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RESUMO

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune que acomete 0 sistema nervoso
central (SNC) promovendo inflamacdo, desmielinizacgdo e subsequente
comprometimento neurolégico. A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é o
modelo animal mais amplamente utilizado para o estudo da EM, podendo ser
induzida por uma grande diversidade de protocolos. Porém, o resultado da doenca
pode ser diferente em cada modelo, dependendo das caracteristicas genéticas dos
animais utilizados, da fonte e concentracdo do material antigénico e do modo de
aplicacdo do antigeno, refletindo, em parte, a heterogeneidade encontrada nas
diversas formas clinicas da EM. Portanto, devido a diversidade de modelos de
inducdo de EAE, varios fatores relacionados a resposta imunologica, permanecem
pouco conhecidos. O presente trabalho buscou avaliar a diferenca entre duas
concentragdes antigénicas, utilizadas na indugcdo, sobre o desenvolvimento clinico
da EAE e em diversos parametros da resposta imunoldgica. Para isto, a EAE foi
induzida em camundongos da linhagem C57BL/6, utilizando-se a glicoproteina
mielinica de oligodendrécitos (MOGgss.55), em duas concentracdes diferentes (100 ou
300 ug do peptideo MOG3s.55) € mantendo-se as concentracdes de Mycobacterium
tuberculosis (4 mg/mL) e toxina pertussis (300 ng) constantes. Foi entdo
acompanhado o curso clinico da doenca, nos dois protocolos utilizados, durante um
periodo de 58 dias. Além disso, parametros da resposta imunolégica, como
avaliacdo do infiltrado celular no cérebro e dosagem de citocinas e quimiocinas no
SNC e linfonodos inguinais foram acompanhados no 7°, 10°, 14°, 21° e 58° dias
apos a inducéo. Observou-se que embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa
entre os grupos de animais imunizados em relacdo a pontuacdo do escore clinico,
ocorreram diferencas importantes entre estes dois protocolos no que diz respeito ao
perfil de citocinas, quimiocinas e infiltrado celular no cérebro. O aumento das
citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas no SNC ocorreu de forma precoce no grupo
imunizado com 100 ug do peptideo MOGss.55, que também exibiu infiltrado celular
precoce e mais intenso do que o grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGg3s.
s5. Além disso, o nivel das quimiocinas CCL5 e CCL20 e das citocinas de perfil Thl e

Th1l7 foram, de forma geral, mais elevados no grupo imunizado com 100 pg do



peptideo MOG3s.55. Os resultados sugerem que somente a variagdo na concentracao
antigénica do MOGg3s.55, N0 momento da indugdo, ndo é capaz de induzir diferentes
cursos clinicos de EAE e que a concentracdo mais elevada do antigeno (300 pg do
peptideo MOGg3s.55) parece promover algum mecanismo regulador ou de tolerancia,

gue deve ser melhor estudado.

Palavras-chave: encefalomielite autoimune experimental; esclerose multipla; MOG;

autoimunidade.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory autoimmune disease of central nervous
system (CNS) that causes demyelination and neurological deficit. The experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) is the most common model for study this
disease. The EAE can be induced by different protocols and the score of the disease
is related to the genetic background of the animals, the concentration of antigen and
the way of induction, reproducing the heterogeneity of the MS. Thus, due to the
diversity of EAE induction, different factors related to immune response are still
unclear. The aim of this study was evaluate the difference between two antigen
concentrations in the development of EAE and the parameters of immune response.
The EAE was induced in C57BL/6 female mice with the myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOGg3s.55) in two different concentrations (100 or 300ug of MOGg3s.55),
but keeping the same concentrations of Mycobacterium tuberculosis (4 mg/mL) and
pertussis toxin (300 ng). The disease clinical signs were followed until the 58th day
after induction in both protocols, and the immunological parameters, such as cellular
infiltrate at brain and levels of cytokines and chemokines at CNS and lymph nodes,
were evaluated at 7th, 10th, 14th, 21st and 58th days post induction. In relation to the
clinical score, were not observed significant differences between the different
protocols, however the cytokines, chemokines and cellular infiltrate profile at brain
showed interesting results. The release of Thl and Th17 cytokines and the CCL5
and CCL20 chemokines at CNS occurred early and more intense at 100ug MOGgs.s5
group, in accordance with the earlier and intense cellular infiltrate than 300ug MOGgs.
s5 group. In conclusion, the results suggest that only the differences in the MOG3s.55
concentration at induction, is not capable of induce different clinical signs of EAE and
that the 300 pug of MOGg3s5.55 seems to promote a regulatory or tolerance mechanism

that deserves further studies.

Keywords: experimental autoimmune encephalomyelitis; multiple sclerosis; MOG;

autoimmunity
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A esclerose multipla (EM) € uma doenca inflamatdria crénica do sistema
nervoso central (SNC), caracterizada por destruicdo da bainha de mielina, perda de
oligodendrdcitos e de axbénios (BRUCK, 1996; KERSCHENSTEINER et al., 2004). A
encefalomielite autoimune experimental (EAE) é o modelo animal mais amplamente
utilizado para o estudo da EM e caracteriza-se por um disturbio inflamatério do SNC,
induzido em animais de laboratorio, apds a sensibilizagcdo com antigenos da mielina
(GENAIN et al., 1999; COSTA et al., 2003).

A EAE pode ser induzida por uma grande variedade de protocolos, sendo
que a inducdo classica pode ser ativa ou passiva. A forma ativa baseia-se na
imunizacdo de animais com doses de proteina basica de mielina (PBM), proteina
proteolipidica de mielina (PLP) ou glicoproteina mielinica de oligodendrdcitos
(MOG), emulsificadas ou ndo em adjuvante, contendo Mycobacterium tuberculosis,
cepa H37RA, seguido por administracdo de toxina pertussis (KUERTEN et al., 2010;
NUNEZ-IGLESIAS et al., 2010; SMOLIANOV et al., 2011; MUILI et al., 2012). J& a
forma passiva € a transferéncia adotiva de células T encefalitogénicas de animais
sensibilizados para animais saudaveis (RAO e SEGAL, 2004).

Esta grande diversidade de protocolos de inducao de EAE ocorre em virtude
da complexidade de mecanismos patogénicos envolvidos na EM, o que torna
improvavel que esta patologia possa ser reproduzida em um modelo de doenca
anico. O que os estudos realizados até 0 momento mostram é que as formas
clinicas da EAE podem variar de acordo com o protocolo de inducado utilizado
(revisto por WEINER, 2009). Portanto, o conhecimento dos mecanismos
imunoldgicos envolvidos em cada um dos protocolos de indugcdo da EAE e a
comparacdo entre eles poderia possibilitar um melhor entendimento do
desenvolvimento da EAE e consequentemente da EM.

Desta forma, este estudo tem por objetivo avaliar a influéncia da
concentragdo do antigeno sobre o curso clinico e sobre diferentes parametros da
resposta imunologica na EAE em camundongos da linhagem C57BL/6, utilizando o
mesmo antigeno de mielina, glicoproteina mielinica de oligodendrécitos, em duas
concentragdes diferentes (100 ou 300 ug de peptideo MOGg3s.55) € mantendo-se as

concentracfes de M. tuberculosis (4 mg/mL) e toxina pertussis (300 ng) constantes.
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2.1 ESCLEROSE MULTIPLA

A esclerose multipla € uma doenca mediada por processos imunolégicos
que afeta o sistema nervoso central, sendo caracterizada por desmielinizacéo, lesédo
axonal e subsequente comprometimento neuroldgico (SOSPEDRA e MARTIN,
2005). Esta doenga acomete mais de 1,3 milhdes de pessoas em todo o mundo
(DUA e ROMANI, 2008) e se manifesta por uma série de surtos que normalmente
envolvem falta de coordenacdo motora, perda de equilibrio, fraqueza muscular e
distarbios visuais, alternados por periodos de remissdo parcial ou completa dos
sintomas, frequentemente seguidos por uma fase de progressao cronica (MILLER et
al., 2008).

As primeiras manifestacdes clinicas ocorrem geralmente em adultos jovens,
na faixa etaria compreendida entre os 25 e 30 anos de idade e afeta principalmente
as mulheres (CZLONKOWSKA et al., 2005; MILO e KAHANA, 2010). A etiologia da
EM nédo estd totalmente determinada, acredita-se que a existéncia de um fator
extrinseco, tal como uma infeccéo, associado a um fator genético de suscetibilidade,
desencadearia 0 aparecimento dos sinais clinicos da doenca (revisto por HAFLER,
1999; VON HERRATH, FUJINAMI e WHITTON, 2003).

O surto € um evento marcante na clinica da EM e util para o diagndstico,
sendo caracterizado por uma exacerbacdo de sinais, resultantes de um processo
inflamato6rio agudo desmielinizante no SNC (POLMAN et al., 2011). A remissao
completa apds o surto pode ocorrer, mas sinais residuais persistem em até 40% dos
eventos (LUBLIN, BAIER e CUTTER, 2003). Sintomas iniciais mais graves,
recuperacdo incompleta do primeiro surto e um curto intervalo entre o primeiro e 0
segundo surtos sdo alguns parametros clinicos que podem ser correlacionados com
um pior prognostico da doenca (MOWRY et al., 2009).

A Escala Expandida do Estado de Incapacidade de Kurtzke (EDSS) € um
meétodo utilizado para quantificar as incapacidades ocorridas durante a evolucao
clinica da EM ao longo do tempo e avalia fun¢des piramidais, cerebelares, do tronco
cerebral, sensitivas, vesicais, intestinais, visuais e mentais (KURTZKE, 1983). A
figura 1 apresenta as quatro formas clinicas da EM no grafico obtido pela medida de

escore segundo a escala EDSS, demonstrando as consequéncias na progressao da
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doenca apos os surtos e caracterizando as formas clinicas, sendo que a inclinacéo

do gréafico para a direita indica a piora do escore.

Remitente-recorrente I I—I

Secundaria-progressiva

Primaria-progressiva |

Progressiva-recorrente

Figura 1: Padrdes clinicos da EM (Adaptado: LUBLIN et al., 2007)

A maioria dos pacientes com EM apresenta uma fase inicial da doenca
caracterizada por surtos e remissées que € denominada forma remitente-recorrente
(RR), na qual podem ser observados surtos claramente definidos, com uma
completa recuperacdo ou com sequelas e déficit residual apds a recuperacdo. Nesta
forma clinica, os periodos entre os surtos sdo caracterizados por auséncia de
progressdo da doenca. A maioria dos pacientes que apresentam a forma RR
evoluem para a forma secundaria progressiva (SP), na qual ocorre a progressao da
doenca, com ou sem surtos, pequenas remissdes e platds (WEINSHENKER et al.,
1989).

A forma primaria progressiva (PP) é caracterizada por progressdo desde o
inicio da doenca, com ocasionais platds e pequenas melhoras temporarias.
Pacientes com a forma PP apresentam gradual e continuo agravamento da sua
condicdo, mas sem recaidas claras. A forma progressiva recorrente (PR), na qual
ndo h& progressdo da doenca desde o inicio, apresenta recaidas agudas claras,
com ou sem plena recuperacdo e com periodos entre 0s surtos mostrando

progressao continua (LUBLIN et al., 2007).
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A relacdo entre os surtos sucessivos, 0 inicio da progresséo secundaria e a
incapacidade crescente sdo altamente relevantes para a pratica clinica. Sendo a
supressao dos surtos, um parametro importante para avaliar a eficacia do tratamento
da EM, pois os danos acumulados durante estas etapas de exacerbacdo da doenca
promovem uma piora generalizada dos sinais clinicos do paciente (WINGERCHUK
et al., 1999).

A inflamacdo do SNC, caracteristica da esclerose multipla, € mediada pela
acdo de linfécitos. As células de perfil Thl e a citocina IFN-y foram inicialmente
caracterizadas como responsaveis por promover o desenvolvimento da EM
(OLSSON et al.,, 1990; VOSKUHL et al.,, 1993). Posteriormente, foi atribuido as
células Th17, produtoras de IL-17, um papel importante na inducdo de doencas
autoimunes, incluindo a EM (ISHIZU et al., 2005; ANNUNZIATO et al., 2007,
TZARTOS et al., 2008).

Foi observado que tanto as células Thl, quanto as células Thl7 sé&o
capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e promover inflamacao no
SNC. No entanto, um estudo no qual foi utilizado um modelo in vitro de BHE,
produzida a partir de células endoteliais microvasculares de cérebro humano,
mostrou que células Th1l7 migram mais avidamente através da barreira do que as
células Th1(KEBIR et al., 2009). Além disso, Edwards e colaboradores (2011)
mostraram que as células de perfil Th17 e de perfil Th17/Thl sdo encontradas em
maior frequéncia no sangue periférico de pacientes com EM na fase de recaidas,
quando comparado a pacientes na fase de remissdo ou pacientes saudaveis,
reforcando a importancia destas células na patogénese da doenca.

Alguns estudos mostraram que o perfil de citocinas no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com EM durante os surtos se caracteriza pelo
aumento de TNF-q, IL-1B e IL-12, além de diminuicdo de IL-10 (HAUSER et al.,
1990; TSUKADA et al.,, 1991; CARRIERI et al.,, 1992; CARRIERI et al., 1998;
BARTOSIK-PSUJEK e STELMASIAK, 2006). Além disso, niveis elevados de TNF-a
foram observados no liquido cefalorraquidiano de pacientes com esclerose mdultipla
cronico-progressiva, quando comparado aos niveis de pacientes com esclerose
multipla estavel, sugerindo papel importante do TNF-a na progressdo da doenca
(SHARIEF et al., 1991).
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Apesar dos avancos no conhecimento da imunopatologia e no
desenvolvimento de terapias para o tratamento da EM, as drogas atualmente
utilizadas sao parcialmente eficazes. O que se observa € que com a utilizagdo da
terapia a maioria dos pacientes apresenta apenas reducédo da atividade da doenca,
mas ainda enfrentam surtos, incapacidade crescente e novas lesdes cerebrais
(revisto por HAVLA et al., 2011). Outra questdo a ser observada € o problema da
transferéncia de terapias que foram eficientes em modelos experimentais de estudo
da EM, mas que falharam quando aplicadas a pacientes, tal como o anticorpo
monoclonal anti-CD40L, que poderia ser responsavel pela elevada incidéncia de
complicagBes tromboembdlicas apds a sua administracdo (KAWAI et al., 2000) e o
ustekinumab, o anticorpo monoclonal anti-IL-12/23p40, que nao inibiu a formagéo de
lesbes inflamatorias na substancia branca do SNC e também n&o inibiu as
manifestacdes clinicas em pacientes com EM remitente-recorrente (SEGAL et al.,
2008).

