IL-1B3 e IL-6, estimuladas por
LPS em culturas de PBMC de pacientes com DP, foi observada nos estagios

mais avangados da doenca (Hasegawa et al., 2000). A correlagdo negativa
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encontrada no trabalho pode sugerir que o tratamento com a levodopa ou a
préopria evolugao da doencga estaria influenciando a reagao imune. Diferente
do nosso estudo, Reale et al (2009) mostraram que o TNF e a IL-1 estavam
significantemente aumentados no sangue de pacientes com DP em relagao
aos controles, havendo uma correlagédo positiva com o aumento dos escores
HY. No estudo de Varani et al. (2010), o nivel sérico de TNF encontrava-
se aumentado nos pacientes com DP, quando pareados com os controles,
associado aos escores da HY.

Em relacdo a ativagdo de hemoculturas com o agonista TLR2, foi
detectada uma diminuida resposta, resultado inesperado diante da nossa
hipotese de haver uma resposta inflamatoria periférica elevada nos pacientes
com DP. O presente estudo mostrou que a capacidade dos leucdcitos do
sangue periférico dos pacientes em responder a determinados agonistas de
TLR estava diminuida, apesar de nao ter mostrado diferengas significantes
entre as concentragdes séricas de citocinas entre pacientes e controles. Em
seguida, a investigagdo dos mondcitos ocorreu porque em hemoculturas,
estas sao as células que mais contribuem para a produgao de citocinas, apos
a ativacao via TLR.

Nosso estudo mostrou que os percentuais dos mondcitos CD14*CD16*
ou CD14*CD16- nado estavam significantemente alterados nos pacientes com
DP, nem a expressao de TLR2 e TLR4 nestas células estava significantemente
alterada. Esses resultados s&o similares aos encontrados por Funk et al.
(2013) que avaliaram receptores de quimiocinas em subgrupos de mondcitos,
mas nao relataram alteragdes na proporg¢ao das subpopulagdes de monaocitos
em pacientes com DP. Neste mesmo estudo, no grupo de individuos

assintomaticos com fator de risco geneticamente elevado para DP por
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mutacado LRRK2 em comparagao aos pacientes com DP, mostrou elevagao de
precursores de monaocitos, o que poderia, ao longo do tempo, contribuir para
neurodegeneracao e consequente aparecimento da DP nestes individuos.
Nés nao encontramos diferenga significante entre a expressao de
TLR2, como também de TLR4, em mondcitos de pacientes e controles. Tem
sido descrito que mondécitos CD16* expressam niveis mais elevados de TLR2
do que mondcitos CD16- (Belge et al., 2002), o que esta de acordo com os
nossos resultados (Artigo 2; Figura 2C, MFI de TLR2 em mondcitos CD14*,
CD16* vs CD14* CD16-, tanto em pacientes como nos controles com p <
0,05). No entanto, nao foram detectadas diferengas entre pacientes com DP e
controles no presente estudo. Sabe-se que a estimulagao prévia das células,
via TLR pode torna-las tolerantes a uma re-estimulacdo com agonista de
TLR (Sun et al., 2013; Xiong et al., 2013). Tolerancia a TLR € um mecanismo
para impedir a produgao elevada de citocinas que podem ser prejudiciais
ao organismo, quando as células sdo expostas a repetidas estimulagdes
de TLR. Tem sido descrito que a liberacao de DAMP, que se liga a TLR2,
ocorre durante a neuroinflamacao na DP. Nesse contexto, a a-sinucleina, que
€ uma proteina citoplasmatica, foi detectada em niveis elevados no plasma
e no LCR de pacientes com DP (El-Agnaf et al. 2003, Lee et al., 2006).
Recentemente, foi demonstrado que a a-sinucleina € um DAMP que ativa
TLR2 na micréglia de rato, induzindo resposta inflamatdria (Kim et al. 2013).
Além disto, Codolo et al. (2013) mostraram que essa proteina aciona TLR2
em mondcitos humanos, induzindo a sintese de IL-1B. A a-sinucleina pode
alterar a resposta da microglia para TLR2 e TLR7 e favorecer a sua ativagao
por PAMPs, levando a um processo de degeneragao na DP, classificando esta

doenga como uma sinucleinopatia (Roodveldt et al., 2013). Nés sugerimos
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que durante a DP, a a-sinucleina presente no sangue pode se ligar a TLR2
nos mondécitos, causando uma inibicdo de futuras respostas a agonistas de
TLR2 nestas células, o que explicaria a diminuida produgao de citocinas nas
hemoculturas dos pacientes com DP no presente estudo.

