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RESUMO

A esclerose multipla (EM) e o seu modelo animal de estudo, a encefalomielite
autoimune experimental (EAE), sao caracterizadas por neuroinflamacéo
imunomediada e desmielinizacdo no sistema nervoso central (SNC). Os tratamentos
para a EM normalmente incluem o interferon-p (IFN-B) e destinam-se a reduzir o
namero de surtos e retardar a progressao da doenca. No entanto, sdo apenas
parcialmente eficazes, sugerindo a necessidade do desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas. Os receptores toll like (TLRs) sao receptores de
reconhecimento de padrbes do sistema imune inato e desempenham importante
papel na iniciacdo de respostas inflamatdrias e na inducdo da imunidade adaptativa.
A sua participacdo na patogénese de doencas autoimunes tém sido estudada e foi
também demonstrado que ligantes de TLRs podem suprimir a EAE. A genisteina é
um fitoestrogeno obtido da soja com propriedades anti-inflamatorias. Alguns estudos
mostraram seus efeitos benéficos na EAE e resultados promissores que sugerem
potencial terapéutico na EM. Entretanto, os trabalhos realizados até o momento,
utilizavam um protocolo de tratamento apdés o aparecimento dos sinais clinicos da
doenca e ndo abordavam a resposta imune inata. Neste contexto, o presente
trabalho busca avaliar a modulacdo da resposta imune inata e a influéncia desta na
resposta imune adaptativa, através dos TLRs, utilizando um tratamento com
genisteina anterior ao aparecimento dos sinais clinicos da EAE, avaliando também
0S parametros no inicio do desenvolvimento da doenca. Para isso, a EAE foi
induzida em camundongos C57BL/6 fémeas com o peptideo MOG3s.55 tratados ou
nao com genisteina. O tratamento com 200mg/kg de massa corporal por dia, via
subcutanea, foi realizado do periodo -2 dias antes da inducdo até o dia +6 apos a
inducdo da EAE. Os parametros laboratoriais foram avaliados na medula espinhal no
7°dia pés inducéo e os sinais clinicos acompanhado s até o 21°dia pés inducédo. O
tratamento com genisteina resultou em atraso no aparecimento e reducdo na
pontuacdo dos sinais clinicos, concomitante a reducdo do infiltrado celular e da
desmielinizacdo da medula espinhal, reforcando seu potencial neuroprotetor em
doencas autoimunes. Adicionalmente, foi observado aumento na intensidade
mediana de fluorescéncia de TLR3 e TLR9 em macrofagos e células dendriticas e
diminuicdo de TLR2 em células dendriticas, presentes na medula espinhal. A
sinalizacao via TLR3 e TLR9 vém sendo relacionada a maior producdo de IFN-B em
doencas autoimunes. De fato, o tratamento com genisteina aumentou a expressao
relativa de RNAm para IFN-B na medula espinhal. Os niveis das citocinas pro-
inflamatorias IL-6, IL-12p40 e da quimiocina CCL5 foram reduzidos. Além disso, foi
observado diminuicdo na expressao dos fatores de transcricdo RORYT e T-bet e
aumento na producdo da citocina TGF-, sugerindo o estabelecimento de um
ambiente imuno regulador. Estes resultados reforcam o potencial terapéutico da
genisteina no tratamento da EAE e da EM, sugerindo que o0 seu uso, inclusive na
forma de suplementacdo ou alimentacao rica em soja, poderia se aliar a terapias ja
estabelecidas, melhorando o quadro clinico da doenca e prevenindo novos surtos.

Palavras chave: genisteina; esclerose multipla; encefalomielite autoimune
experimental; IFN-B; TLR.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) and experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), its
animal model, are both characterized by immune-mediated neuroinflammation and
demyelination in the central nervous system (CNS). The treatments for MS, including
IFN-B, are intended to reduce the number of relapses and slow the progression of the
disease. However, these treatments are only partially effective, suggesting the need
to develop new therapies. The toll-like receptors (TLRs) are patterns-recognition
receptors, of the innate immune system, that play important roles in the initiation of
inflammatory responses and induction of adaptive immunity. Its role in the
pathogenesis of autoimmune diseases have been demonstrated and it was also
shown that TLR ligands can suppress EAE. Genistein is a phytoestrogen obtained
from soybeans with anti-inflammatory properties. Some studies showed beneficial
effects on EAE treatment, suggesting therapeutic potential in MS. However, the work
done to date, used a treatment protocol after the onset of clinical signs of the disease
and did not address the innate immune response. In this context, the present work
aims to evaluate the modulation of innate immune response, and its influence in the
adaptive immune response, through the TLRs, using a treatment protocol prior the
onset of the clinical signs of the EAE, by evaluating the parameters in the beginning
of the development of the disease. EAE was induced in C57BL/6 females with
MOG35-55 peptide. The animals were treated or not with 200mg/kg/day of genistein,
subcutaneously, in the period between 2 days before induction and until the day 6
after induction of EAE. Laboratory parameters were evaluated in the spinal cord in
the day 7 after induction and clinical signs monitored until day 21 after induction.
Treatment with genistein resulted in delayed onset and reduced score of disease,
concomitant with reduced cellular infiltration and demyelination in the spinal cord,
reinforcing its neuroprotective potential in autoimmune diseases. Additionally, it was
observed an increase in the median fluorescence intensity of TLR3 and TLR9 in
macrophages and dendritic cells and decrease of TLR2 in dendritic cells in the spinal
cord. The signaling via TLR3 and TLR9 is related to increase the production of IFN-f.
In fact, treatment with genistein increases mMRNA expression for IFN-B in the spinal
cord. The levels of IL-6, IL-12p40 and CCL5 were reduced. Furthermore, the
expression of ROR-yT and T-bet were decreased, and, together with increased
production of TGF-, suggest the development of a regulatory environment. These
results heighten the therapeutic potential of genistein in the treatment of EAE and
MS, suggesting that its use, including as a supplement or soy-enriched diet, could
preventing new outbreaks.