Além das falhas envolvidas na transferéncia de terapias estudadas em
animais e aplicadas em humanos, existem muitas restricbes em relacdo a
interpretacdo de estudos realizados em modelos experimentais e como podem ser
extrapolados para a EM, uma vez que experimentos em modelos animais refletem
apenas aspectos simplificados da doenca humana (revisto por HART, GRAN e
WEISSERT, 2011). Desta forma, o estudo e a comparacédo de diferentes protocolos
de inducdo de modelos experimentais de estudo da EM, poderia favorecer uma
melhor compreensdo do complexo processo inflamatério gerado no SNC durante a

doencga, o que melhoraria o desenvolvimento de novas terapias para a EM.
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2.2 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

A encefalomielite autoimune experimental € uma doenca inflamatéria do
sistema nervoso central, com graus variaveis de desmielinizacdo, que pode ser
induzida por imunizagdo de animais suscetiveis com antigenos da mielina e
adjuvante de Freund, sendo capaz de reproduzir varias caracteristicas da esclerose
multipla (WEKERLE et al., 1994). Este modelo experimental foi desenvolvido por
Rivers e colaboradores (1993), ao tentarem elucidar a etiologia de complicacdes
neurolégicas que se seguiram a vacinacao anti-rabica e inspirados por descobertas
anteriores sobre paralisias fatais que ocorreram apGs o tratamento anti-rabico.

Inicialmente, a doenca inflamatdria desmielinizante foi induzida em macacos
rhesus imunizados com emulsdes de cérebros de coelhos, sendo que infiltrado
perivascular e destruicdo da mielina foram encontrados no cérebro e medula
espinhal de 6 dos 8 macacos tratados (RIVERS e SCHWENTKER, 1935).
Posteriormente, a inducdo de EAE foi realizada pelo uso de adjuvantes adicionados
a emulsdes de cérebro, homogeneizado de medula espinhal, preparacdes de mielina
ou proteinas purificadas de mielina (KABAT, WOLF e BEZER, 1946). Apds estes
experimentos iniciais, a EAE passou a ser induzida em uma variedade de espécies
de mamiferos, incluindo camundongos, ratos, cobaias, coelhos, cabras, ovelhas e
primatas (revisto por BAXTER, 2007). Em 1947, um grupo de pesquisadores
documentou a semelhanca da EAE com doencas desmielinizantes humanas (WOLF,
KABAT e BEZER, 1947).

Atualmente, a forma mais comum de inducdo é a EAE ativa, induzida pela
injecdo subcutanea de um peptideo encefalitogénico, tal como, a proteina basica de
mielina, a proteina proteolipidica de mielina ou a glicoproteina mielinica de
oligodendrocitos, emulsificadas ou ndo em adjuvante completo de Freund (CFA),
contendo M. tuberculosis, cepa H37RA, seguido por injecao intraperitoneal de toxina
pertussis. Outra forma de inducdo de EAE é a transferéncia adotiva de linfocitos
CD4" Thl reativos para a mielina, por via intravenosa, para animais saudaveis
(revisto por MIX, MEYER-RIENECKER e ZETTL, 2008).

A EAE tem sido utilizada para o estudo da imunobiologia da EM e também
para o0 desenvolvimento de estratégias terapéuticas. Varias terapias foram

inicialmente estudadas na EAE, para posteriormente serem aplicadas na EM (revisto
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por BAXTER, 2007; DENIC et al.,, 2011). Contudo, a ineficacia de numerosas
abordagens terapéuticas que mostraram resultados promissores neste modelo
animal, mas falharam quando aplicadas a EM, ressaltou a importancia de melhor
compreender os mecanismos envolvidos no desenvolvimento destas patologias.

Até hoje nao existe um modelo animal Unico que possa representar toda a
heterogeneidade envolvida na fisiopatologia e clinica da EM humana. No entanto, ao
longo das ultimas décadas, diversos modelos animais foram desenvolvidos para
representar determinados aspectos da doenca humana (SRIRAM e STEINER, 2005;
MIX, MEYER-RIENECKER e ZETTL, 2008; WEINER, 2009). (Tabela 1).

Tabela 1: Fendtipos clinicos de modelos de EAE (Adaptado: WEINER, 2009)

Linhagem animal Inducédo Curso clinico

C57BL/6 MOG Remitente-recorrente

SN WA PLP Remitente-recorrente

NOD MOG Crobnico-progressiva

MOG TCR Tg X MOG BCR Tg MOG Doenca de Devic's disease
(Krishnamoorthy et  al.,
2006)

MOG TCR Tg (SJL/J) MOG Remitente-recorrente
(Pollinger et al., 2009)

C57BL/6 Mondécitos Progressiva

SJL/J Virus Theiler's Progressiva-recorrente

Ratos Lewis PBM Aguda recorrente ADEM

Desde o estabelecimento do modelo experimental por Rivers e
colaboradores em 1930, pesquisadores vém buscando variacbes de EAE que
incluem modelos de neurite optica (BETTELLI et al., 2003), formas remitente-
recorrente (LUBLIN et al., 1981) e progressivas da doencga (ZAMVIL et al., 1985). Foi
desenvolvido, por exemplo, um modelo murino de EAE com o gene que codifica o
antigeno leucocitario humano (HLA) DR2, associado a suscetibilidade a EM

(MADSEN et al., 1999). Em outro trabalho foi criada uma forma de EAE em saguis,
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que reflete com fidelidade aspectos essenciais da EM (revisto por GENAIN e
HAUSER, 2001).

Begolka e colaboradores (1998) trabalharam com dois modelos distintos de
inducdo de EAE. Camundongos da linhagem SJL/J foram induzidos a desenvolver
doenca desmielinizante cronico-progressiva, por virus (TMEV-IDD) ou foram
imunizados com PLP13g9_151, proteina que induz a forma remitente-recorrente de EAE.
Camundongos infectados com virus, expressaram RNAm para IFN-y e TNF-a
durante a fase pré-clinica e 0os seus niveis continuaram a aumentar ao longo do
curso da doenca. Além de apresentarem continuamente células T CD4" e
macrdfagos F4/80" no infiltrado celular do SNC. Em contraste, camundongos SJL/J
imunizados com PLP339.151, €xibiram um padréo bifasico de expressao das citocinas
pro-inflamatoérias IFN-y e TNF-a no SNC, com expressao atingindo um valor maximo
durante a fase aguda e durante os surtos, sendo este padrao correlacionado com
mudancas dinamicas nas células T CD4" e populacdes de macréfagos F4/80". Os
pesquisadores sugeriram que a cinética da expressao de citocinas e a natureza do
infiltrado inflamatorio contribuem para as diferencas de curso clinico entre TMEV-
IDD e EAE remitente-recorrente induzida por PLP139.151.

Recentemente, um grupo de pesquisadores buscou variar seus protocolos
de inducéo para estabelecer as formas RR e crbnica de EAE, através da variacao da
quantidade de antigeno, de adjuvantes e toxina utilizados na inducdo em
camundongos da linhagem C57BL/6. Utilizando dois protocolos distintos de inducéo,
estes pesquisadores obtiveram modelos que apresentaram cursos clinicos
diferentes e que se aproximaram das formas RR e crénica da EAE (BERARD et al.,
2010).

A partir das observacgdes realizadas nos diversos estudos que envolvem
protocolos diferenciados de inducédo da EAE constatou-se que a sele¢cdo do modelo
animal apropriado permitiria a compreensdo de dados que possam ser aplicaveis as
diferentes formas clinicas de EM. O que os estudos constataram € que O curso
clinico e a histopatologia da EAE podem variar significativamente, dependendo da
caracteristica genética dos animais utilizados, da fonte e concentracdo de material
antigénico e do modo de aplicacgdo do antigeno, refletindo, em parte, a
heterogeneidade encontrada na EM (MIX, MEYER-RIENECKER e ZETTL, 2008;
WEINER, 2009).
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2.3 ARESPOSTA IMUNOLOGICA NA EAE

A encefalomielite autoimune experimental € um protétipo de doenca
autoimune mediada por células T. Alguns estudos sugeriram que as células Thl
produtoras de IFN-y seriam iniciadores essenciais do desenvolvimento da EAE
(SEGAL, 2003), sendo a diferenciacdo de células T naive para o perfil de células
Thl efetoras mediado pela producéo de IL-12 por células dendriticas (MACATONIA
et al., 1995).

Posteriormente, foi identificado outro perfil celular denominado Thl7. As
células Th17 sdo geradas a partir de células T naive por estimulo de TGF-B e IL-6 e
sdo expandidas pela IL-23 (BETTELLI et al., 2006; VELDHOEN et al., 2006). As
células Thl7 especificas para os auto-antigenos sdo capazes de atravessar a
barreira hematoencefalica e induzir EAE. Sabe-se que a inflamacéo induzida por
este perfil celular no SNC é caracterizada pelo recrutamento de neutrofilos
(KROENKE et al., 2008) e pela morte de neurdnios (KEBIR et al., 2007).

Apesar do infiltrado celular no parénquima do SNC por células T CD4" Thl e
Th1l7 ser necessario para o desenvolvimento de lesbes na EAE, macrofagos
infiltrantes e a microglia residente no SNC, também desempenham importante papel
efetor nesta patologia, promovendo desmielinizacdo e morte de oligodendrdcitos, o
que resulta em perda da funcdo axonal (BAUER et al., 1995).

A ativacdo da microglia e de macrofagos durante a doenca no SNC leva a
producdo de citocinas proé-inflamatérias, como IL-13, TNF-a e IL-6, bem como
quimiocinas, que contribuem para a inflamagédo e danos a mielina (BENVENISTE,
1997). IL-1j3, juntamente com a IL-23, desempenha um papel crucial ha expansao de
células Th1l7 de memoria (SUTTON et al., 2006), producao de IL-17 por células T yd
(SUTTON et al., 2009) e pode causar o rompimento da barreira hematoencefalica,
ativacdo da microglia e desmielinizacdo (FERRARI et al., 2004).

A producdo de TNF-a no SNC induz inflamacdo através do aumento da
apresentacdo de antigenos, da proliferacdo de astrécitos e da alteracdo da
expressdo de moléculas de adesdo e quimiocinas, contribuindo para regular o
trafego de células para o SNC (SEDGWICK et al., 2000; SELMAJ, 2000). Em adicéo,
a IL-6 aumenta a expressao de genes que codificam fatores pré-inflamatorios e ativa
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astrogliose e microgliose (QUINTANA et al., 2009), sendo ainda necessaria para a
inducdo de moléculas de adesdo, como VCAM-1, nos vasos sanguineos do cérebro,
gue sdo essenciais para o trafego de leucdcitos para o SNC durante a EAE
(EUGSTER et al., 1998).

Além disso, foi demonstrado que a reducéo da expresséao de TNF-a e de IL-
6 no SNC estd associada a apresentacao clinica atenuada de EAE (PENKOWA e
HIDALGO, 2001), confirmando a importancia dessas citocinas na patologia do SNC.
Recentemente, estdo sendo propostas novas subpopulagdes de células Thl7,
classificados como patogénica e reguladora: a Th17 patogénica é caracterizada pela
producao de IL-17, IL-22 e IFN-y, enquanto a Th17 reguladora produz IL-17 e IL-10.
Neste caso, a IL-10 produzida é responsavel pela regulacdo da EAE, melhorando os
sinais clinicos da doenga (McGEACHY et al., 2007; IMLER e PETRO Jr, 2009).

No modelo de EAE, o inicio da inflamagcdo no SNC envolve células T
especificas para a mielina, que sao ativadas nos linfonodos periféricos e
posteriormente migram para o SNC para serem reapresentadas aos antigenos da
mielina, por células apresentadoras de antigeno (ENGELHARDT e RANSOHOFF,
2005; REBOLDI, et al., 2009). O acesso de linfocitos T ao SNC pode ocorrer atraves
do plexo cordide para o0 espaco subaracndide, que contéem o liquido
cefalorraquidiano ou ocorrer a partir do sangue, diretamente para o parénquima
cerebral através da barreira hematoencefalica, via espaco perivascular (KIVISAKK et
al., 2003; ENGELHARDT e RANSOHOFF, 2005; KIVISAKK et al., 2006).

Os determinantes moleculares que controlam este passo inicial de migracao
celular para o SNC envolvem integrinas e moléculas de adesdo que permitem
adesdo e rolamento das células T através das paredes dos vasos (PICCIO et al.,
2002). Além disso, hd a acdo de quimiocinas, que sdo potentes citocinas com
atividade quimiotética, produzidas localmente e que a partir de sua interacdo com o
seu receptor na superficie celular promovem o direcionamento da migracdo e a
chegada de leucécitos e outras células para o sitio inflamatério (McQUIBBAN et al.,
2002; BELMADANI et al., 2006).

Os leucocitos expressam uma variedade de receptores de quimiocinas
inflamatorias, mais consistentemente CCR1, CCR2 e CCR5 que tém sido
identificados em diversos tecidos e fluidos inflamatorios, tanto de lesGes cerebrais na
EM (BALASHOV et al., 1999), quanto em modelos de doencas neuroldgicas,
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incluindo a EAE (ROTTMAN et al., 2000). A migracao inicial de células Th17 para o
cérebro parece estar relacionada com o receptor de quimiocina CCRS6,
constitutivamente expresso por células Th17, que encontra o seu ligante CCL20 em
células epiteliais do plexo cordide e regula a entrada destes linfécitos no SNC
(REBOLDI, 2009).