Os dados do presente estudo abrem a possibilidade para a realizagao
de pesquisas futuras que visem avaliar a ligacdo de DAMPs, como a
a-sinucleina ou outras proteinas enddgenas, com os TLR, gerando possiveis
esclarecimentos de mecanismos da neuroinflamagao, que provocariam, em
ultima instancia, a morte de neurbénios dopaminérgicos na DP. Para isto, o
isolamento de mondcitos deve ser realizado e as subpopulagdes separadas
devem ser analisadas quanto a expressao e funcionamento de TLR2 e seus
pares, o TLR1, TLR6 e TLR10 (van Bergenhenegouwen et al., 2013; Mikacenic

et al., 2012).
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6. CONCLUSOES

* Em pacientes com DP, as concentragdes séricas de citocinas TNF,
IL-18, IL-6 foram similares aquelas dos controles;

* Em hemoculturas de pacientes com DP as producgdes de TNF, IL-
18, IL-6 em resposta a estimulagdo de TLR2 foram menores do que as dos
controles; e a concentracao de IL-6, quando as culturas foram ativadas com
agonista de TLR7/8, estava diminuida em relagédo a dos controles;

» As porcentagens das subpopulagdes de monécitos CD14+CD16-
e CD14+CD16+ no sangue periférico de pacientes com DP ndo estavam
significantemente alteradas, assim como a expressao de TLR2 e TLR4 nestas
subpopulacgdes;

* Na avaliacdo da gravidade da DP pela UPDRS n&o foi encontrada
associacdo com as concentragdes de citocinas, assim como com 0s escores
da escala HY;

* Os dados do estudo abrem novas perspectivas para a avaliagao
de mondcitos na DP, investigando moléculas enddgenas, tais como a alfa-
sinucleina, como ligante de TLR2, para uma melhor compreensdo da

neuroinflamacao na etiopatogenia da DP.
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ANEXO A:

PROTOCOLO CEP/UFG

C.. o (UFGS
Hospital das Clinicas Ly s Tag

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

\ " UNVERSDAEFSDBFALDECOME
a‘ﬁgﬁﬁ %SﬁgﬁEﬁgiﬁmﬁ CONHEU&ENT&SIEMPRE PRESENTE
PROTOCOLO CEP/HC/UFG N° 092/2011 Goiinia, 11/08/2011

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr. Delson José da Silva

ORIENTADOR: Farm® Fdtima Ribeiro Dias

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Prof®. Patricia Resende Alo Loyola; Dr. Milton
Adriano Pelli de Oliveira; Farm® Miriam Leandro Dorta; Biol® Arissa Leandro Borges:;
Dr. Antonio Lucio Teixeira Junior.

TITULO-_“Avaliacdo de monicitos na doenca de Parkinson: possiveis implicacdes na

neuroinflamacdo”.

Area Temitica: Grupo III
Instituicio Proponente: /PTSP/UFG
Local de realizacio: Instituto Integrado de Neurociéncia — HC/UFG

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa analisou e aprovou o projeto de pesquisa
acima referido, juntamente com os documentos apresentados e o mesmo foi considerado
em acordo com os principios éticos vigentes.

Informamos que niio hi necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O pesquisador responsivel devera encaminhar ao CEP/HC/UFG, relatérios
semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusio (des) e publicacio
(Ges). O relatério devera ser entregue em CD devidamente assinado.

O CEP/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatéria de estudo em
desenvolvimento para avaliagdo e verificagdo do cumprimento das normas da Resolugdo
196/96 (Manual Operacional Para Comités de Etica em Pesquisa — Item 13).