Keywords: genistein; multiple sclerosis; experimental autoimmune encephalomyelitis;
IFN-B; TLR.
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1 INTRODUCAO

A esclerose muiltipla (EM) € uma doenca inflamatoria cronica,
desmielinizante, que resulta em disturbios neurodegenerativos no sistema nervoso
central (SNC). Ela afeta adultos jovens, sendo mais frequente no sexo feminino e
constitui importante causa de incapacidade neurolégica nao traumatica (KOCH-
HENRIKSEN e S@RENSEN, 2010). E considerada uma doenca imuno-mediada
complexa e sua etiologia, provavelmente, decorre de uma interacao entre fatores
genéticos e ambientais (revisto por PANTAZOU, SCHLUEP e DU PASQUIER,
2015).

Atualmente, os tratamentos disponiveis para a EM destinam-se,
principalmente, a reduzir o nimero de surtos e retardar sua progressao. As terapias
imunomoduladoras utilizadas, normalmente, incluem o interferon-B (IFN-B), porém
estes tratamentos sdo apenas parcialmente eficazes e cerca de um terco dos
pacientes com EM continuard a apresentar surtos e apresentard progressdo da
incapacidade (BUSTAMANTE et al., 2015; KATSARAVA et al., 2015), sugerindo a
necessidade do desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficientes
(TSAREVA et al., 2016).

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é o modelo animal de
estudo da EM mais utilizado, traduzindo-se como um método de valor inestimavel
para estudar a doenca humana, pois diferentes modelos de EAE sdo capazes de
reproduzir diferentes aspectos da EM (MIX et al., 2010; CROXFORD, KURSCHUS e
WAISMAN, 2011). E normalmente induzida pela imunizagdo de animais
experimentais com componentes da mielina do SNC, na presenca de um adjuvante
(BAXTER, 2007), sendo capaz de promover a resposta de células T autorreativas
patogénicas (BAKER e AMOR, 2014).

Resultados de estudos genéticos e histopatoldégicos em pacientes com EM
tém mostrado que o sistema imunologico desempenha um papel fundamental na
doenca (PENDER e GREER, 2007; LEHMANN, ROTTLAENDER e KUERTEN,
2015), enquanto dados de estudos imunolégicos no modelo de EAE, tém ajudado a

melhorar a compreensdo do envolvimento da imunidade inata e da adaptativa na
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EM, permitindo melhor aprimoramento das estratégias terapéuticas (HEMMER,
KERSCHENSTEINER e KORN, 2015).

Diante da ineficacia dos tratamentos existentes, o desenvolvimento de
terapias neuroprotetoras tém despertado consideravel interesse em muitos grupos
de estudo. Os estrégenos e 0s agonistas de seus receptores podem modular a
ativacdo de muitos tipos diferentes de células do sistema imunologico (STRAUB,
2007) e do sistema nervoso central (SPENCER et al., 2008; DUMITRIU et al., 2010).
Estudos mostraram que os estrégenos podem suprimir a ativagdo da microglia e
recrutar os monadcitos derivados do sangue para o cérebro de ratos, apos a injecao
intracerebroventricular de lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (VEGETO et al.,
2003). Podem também inibir a expressao de citocinas pro-inflamatorias, tais como
IL-1B e TNF-a em astrocitos, ap0s a exposi¢do a LPS (LEWIS et al., 2008).

Dependendo dos mecanismos de sinalizacdo, estes compostos podem
desempenhar um papel duplo, atenuando a neuroinflamacdo e também a
neurodegeneracdo, por inibir a ativacdo da micréglia e dos astrocitos. Alguns
trabalhos atribuiram aos estrégenos a capacidade de prevenir a neurodegeneragao
induzida pela EM, devido a presenca de seus receptores no SNC e nas células do
sistema imunologico (MACKENZIE-GRAHAM et al., 2012; RAGERDI KASHAN et al.,
2012; CHRISTIANSON, MENSAH e SHEN, 2015). Além disso, a administracdo do
17B-estradiol foi capaz de reduzir a gravidade da EAE, pois diminuiu a patologia
neuronal e preservou a mielina, sugerindo o potencial desses compostos no
tratamento da EM (TIWARI-WOODRUFF e VOSKUHL, 2009).

Apesar de parecer viavel a utilizacdo dos estrogenos em pacientes com EM,
estudos tém demonstrado que o seu uso pode ter efeitos secundarios graves. A
genisteina é um fitoestrdgeno que compartilha caracteristicas estruturais com o 17[3-
estradiol e apresenta a capacidade de se ligar em seus receptores (COOKE,
SELVARAJ e YELLAYI, 2006; SIROTKIN e HARRATH, 2014; GANAI e FAROOQ]I,
2015). Desta forma, os fitoestrogenos obtidos da soja tal como a genisteina, foram
propostos como uma alternativa a terapia estrogénica (SIROTKIN e HARRATH,
2014).

O potencial imunomodulador da genisteina é reforcado por dados que
mostram que o consumo de alimentos ricos em soja, tem sido correlacionado a

reduzida prevaléncia de varias doencas crénicas, tal como a EM (THAM, GARDNER
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e HASKELL, 1998; ROTONDO et al.,, 2008; ZAHEER e HUMAYOUN AKHTAR,
2015). Outros estudos avaliaram os efeitos sobre a EAE e mostraram que o
tratamento com genisteina (De PAULA et al., 2008) ou o seu analogo (CASTRO et
al., 2012) reduziu a gravidade da doenca, sendo que esta isoflavona foi capaz de
reduzir citocinas proé-inflamatorias, aumentar células reguladoras e reduzir a
aderéncia e o rolamento de leucdcitos no endotélio do SNC (De PAULA et al., 2008;
CASTRO et al., 2012; RAZEGHI JAHROMI et al., 2014).