A expressdao de CCR1 e seus ligantes CCL3, CCL5 e CCL7 ja foi
demonstrada em lesBes cerebrais inflamatoérias (MAHAD et al., 2004). A quimiocina
CCL5 é produzida por linfocitos T, células endoteliais e eosinofilos e € atrativa para
monaocitos, macrofagos e células T (ZLOTNIK e YOSHIE, 2000). Além disso, a
reducdo de CCL5 pode estar relacionada a uma baixa migracédo de células Thl para
0 SNC e também pode ser associada com a melhora dos sinais clinicos da EAE
(GLABINSKI et al., 2002; JALOSINSKI et al., 2008).

A EAE pode seguir um curso remitente-recorrente ou crénico, com
caracteristicas que poderiam se aproximar das formas RR e progressivas da EM,
porém, os modelos experimentais utilizam animais de linhagens genéticas distintas
ou diferentes antigenos e concentracbes para a inducdo, o que dificulta a
comparacdo e compreensdo dos mecanismos moleculares responsaveis pela
diferenca entre estas duas formas de evolucgéo clinica da doenca.

Para minimizar a influéncia dessas variantes e permitir a melhor
compreensao das diferencas entre as formas RR e cronica da EAE, um grupo de
pesquisadores simulou estas duas formas clinicas na linhagem de camundongos
C57BL/6, utilizando para a inducdo o mesmo antigeno de mielina (MOGg3s.55), em
duas concentracdes diferentes (50 ou 300 pg do peptideo MOGgss.55) € variando
também as concentracdes de M. tuberculosis (1 ou 4 mg/mL) e toxina pertussis (200
ou 300 ng). Eles observaram que ha diferencas importantes entre estes dois
modelos no que diz respeito ao curso clinico da EAE, sendo que a menor
concentracdo de antigeno e adjuvantes foi capaz de induzir a forma RR da EAE,
enquanto as concentracdes elevadas resultaram no desenvolvimento da forma
cronica. Além disso, observaram diferencas em relacéo a progressao e composicao
celular nas lesdes inflamatérias, ao perfil de citocinas, bem como na extensdo e
duragdo da desmielinizagéo e perda axonal no SNC, entre os dois protocolos de
inducao utilizados (BERARD et al., 2010).

Porém, o trabalho de Berard e colaboradores (2010) nédo avaliou

separadamente 0os componentes utilizados na emulsao e, até o0 momento, nao existe
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nenhum trabalho que esclareca qual seria o principal fator responsavel pelas
diferencas no desenvolvimento da EAE, ou seja, a concentracdo do antigeno
(MOGg3s.55), do M. tuberculosis e/ou da toxina pertussis.

Neste estudo, objetivou-se avaliar somente a importancia da concentracéo
antigénica utilizada no momento da inducdo, sobre o desenvolvimento clinico da
EAE e de diversos parametros da resposta imunoldgica. Utilizamos dois protocolos
distintos de inducdo em camundongos da linhagem C57BL/6, utilizando o mesmo
antigeno de mielina em duas concentra¢cdes diferentes (100 ou 300 pg de peptideo
MOG3s.55) € mantendo-se as concentragdes de M. tuberculosis (4 mg/mL) e toxina

pertussis (300 ng) constantes.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros clinicos, histolégicos e imunologicos durante o
desenvolvimento do modelo de encefalomielite autoimune experimental, induzido por

duas diferentes concentra¢gdes do peptideo MOG3s.ss.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Acompanhar o escore clinico e a massa corporal dos animais induzidos com

EAE, utilizando 100 ou 300 pg do peptideo MOG3s.55 para a inducéo;

* Avaliar o infiltrado celular no cérebro dos animais imunizados com 100 ou 300

Mg do peptideo MOG3s.s5 nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 apos a inducdo da EAE;

e Quantificar os niveis de quimiocinas (CCL5 e CCL20) no homogenado de
cérebro dos animais imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOG3s.55
nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 apods a indugéo da EAE;

» Quantificar os niveis de citocinas de perfil Thl (IFN-y e IL-12), Th17 (IL-17, IL-
6 e TGF-B), pré-inflamatério (IL-18 e TNF-a) e regulador (IL-10 e TGF-) no
homogenato de cérebro, medula espinhal e linfonodos inguinais dos animais
imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOGg3s 55 nos dias 7, 10, 14, 21 e
58 apos a inducgdo da EAE.
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4 MATERIAL
E METODOS
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4.1 ANIMAIS

Para a inducdo da EAE foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6, fémeas, com 6-8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reproducao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Os
animais foram mantidos no setor de experimentacdo do Laboratério de Imunologia
do ICB/UFJF, acondicionados em estantes ventiladas e receberam ragéo e 4gua ad
libitum. Todos os experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos
postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFJF (protocolo n°
07/2011).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram imunizados por via subcutanea (s.c.), em ambos os lados
da base da cauda, com emulsdo contendo 100 ou 300 pg do peptideo MOGss.
ss/animal (o peptideo MOGg3s.s5 foi sintetizado pela professora Dra. Maria Aparecida
Juliano do Departamento de Biofisica, da Universidade Federal de S&o Paulo) e
adjuvante completo de Freund (CFA) suplementado com 4 mg/mL de M. tuberculosis
(H37RA; Difco Laboratories, Detroit, MI). No dia da imunizacéo e 48 horas apds, 0s
animais receberam 300 ng de toxina pertussis (Islet — Activating Protein; List Biologic
Laboratories, INC., Campbell, CA) por via intraperitoneal (i.p.). Os camundongos
foram divididos em trés grupos experimentais avaliados em cinco pontos distintos 7,
10, 14, 21 e 58 dias pos-inducéo (Tabela 2):



a) grupo controle (ndo imunizado);
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b) grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGsss55 + CFA + M.

tuberculosis (4mg/mL);

c) grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGgsss5 + CFA + M.

tuberculosis (4mg/mL).

Tabela 2 Distribuicdo dos animais em grupos

Grupos/dias

Parametro avaliado (n° de animais utilizados)

avaliados Controles Imunizados com Imunizados com
100 ug de MOG 300 ug de MOG
7° dia poOs- Citocinas (6) Citocinas (6) Citocinas (6)
indugédo Quimiocinas (6) Quimiocinas (6) Quimiocinas (6)
Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)
10° dia pOs- Citocinas (6) Citocinas (6) Citocinas (6)
inducéo Quimiocinas (6) Quimiocinas (6) Quimiocinas (6)
Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)
14° dia p6s- Citocinas (6) Citocinas (6) Citocinas (6)
inducéo Quimiocinas (6) Quimiocinas (6) Quimiocinas (6)
Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)
21° dia pOs- Citocinas (6) Citocinas (6) Citocinas (6)
inducéo Quimiocinas (6) Quimiocinas (6) Quimiocinas (6)
Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)
58° dia pos- Citocinas (6) Citocinas (6) Citocinas (6)
inducéo Quimiocinas (6) Quimiocinas (6) Quimiocinas (6)

Histologia (3)

Histologia (3)

Histologia (3)
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4.3 AVALIACAO DO ESCORE CLINICO E MASSA CORPORAL

Vinte e quatro animais foram divididos entre os trés grupos experimentais (8
animais/grupo) e tiveram seu escore clinico e massa corporal avaliados. A massa
corporal dos animais foi determinada no dia zero e em todos os dias poOs-
imunizacdo, até o 58° dia pos-indugdo (d.p.i.). A avaliacdo do escore clinico foi
realizada do 2° até o 58° d.p.i., sendo que os animais foram clinicamente avaliados e
classificados com relacdo a incapacidade neurologica atraves da escala
apresentada na tabela 3, adaptada por De PAULA e colaboradores (2008). O escore
final de cada animal corresponde ao somatério da pontuacdo obtida em todos os

parametros avaliados em um mesmo dia.

Tabela 3 Escala neuroldgica clinica para avaliar a EAE (Adaptada: De PAULA et al.,
2008).

Parte do corpo Sinais clinicos Escore

Cauda Sem sinais clinicos 0
Perda do tonus muscular da cauda 1
Paralisia 2

Membro posterior Sem sinais clinicos 0
Fragueza de uma pata 1
Fragueza de ambas as patas 2
Paralisia de uma pata 3
Paralisia de ambas as patas 4

Membro anterior Sem sinais clinicos 0
Fraqueza da pata
Paralisia da pata 2
Bexiga Continéncia 0

Incontinéncia
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4.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DOS ORGAOS E CELULAS

A eutanasia foi realizada com dose letal de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina
(150 mg/Kg) nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pos-inducdo. Apds estarem completamente
anestesiados, parte dos animais foram perfundidos intracardialmente por uma
solucdo de formalina 4% para a retirada do cérebro para a analise histologica (3
animais/grupo). Os outros animais foram perfundidos com PBS para a retirada de
cérebro, medula espinhal e linfonodos inguinais para a quantificacdo de citocinas e

quimiocinas por ELISA (6 animais/grupo).

4.5 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA

Homogenatos de cérebro, medula espinhal e linfonodos inguinais foram
submetidos a técnica de ELISA para a determinacdo dos niveis de citocinas e
qguimiocinas. No cérebro foram avaliadas a producdo das citocinas IFN-y, IL-12, IL-
17A, IL-6, TGF-B, IL-10, IL-1B8 e TNF-a e das quimiocinas CCL5 e CCL20. Devido ao
menor volume de tecido obtido foram determinadas somente as concentracdes das
citocinas IFN-y, IL-17A, IL-6, TGF-B e IL-10 na medula espinhal e IFN-y, IL-17A, IL-6
e TGF-B nos linfonodos inguinais. As placas de ELISA foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura, diluido em tampéao especifico e incubadas por 18 h a 4°C. Em
seguida, lavadas quatro vezes com PBS-Tween e bloqueadas com PBS + Soro Fetal
Bovino (10%) por 1 hora. ApOs este periodo, as placas foram lavadas novamente
quatro vezes e, em seguida, as amostras dos animais utilizados e os padrdes de
citocinas e quimiocinas foram adicionados. As placas foram ent&o incubadas por 18
horas a 4°C. ApOs a incubacdo, as placas foram lavadas quatro vezes, o 2°
anticorpo biotinilado e o complexo enzimatico acrescentados e a placa incubada por
1 hora a temperatura ambiente. Ap0s a incubacdo as placas foram lavadas seis
vezes e a reacao revelada pela adicdo do substrato contendo TMB (BD Biosciences,
San Diego, CA,USA) e bloqueio com &cido sulfirico 2N. A leitura foi realizada em
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leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) a 450 nm. As
guantidades de citocinas e quimiocinas foram calculadas a partir das curvas-padréao,
obtidas pelas diferentes concentracfes dos respectivos recombinantes (IFN-y, IL-12,
IL-6, TGF-B, IL-1B, TNF-q, IL-10, CCL5 e CCL20, BD Biosciences Pharmigen, San
Diego, CA,USA; IL-17A, eBioscience, San Diego, CA,USA).

4.6 AVALIACAO HISTOLOGICA

Cérebros foram coletados para analise histolégica nos dias 7, 10, 14, 21 e
58 pos-indugdo. Os 6rgdos foram fixados em solucdo de formol tamponado 4%,
posteriormente foram seccionados em cortes frontais e incluidos em parafina. Apés
a inclusdo, foram realizados cortes frontais de 5 ym de espessura para a montagem
em lamina. O processo de coloracdo em hematoxilina-eosina (H&E) iniciou-se com a
imersédo das laminas em xilol 1, 1l e Ill, durante 5 minutos para a desparafinizacao.
Em seguida, estas laminas foram imersas durante 3 minutos em banhos de alcool
absoluto, alcool 95%, alcool 80%, alcool 70% e agua destilada por 5 minutos para a
hidratacdo. ApOs a hidratacdo, as |aminas foram imersas no corante especifico,
seguindo as exigéncias da técnica de H&E para a avaliacdo do infiltrado celular. As
laminas foram imersas em Hematoxilina (corante &cido) por dois minutos, em
seguida lavadas em agua corrente por quatro minutos e imersas em agua destilada
por 2 minutos. Finalizada esta etapa, as laminas foram imersas no corante Eosina
(corante basico), por 1 minuto. Logo apds, as laminas foram desidratadas, sendo
imersas na bateria de alcool 70%, alcool 80%, &lcool 95% e é&lcool absoluto e xilol
IV, V e VI. Posteriormente, os cortes foram montados com meio de montagem Erv-
Mount (EasyPath, Erviegas, Sdo Paulo, SP) entre laminas e laminulas. As imagens
foram obtidas usando o microscépio Olympus BX51 e os resultados foram
registrados pelo software Image Pro plus (Media Cybernetics TM).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados por média = erro padrdo. As variaveis
numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste paramétrico t' student,
de acordo com a analise de variancia dos dados e One-Way ANOVA, com o pos-
teste Bonferroni para comparacdes multiplas, para determinacdo das diferencas
significantes entre os grupos de camundongos, com nivel de significancia p<0,05. O
programa estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 5.0.



39

5 RESULTADOS
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5.1 AVALIACAO DO ESCORE CLINICO E MASSA CORPORAL

Apos a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com 100 pg do peptideo MOGssss, 0O
curso clinico da EAE e a massa corporal de 8 animais/grupo, foram acompanhados
diariamente durante 58 dias poOs-indugdo. Para o grupo controle, ndo imunizado,
durante todo o periodo avaliado n&o foi observado nenhum sinal clinico neuroldgico
da EAE. Por outro lado, todos os animais imunizados desenvolveram sinais clinicos,
sendo 11,1+0,61, a médiaterro padrao dos dias de inicio dos sinais clinicos da
doenca, nestes animais. O pico maximo de pontuacdo clinica ocorreu no 19° dia
pos-inducdo e a média da pontuacdo do escore clinico durante o pico foi 4,5+0,36.
No 30° dia pos-inducdo, a média da pontuacdo do escore clinico foi 1,8+0,34 e
corresponde a menor média de pontuacdo do escore clinico, durante o periodo
avaliado ap6s o surgimento dos sinais (Figura 2A). Em paralelo ao agravamento dos
sinais clinicos foi observada perda acentuada da massa corporal nos animais do
grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGss55, quando comparados aos
animais do grupo controle, ndo imunizado, entre os dias 10 e 21 poOs-imunizacdo
(p<0,05) (Figura 2B).
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Figura 2 Média do escore clinico e massa corporal. (A) Escore clinico e (B) Massa corporal de
camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 ug do peptideo MOG3s.s5, (n=8 por grupo). Os
sinais clinicos e a massa corporal foram registrados do dia 0 até o 58° dia apds a imunizacdo. Cada
ponto representa a médiaterro padrdo. a = p<0,05 versus 0 grupo controle.
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5.2 ANALISE HISTOLOGICA DO CEREBRO

Cortes histolégicos dos ceérebros, corados por H&E, de animais imunizados
ou ndo com 100 ug do peptideo MOGgzss5, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pos-
imunizagdo, foram analisados. Os animais do grupo controle, ndo imunizado,
apresentaram padrdo parenquimatoso habitual no cérebro, sem a presenca de
infiltrado celular inflamatério.