N AT’ N

Farm. José Mario Coelho Moraes
Coordenador do CEP/HC/UFG

FAVENIDA, 8%, SETOR LESTE UNITERSTTARIO - CEP: 74 605050 - FONE: 3269 8338 - FAX: 3268 8426

GOIANTA - GUIAY
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ANEXO B:

TCLE - PACIENTES E CONTROLES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Voce estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario em uma
pesquisa. Meu nome é Delson Jose da Silva, sou o pesquisador responsavel e
minha area de atuac&o é neurologia. Apos ler com atencéo esta documento, ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar a fazer partes do
estudo, assine em todas as folhas e ao final deste documento, que esta em duas
vias. Uma delas é sua a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de duvida
sobre a pesquisa, voce podera entrar em contato com o pesquisador responsavel,
Dr. Delson Jose da Silva no telefones (62) 4011-9191. Em caso de duvidas sobre os
seus direitos como participante nesta pesquisa, voce podera entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Goias, nos telefones: 3269-8338 / 3269-8426 ou no endereco: 12 Avenida S/N° Setor
Leste Universitario - Prédio da FUNDAHC - 1° andar.

Informagoes sobre o que voce precisa saber sobre esta pesquisa
Titulo: Avaliagdo da imunidade natural da patogenia da doenca de Parkinson:
possiveis implicagdes de receptores similares a toll na neuroinflamacao.
Pesquisador responsavel: Delson Jose da Silva orientado pela Profa. Dra.

Fatima Ribeiro Dias

Descricao da Pesquisa

Adoenca de Parkinson é uma doenca progressiva que afeta muitos individuos
principalmente os idosos. Neste estudo queremos avaliar possiveis alteragdes que
levem o possivel descobrimento da causa da doenca, dentre elas se ha algum
processo infeccioso-inflamatério que, voce possivelmente tenha entrado em contado
em alguma época da sua vida. Para isso, estaremos pesquisando, no seu sangue,
a presenca ou nao de algum fator que comprove este contato e sua ligagdo com
a doenca. Este conhecimento podera auxiliar na descoberta de novas formas de

tratamento e prevencao da doencga de Parkinson.
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Procedimento da Pesquisa

Caso vocé aceite em participar da pesquisa, serao coletados 10 mL de sangue
em um tubo a vacuo contendo anticoagulante. Este sangue sera rotulado com um
cédigo contendo as trés primeiras letras do seu nome, seguido de sua idade e sexo.
Um numero de identificacdo no local onde sera coletado o sangue sera levado com
intuito apenas de saber o resultado da sua sorologia. Nenhuma informagéao adicional
sera levada ao Laboratério de Pesquisa do IPTSP além destas. Ressaltamos que
sua participacédo € voluntaria e n&o ira além da coleta dos 10 mL de sangue que
sera levada para o Laboratério do IPTSP, ndo havendo nenhum tipo de risco a sua
saude ou integridade fisica, a ndo ser os riscos minimos de uma coleta de sangue.
Entretanto, caso algum dano a sua pessoa seja causado pelo desenvolvimento
desta pesquisa, vocé tem o direito de solicitar indenizacao pelo dano causado. Nao
havera nenhum beneficio direto a sua pessoa por esta pesquisa, porém, vocé estara
contribuindo para estudos que tentam melhorar a qualidade de vida de pessoas com

doenca de Parkinson.

Indenizagées

Voce tera o direito de pleitear indenizacdo em caso de danos e ressarcimento
de despesas decorrentes de sua participacao nesta pesquisa referentes.

Nao havera nenhum tipo de remuneragdo ou compensacdo pela sua
participacado neste estudo nem pelos pesquisadores e nem por parte do Hospital
das Clinicas, nem do IINEURO e nem do INGOH. Também, ndo havera atendimento
especial e nenhuma outra forma de privilégio quanto a horario de atendimento e

marcagao de consultas.

Confidencialidade

Os resultados da pesquisa serao usados apenas pelos pesquisadores
do projeto para fins cientificos. Nenhum resultado individual que possibilite a sua
identificacdo sera divulgado. Vocé podera desistir do consentimento a qualquer

momento da pesquisa sem qualquer énus.

Goiania,

Nome do pesquisador/colaborador Assinatura do pesquisador/colaborador

Anexos 99



CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA

Eu
RG CPF

N° de prontuario: n° de matricula,

abaixo assinado, concordo em participar do estudo: “Avaliacdo da imunidade natural
da patogenia da doencga de Parkinson: possiveis implicagdes de receptores similares
a toll na neuroinflamag¢do”, sob a responsabilidade do pesquisador Delson José da
Silva que me informou sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcao de meu acompanhamento/assisténcia/

tratamento.