Entretanto, esses estudos trabalhavam com protocolos de tratamento apds o
aparecimento dos sinais clinicos da doenca, diferente do que propomos agora e ndo
abordavam a influencia sobre o sistema imune inato. Os receptores do tipo toll sdo
uma familia de proteinas transmembranicas do tipo | e responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS).
Desempenham um importante elo entre as respostas imune inata e adaptativa e
muitos trabalhos vém mostrando que a sinalizacdo via TLRs pode contribuir para o
agravamento ou a reducédo dos sinais clinicos da EAE e da EM (BSIBSI et al., 2002;
TOUIL et al., 2006).

Desta forma, o presente estudo busca compreender a modulagdo da
genisteina sobre os TLRs e a influéncia destes na resposta imune adaptativa,
utilizando um tratamento anterior ao aparecimento dos sinais clinicos da EAE e
avaliando parametros no inicio do desenvolvimento da doenca, tais como sinais
clinicos, alterac6es na massa corporal, expressao de TLRs, producéo de citocinas e
quimiocinas, expressdo de fatores de transcricdo, infiltrado inflamatorio e

desmielinizacéao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESCLEROSE MULTIPLA

A esclerose multipla € uma doencga autoimune inflamatéria crénica, mediada
por células imunolégicas autorreativas contra a bainha de mielina presente nos
axbnios dos neurdnios, caracterizada por desmielinizacdo, formacado de placas e
disfuncdo do SNC, resultando em déficits nas propriedades condutoras e afetando
também a sinalizacdo elétrica (LASSMANN, BRUCK e LUCCHINETTI, 2007;
COMPSTON e COLES, 2008). A placa inflamatéria pode ser determinada
histopatologicamente ou usando ressonancia magnética e constitui a principal
caracteristica patologica da EM (FROHMAN, RACKE e RAINE, 2006).

No mundo, mais de 2 milhdes de pessoas tém EM e a incidéncia continua
aumentando. Os resultados publicados no Atlas da esclerose multipla (2013)
revelaram que o numero estimado de pessoas que vivem com a doenca no mundo
aumentou 9,5%, de 2,1 milhdes em 2008 para 2,3 milhdes em 2013. A prevaléncia
média mundial aumentou de 30 (em 2008) para 33 por 100.000 (em 2013), sendo
maior na América do Norte e Europa (140 e 108 por 100.000, respectivamente) e
menor na Africa Subsaariana e na Asia Oriental (2,1 e 2,2 por 100.000,
respectivamente).

Diversos fatores influenciam as estatisticas de prevaléncia da EM, incluindo
a precisdo do diagnostico e o nivel de servicos médicos de cada pais. Este ultimo
também € responsavel por outro componente importante da prevaléncia, o tempo de
sobrevivéncia do paciente (KOCH-HENRIKSEN e SORENSEN, 2010). Fatores como
estilo de vida, tipo de alimentagdo, exposicdo solar e infecgbes helmiticas e
bacterianas tém sido utilizados para explicar as diferencas de prevaléncia nas
diversas partes do mundo (BERER et al., 2011; CORREALE e FAREZ, 2011,
BELKAID e HAND, 2014; PANTAZOU, SCHLUEP e DU PASQUIER, 2015).

A doenca geralmente comeca entre as idades de 20 e 40 anos e se tornou a
principal causa de incapacidade ndo traumatica em adultos jovens. Os sintomas

iniciais raramente ocorrem antes da idade de 10 anos ou apos a idade de 60 anos.
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As mulheres sdo mais afetadas do que os homens, exceto em individuos com a
forma primaria progressiva da doenca, em que ndo ha nenhuma preponderancia de
género (CONFAVREUX e VUKUSIC, 2006; NATIONAL MULTIPLE SCLEROSIS
SOCIETY, 2012). A etiologia da EM permanece desconhecida. Provavelmente,
decorre de complexas intera¢gdes entre fatores ambientais e genéticos.

Entre os marcadores genéticos especificos relacionados ao desenvolvimento
da EM esta a presenca de genes ligados aos alelos do antigeno leucocitario humano
(HLA) do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe Il
(GOURRAUD et al., 2012). A EM néo seria causada pelo defeito de um Unico gene,
mas sim pelo efeito de varios genes que contribuiriam para o risco da doenca. Os
alelos HLA de classe Il DRB1*1501, DRB1*0301 e DRB1*1303, expressos em
células do sistema imune inato foram associados a um risco maior de
desenvolvimento da EM, enquanto o alelo HLA de classe | A2 esta associado a um
risco menor (INTERNATIONAL MULTIPLE SCLEROSIS GENETICS CONSORTIUM
et al., 2011).

Outra evidéncia da influéncia da predisposicdo genética diz respeito ao fato
de parentes de primeiro grau dos pacientes com EM apresentarem chance 20 a 40
vezes maior de desenvolverem a doenca. Além disso, existe concordancia de 25% a
30% entre gémeos monozigoéticos, em comparacdo com apenas 5% entre gémeos
dizigoticos. Apesar dessas evidéncias, aproximadamente 70% dos gémeos idénticos
sao discordantes para a EM, por isso, os fatores ambientais e outras influéncias
desconhecidas, provavelmente também contribuem para a suscetibilidade (revisto
por LASSMANN, BRUCK e LUCCHINETTI, 2007).

Entre os fatores ambientais desencadeantes do desenvolvimento de
doencas autoimunes, a presenca de micro-organismos parece ser importante para o
inicio e a progressado da doenca. A hipotese do mimetismo molecular postula que
antigenos de micro-organismos originados de infeccdes, estruturalmente
relacionados com antigenos do SNC, tal como a proteina basica da mielina,
ativariam as células T. Desta forma, um TCR seria capaz de reconhecer mais de um
peptideo e levar ao reconhecimento de autoantigenos (MUNZ et al., 2009;
STEELMAN, 2015).