No 7° d.p.i. os animais do grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGgs.
55, apresentaram focos de infiltrado celular inflamatério meningeano associado a
congestao e ectasia vascular. No 10° d.p.i., estavam presentes congestao e ectasia
vascular neste mesmo grupo, além disso, o infiltrado celular inflamatoério foi
observado na regido meningeana e infiltrando o parénquima do tecido.

No 14° d.p.i. os animais imunizados apresentaram espessamento da regiao
meningeana em funcdo da presenca de infiltrado inflamatorio intenso,
predominantemente linfocitico. No 21° d.p.i. ocorreu reducdo do processo
inflamatorio nos animais imunizados e no 58° d.p.i. foi possivel observar tendéncia

ao padrao parenquimatoso encontrado no grupo controle ndo imunizado (Figura 3).
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100 ng MOG 3s.55 CONTROLE

10° dpi
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Figura 3. Analise histolégica de cortes frontais do cérebro de camundongos C57BL/6 imunizados ou
ndo com 100 ug do peptideo MOGs35.55, (N=3 animais por grupo). As figuras séo representativas da
analise histolégica de cada grupo experimental: grupo controle, ndo imunizado e grupo imunizado
com 100 ug do peptideo MOGss.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacdo. O grupo controle
apresentou histologia normal sem regides inflamatérias. O grupo imunizado com 100 ug do peptideo
MOG3s.55 apresentou focos de infiltrado celular inflamatério meningeano (seta) associado a congestéo
e ectasia vascular (ponta de seta), no 7° d.p.i.. No 10° d.p.i. o infiltrado celular inflamatério (seta)
estava presente na regido meningeana e no parénquima do tecido, associado a congestao e ectasia
vascular (ponta de seta), intensificando-se no 14° d.p.i.. No 21° e 58° d.p.i. ocorreu gradativa reducao

do infiltrado inflamatério (seta). Coloracdo H&E. Magnificagédo de 20x e 40x, escala de barra = 50 ym.
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5.3 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS QUIMIOCINAS CCL5 E CCL20 EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producao das quimiocinas CCL5 e CCL20 foram determinados
em homogenato de cérebro dos animais imunizados ou ndo, com 100 ug do
peptideo MOGg3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

O grupo de animais imunizados com 100 ug do peptideo MOGss.ss,
apresentou aumento dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 (6896+534,3 e
1681+183,7, respectivamente), em relacdo ao grupo controle (1631+338,4 e
582,6+38,0, respectivamente) a partir do 7° d.p.i. e estes niveis se mantiveram
elevados até o 14° d.p.i. (7695+£823,9 e 1569+161,0, respectivamente) (p<0,05). No
21° d.p.i., ocorreu pequena reducéo nos niveis de CCL5 (4659+373,4) em relacao
ao 7° e 14° d.p.i. e de CCL20 (1174+88,6) em relacdo ao 7° d.p.i.. No 58° d.p.i., 0s
niveis de CCL5 e CCL20 (173,4+17,7 e 153,2+25,3, respectivamente) estavam
reduzidos em relacdo a todos os outros pontos avaliados (p<0,05) (Figura 4A e B).

Os resultados obtidos para as quimiocinas CCL5 e CCL20 estdo em
concordancia ao observado na analise histologica do cérebro, que mostrou presenca
de infiltrado celular a partir do 7° d.p.i. e tendéncia a gradativa redu¢ao do processo

inflamatorio a partir do 21° d.p.i. nos animais imunizados.
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Figura 4 Concentracdo das quimiocinas (A) CCL5 e (B) CCL20 no homogenato de cérebro de
camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 pyg do peptideo MOGss.55, (N=6 animais por
grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagdo. a = p<0,05 versus o grupo
controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 10° d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 14° d.p.i.; e
= p<0,05 versus o0 21° d.p.i.

5.4 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-1B EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producgédo das citocinas de perfil Thl (IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-
1B) foram determinados em homogenato de cérebro dos animais imunizados ou nao,
com 100 ug do peptideo MOGgs.s5, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagao.

O grupo de animais imunizados com 100 ug do peptideo MOGss.ss,
apresentou aumento dos niveis das citocinas IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-13 no cérebro,
em relagdo ao grupo controle, ndo imunizado, a partir do 7° d.p.i.. Os niveis de IFN-
Yy, se mantiveram elevados no 7°, 10°, 14° e 58° d.p.i. (1520+132,7; 1168+81,0;
1104+46,4 e 1190+94,2, respectivamente) em relacdo ao grupo controle
(589,7+18,9). No 21° d.p.i. (860+51,5) ocorreu reducao, em relacdo ao observado no
7° d.p.i. (p<0,05) (Figura 5A).

Assim como observado para o IFN-y, os niveis de IL-12p40 estavam
elevados no 7° 10° e 14° d.p.i. (3546x372,5; 3152+427,7 e 3476+387;1,
respectivamente) em relacdo ao grupo controle (729,3387,5). No 21° d.p.i.
(2377+153,0) ocorreu reducdo, em relacdo ao 7° e 14° d.p.i.. No 58° d.p.i
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(284,1+41,6), os niveis estavam reduzidos em relacdo ao 7°, 10°, 14° e 21° d.p.i.
(p<0,05) (Figura 5B).

Os niveis da citocina TNF-a estavam elevados no grupo de animais
imunizados com 100 pyg do peptideo MOG3sss5, em relacdo ao grupo controle
(146,2+14,3), apenas no 7° e 58° d.p.i. (365,6+26,6 e 262,9+8,5, respectivamente)
(p<0,05) (Figura 5C). Enquanto os niveis de IL-1[, apresentavam-se elevados nos
animais imunizados em relacdo ao grupo controle (704,9+45,3), em todos os pontos
avaliados, 7°, 10°, 14°, 21° e 58° d.p.i. (1937+118,3; 1529+110,5; 1439+8,9;
1239468,8 e 1067+78,9, respectivamente) (p<0,05) (Figura 5D).

Os resultados obtidos para as citocinas de perfil Thl também podem ser
correlacionados as observacfes realizadas na analise histolégica de cortes de
cérebro, que mostraram presenca de infiltrado celular a partir do 7° d.p.i. e tendéncia
a gradativa reducao do processo inflamatério nos animais imunizados a partir do 21°

d.p.i..
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Figura 5 Concentracdo das citocinas do perfil Thl (A) IFN-y, (B) IL-12p40, (C) TNF-a e (D) IL-1B no
homogenato de cérebro de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 ug do peptideo
MOG3s.55, (n=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pOs-imunizacao.
a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10° d.p.i.; d =
p<0,05 versus o 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus 0 21° d.p.i.

5.5 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IL-17A, IL-6 e TGF-B EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producéo das citocinas de perfil Th17 (IL-17A, IL-6 e TGF-B)
foram determinados em homogenato de cérebro dos animais imunizados ou nao,
com 100 ug do peptideo MOGgs.s5, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagao.

Assim como observado para as citocinas de perfil Thl, os animais do grupo
imunizado com 100 ug do peptideo MOGs3s.55, apresentaram aumento precoce dos
niveis das citocinas IL-17A, IL-6 e TGF- no cérebro em relagcdo ao grupo controle,
ndo imunizado, no 7° d.p.i.. Sendo que, os niveis da citocina IL-17A estavam
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aumentados no grupo de animais imunizados (374,2+23,1) em relacdo aos animais
controle (234,3£22,9), somente no 7° d.p.i. (p<0,05) (Figura 6A).

A citocina IL-6 apresentou niveis de producdo elevados no 7°, 10° e 14°
d.p.i. (523,8+33,7; 579,6£33,0 e 373,6x11,4, respectivamente) nos animais
imunizados, em relacdo ao grupo controle ndo imunizado (252,1+£18,2) (p<0,05) e
nao ocorreu diferenca entre 0os grupos no 21° e 58° d.p.i. (306,1+14,9 e 315,4+29,0,
respectivamente) (Figura 6B). Os resultados da citocina TGF-3 foram similares aos
observados para a citocina IL-6, com valores elevados no 7°, 10° e 14° d.p.i.
(10156+863,4; 6884+420,6 e 5339%+434,6, respectivamente), nos animais
imunizados, em relacdo ao grupo controle (2894+744,1) (p<0,05), porém mostrando
tendéncia a reducdo. No 21° e 58° d.p.d. (3951+215,1 e 2823+177,7,
respectivamente), ndo ocorreu diferenca entre os grupos de animais imunizados ou

nao (Figura 6C).
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Figura 6 Concentragdo das citocinas do perfil Th17 (A) IL-17A, (B) IL-6 e (C) TGF-B no homogenato
de cérebro de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 ug do peptideo MOGgzs.ss5, (N=6
animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagdo. a = p<0,05
versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10° d.p.i.; d = p<0,05
versus o 14° d.p.i.
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5.6 AVALIACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IL-10 EM HOMOGENATO DE
CEREBRO

Os niveis de producdo da citocina IL-10 foram determinados em
homogenato de cérebro dos animais imunizados ou ndo, com 100 ug do peptideo
MOGs3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

Assim como observado para as citocinas pro-inflamatoérias de perfil Thl e
Th1l7, os niveis de producdo da citocina IL-10 no cérebro estavam elevados no
grupo de animais imunizados com 100 pg do peptideo MOGg3s.55, em relacdo ao
grupo controle (302+19,1), no 7° e 10° d.p.i. (565%+49,5 e 559,4+33,7,
respectivamente) (p<0,05). Entretanto, a partir do 14° houve diminui¢cdo na producao
desta citocina, sendo que ndo ocorreu diferenca entre os grupos de animais
imunizados, ou néo, no 14°, 21° e 58° d.p.i. (392+20,8; 306,1+14,9 e 373,7+57,5,
respectivamente) (Figura 7).
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Figura 7 Concentragdo da citocina IL-10 no homogenato de cérebro de camundongos C57BL/6
imunizados ou ndo com 100 pg do peptideo MOGss 55, (=6 animais por grupo), avaliada por ELISA,
nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pos-imunizagdo. a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o
7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10° d.p.i..
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5.7 AVALIACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IFN-yEM HOMOGENATO DE
MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producédo da citocina de perfil Thl (IFN-y) foram determinados
em homogenato de medula espinhal dos animais imunizados ou ndo, com 100 ug do
peptideo MOGg3s.s5, Nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizacgao.

Em concordancia ao observado no cérebro, os animais do grupo imunizado
com 100 pg do peptideo MOGg3s.55, apresentaram aumento dos niveis da citocina
IFN-y, em relac&o ao grupo controle (798,3+116,8), no 7° e 10° d.p.i. (21511549 e
1814+357,1, respectivamente) na medula espinhal (p<0,05). No 14°, 21° e 58° d.p.i.
(1009+10,3; 982,9+33,3 e 139,7+8,6, respectivamente) os niveis de IFN-y estavam
reduzidos nos animais imunizados e ndo apresentaram diferenca em relagdo aos

controles, ndo imunizados (Figura 8).
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Figura 8 Concentracdo da citocina do perfil Thl IFN-yno homogenato de medula espinhal de
camundongos C57BL/6 imunizados ou ndao com 100 ug do peptideo MOGss.55, (Nn=6 animais por
grupo), avaliada por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagdo. a = p<0,05 versus 0 grupo
controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 10° d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 14° d.p.i.; e
= p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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5.8 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IL-17A, IL-6 e TGF-B EM
HOMOGENATO DE MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producéo das citocinas de perfil Th17 (IL-17A, IL-6 e TGF-B)
foram determinados em homogenato de medula espinhal dos animais imunizados ou
ndo, com 100 pg do peptideo MOGg3s.s5, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizagao.

Na medula espinhal, de forma semelhante ao ocorrido no cérebro, os
animais do grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGgss55, apresentaram
aumento precoce dos niveis das citocinas IL-17A, IL-6 e TGF-3 em relagdo ao grupo
controle ndo imunizado, a partir do 7° d.p.i.. Além disso, os niveis da citocina IL-17A
estavam aumentados no grupo de animais imunizados (203,6£19,1), em relacdo aos
animais controle (68,9£2,3), somente no 7° d.p.i. (p<0,05) (Figura 9A).