Goiania,

Nome do sujeito Assinatura do sujeito

Assinatura Dactiloscopica

Delson Jose da Silva

Nome do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador responsavel

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e

aceito do sujeito em participar.

Nome da testemunha Assinatura da testemunha

Nome da testemunha Assinatura da testemunha
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ANEXO C:

ESCALAS UPDRS E HY

ESCALA UNIFICADA DE AVALIACAO PARA DOENCA DE PARKINSON - UPDRS

Nome Examinador
Data
DOPA comp./dia | Duragio DOPA | | | \ | \ \
Forma AADCI : [B]Benserazida [C] Carbidopa
ON /OFF
| - Atividade Mental e Humor (Pontuar de 0 a 4)

Deterioragdo intelectual
Transtornos do pensamento
Depressao
Motivagdo/Iniciativa
Subtotal (Maximo = 16)

AIWIN|-

Il - Atividade de Vida Didria (Pontuar de 0 a 4)
5 Linguagem Falada
6 Sialorréia

7 Degluti¢do
8

9

Escrita

Cortar Alimento

10 | Vestir-se

11 Higiene

12 | Virar na cama / Ajustar lengois

13 | Queda sem rotagdo

14 | Congelagdo

15 | Marcha

16 | Tremor

17 | Alteragdes sentitivas da DP

Subtotal (Maximo = 52)
18 | Linguagem Falada

19 | Expressdo Facial

20 | Tremor de repouso

A — Face, labios, queixo

B —mados
C—pés
21 | Tremor de agdo ou postural das maos
22 | Rigidez D E|/D E D E|D|/E D|E D|E D E

A — Membros superiores
B — Membros inferiores
C —Pescogo
23 | Destreza Digital D E|/D E D E|D/E D|E D|E D E
24 | Extens3o / Flexdo das maos
25 | Pronagdo / Supinagdo das m&os
26 | Agilidade de Pernas
27 | Levantar-se de uma cadeira
28 Postura
29 | Marcha
30 | Estabilidade Postural
31 | Bradicinesia / Hipocinesia
Subtotal (Maximo = 108)
Estadiamento de HOEHN e YAHR |

Escala de Atividade Diaria - %

Discinesias — ON/OFF

A - Duragao

B - Intensidade

C-Dor

D - Distonia Matinal

Adaptagdo: Fahn 'S, Elton R, Members of the UPDRS Development Committee. In: Fahn S, Marsden CD, Calne DB, Goldstein M,

eds. Recent Developments in Parkinson's Disease, Vol 2. Florham Park, NJ. Macmillan Health Care Information 1987, pp 153-163,
293-304.
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ANEXO D:

PORTARIA 2.712/2013

Link:
http://www.hemominas.mg.gov.br/export/sites/default/hemominas/menu/alnstituicao/

legislacao/portaria_2712_de_12_novembro_2013.pdf
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ANEXO E:

COMPROVANTE DE PUBLICAGAO ARTIGO 1

Link:
http:.//www.lamsj.org/detalhe_artigo.asp?id=94

ISSN 2238-3247

Latin American
Multiple Sclerosis

Journal

VOLUME 2 | NUMBER 4 | DECEMBER 2013

* Imaging techniques in early MS

* Neuroinflamacdo na Doenca de Parkinson

» Neuromusicoterapia em pacientes com EM com sindrome cerebelar
* HTLV-1 associated myelopathy treated with azathioprine

* Encefalomielite disseminada aguda multifasica

 Cochrane review summary: Vitamina D e esclerose mdiltipla

www.lamsj.org
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Muiltiple Sclerosis | LAMSJ

SUMARIO / CONTENTS / CONTENIDO

Christian Confavreux (Lyon, Franga - 7949-2013)....utuuuttuueineiieiie ittt eiie et e et et e et eti e et e et etneeeneenneeraees 167

Marcos Moreira

Role of imaging techniques in early detection of adult and pediatric clinically and radiologically

1S01ated SYNATOME SUDJECES. .. evueitit ettt ettt ettt e e e et e et et et e e b ean e e et eabeeaaes 169
Papel dos métodos de imagem na detecgdo precoce de individuos adultos e pedidtricos com sindrome clinicamente e radiologicamente isolada