Por outro lado, a hipotese da ativacdo espectadora estabelece que a

presenca de infec¢des teciduais e inflamag¢des podem recrutar células T para o local,
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podendo ocorrer ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) e
expressdo de moléculas co-estimuladoras, o que pode resultar na ativacdo de
células inespecificas para o patdégeno, tal como as células T autorreativas
(SERAFINI et al., 2007; MUNZ et al., 2009; STEELMAN, 2015).

A microbiota também desempenha papel fundamental na inducéo, formacéo
e funcéo do sistema imunolégico do hospedeiro, que evolui de forma a manter uma
relacdo simbidtica e em constante evolugdo com estes micro-organismos. O
equilibrio sistema imunol6gico-microbiota permite a inducdo de respostas protetoras
a agentes patogénicos e a manutencéo de vias reguladoras envolvidas na tolerancia
a antigenos inécuos (HARTUNG et al., 2014).

No entanto, em paises de alta renda, 0 uso excessivo de antibioticos,
mudancas na dieta e a eliminagdo de infec¢cdes helminticas selecionou uma
microbiota que pode nao ter a diversidade necessaria para estabelecer respostas
imunologicas equilibradas. Este fenbmeno foi proposto para explicar o aumento de
doencas autoimunes e inflamatorias em partes do mundo onde a relacao simbidtica
homem-microbiota tem sido mais afetada (BELKAID e HAND, 2014; revisto por
ALLEN, 20186).

A relacdo entre a microbiota intestinal e as respostas imunolégicas
sistémicas tem motivado estudos sobre a patogénese de doencas imuno-mediadas.
InvestigagOes realizadas em modelos experimentais de EM tém demonstrado que
alteracbes da microbiota intestinal € um fator de risco potencial para o seu
desenvolvimento e estdo de acordo com o observado em estudos anteriores que
mostraram variacdo na patogénese desta doenca em animais geneticamente
idénticos alojados em diferentes condi¢cées ambientais (BERER et al., 2011.; LEE et
al., 2011).

Um modelo experimental de estudo da EM mostrou que a administracdo de
antibioticos por via oral alterou a microbiota intestinal e reduziu a gravidade da
doenca (YOKOTE et al., 2008). Outros estudos mostraram que a ativacédo de células
B especificas para a mielina e a invasdo do SNC por células T efetoras séo
influenciadas pela microbiota comensal (BERER et al., 2011;. OCHOA-REPARAZ et
al.,, 2010). Portanto, o papel dos micro-organismos na inducdo da doenca é

contextual, podendo ser protetor e capaz de melhorar os sintomas via inducédo de
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células T reguladoras ou mesmo atuando como gatilho para o desencadeamento da
doenca (LEE et al., 2011).

Durante as ultimas décadas, o aumento constante na incidéncia de doencas
autoimunes em paises desenvolvidos chamou atencdo para a influencia das
infeccdes helminticas sobre a autoimunidade (CORREALE e FAREZ, 2011). Foi
demonstrado que infec¢des parasitarias podem alterar o curso da EM (CORREALE
e FAREZ, 2007). Pacientes com EM infectados com helmintos apresentaram menor
namero de recaidas e minima progressdo na manifestagdo dos sinais clinicos, em
comparacgao com individuos néo infectados. As infec¢gdes helminticas resultaram no
desenvolvimento de células T reguladoras, e ao mesmo tempo inibicdo da
proliferacéo de células autorreativas (CORREALE, FAREZ e RAZZITTE, 2008).

Varios estudos tém avaliado também o efeito de habitos alimentares, estilo
de vida, infec¢des virais, ingestdo de vitaminas, exposi¢cao ao sol, uso de cigarro e
obesidade sobre a prevaléncia da EM (revisto por PANTAZOU, SCHLUEP e DU
PASQUIER, 2015). O conhecimento desses fatores de risco pode contribuir para
abordagens preventivas do desenvolvimento da doenca (LERAY et al., 2016).
Atualmente, a infecgcéo prévia pelo virus Epstein Barr, especialmente quando ocorre
no final da infancia, e a deficiéncia de vitamina D, sdo os fatores ambientais mais
amplamente associados ao risco de desenvolvimento da EM (MANDIA et al., 2014;
MUNZ et al., 2009). Além disso, o habito de fumar também tem sido considerado
importante (HEDSTROM, OLSSON e ALFREDSSON, 2015).

Alguns trabalhos vém demonstrando que o estilo de dieta ocidental,
caracterizada por elevado teor de sal, gordura animal, carne vermelha, bebidas
adocadas com acucar, frituras, pobre em fibras e falta de exercicio fisico regula
positivamente o metabolismo das células humanas em relagdo biossintética,
incluindo as vias de moléculas pro-inflamatérias e também leva a uma microbiota
intestinal disbidtica (patogénica), alteracdo da imunidade intestinal e inflamacao
sistémica de baixo grau (RICCIO, ROSSANO e LIUZZI, 2010; RICCIO e ROSSANO,
2015).

Por outro lado, exercicios e dietas de baixa caloria baseados na ingestao de
legumes, frutas, peixes, prebioticos e probidticos, agem sobre 0s receptores
nucleares e enzimas que regulam positivamente o metabolismo oxidativo, regulando

negativamente a sintese de moléculas pro-inflamatorias e restaurando ou mantendo
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uma microbiota simbidtica (saudavel) no intestino, como pode ser observado na
figura 1 (RICCIO e ROSSANO, 2015). Portanto, é provavel que as pessoas que séo
geneticamente predispostas a autoimunidade, apresentem habitos alimentares
caléricos e possuam comunidades microbianas disbidticas apresentem maiores
chances de desenvolver a doenca (VIEIRA, PAGOVICH e KRIEGEL, 2014;
MIELCARZ e KASPER, 2015).