A citocina IL-6 apresentou niveis de producdo elevados no 7° e 10° d.p.i.
(175,5+0,6 e 189,8+9,5, respectivamente), nos animais imunizados, em relagédo aos
animais do grupo controle (56,7+2,8) (p<0,05) e nado ocorreu diferenca entre os
grupos no 14° e 21° d.p.i.. Houve aumento dos niveis de IL-6 no 58° d.p.i.
(212,848,6) (p<0,05) (Figura 9B). A citocina TGF- apresentou niveis de producao
elevados no 7° d.p.i. (3626+102,8) nos animais imunizados, em relagdo ao grupo
controle (1576+91,9) e como observado para a citocina IL-6 ocorreu aumento no 58°
d.p.i. (2806+352,8) (p<0,05). No 10°, 14° e 21° d.p.i. (2020+361,3; 1258+70,3 e
1321+157,7, respectivamente) ndo ocorreu diferengca entre os grupos de animais
imunizados ou nao (Figura 9C).
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Figura 9 Concentracdo das citocinas do perfil Th17 (A) IL-17A, (B) IL-6 e (C) TGF-B no homogenato
de medula espinhal de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 ug do peptideo MOG3s.ss,
(n=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imuniza¢éo. a = p<0,05
versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 10° d.p.i.; d = p<0,05
versus o 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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5.9 AVALIACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IL-10 EM HOMOGENATO DE
MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producdo da citocina IL-10 foram determinados em
homogenato de medula espinhal dos animais imunizados ou ndo, com 100 ug do
peptideo MOG3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

Os niveis da citocina IL-10 nos animais do grupo imunizado com 100 ug do
peptideo MOG3s.55 aumentaram no 7° d.p.i. (395,4+35,3), decaindo a partir do 10°
até o 14° d.p.i. (209+9,8 e 40,8+4,4, respectivamente), sendo que a partir do 21°
d.p.i. (159,2£16,0), houve aumento que se intensificou no 58° d.p.i. (293,8+56,4). No
10°, 14° e 21° d.p.i. ndo houve diferenca entre os grupos de animais imunizados ou

nao (Figura 10).
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Figura 10 Concentracdo da citocina IL-10 no homogenato de medula espinhal de camundongos
C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 pg do peptideo MOG3s.s5, (n=6 animais por grupo), avaliada por
ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizacdo. a = p<0,05 versus 0 grupo controle; b = p<0,05
versus o 7° d.p.i.; d = p<0,05 versus o 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o 21° d.p.i.
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5.10 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IFN-y, IL-17A, IL-6 e TGF-8 EM
HOMOGENATO DE LINFONODOS INGUINAIS

Os niveis de producgédo das citocinas de perfil Th1l (IFN-y) e Th17 (IL-17A, IL-
6 e TGF-B) foram determinados em homogenato de linfonodos inguinais dos animais
imunizados ou ndo, com 100 uyg do peptideo MOGg3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58
poOs-imunizacao.

Em contraste ao observado no cérebro e na medula espinhal, os animais do
grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGss.55, apresentaram aumento dos
niveis das citocinas IFN-y e IL-17A, em relacdo ao grupo controle, ndo imunizado,
somente a partir do 10° ou 14° d.p.i.. Os niveis da citocina IFN-yforam mais
elevados nos animais do grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOG3s.55, NO
10°, 14° e 21° d.p.i. (5544+119,9; 6833+18,5 e 6704+225,7, respectivamente) em
relacdo ao grupo controle (3837+£100,9) (p<0,05) diminuindo no 58° d.p.i
(3180+64,7) (Figura 11A).

A citocina IL-17A apresentou tendéncia de aumento j& a partir do 10° d.p.i.
nos animais imunizados, sendo que houve diferenca significativa somente no 14° e
21° d.p.i. (2752+68,9 e 3399+80,1) em relacdo ao grupo controle (1943+270,4)
(p<0,05). Semelhante ao ocorrido com o IFN-y, houve reducdo drastica nos niveis
desta citocina no 58° d.p.i. (864+24,6) (Figura 11B).

As citocinas IL-6 e TGF-3 também apresentaram tendéncia ao aumento ja a
partir do 10° d.p.i., nos animais imunizados. Sendo 0s niveis mais elevados de IL-6
nos animais imunizados no 10°, 14° e 21° d.p.i. (1324462,1; 1521+31,8 e 1588+59,8)
em relagdo ao grupo controle (955,6+34,8) (p<0,05). Além disso, mostrou reducéo
no 58° d.p.i. (1024+60,0) (Figura 11C). TGF-B apresentou niveis mais elevados nos
animais imunizados no 14° e 21° d.p.i. (18104+144,3 e 20232+44,8) em relacédo ao
grupo controle (14523+352,2) (p<0,05). Em concordancia ao observado para as
citocinas IFN-y, IL-17A e IL-6, havia reducdo do nivel da citocina TGF- no 58° d.p.i.
(13998+1637) (Figura 11D).
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Figura 11 Concentracdo das citocinas do perfil Thl e Th17 (A) IFN-y, (B) IL-17A, (C) IL-6 e (D) TGF-
no homogenato de linfonodos inguinais de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 100 ug do
peptideo MOGa3s.55, (=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pos-
imunizacao. a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10°
d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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PARTE II

CINETICA DA EAE NO PROTOCOLO DE
INDUCAO COM 300 pg DO PEPTIDEO MOG 35.55
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5.11 AVALIACAO DO ESCORE CLINICO E MASSA CORPORAL

ApoOs a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com 300 pg do peptideo MOGssss5, 0O
curso clinico da EAE e a massa corporal de 8 animais/grupo, foram acompanhados
diariamente durante 58 dias poés-inducdo. Para o grupo controle ndo imunizado,
durante todo o periodo avaliado, ndo foi observado nenhum sinal clinico neuroldgico
da EAE. Por outro lado, todos os animais imunizados desenvolveram sinais clinicos,
sendo 11,4+0,26, a média dos dias de inicio dos sinais clinicos da doencga, nestes
animais. O pico maximo de pontuacéo clinica ocorreu no 17° dia pés-inducdo e a
meédia de pontuacédo do escore clinico durante o pico foi 4,8+0,16. No 29° dia poés-
inducdo, a média da pontuacdo do escore clinico foi 3,0+0,26 e corresponde a
menor meédia de pontuacdo do escore clinico (Figura 12A). Concomitante ao
agravamento dos sinais clinicos da EAE foi observada perda acentuada da massa
corporal nos animais do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGgss.55, quando
comparados aos animais do grupo controle, ndo imunizado, entre os dias 10 e 22

pés-imunizacao (p<0,05) (Figura 12B).
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Figura 12 Média do escore clinico e massa corporal. (A) Escore clinico e (B) Massa corporal de
camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 g do peptideo MOG3s .55, (n=8 por grupo). Os
sinais clinicos e a massa corporal foram registrados do dia 0 até o 58° dia ap6s a imunizacdo. Cada
ponto representa a médiaterro padrdo. a = p<0,05 versus o grupo controle.
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5.12 ANALISE HISTOLOGICA DO CEREBRO

Cortes histolégicos dos ceérebros, corados por H&E, de animais imunizados
ou ndo com 300 ug do peptideo MOGgzss5, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pos-
iImunizagdo, foram analisados. Os animais do grupo controle, ndo imunizado,
apresentaram padrdo parenquimatoso habitual no cérebro, sem a presenca de
infiltrado celular inflamatorio.

No 7° d.p.i., 0s animais imunizados com 300 ug do peptideo MOGssss
apresentaram aspecto histolégico semelhante ao encontrado no grupo controle nao
imunizado. No 10° d.p.i., foi possivel observar que os animais do grupo imunizado
apresentaram infiltrado celular inflamatorio.

No 14° d.p.i., este mesmo grupo de animais, apresentava infiltrado
inflamatério meningeano, associado a congestao e ectasia vascular. No 21° e no 58°
d.p.i., ocorreu gradativa reducdo do processo inflamatério nos animais imunizados,
tendendo ao padrao parenquimatoso habitual, presente nos animais nao imunizados
(Figura 13).
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Figura 13. Andlise histolégica de cortes frontais do cérebro de camundongos C57BL/6 imunizados ou
ndo com 300 pg do peptideo MOG3s.s5, (n=3 animais por grupo). As figuras sédo representativas da
andlise histologica de cada grupo experimental: grupo controle, ndo imunizado e grupo imunizado
com 300 ug do peptideo MOGss555, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagao. O grupo controle
apresentou histologia normal sem regifes inflamatorias. O grupo imunizado com 300 pg do peptideo
MOGss555 ndo apresentou infiltrado celular inflamatério no 7° d.p.i.. No 10° d.p.i. foi observado
infiltrado celular inflamatério meningeano (seta), que estava associado a congestdo e ectasia
vascular (ponta de seta) no 14° d.p.i.. No 21° e 58° d.p.i. ocorreu gradativa reducdo do infiltrado

inflamatério (seta). Coloracdo H&E. Magnificacdo de 20x e 40x, escala de barra = 50 ym.
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5.13 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS QUIMIOCINAS CCL5 E CCL20 EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producao das quimiocinas CCL5 e CCL20 foram determinados
em homogenato de cérebro dos animais imunizados ou ndo, com 300 ug do
peptideo MOGg3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

O grupo de animais imunizados com 300 ug do peptideo MOGss.ss,
apresentou aumento dos niveis das quimiocinas CCL5 e CCL20 somente no 10°
d.p.i. (4524+684,3 e 1583+189,2, respectivamente) em relagdo ao grupo controle
(1631+338,4 e 627,31£99,7, respectivamente) (p<0,05) (Figura 14A e B). A partir do
14° d.p.i., houve diminuicdo gradativa na producéo destas quimiocinas.

Os resultados obtidos para as quimiocinas CCL5 e CCL20 estdo em
concordancia ao observado na andlise histolégica, que mostrou presenca de
infiltrado celular discreto no 7° d.p.i. e tendéncia a gradativa reducéo do processo

inflamatorio, nos animais imunizados, a partir do 21° d.p.i..
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Figura 14 Concentracdo das quimiocinas (A) CCL5 e (B) CCL20 no homogenato de cérebro de
camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 ug do peptideo MOGss.55, (N=6 animais por
grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagdo. a = p<0,05 versus 0 grupo
controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus 0 10° d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 14° d.p.i..
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5.14 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-18 EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producgédo das citocinas de perfil Thl (IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-
1B) foram determinados em homogenato de cérebro dos animais imunizados ou nao,
com 300 pg do peptideo MOGg3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizagao.

O grupo de animais imunizados com 300 ug do peptideo MOGss.ss,
apresentou aumento dos niveis das citocinas IL-12, TNF-a e IL-18 em relagédo ao
grupo controle, ndo imunizado, somente a partir do 10° d.p.i., sendo que houve uma
diminuicdo gradativa a partir deste ponto. Entretanto, os niveis da citocina IFN-y nos
animais do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.55, comecaram a
aumentar no 10° d.p.i. (1000£104,3) sendo maiores que 0s niveis do grupo controle
(589,7+£18,8), apresentando um pico no 14° d.p.i. (721,1+42,6) e decrescendo a
partir deste ponto (Figura 15A).

Os niveis da citocina IL-12 foram mais elevados no grupo de animais
imunizados com 300 pg do peptideo MOGgss55 no 10° e 14° d.p.i. (2446+415,1 e
4416+323,6) em relacdo ao grupo controle (729,3+87,5) (Figura 15B). Os niveis de
TNF-a foram maiores no 10° d.p.i. (277,5£28,5) e os niveis de IL-18 no 10° e 14°
d.p.i. (1307466,5 e 1147+43,3, respectivamente) em relagdo ao grupo controle
(146,2+14,2 e 704,9+45,3, respectivamente) (p<0,05) (Figura 15C e D).
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Figura 15 Concentracdo das citocinas do perfil Thl (A) IFN-y, (B) IL-12, (C) TNF-a e (D) IL-1B no
homogenato de cérebro de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 ug do peptideo
MOG3s.55, (Nn=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagao.
a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10° d.p.i.; d =
p<0,05 versus o 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o0 21° d.p.i..

5.15 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IL-17A, IL-6 e TGF-B EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producdo das citocinas de perfil Th17 (IL-17A, IL-6 e TGF-()
foram determinados em homogenato de cérebro dos animais imunizados ou nao,
com 300 pg do peptideo MOGg3s 55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

Foi observado aumento do nivel de producéo da citocina IL-17A nos animais
do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.55 (450,74£65,2) em relacdo ao
grupo controle (234,3+22,9) somente no 10° d.p.i. (p<0,05) (Figura 16A). N&o
ocorreu aumento de IL-6 nos animais do grupo imunizado com 300 pg do peptideo

MOG3s.55, em relacdo ao grupo controle, ndo imunizado, em nenhum dos pontos
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avaliados (Figura 16B). Além disso, a citocina TGF-B mostrou aumento do nivel de
producdo nos animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGz3s.ss
(6019+596,9) em relacdo ao grupo controle (2894+744,1), somente no 21° d.p.i.
(p<0,05) (Figura 16C).
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Figura 16 Concentracdo das citocinas do perfil Th17 (A) IL-17A, (B) IL-6 e (C) TGF-B no homogenato
de cérebro de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 ug do peptideo MOG3s.55, (N=6
animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagdo. a = p<0,05
versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 10° d.p.i.; d = p<0,05
versus o 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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5.16 AVALIACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IL-10 EM HOMOGENATO DE
CEREBRO

Os niveis de producdo da citocina IL-10 foram determinados em
homogenato de cérebro dos animais imunizados ou ndo, com 300 ug do peptideo
MOGs3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

N&o ocorreu aumento de IL-10 nos animais do grupo imunizado com 300 ug
do peptideo MOG3s.55, em relacdo ao grupo controle, ndo imunizado, em nenhum
dos pontos avaliados (Figura 17). Entretanto parece que houve tendéncia de
aumento desta citocina no 10° d.p.i.,, com uma diminuicdo gradativa nos pontos

posteriores.
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Figura 17 Concentracdo da citocina IL-10 no homogenato de cérebro de camundongos C57BL/6
imunizados ou ndo com 300 pg do peptideo MOG3s 55, (=6 animais por grupo), avaliada por ELISA,
nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizacdo. b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 10°
d.p.i.
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5.17 AVALIACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IFN-yEM HOMOGENATO DE
MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producédo da citocina de perfil Thl (IFN-y) foram determinados
em homogenato de medula espinhal dos animais imunizados ou ndo, com 300 ug do
peptideo MOGg3s.s5, Nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

A citocina IFN-ymostrou aumento gradativo do nivel de producdo nos
animais do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.s5 a partir do 14° d.p.i.,
sendo que somente no 21° d.p.i. (1744+125,6) houve aumento significativo em
relacdo ao grupo controle (798,3+116,8), decrescendo drasticamente a partir deste
ponto. Vale ressaltar que neste mesmo ponto, 0s animais imunizados mostravam o
inicio de uma fase de recorréncia na avaliacdo do escore clinico (p<0,05) (Figura
18).
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Figura 18 Concentracdo da citocina do perfil Thl (IFN-y) no homogenato de medula espinhal de
camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 ug do peptideo MOGss.55, (N=6 animais por
grupo), avaliada por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pés-imunizagdo. a = p<0,05 versus 0 grupo
controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 10° d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 14° d.p.i.; e
= p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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5.18 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IL-17A, IL-6 e TGF-8 EM
HOMOGENATO DE MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producéo das citocinas de perfil Th17 (IL-17A, IL-6 e TGF-B)
foram determinados em homogenato de medula espinhal dos animais imunizados ou
ndo, com 300 pg do peptideo MOGg3s.s5, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizagao.