Papel de los métodos de imagen en la deteccion precoz en pacientes adultos y pedidtricos con sindrome clinica y radiolégicamente aislada

Mihael Varosanec, Roberto Cappellani, Tereza Gabelic, Robert Zivadinov

Neuroinflamagdo na Doenca de ParkiNSON. ........ceuuuuiiiuinieiiiniriiiieiii et et eii et esai e eaiieeesaaeseennaseesnsesesnes 178
Neuroinflammation in Parkinson’s Disease
Neuroinflamacion en la Enfermedad de Parkinson

Delson José da Silva, Tereza Raquel Alcantara-Silva, Herminio Mauricio da Rocha Sobrinho, Milton Adriano Pelli de Oliveira, Fatima Ribeiro-Dias

Neuromusicoterapia em pacientes com esclerose multipla com sindrome cerebelar: um estudo piloto. ........ccuueeuiiniiiiiiniiiniennnene. 187
Neuro-Music therapy in multiple sclerosis patients with cerebellar syndrome: a pilot study

Neuromusicoterapia en pacientes con esclerosis multiple con sindrome cerebeloso: un estudio piloto

Shirlene Vianna Moreira, Marcos Moreira

HTLV-1 associated myelopathy treated with azathioprine: @ case report.......cocveeveeiviiieiiiniiiienieninniennenenennen.. 191
Mielopatia associada a HTLV-1 tratada com azatioprina: um relato de caso

Mielopatia asociada a HTLV-1 tratada con azatioprina: un relato de caso

Carlos Bernardo Tauil, Liana Chaul Sfair, Alexandra Lorde Saliba, Keydson Agustine Sousa Santos, Murilo Brito Luiz, Geanna Valentte de Medeiros Dias

Encefalomielite disseminada aguda multifasica: relato de caso e revisdo da literatura.........ccccceveeeeiiiiienieiinnnneenn. 194
Multiphasic acute disseminated encephalomyelitis: case report and literature review
Encefalomielitis diseminada aguda multifdsica: reporte de caso y revision de la literatura

Juvenal Rodrigo Padilha, Bianca Ribeiro Morais, Maciel Eduardo de Pontes

COCNIANE TEVIEW SUMIMAIY. .. evvui ettt eetii ettt s ettt eetba e e aba s e eabae e e bbb s e ebba s e e tbae e e saba s e s aba e e tbbeesabasesbtseesasasasasanss 200
Vitamina D e esclerose multipla: o que diz a revisdo sistemdtica?

Vitamin D and multiple Sclerosis: what does the systematic review say?

Vitamina D y esclerosis multiple: lo que dice la revision sistemdtica?

Tarso Adoni
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ANEXO F:

COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO 2

ScholarOne Manuscripts

27/06/14 13:23

Movement Disorders

WILEY

/ / Submission Confirmation

Submission
Confirmation

Thank you for submitting your manuscript to Movement Disorders.

Manuscript ID:

Title:

Authors:

Date Submitted:

MDS-14-0623

Decreased toll-like receptor 2-induced cytokines in Parkinson’s disease
patients’ blood cultures

Silva, Delson José
Borges, Arissa
Souza, Priscila
Souza, Patricia
Cardoso, Cristina
Dorta, MIriam
Oliveira, Milton
Teixeira, Antonio
Ribeiro-Dias, Fatima

27-Jun-2014

(&) Print  [B] Return to Dashboard
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| All Rights Reserved
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5/8/2014 Gmail - Movement Disorders - Paper submitted: MDS-14-0623

Gmail

Movement Disorders - Paper submitted: MDS-14-0623

julie@jjeditorial.com <julie@jjeditorial.com> 30 de junho de 2014 16:23
Para: delsonjsilva@gmail.com

30-Jun-2014

Dear Ms. Silva:

Your manuscript entitled "Decreased toll-like receptor 2-induced cytokines in Parkinson’s disease patients’
blood cultures" has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for
publication in Movement Disorders.

Your manuscript ID is MDS-14-0623. Please mention this manuscript ID in all future correspondence or when
calling the Movement Disorders editorial office:

For submissions, direct questions to: Julie Nash, Managing Editor, Movement Disorders, email:
julie@)jjeditorial.com

Thank you for submitting your manuscript to Movement Disorders.
Sincerely,

Movement Disorders Editorial Office
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