Fatores dietéticos

A / \!

Células humanas Microbiota comensal do

/ \I intestino

Catabolismo Anabolismoe J \

Degradagio de Inflamagdo Eubiose Disbiose
nutrientes em 1. sintese de novas protefnas, |

pequenas membranas, glicogénio e 1' l
moléculas e triglicérides

produgio de 2. Sintese de moléculas pré-  sade e bem  Inflamacio intestinal
energia inflamatérias estar Inflamag3o sistémica

Figura 1: Fatores dietéticos, microbiota intestinal e inflamacgdo (Adaptado: RICCIO e ROSSANO,
2015).

A EM é considerada uma doenca heterogénea, pois as lesdes sao
multifocais e os sinais neuroldgicos sdo dependentes da sua extenséo e localizagao,
resultando em ampla variedade de sintomas clinicos como mostrado na figura 2. As
lesBes geralmente estdo localizadas na substancia branca, ao redor dos ventriculos,
nervo éptico, corpo caloso, cerebelo, medula espinal, tronco cerebral e em regides
subcortical da substancia cinzenta. Os sintomas podem incluir distarbios visuais,
fragueza muscular, dificuldades de coordenacdo e equilibrio, dorméncia ou
formigamento, problemas de memdria, ou alteragbes na funcdo do intestino e da
bexiga (revisto por MILO e MILLER, 2014).
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Figura 2: Principais sintomas da esclerose multipla (Adaptado: MEDICAL GALLERY OF MIKAEL
HAGGSTROM, 2014).

A doenca manifesta-se por uma série de surtos, caracterizados por uma
exacerbacdo dos sinais clinicos, resultantes de um evento inflamatério agudo
desmielinizante no SNC (POLMAN et al., 2011). A Escala Expandida do Estado de
Incapacidade de Kurtzke (EDSS) é o principal método utilizado para quantificar as
incapacidades ocorridas durante a evolugcdo clinica da EM ao longo do tempo
(KURTZKE, 1983). A figura 3 apresenta as quatro formas clinicas da EM no grafico
obtido pela medida de escore segundo a escala EDSS, demonstrando as
consequéncias na progressao da doenca apos 0s surtos e caracterizando as formas
clinicas, sendo que a inclinacdo do gréfico para a direita indica a piora do escore e

0S picos representam a manifestacdo dos surtos ou recaidas (LUBLIN, 2007).
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Figura 3: Padrdes clinicos da EM (Adaptado: LUBLIN, 2007).

A forma remitente-recorrente, na qual os pacientes sofrem exacerbacbes
temporéarias de disfungcdo do SNC, intercaladas com periodos assintomaticos. A
forma secundaria progressiva, quando 0s pacientes ndo conseguem se recuperar
totalmente das recaidas e apresentam incapacidade progressiva. A primaria
progressiva, na qual os pacientes sofrem uma constante progressao da deficiéncia,
sem periodos de recaida distintos. A forma progressiva-recorrente, quando o0s
pacientes sofrem constantemente avanco da deficiéncia, além de periodos de
recaidas identificaveis (LUBLIN e REINGOLD, 1996).

Os cursos do tipo remitente-recorrente sdo os mais comuns (80-85%) e o
mais suscetivel ao tratamento com medicamentos. Na fase remitente-recorrente, a
doenca clinica parece ocorrer em fungcdo de novas lesdes inflamatodrias,
desmielinizantes, no SNC. O acumulo de sintomas neuroldgicos irreversiveis,
portanto, em grande parte depende do numero e gravidade dos surtos e da
localizacdo dessas lesbes (CONFAVREUX et al., 2000). No entanto, apds varios
anos de doenca, quando os pacientes alcangcaram um limiar de sintomas
neurolégicos irreversiveis e quando a compensacao funcional parece ter se
esgotado, as caracteristicas clinicas da doenca mudam, anunciando o inicio da fase
secundaria-progressiva (LERAY et al., 2010).

Na EM o infiltrado inflamat6rio € composto principalmente por linfécitos T
autorreativos, macrofagos, microglia, células ependimais, astrécitos e mastdcitos,
que tém a capacidade de entrar no SNC e incitar uma resposta pro-inflamatoria,
resultando em lesado tecidual local (PITTOCK e LUCCHINETTI, 2007). A grande
maioria dos linfocitos sdo células T CD8" restritas ao MHC de classe |, que também
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apresentam expanséao clonal dominante nas lesbes (BABBE et al., 2000, GALEA et
al., 2007). Células T CD4" restritas ao MHC de classe I, bem como as células B, s&o
principalmente encontradas em espacos perivasculares e nas meninges, ao passo
qgue o infiltrado no tecido compacto do SNC é escasso. (LOPES PINHEIRO et al.,
2016; MICHEL et al., 2015).

Existem evidéncias do papel patogénico e/ou regulador das células T CD8"
na EM. Elas superam as células T CD4" em lesbes da EM (BABBE et al., 2000);
apresentam expansao oligoclonal no SNC dos pacientes, o que indica um papel
ativo no local da patologia (BABBE et al., 2000); pacientes com EM tém alta
prevaléncia de respostas de células T CD8" especificas para neuroantigenos na sua
circulacdo (CRAWFORD et al., 2004) e estas celulas parecem ter fendtipos
funcionais mistos, em que expressam moléculas efetoras citotdxicas e reguladoras
(CRAWFORD et al., 2004).

O limitado acesso ao SNC dificulta a compreensdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da EM e a maioria dos estudos concentra-se na
avaliacdo do liquido cefalorraquidiano (LCR) na tentativa de compreender o0s
processos que envolvem as células T in situ. Em 2007, foram observadas células T
CD8" efetoras no LCR de 52 pacientes com EM remitente-recorrente no inicio da
doenca (JILEK et al., 2007). Posteriormente, células T CD8" que expressam
granzima B, foram observadas em pacientes com a forma remitente-recorrente
(IFERGAN et al., 2011).