Foi observado aumento do nivel de producéo da citocina IL-17A nos animais
do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOG3s.55 (130,4+2,8), em relacédo ao
grupo controle (68,9£2,3), somente no 14° d.p.i. (p<0,05) (Figura 19A). A citocina IL-
6 apresentou niveis aumentados nos animais imunizados com 300 ug do peptideo
MOG3s.55, N0 10° e 58° d.p.i. (194,7+7,6 e 319,3%1,0, respectivamente) em relacéo
ao grupo controle (56,7+2,8) (p<0,05) (Figura 19B). Enquanto TGF-B apresentou
nivel de producéo elevado nos animais imunizados com 300 ug do peptideo MOGg3s.
55 (3303+488,4) em relacdo ao grupo controle (1576+91,9), somente no 14° d.p.i.
(p<0,05) (Figura 19C).
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Figura 19 Concentracéo das citocinas do perfil Th17 (A) IL-17A, (B) IL-6 e (C) TGF-B no homogenato
de medula espinhal de camundongos C57BL/6 imunizados ou nao com 300 ug do peptideo MOG3s s,
(n=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizac¢ao. a = p<0,05
versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10° d.p.i.; d = p<0,05
versus o 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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5.19 AVALIACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IL-10 EM HOMOGENATO DE
MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producdo da citocina IL-10 foram determinados em
homogenato de medula espinhal dos animais imunizados ou ndo, com 300 ug do
peptideo MOG3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pds-imunizacgao.

Foi observado aumento do nivel de producéo da citocina IL-10 nos animais
do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.s5 (376,2+35,2) em relacéo ao
grupo controle (122,7+13,8), somente no 14° d.p.i. (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20 Concentracdo da citocina IL-10 no homogenato de medula espinhal de camundongos
C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 ug do peptideo MOG3s.55, (=6 animais por grupo), avaliada por
ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 poOs-imunizag¢do. a = p<0,05 versus o grupo controle; ¢ = p<0,05
versus 0 10° d.p.i.; d = p<0,05 versus o 14° d.p.i.
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5.20 AVALIACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IFN-y, IL-17A, IL-6 e TGF-B EM
HOMOGENATO DE LINFONODOS INGUINAIS

Os niveis de producgédo das citocinas de perfil Th1l (IFN-y) e Th17 (IL-17A, IL-
6 e TGF-B) foram determinados em homogenato de linfonodos inguinais dos animais
imunizados ou ndo, com 300 ug do peptideo MOGg3s.55, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58
poOs-imunizacao.

Em contraste ao observado no cérebro e na medula espinhal, os animais do
grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGss.55, apresentaram aumento dos
niveis das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-6 e TGF-B, em relacdo ao grupo controle, ndo
imunizado, no 7° d.p.i.,, nos linfonodos inguinais. O IFN-y mostrou aumento nos
animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOG3s55 (6230+£19,9) em
relacdo ao grupo controle (3837+£100,9), somente no 7° d.p.i. (p<0,05) (Figura 21A).
IL-17A, IL-6 e TGF-B estavam aumentados no grupo imunizado com 300 pg do
peptideo MOGg3s.s5, No 7° (3320+£137,4; 1350+13,2 e 20538+437,2, respe ctivamente)
e 10° d.p.i. (2847£3,2; 1243+21,0 e 19495+367,2, respectivamente) em relacado ao
grupo controle (1943+270,4, 955,6+34,8 e 14523+352, 2, respectivamente) (p<0,05)
(Figura 21B, C e D). Vale ressaltar que para todas as citocinas avaliadas nos
linfonodos inguinais, houve reducdo no 14° d.p.i., mas apresentaram tendéncia a

reversao nos pontos posteriores da avaliacao.
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Figura 21 Concentracdo das citocinas do perfil Thl e Th17 (A) IFN-y, (B) IL-17A, (C) IL-6 e (D) TGF-
no homogenato de linfonodos inguinais de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo com 300 ug do
peptideo MOGa3s.55, (=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7, 10, 14, 21 e 58 pos-
imunizacao. a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 10°
d.p.i.; d = p<0,05 versus 0 14° d.p.i.; e = p<0,05 versus o0 21° d.p.i.
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5.21 COMPARACAO DA ANALISE HISTOLOGICA DO CEREBRO

N&o houve diferenca significativa em relacdo a pontuacdo do escore clinico,
durante os 58 dias avaliados, entre 0os grupos de animais imunizados com 100 ou
300 ug do peptideo MOGss.s5, porém o perfil de producédo de citocinas e quimiocinas
e o infiltrado celular observado nos cortes histologicos de cérebro apresentaram
diferenca entre os grupos imunizados. O 7° e 0 14° d.p.i. constituem os pontos de
maior diferenca dos parametros avaliados entre os dois protocolos de inducao
utilizados e por esta razdo foram selecionados para a comparacdo do perfil
histoldgico, producéo de citocinas e quimiocinas.

Inicialmente, cortes histologicos dos cérebros, corados por H&E, de animais
nao imunizados e imunizados com 100 ou 300 pg do peptideo MOGg3s.s5, nos dias 7
e 14 poés-imunizagdo, foram analisados e comparados. Os animais do grupo
controle, ndo imunizado, apresentaram padrao parenquimatoso habitual no cérebro.
Os animais do grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGg3s.55 apresentaram
infiltrado celular associado a congestao e ectasia vascular, ja a partir do 7° d.p.i.. Os
animais do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.55, Neste mesmo ponto,
apresentaram aspecto histologico semelhante ao encontrado no grupo controle ndo
imunizado.

Outra diferenca interessante ocorreu no 14° d.p.i., quando o grupo de animais
imunizados com 100 ug do peptideo MOGss.s5 apresentou infiltrado inflamatorio
intenso, quando comparado ao grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.55
(Figura 22).
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Figura 22. Andlise histolégica de cortes frontais do cérebro de camundongos C57BL/6 nédo
imunizados e imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOGss55, (=3 animais por grupo). As
figuras sdo representativas da analise histoldgica de cada grupo experimental: grupo controle, ndo
imunizado, grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGss.55 € grupo imunizado com 300 ug do
peptideo MOGa3s.55, nos dias 7 e 14 pds-imunizagdo. O grupo controle apresentou histologia normal
sem regides inflamatdrias. O grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGss.55 apresentou focos de
infiltrado celular inflamatério meningeano (seta) associado a congestdo e ectasia vascular (ponta de
seta) no 7° d.p.i., que nao foram observados no grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGa3s.ss.
No 14° d.p.i. o infiltrado inflamatério (seta) era intenso no grupo imunizado com 100 ug do peptideo
MOG3s.55 em relacdo ao infiltrado observado no grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGs3s.ss.
Coloracdo H&E. Magnificacdo de 20x e 40x, escala de barra = 50 ym.



76

5.22 COMPARACAO DOS NIVEIS DAS QUIMIOCINAS CCL5 E CCL20 EM
HOMOGENATO DE CEREBRO

Os niveis de producao das quimiocinas CCL5 e CCL20 foram determinados
em homogenato de cérebro dos animais ndo imunizados e imunizados com 100 ou
300 pg do peptideo MOG3s.55, nos dias 7 e 14 pos-imunizacao.

Os animais do grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOG3ss5, quando
comparados aos animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGgs 55
apresentaram niveis de CCL5 (68961534,3 e 1082+152,1, respectivamente) e
CCL20 (1681+183,7 e 192,31462,1, respectivamente) mais elevados no 7° d.p.i.. No
14° d.p.i. os animais do grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGgs.55 € do
grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGgss.55 também apresentavam niveis
elevados de CCL5 (7695+823,9 e 3630+266,5, respectivamente) e de CCL20
(1569+161,0 e 965,1+79,7, respectivamente) (p<0,05) (Figura 23A e B).

Os valores encontrados para as quimiocinas no cérebro estdo em
concordancia ao observado na analise histologica, que mostrou infiltrado celular
mais intenso no grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGg3s.55 ho 7° € no 14°
d.p.i..

Além disso, ocorreu aumento da producéo das quimiocinas CCL5 e CCL20 no
grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGgss.55, o 14° d.p.i., em relacdo ao 7°
d.p.i. (p<0,05), reforcando o observado nos cortes histolégicos que mostraram que
no 7° d.p..,, 0s animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGg3s.ss,
apresentavam discreto infiltrado celular e aspecto histologico semelhante ao
encontrado no controle negativo na regido proxima ao plexo cordide e este infiltrado

aumentou no 14° d.p.i..
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Figura 23 Concentragdo das quimiocinas (A) CCL5 e (B) CCL20 no homogenato de cérebro de
camundongos C57BL/6 nao imunizados e imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOGg3s 55, (N=6
animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7 e 14 pds-imuniza¢éo. a = p<0,05 versus 0 grupo
controle; b = p<0,05 versus o 100 ug MOG, 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o0 300 ug MOG, 7° d.p.i.; d =
p<0,05 versus o 100 pg MOG, 14° d.p.i.

5.23 COMPARAGCAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IFN-y, TNF-a e IL-18 EM
HOMOGENATO DE CEREBRO E MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producdo das citocinas de perfil Thl (IFN-y, TNF-a e IL-1B)
foram determinados em homogenato de cérebro e medula espinhal dos animais néao
imunizados e imunizados com 100 ou 300 pg do peptideo MOGgs 55, nos dias 7 e 14
poOs-imunizacao.

No cérebro, o grupo de animais imunizados com 100 pg do peptideo MOGg3s.
55, apresentou niveis de IFN-y mais elevados, do que o grupo imunizado com 300 ug
do peptideo MOGg3s.55, N0 7° d.p.i. (1520+132,7 e 199,8+13,2, respectivamente) e no
14° d.p.i. (1190494,3 e 721,1+42,6, respectivamente). Além disso, o grupo de
animais imunizados com 300 pg do peptideo MOGgsss5, mostrou aumento desta
citocina no 14° d.p.i., em relacdo ao 7° d.p.i.. O que reforca novamente as
observacfes realizadas nos cortes histolégicos do cérebro, que mostram aumento
do infiltrado celular no 14° d.p.i., em relacdo ao 7° d.p.i. (p<0,05) (Figura 24A).

Na medula espinhal, os niveis de IFN-yforam mais elevados no grupo
imunizado com 100 ug do peptideo MOGg3s.s5, em relagdo ao grupo imunizado com
300 pg do peptideo MOG3ss.55 (2151+£154,9 e 670,1+£99,1, respectivamente), somente
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no 7° d.p.i. (p<0,05). No 14° d.p.i. ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos
imunizados (Figura 24B).

Em relacdo as citocinas TNF-a e IL-13, no cérebro, foi observado que os
animais do grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGg3s.55, quando comparados
aos animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGg3s 55, apresentaram
no 7° d.p.i., niveis mais elevados de IL-18 (1937+118,3 e 675,2+39,5,
respectivamente) e de TNF-a (365,6+£26,6 e 106,5+13,9, respectivamente). No 14°
d.p.i. ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos imunizados. Semelhante ao
observado nos dados do IFN-y, o grupo de animais imunizados com 300 pg do
peptideo MOGg3s.55, mostrou aumento destas citocinas no 14° d.p.i., em relacéo ao 7°
d.p.i. (p<0,05) (Figura 24C e D).
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Figura 24 Concentragdo das citocinas do perfil Thl (IFN-y, TNF-a e IL-18) no cérebro (A, C e D,
respectivamente) e IFN-y na medula espinhal (B) no homogenato de cérebro e medula espinhal de
camundongos C57BL/6 ndo imunizados e imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOG3s.55, (N=6
animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7 e 14 p6s-imunizagéo. a = p<0,05 versus o grupo
controle; b = p<0,05 versus o 100 ug MOG, 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus 0 300 ug MOG, 7° d.p.i.; d =

p<0,05 versus o 100 ug MOG, 14° d.p.i.
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5.24 COMPARACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IL-17A, IL-6 e TGF-B EM
HOMOGENATO DE CEREBRO E MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producéo das citocinas de perfil Th17 (IL-17A, IL-6 e TGF-B)
foram determinados em homogenato de cérebro e medula espinhal dos animais néao
imunizados e imunizados com 100 ou 300 pg do peptideo MOGg3s 55, nos dias 7 e 14
poOs-imunizacao.

A citocina IL-17A, no 7° d.p.i., apresentou niveis mais elevados no grupo de
animais imunizados com 100 ug do peptideo MOGss.55, quando comparados aos
animais do grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGgsss5, N0 cérebro
(374,7+22,8 e 274+21,0, respectivamente) e na medula espinhal (203,6+19,0 e
87,3%1,5, respectivamente) (p<0,05) (Figura 25A e B). Além disso, na medula, no
14° d.p.i., ocorreu inversdo desse padrao de resultados e 0 grupo imunizado com
100 pg do peptideo MOG3s.s5 (42,618,1) apresentou menor producgdo de IL-17A, do
que o grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3s.s5 (130,4+2,8) (p<0,05)
(Figura 25B).