Em um modelo de migracéo in vitro, simulando a barreira hemato-encefalica,
foi observado aumento da migracéo de células T CD8", especialmente aquelas que
produziam granzima B, perforina, interferon-y (IFN-y) e IL-17 (IFERGAN et al., 2011).
Outro estudo mostrou que as granzimas A e B apresentaram maiores niveis no LCR
de pacientes em surtos, quando comparados com pacientes em remissao ou
controles saudaveis (MALMESTROM et al., 2008).

Alguns estudos mostraram também outro fenotipo de células T CD8" com
potencial regulador, que expressam CD25 e forkhead box P3 (Foxp3) e detectadas
em pacientes com EM (CORREALE e VILLA, 2010). Estas células inibem a
proliferacdo de células T CD4" e a producdo de interleucina-17 (IL-17), além de
regular negativamente a expressdao de moléculas co-estimuladoras em células
dendriticas (SINHA, ITANI e KARANDIKAR, 2014).
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Citocinas pro-inflamatorias provenientes de células T diferenciadas estao
associadas as condi¢cfes neuroinflamatérias. Células T helper 1 (Thl), que secretam
citocinas pro-inflamatorias, tais como o IFN-y e células T helper 17 (Thl7),
secretoras de IL-17, mobilizam as células fagociticas (neutrofilos, macréfagos na
periferia e microglia no SNC) e sdo responsaveis pelo ataque inflamatério ao
antigeno mielina (KARNI et al.,, 2002; LOPES PINHEIRO et al., 2016). A
diferenciacdo dessas células T é influenciada pelo microambiente de citocinas e pela
participacdo de fatores de transcricdo, tal como pode ser observado na figura 4
(LAZAREVIC e GLIMCHER, 2011).
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Figura 4: Diferenciacé@o de células T helper (Adaptado: LAZAREVIC e GLIMCHER, 2011).

Quando as células T CD4" naive (ThO) sdo ativadas na presenca de IFN-y e
IL-12, elas se diferenciam no subconjunto Thl. A diferenciacdo de células Thl é
dependente do fator de transcricdo T-bet (SCHULZ et al., 2009), enquanto a
diferenciacdo de T CD4" em células Th17 é induzida pelo fator de transcrigio RORyt
(IVANOV et al., 2006). Aléem disso, a citocina TGF-B, na presenca de IL-6, &
necesséria para a diferenciacdo das células Th17 (WEAVER et al., 2006).

Células T helper produtoras de IL-17 sdo consideradas a principal populacéo
de células T patogénicas responsaveis pelo desenvolvimento de doencas
autoimunes e a extensdo do envolvimento de células Thl7 pode ser um
determinante da gravidade da EM, sendo que a doencga mais grave parece ser
conduzida pela citocina IL-17 e a doenca menos grave pelo IFN-y (STROMNES et

al., 2008). Desta forma, medicamentos que inibem a ativacdo de células Thl e/ou
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Th1l7 tém sido utilizados no tratamento de doencas autoimunes (PUTHETI et al.,
2003).

A citocina TGF-B, por si sO, conduz a expressao do fator de transcricao
Foxp3 induzindo a diferenciacdo de células T naive em células T reguladoras (Treg)
que também sdo ativadas por células apresentadoras de antigenos, liberam
citocinas anti-inflamatérias, tais como a IL-10 e o TGF-B, que inibem a cascata
inflamatoria iniciada pelas células Thl e Thl7 (BETTELLI et al., 2006;
JOSEFOWICZ, LU e RUDENSKY, 2012). Portanto, tratamentos que promovem a
ativacdo e/ou a proliferagcdo de células Treg podem contribuir na terapéutica de
doencas autoimunes (VIGLIETTA et al., 2004; ELISEEVA et al., 2012).

Citocinas relacionadas com a resposta Th2, tais como IL-4, IL-10 e IL-5 tém
sido associadas com a reducgéo da inflamacao e melhora dos sintomas em pacientes
com EM (OREJA-GUEVARA et al., 2012). Correale e Farez (2007) observaram que
pacientes com EM infectados por helmintos apresentavam menor nuamero de
recaidas da doenca autoimune e reducdo na pontuacao da escala EDSS, sendo o
mecanismo imunoldgico dessa protecdo atribuido a resposta imune Th2
antiparasitaria.

Por muitos anos o estudo da autoimunidade centrou-se quase inteiramente
na resposta das células T descrita anteriormente. Nesse contexto, a EM é
reconhecida como uma doenga mediada pelo sistema imune adaptativo, no qual as
células T que reconhecem especificamente fragmentos de mielina induzem danos
no tecido e contribuem para a evolucao da lesdo (PENDER e GREER, 2007). No
entanto, a descoberta de que certas moléculas bacterianas podem provocar uma
resposta imune inata e uma subsequente resposta imune adaptativa chamou a
atencdo para o papel do sistema imune inato durante o inicio das respostas das
células T CD4" na EM (HERNANDEZ-PEDRO et al., 2013).

Foi demonstrado que o sistema imune inato, responsavel por respostas
imunoldgicas que ndo sdo antigeno-especificas, desempenha papel importante no
inicio e em estagios avancados da EM, ativando a fungéo efetora de células T e B
de forma semelhante ao processo no qual um agente patogénico esta envolvido
(WEINER, 2008; GANDHI, LARONI e WEINER, 2010). As infeccfes por patdégenos,
como virus, bactérias ou parasitas sdo capazes de promover o desenvolvimento de

doencas autoimunes em individuos suscetiveis, porque frequentemente induzem
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fortes respostas inflamatdrias sistémicas. Possivelmente, o ambiente inflamatério
resultante ativaria APCs que apresentariam também antigenos proprios para as
células autorreativas (GABY, 2013; STEELMAN, 2015).

Além disso, existem varias vias através das quais 0s virus e outros
patégenos podem iniciar ou modular a autoimunidade de forma antigeno-especifica
ou nao antigeno-especifica (CHRISTEN e VON HERRATH, 2004). A capacidade do
hospedeiro para se defender contra patdgenos invasores pode ser mediada por um
grupo de receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs). Entre estas moléculas estdo os receptores toll-like que sdo capazes de
reconhecer um grande numero de padrées moleculares presentes em bactérias,
virus e fungos (revisto por ISHII et al., 2008).

Os TLRs sdo uma familia de receptores localizados na superficie da célula
ou em endossomas de varios tipos celulares. A ativacdo através de TLRs ocorre
principalmente em macrofagos e outras APCs, tais como células dendriticas e
células B (DORNER et al., 2009). Os TLRs estao envolvidos no reconhecimento de
padroes moleculares associados a agentes patogénicos (PAMPs) e a padrdes
moleculares associados a danos (DAMPSs), levando a ativacdo da transcricdo de
genes que codificam as citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas e moléculas co-
estimuladoras. Portanto, os TLRs desempenham um papel importante na ligacéo
entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (AKIRA e SATO, 2003;
GALDIERO et al., 2004).

A esses receptores tém sido atribuido papéis importantes no
desenvolvimento de doencas autoimunes, tais como a EM. Eles seriam um potencial
mecanismo pelo qual a flora microbiana poderia regular as respostas autoimunes
(REYNOLDS, 2012). Alguns estudos demonstraram o papel benéfico de TLR3 e um
papel prejudicial de outros TLRs no aparecimento e na progressao da doenca.
Portanto, a moducdo de TLRs pode representar uma nova abordagem
imunoterapéutica e agonistas ou antagonistas de TLRs podem ser utilizados em
diferentes estagios da EM (TOUIL et al., 2006; GOOSHE et al., 2014).

Sloane e colaboradores (2010) demonstraram que o TLR2 & expresso em
oligodendradcitos e regulado positivamente em lesdes da EM, sendo capaz de mediar
os efeitos repressivos da maturacdo e remielinizacdo em células precursoras de

oligodendrocitos. TLR9 em humanos foi identificado em células dendriticas
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plasmocitoides e reconhece DNA viral na fase inicial da infec¢ao (LIU, 2005). TLR2 e
TLR9 tem sido associados a resposta a infeccédo por diversos virus, incluindo virus
herpes simplex (tipos 1 e 2), citomegalovirus, virus da hepatite C, virus Epstein-Barr,
e Varicella-zoster (BIEBACK et al., 2002; COMPTON et al., 2003; DOLGANIUC et
al., 2004). A ativacao de TLR2 é seguida pela producéo de citocinas inflamatdrias,
incluindo a IL-6, IL-8, e TNF-a (RIZZO et al., 2012).

TLR3 €& expresso em células endoteliais cerebrais, neurdnios, microglia,
astrocitos e oligodendrdcitos e a sinalizacdo via este receptor induz a producdo de
interferons (IFNs) do tipo | que podem apresentar efeitos positivos na EM (BSIBSI et
al., 2002; FARINA et al.,, 2005; LAFON et al., 2006; NAGYOSZI et al.,, 2010).
Astrocitos humanos aumentam a producéo de citocinas anti-inflamatorias, tais como
a IL-10 e suprimem a producéo de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-12p40 e
IL-23 em resposta a ativagdo de TLR3 (BSIBSI et al., 2002). Foi visto ainda que a
expressao de TLR4 estd aumentada em células mononucleares presentes no liquor
de pacientes com EM, em comparacdo com controles saudaveis (ANDERSSON et
al., 2008).

O papel dos TLRs na inducao de interferons tipo 1 vem sendo discutido em
varios estudos. Estes IFNs atuam como uma primeira linha de defesa contra a
invasdo de patdgenos e como regem a resposta imune inata, atuam como um ponto
essencial de contato entre as respostas imunes inata e adaptativa. (SONG et al.,
2015). Em humanos, a familia de IFNs tipo 1 consiste de um dnico gene que
transcreve IFN-B e de 13 genes que sao responsaveis pela transcricdo de IFN-a
(PERKINS e VOGEL, 2015).

Ligantes de TLRs, tais como lipopolissacarideos (LPS, ligante de TLR4) e
acidos nucléicos (ligantes de TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9), induzem a producédo de
IFNs tipo 1 por meio da ativacdo de fatores de regulacdo de IFNs (OSHIUMI et al.,
2003; YAMAMOTO et al., 2003; KAWAI et al., 2004; HONDA et al., 2005; KAWAI e
AKIRA, 2010). De forma interessante, um estudo mostrou como um ligante de TLR3
foi capaz de induzir a producdo de IFN-B e inibir o desenvolvimento da doenca
autoimune em um modelo experimental de EM (TOUIL et al., 2006).

Atualmente, os tratamentos modificadores da doenca (TMDs), envolvem
agentes imunossupressores ou imunomoduladores e tém sido a escolha para o
tratamento da EM (revisto por MATTHEWS, 2015). O IFN-B é um dos
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imunomoduladores disponiveis para o tratamento de pacientes com a forma
remitente-recorrente que mostra efeitos significativamente benéficos sobre a
progressao da incapacidade e sobre a taxa de recidiva (GOODIN e BATES, 2009).

O IFN-B suprime a resposta inflamatéria em pacientes com EM através de
varios mecanismos, incluindo a expressdo de moléculas co-estimuladoras, o
bloqueio da ativacédo das células T, controlando as citocinas pro e anti-inflamatorias,
evitando a migracdo de células imunes ativas e promovendo o reparo de danos das
células nervosas, através da diferenciacdo de células tronco neurais em
oligodendrécitos (VOSOUGHI e FREEDMAN, 2010; HERNANDEZ-PEDRO et al.,
2013; KAY, HOJATI e DEHGHANIAN, 2013).