As citocinas IL-6 e TGF-B apresentaram o mesmo perfil de resultados
encontrados para a citocina IL-17A. A IL-6 apresentou niveis mais elevados no
grupo de animais imunizados com 100 upg do peptideo MOGgsss5, quando
comparados aos animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo MOGgs.55, NO
7° d.p.i., no cérebro (523,8+33,7 e 223,5+12,1, respectivamente) (Figura 25C) e na
medula espinhal (175,5+0,6 e 105,3+7,8, respectivamente) (p<0,05) (Figura 25D). O
TGF-B, no 7° d.p.i., também apresentou niveis mais elevados no grupo de animais
imunizados com 100 ug do peptideo MOGszsss5, no cérebro (10156+863,4 e
1489+111,5, respectivamente) e na medula (3626+102,8 e 2274+319,1,
respectivamente) (p<0,05) (Figura 25E e F). No 14° d.p.i., 0s niveis de TGF-3 foram
menores no grupo de animais imunizados com 100 do peptideo de MOGssss
(1258+40,6) quando comparado ao grupo de animais imunizados com 300 pg do
peptideo MOGg3s55 (3636+322,8) na medula (p<0,05) (Figura 25F). Os resultados
encontrados para as citocinas de perfil Thl7 também reforcam os dados

encontrados na analise histoldgica.
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Figura 25 Concentracdo das citocinas do perfil Th1l7 (IL-17A, IL-6 e TGB-f) no homogenato de
cérebro (A, C e E, respectivamente) e IL-17A, IL-6 e TGB-3 no homogenato de medula espinhal (B, D
e F, respectivamente) de camundongos C57BL/6 ndo imunizados e imunizados com 100 ou 300 ug
do peptideo MOG3s.s5, (=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7 e 14 pés-imunizagao.
a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 100 pg MOG, 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o
300 pg MOG, 7° d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 100 pg MOG, 14° d.p.i.
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5.25 COMPARACAO DOS NIVEIS DA CITOCINA IL-10 EM HOMOGENATO DE
CEREBRO E MEDULA ESPINHAL

Os niveis de producdo da citocina IL-10 foram determinados em
homogenato de cérebro e medula espinhal dos animais ndo imunizados e
imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOGgssss, nos dias 7 e 14 pos-
imunizacao.

No cérebro, os animais do grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGgs.
55 (565149,5), quando comparados aos animais do grupo imunizado com 300 pg do
peptideo MOGg3s.55 (230,4+14,5) apresentaram niveis mais elevados de IL-10 no 7°
d.p.i. (p<0,05). No 14° n&do ocorreu diferenca significativa entre os grupos. Foi
observado reducédo dos niveis de IL-10 do 7° d.p.i., para o 14° d.p.i., nos animais
imunizados com 100 jpg do peptideo MOGssss (5653495 e 392+20,8,
respectivamente), e aumento nos animais imunizados com 300 pg do peptideo
MOG3s.55 (230,4114,5 e 324+26,3, respectivamente) (p<0,05) (Figura 26A).

Na medula, os animais do grupo imunizado com 100 ug do peptideo MOGgs.
55, quando comparados aos animais do grupo imunizado com 300 ug do peptideo
MOG3s.s5, apresentaram nivel de IL-10 maior no 7° d.p.i. (395,4+35,3 e 248,4+12,2,
respectivamente) e menor no 14° d.p.i. (140,8+4,3 e 376,2+35,2, respectivamente).
Além disso, foi observado aumento dos niveis de IL-10 do 7° d.p.i., para o 14° d.p.i.,

nos animais imunizados com 300 ug do peptideo MOGgs.55 (p<0,05) (Figura 26B).
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Figura 26 Concentracdo da citocina IL-10 no homogenato de (A) cérebro e (B) medula espinhal de
camundongos C57BL/6 ndo imunizados e imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOG3s.55, (N=6
animais por grupo), avaliada por ELISA, nos dias 7 e 14 pds-imunizagdo. a = p<0,05 versus o grupo
controle; b = p<0,05 versus o 100 pg MOG, 7° d.p.i.; ¢ = p<0,05 versus o 300 pg MOG, 7° d.p.i.; d =
p<0,05 versus o 100 pg MOG, 14° d.p.i.

5.26 COMPARACAO DOS NIVEIS DAS CITOCINAS IFN-y, IL-17A, IL-6 e TGF-B EM
HOMOGENATO DE LINFONODOS INGUINAIS

Os niveis de producao das citocinas de perfil Thl (IFN-y) e Th17 (IL-17A, IL-
6 e TGF-B) foram determinados em homogenato de linfonodos inguinais dos animais
nao imunizados e imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOGg3s 55, nos dias 7
e 14 pds-imunizacéo.

Em contraste ao observado no cérebro e na medula espinhal, os animais do
grupo imunizado com 100 g do peptideo MOGgss.55, N0 apresentaram aumento dos
niveis das citocinas IFN-y, IL-17A, IL-6 e TGF-f no homogenato de linfonodos
inguinais no 7° d.p.i.. Por outro lado, os animais do grupo imunizado com 300 ug do
peptideo MOGg3s.55, apresentaram aumento precoce dos niveis destas citocinas, no
7° d.p.i.. Além disso, os animais imunizados com 100 ug do peptideo MOGgs 55
apresentaram aumento nos niveis das citocinas IFN-y (3966149,5 e 6833+18,5), IL-
17A (1654+0,9 e 2752468,9), IL-6 (875,3+10,8 e 1521+31,8) e TGF- (12094+166,8
e 18104+144,3) do 7° d.p.., para o 14° d.p.i., enquanto no grupo de animais
imunizados com 300 pg do peptideo MOGgssss, as citocinas IFN-y (6230+£19,8 e
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1191+11,8), IL-17A (3320+£137,4 e 1229481,2), IL-6 (1350+13,23 e 380%9,2) e TGF-
B (20538+437,2 e 11181+217,2) apresentaram reducao do 7° d.p.i., para o 14° d.p.i.
(p<0,05) (Figura 27A,B, C, D, E e F).
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Figura 27 Concentracdo das citocinas do perfil Thl e Th17 (A) IFN-y, (B) IL-17A, (C) IL-6 e (D) TGB-
no homogenato de linfonodos inguinais de camundongos C57BL/6 n&o imunizados e imunizados com
100 ou 300 g do peptideo MOG3s.55, (Nn=6 animais por grupo), avaliadas por ELISA, nos dias 7 e 14
pés-imunizacdo. a = p<0,05 versus o grupo controle; b = p<0,05 versus o 100 pg MOG, 7° d.p.i.; ¢ =
p<0,05 versus o0 300 ug MOG, 7° d.p.i.; d = p<0,05 versus o0 100 pg MOG, 14° d.p.i.
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6 DISCUSSAO
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A encefalomielite autoimune experimental € uma doenca inflamatéria do
SNC, mediada por células T CD4", amplamente utilizada como modelo experimental
no estudo da esclerose multipla. Durante os ultimos 30 anos, a EAE tornou-se um
dos modelos animais mais bem sucedidos na pesquisa basica, pré-clinica e de
células T em imunologia. De fato, a EAE em suas mdltiplas variantes ndo sé
reproduz as caracteristicas histopatoldégicas da EM, como também é um modelo
adequado para estudar o desenvolvimento de células T, durante as reacodes
imunologicas (revisto por HART, GRAN, WEISSERT, 2011).

A heterogeneidade clinica € uma importante caracteristica da EM que
também esta presente na EAE (LUBLIN et al.,, 2007; WEINER, 2009). O modelo
experimental pode seguir cursos remitente-recorrente ou crénico que podem se
aproximar das caracteristicas das formas RR ou progressivas da EM. Diversos
grupos tém estudado a patologia dessas duas formas de EAE e mostrado diferencas
na producdo de citocinas, de anticorpos e na regulagdo da resposta imunoldgica
(BEGOLKA et al., 1998; ZHANG et al., 2004; KUERTEN et al., 2007; KUERTEN et
al., 2011) porém, os mecanismos envolvidos na patogénese e que determinam o
perfil de evolucdo clinica da EAE permanecem pouco compreendidos.

Alguns estudos discutiram o padrdo de evolugcdo clinica e de resposta
imunologica neste modelo experimental como sendo consequéncia de variacdes na
inducdo da EAE, tais como, a linhagem do animal utilizado, a dose administrada de
adjuvantes (M. tuberculosis e toxina pertussis), as diferencas na dose e variacdes na
natureza do antigeno (BILLIAU; MATTHYS, 2001; BERARD et al., 2010; KUERTEN
et al., 2011). Contudo, ndo esta totalmente esclarecido como uma dessas variaveis
separadamente poderia determinar diferencas na resposta imunologica durante o
curso clinico da EAE.

Nosso grupo esta ha cinco anos trabalhando com o modelo de EAE induzido
com o peptideo MOGsss5 em camundongos C57BL/6, no qual estdo sendo
estudados os efeitos de drogas de origem natural ou sintética. Entretanto, a grande
diversidade de protocolos de inducao existentes nos levou a questionar qual seria o
melhor modelo para reproduzir aspectos especificos da EM e que permitiria o
desenvolvimento de terapias mais promissoras. Portanto, a compreensao de como

cada protocolo de inducao influéncia o perfil clinico e a resposta imunolégica é
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importante para a escolha do modelo a ser utilizado nos estudos pré-clinicos para a
avaliacao de novas terapias (revisto por HART, GRAN, WEISSERT, 2011).

Desta forma, neste trabalho buscou-se avaliar somente a influéncia da
concentracdo do antigeno MOGgssss sobre o curso clinico, o infiltrado celular
inflamatorio e a modulacdo da resposta imunoldgica na EAE, induzida em
camundongos da linhagem C57BL/6, utilizando o antigeno MOGgssss em duas
concentragdes diferentes (100 ou 300 pg do peptideo MOGsss5) € mantendo-se
constantes as concentragdes de M. tuberculosis (4 mg/mL) e toxina pertussis (300
ng).

Inicialmente, foi observado que todos o0s animais imunizados,
acompanhados durante 58 dias apds a imuniza¢éo, desenvolveram os sinais clinicos
da EAE entre o0 8° e 0 14° d.p.i. e estes dados estdo de acordo com resultados
encontrados na literatura (STROMNES e GOVERMAN, 2004; BROWN e
SAWCHENKO, 2007; MURPHY et al., 2010). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa em relacdo a pontuacdo do escore clinico entre 0s grupos de animais
imunizados com 100 ou 300 ug do peptideo MOGgss.55, OU Seja, a variagdo somente
na concentracdo do antigeno MOGgss.55 ndo foi capaz de induzir cursos clinicos
diferentes neste modelo.

Corroborando com estas observacdes, Shao e colaboradores (2004)
também nao encontraram diferencas em relacdo a pontuacéo do escore clinico entre
0s grupos de animais imunizados, ao induzirem o modelo de EAE em camundongos
da linhagem C57BL/6, utilizando duas diferentes concentrages do antigeno MOGg3s.
55 (200 ou 50 pg do peptideo MOGss.55) € mantendo constantes as concentracdes de
M. tuberculosis (600 pg/mL) e toxina pertussis (400 ng).

Porém, os resultados encontrados no presente trabalho e os apresentados
pelo grupo de Shao (2004) diferem dos observados no estudo de Berard e
colaboradores (2010), no qual a EAE foi induzida em camundongos da linhagem
C57BL/6 atraves da utilizacdo do antigeno MOGsss5 em duas concentracdes
diferentes (50 ou 300 pg do peptideo MOGssss) e variando-se também as
concentracdes de M. tuberculosis (1 mg/mL ou 4 mg/mL) e de toxina pertussis (200
ou 300 ng), sendo que estes dois protocolos foram capazes de promover o
desenvolvimento das formas RR e cronica, comprovado pela avaliacdo do escore

clinico, perfil celular e analise histologica do SNC.
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Portanto, estas observacfes sugerem que a variagao nas concentragcoes dos
adjuvantes M. tuberculosis e toxina pertussis parecem ter papel importante no
desenvolvimento de perfis clinicos diferentes na EAE, além de reforcarem os
argumentos propostos pela hipétese microbiana. Segundo esta hipoétese, infeccdes
microbianas poderiam desencadear respostas imunoldgicas contra antigenos
proprios e este fendbmeno pode estar relacionado ao desenvolvimento de auto-
imunidade, tal como ocorre na EM. Possivelmente, alguma molécula microbiana com
epitopo que mimetize a mielina, promove a ativagao inicial das células T especificas
para a mielina na periferia (FUJINAMI e OLDSTONE, 1985), que posteriormente sao
capazes de reconhecer estas proteinas no SNC e iniciar o processo inflamatoério
local (LEHMANN et al., 1992).

Em modelos animais, foi proposto que uma infecgdo microbiana (COHEN,
2001), ou até mesmo a administracdo de forte adjuvante (THEIL et al., 2001),
poderia induzir um estado imunolégico temporario para o qual foi atribuida a
terminologia "campo fértil". Neste estado imunologico favoravel, no qual ja existem
células T ativadas, o contato com auto-antigenos poderia resultar no
desenvolvimento da resposta imunolégica auto-agressiva que promoveria
patogenicidade (VON HERRATH, FUJINAMI e WHITTON, 2003). Portanto,
diferentes concentragcbes dos adjuvantes poderiam influenciar a resposta
imunoldgica e desempenhar papel importante no desenvolvimento de perfis clinicos
distintos.

Por outro lado, os resultados mostram diferencas em relacdo ao infiltrado
celular presente nos cortes histologicos de cérebro e no perfil de producdo de
quimiocinas e citocinas no SNC e linfonodos inguinais dos animais, mesmo na
auséncia de evolucdes clinicas distintas. Estes dados sugerem que a concentracao
do antigeno MOGg3s.55 € capaz de influenciar parametros imunolégicos e histologicos,
tais como, a producéao de citocinas pro-inflamatdrias e o infiltrado celular no SNC.

O infiltrado celular inflamatério no SNC é uma caracteristica patoldgica
importante, tanto na EM, quanto na EAE (PRINEAS e WRIGHT, 1978; ADAMS et al.,
1989). O recrutamento de leucdcitos para a microcirculacao cerebral, em diferentes
condi¢cbes inflamatorias, depende da expressdo de moléculas de adesdo em

leucdcitos (selectinas e integrinas) e seus ligantes nas células endoteliais (VCAM-1
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e ICAM-1) (TANG et al, 1996; KERFOOT E KUBES, 2002; JAMES et al, 2003).
Embora os mecanismos de regulagdo da entrada de leucocitos no SNC ainda néo
tenham sido totalmente compreendidos, atribui-se as quimiocinas papel importante
na regulacdo da expressdo de moléculas de adesdo em linfécitos, assim como a
migracdo destas células para o0 SNC (RANSOHOFF, 2002; BABCOCK e OWENS,
2003).

No presente trabalho, os dados encontrados para as quimiocinas CCL5 e
CCL20 no cérebro estdo em concordancia ao observado em relacdo ao infiltrado
celular avaliado. A concentracéo elevada de quimiocinas no 7° d.p.i. coincidiu com a
presenca de infiltrado celular inflamatério no grupo de animais imunizados com 100
Mg do peptideo MOGss.55. Ja nos animais imunizados com 300 ug do peptideo
MOG3s.55, CUjos hiveis de quimiocinas estavam elevados somente a partir do 10°
d.p.i., ndo foi observado infiltrado inflamatério no cérebro no 7° d.p.i. No 10° d.p.i., 0s
animais do grupo imunizado apresentaram discreto processo inflamatério.

Além disso, no grupo imunizado com 100 pg do peptideo MOGss.s5, 0
infiltrado celular foi mais intenso e os niveis de quimiocinas mais elevados no 14°
d.p.i.. Estes dados mostram que o perfil de producdo de quimiocinas e o infiltrado
celular inflamatério no cérebro diferiram no inicio da doenca entre os dois grupos,
entretanto, esta diferenca ndo resultou em evolugbes clinicas distintas entre os
grupos imunizados em nenhum dos pontos avaliados.

Shao e colaboradores (2004) ao induzirem o modelo de EAE com duas
concentracbes do peptideo MOGgss.55 € concentragdes constantes de adjuvantes,
também observaram diferengas histologicas no inicio da doencga, entre 0s grupos
imunizados com 200 ou 50 pg do peptideo MOG3s.s5, mesmo na auséncia de
diferencas na pontuacéo do escore clinico entre estes dois grupos. Os resultados
encontrados pelo grupo de Shao (2004) e os observados neste trabalho sugerem
que a concentracdo do antigeno MOGg3s 55 influencia as caracteristicas do infiltrado
celular inflamatorio e as lesdes no SNC durante o desenvolvimento da EAE.

Resultados diferentes foram apresentados por Berard e colaboradores
(2010) ao induzirem as formas RR e cronica (CR) de EAE, nas quais néao foi possivel
verificar diferenca no niumero de lesdes no SNC entre os dois grupos no inicio da
doenca, 9° d.p.i. para o0 modelo CR e 8° d.p.i. para 0 modelo RR. Apesar de ter
progredido, significativamente, até o pico da doenca, a diferenca entre as lesées na

medula espinhal dos grupos imunizados CR ou RR néo foram significativas, ainda
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que tenha ocorrido diferenca no escore clinico entre os grupos. Entretanto, na fase
progressiva da doencga, entre o 21° e o 26° d.p.i, as lesbes no grupo CR
permaneceram elevadas, em contraste com o grupo RR no qual foi verificada uma
reducdo das lesdes, sendo esta diferenca também observada no escore clinico que
permaneceu elevado no grupo CR.

Os resultados do presente estudo demonstraram também que o aumento do
infiltrado celular e dos niveis de quimiocinas no cérebro coincidiu com o aumento da
pontuacdo do escore clinico em ambos os grupos imunizados. Entretanto, no 58°
d.p.i., apesar da reducédo do infiltrado celular e dos niveis de quimiocinas, o escore
dos animais permaneceu elevado. Neste ponto mais tardio de avaliacdo dos
parametros, o fator responsavel pela manutencdo do escore clinico, possivelmente
seria 0 processo de desmielinizacdo. Estudos mostram que as lesdes a bainha de
mielina levam a deficiéncia ou completa perda da transmissédo do impulso nervoso,
causando assim, sinais e sintomas neuroldgicos intermitentes que com a evolucao
da doencga podem agravar-se progressivamente (DeLUCA et al., 2006; BROWN e
SAWCHENKO, 2007; FRISCHER et al., 2009).

Quando correlacionado o curso clinico da EAE com os niveis de citocinas no
SNC, observa-se que a maioria das citocinas pro-inflamatorias, tanto do perfil Thl
(IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-1B) quanto Th17 (IL-17, TGF-B e IL-6), em ambos o0s
grupos, apresentaram-se mais elevadas durante a fase aguda da doenca, entre o 7°
e 0 14° d.p.i., pontos que antecedem o0 inicio e 0 pico do escore clinico,
respectivamente. A exce¢ao ocorreu para o IFN-y na medula espinhal do grupo
imunizado com 300 pg do peptideo MOGg3ss5, que apresentou niveis mais elevados
no 21° d.p.i.. Este aumento na producédo de citocinas pro-inflamatérias no SNC, que
antecede o pico de escore clinico nos dois grupos estudados esta de acordo com os
resultados encontrados em um estudo que avaliou a indu¢do de EAE utilizando 150
Mg do peptideo MOGss.s5, 4 mg/mL de M. tuberculosis e 500 ng de toxina pertussis
(MURPHY et al., 2010).

A producdo de IL-12p40 também foi avaliada neste trabalho e os niveis
elevados encontrados no cérebro de animais do grupo imunizado com 300 ug do
peptideo MOG3s.s5, correlacionados a baixos niveis de producéo de IFN-y, poderiam
ser explicados pela possibilidade de ligacdo da fracdo IL-12p40 a IL-23p19

resultando na formacgéo de IL-23. A citocina IL-12 € indutora da producédo de IFN-y
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por células T, células NK, e outros tipos celulares, promovendo a diferenciacdo de
células Thl. Esta citocina apresenta duas cadeias, P40 e P35, ligadas
covalentemente formando um heterodimero. Entretanto, IL-12p40 pode associar-se
nao so a cadeia IL-12p35, formando IL-12p70, mas também a cadeia IL-23p19, para
formar outra citocina heterodimeérica, a IL-23 (revisto por HUNTER, 2005).

Os resultados encontrados para as citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IFN-y,
IL-18, TNF-qa, IL-17 e IL-6) no cérebro e na medula espinhal, mostram que o grupo
de camundongos imunizados com 100 ug do peptideo MOG3s.55 apresentou niveis
elevados a partir do 7° d.p.i.. Enquanto, o aumento destas citocinas no grupo de
animais imunizados com 300 ug do peptideo MOGg3s.55, 0OCcOrreu somente a partir do
10° d.p.i.. Vale ressaltar que estes dados estdo em concordancia ao observado para
o infiltrado celular inflamatorio avaliado nos cortes histolégicos e niveis de producdo
de quimiocinas no cérebro.

Desta forma, o infiltrado celular inflamatério e os niveis de citocinas pro-
inflamatoérias no cérebro do grupo imunizado com 100 uyg do peptideo MOGss.s5
observados no 7° d.p.i.,, sugerem que a migracao de células T para o SNC parece
ocorrer precocemente neste grupo e pode ser consequéncia do aumento dos niveis
das quimiocinas CCL5 e CCL20, no cérebro, ja neste ponto. Por outro lado, as
guimiocinas CCL5 e CCL20 no grupo de animais imunizados com 300 ug do
peptideo MOGg3s.55, estavam elevadas somente a partir do 10 d.p.i, 0 que pode ter
resultado em recrutamento mais tardio de macréfagos, células Thl e Thl7 para o
SNC, confirmados pela presenca do infiltrado inflamatério a partir do 10° d.p.i., 0 que
justificaria 0 aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias somente a partir
deste ponto.

Estudo realizado por Santos e colaboradores (2005) mostrou que a
quimiocina CCL5 exerce importante papel no recrutamento de células para o SNC.
Ao utilizar anticorpos anti-CCL5, verificaram a inibicdo da adeséo dos linfocitos aos
microvasos do cérebro. Como a adesdo é um passo essencial para a migracao dos
leucécitos para os tecidos, esta observacdo sugere que a CCL5 pode afetar a
capacidade dos linfécitos de migrar para o SNC e, consequentemente, poderia
influenciar nos picos de producédo das citocinas pro-inflamatorias.

Pode-se sugerir ainda que a produg¢ao mais tardia de citocinas e quimiocinas
na imunizacdo com 300 pg do peptideo MOGg3s.s5, pode estar relacionada a algum
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mecanismo regulador ou de tolerancia, induzido pela elevada concentracdo de
antigeno MOGg3s.s5. A tolerancia pode ser induzida através da exclusédo de células T
auto-agressivas, mas também através da expansao e diferenciacao de células T que
regulam ou suprimem a resposta imunoldgica. Esta tolerancia também pode ser
induzida por complexas interacdes celulares entre células dendriticas e células T
regulatérias CD4"CD25" (CHEN et al., 2003; WING e SAKAGUCHI, 2010).

Alguns estudos demonstraram que células T regulatérias CD4'CD25"
desempenham papel importante na regulacdo de respostas autoimunes em
camundongos e foram identificadas também em seres humanos (TAKAHASHI et al.,
1998; BAECHER-ALLAN et al., 2001; JONULEIT et al., 2001). O mecanismo de
acdo destas células envolve o contato célula-célula e a atuagdo de citocinas
imunorreguladoras, tais como, IL-10 e TGF-B (revisto por DURKIN e WAKSMAN,
2001). Zhang e colaboradores (2004) ao induzir EAE em camundongos da linhagem
C57BL/6, utilizando 200 pg do peptideo MOGss.55, 400 pg de M. tuberculosis e 150
ng de toxina pertussis, relataram que a inibicdo de células T regulatérias CD4'CD25"
in vivo através da utilizagdo de anticorpo anti-CD25 aumentou a severidade da
doenca e diminuiu a producao de IL-10.

Vale ressaltar que no 14° d.p.i., nha medula do grupo imunizado com 300 ug
do peptideo MOGg3s 55, ocorreu aumento das citocinas IL-10 e TGF-, acompanhado
de reducado das citocinas proé-inflamatérias (IFN-y, 1I-13 e TNF-a), com exce¢do da
IL-17, que neste ponto estava elevada. Sabe-se que a citocina IL-10 desempenha
um papel importante na regulacdo de doencas autoimunes, sendo capaz de inibir
respostas de perfil Thl (FIORENTINO, BOND e MOSMANN, 1989). Além disso, o
trabalho de McGeachy e colaboradores (2007) mostrou que um aumento na
producdo de IL-10 pode ser induzido por TGF-B e IL-6, sugerindo que nestas
condi¢cBes possa ocorrer uma co-expressao de IL-10 e IL-17 resultado da atuacao de
linfécitos T reguladores, ou mesmo da acdo de clones de linfocitos Thl7
reguladores, que produzem IL-17 e IL10.

No presente estudo, nota-se também aumento dos niveis de IL-10 e TGF-8
na medula de ambos os grupos imunizados, no 58° d.p.i.. Neste mesmo ponto
ocorreu reducado do infiltrado celular inflamatorio, das quimiocinas CCL5 e CCL20 e
da citocina IFN-y. Lees e colaboradores (2008) em estudo utilizando transferéncia

adotiva de células polarizadas para o perfil Thl, inoculadas em camundongos do
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tipo selvagem, deficientes em IFN-y e deficientes em receptores para IFN-y,
verificaram a importancia do IFN-y no estabelecimento de um infiltrado celular e
consequente desenvolvimento de lesdes na medula espinhal. Portanto, pode-se
sugerir gue o aumento de IL-10 e TGF-B produzidos por linfécitos T reguladores e a
reducdo do IFN-y na medula espinhal de ambos os grupos imunizados, no 58° d.p.i.,
pode ter contribuido para a reducdo das quimiocinas e do infiltrado celular
inflamatoério.

De forma bastante interessante, a avaliacdo das citocinas pro-inflamatorias
(IFN-y, IL-17 e IL-6) nos linfonodos inguinais do grupo imunizado com 100 pg do
peptideo MOG3s.55 mostrou baixa concentracdo dessas citocinas no 7° d.p.i., com
aumento gradativo nos demais pontos avaliados (10°, 14° e 21° d.p.i.). No grupo
imunizado com 300 ug do peptideo MOGss.55, estas citocinas ja estavam elevadas
no 7° d.p.i. e apresentaram gradativa redu¢do nos pontos posteriores. No SNC os
resultados observados para as citocinas foram contrarios aos encontrados nos
linfonodos inguinais. No grupo de animais imunizados com 100 ug do peptideo
MOG3s.55, 0S niveis das citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-17 e IL-6), tanto no
cérebro, quanto na medula espinhal, estavam elevados no 7° d.p.i., com reducédo
nos demais pontos avaliados. No grupo imunizado com 300 pg do peptideo MOGgs.
55, estas citocinas estavam reduzidas no 7° d.p.i. e apresentaram aumento a partir
do 10° d.p.i..

Estudo envolvendo a indugdo de EAE em camundongos SJL/J imunizados
com PLP139.151 (1 mg/mL) e toxina pertussis (200 ng) mostrou a presenca de células
T especificas para PLP produtoras de IFN-y e IL-17 nos linfonodos drenantes no 4°
dia pos-imunizacdo, enquanto estas mesmas células nao foram detectadas no SNC
neste ponto (HOFSTETTER e FORSTHUBER, 2010). Desta forma, uma possivel
explicacdo para a diferenca entre os resultados observados para a producdo de
citocinas no SNC e nos linfonodos inguinais do grupo imunizado com 100 pg do
peptideo MOGg3s.55, Seria a presenca de intensa resposta imunolégica precoce,
possivelmente acontecendo nos dias iniciais nos orgaos linféides periféricos, como
os linfonodos drenantes. Isto poderia influenciar o influxo de células e a resposta
imunoldgica no SNC. Entretanto, mais estudos seréo realizados para a avaliagdo do
perfil fenotipico das células envolvidas, através da marcacdo com CD4/IL-10,
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CD4/Foxp3 e da avaliacdo da resposta imune inata para melhor elucidacdo da

modulacdo da resposta imunolégica no modelo de EAE.
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7 CONCLUSAO
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. A variacdo somente na concentragdo do antigeno MOGg3s.s5 ndo foi capaz de

induzir cursos clinicos diferentes neste modelo de EAE;

. A variacdo na concentracdo do antigeno MOGsgss.55 foi capaz de influenciar

parametros imunoldgicos e histolégicos;

. A utilizacdo da maior concentracao do peptideo MOGg3s.55, parece promover a

acao de clones de linfécitos T reguladores.
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