Durante a EM, estudos mostraram uma expressdo local de IFN-B nas
lesbes, que suprime a secrecao de quimiocinas pela microglia ativada no SNC. Isto
resulta em reducdo da migracdo de linfécitos e também reduz a captacdo e a
apresentacao de antigenos por macrofagos e por células dendriticas (PRINZ et al.,
2008). A microglia ativada secreta citocinas inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1(,
glutamato, superoxido e 6xido nitrico, que sdo neurotoxinas e causam dano em
paciente com EM. O IFN- pode suprimir a secrecao destas neurotoxinas e evitar a
apoptose de células neurais conferindo um papel protetor no curso da doenca
(revisto por DHIB-JALBUT e MARKS, 2010).

A diversidade dos sintomas, a forma de evolugdo clinica e as respostas
imunes envolvidas estdo na base da apresentacdo da doenca e aumentam a
complexidade do diagndstico e do tratamento (HOHLFELD e WEKERLE, 2004;
WIENDL e HOHLFELD, 2009. Um grande progresso foi alcancado nas ultimas
décadas na compreensdo dos mecanismos da fase remitente-recorrente, porém a
EM permanece incurdvel e as opcbes de tratamento sédo limitadas aos farmacos
modificadores da doenca, tais como acetato de glatiramer, natalizumab, azatioprina,
ciclofosfamida e IFN-B (GARCIA MERINO et al., 2016).

Um dos aspectos mais dificeis na pesquisa da EM é a busca de marcadores
prognosticos que possam ajudar na escolha do tratamento. Atualmente, a estratégia
comum é comecar com as drogas modificadoras da doenga nos primeiros estagios,
a fim de retardar a conversdo de uma sindrome clinicamente isolada, em EM

clinicamente definida, além de evitar a mudanca do curso remitente-recorrente, para
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progressiva secundaria (TROJANO et al., 2011; COMI et al., 2013; NAGTEGAAL et
al., 2014).

Variaveis demogréficas e clinicas, como uma idade mais avancada no inicio,
alta taxa de recidiva precoce e sexo masculino, em conjunto com a carga da lesao e
outras medidas avaliadas através de ressonancia magnética tém sido referidas
como fatores determinantes da transicao rapida para a EM progressiva (SCALFARI
et al., 2014). Nos homens a manifestacdo da EM tende a ocorrer relativamente mais
tarde na vida adulta e coincide com o inicio do declinio na testosterona
biodisponivel, entretanto a progressdo do acumulo de deficiéncia no sexo masculino
€ mais pronunciada (DUNN, GUNDE E LEE, 2015).

2.2 A ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

A encefalomielite autoimune experimental € o principal modelo animal de
estudo da EM. Embora existam limitagbes impostas pelo uso de modelos
experimentais para a compreensdao das doencas humanas, a interacdo entre os
estudos realizados na EAE e a EM tem sido extremamente produtiva ao longo dos
anos (revisto por MIX, MEYER-RIENECKER e ZETTL, 2008). A EAE pode ser
induzida em diversos tipos de animais de laboratério (por exemplo, camundongos,
ratos, cobaias e primatas) apds a sensibilizacdo com antigenos da mielina,
emulsionados em adjuvante completo de Freund’'s (CFA) (GOLD, LININGTON e
LASSMANN, 2006; STROMNES e GOVERMAN, 2006a).

A proteina basica da mielina (PBM), um importante componente da mielina,
foi a primeira proteina utilizada para a inducdo da doenca. Subsequentemente,
diversos antigenos da mielina, tais como a proteina proteolipidica da mielina (PPL) e
a glicoproteina mielinica de oligodendrdcitos (MOG), foram utilizados (BATOULIS et
al., 2011). Como alternativa ao modelo de indugédo ativa da EAE, as células T
autorreativas, obtidas a partir de animais imunizados, podem ser adotivamente
transferidas para animais saudaveis, criando assim um modelo "passivo" de indugéo
(STROMNES e GOVERMAN, 2006b).
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As caracteristicas clinica e patologica da doenca dependem do autoantigeno
e dos adjuvantes utilizados, bem como da espécie, estirpe, sexo e idade dos animais
experimentais como oservado na tabela 1 (revisto por VAN DER STAR et al., 2012).
Os sintomas clinicos manifestam-se como paralisia ascendente, comegando na
cauda e membros posteriores e pode ocorrer de forma monofasica aguda, como em
camundongos SJL/J imunizados com peptideo PBMgg.101 (MEKALA e GEIGER,
2005), de forma crénica, como em camundongos C57BL/6 imunizados com peptideo
MOG3s555 (WANG et al., 2016) ou de forma remitente-recorrente, como em
camundongos SJL/J imunizados com peptideo PLP139.151 (XIE et al., 2016).

Tabela 1: Modelos classicos de EAE (Adaptada: BATOULIS et al., 2011).

Curso da doenca Animal Linhagem Antigeno
Remitente-recorrente Camundongo | SJL/J PLP:139-151
Remitente-recorrente Camundongo | C57BL/6 Low dose MOG:35-55
Remitente-recorrente Rato Dark agouti MOG:1-125
Cronica Camundongo | C57BL/6 MOG:35-55
Crobnica Camundongo | C57BL/6 PLP:178-191
Crobnica Camundongo | C57BL/6 MP4
Cronica Rato Lewis N1 MOG
Monofasica Camundongo | B10.PL PBM
Monofasica Camundongo | PL/J PBM
Monofasica Rato Lewis PBM

O mais empregado modelo de EAE é induzido com glicoproteina mielinica
de oligodendrécitos, provavelmente devido a capacidade do MOG de induzir a
doenca em camundongos C57BL/6, muito utilizados para estudos em imunologia e
por possuirem uma variedade de animais transgénicos e knockout (VAN DER STAR
et al., 2012). Além disso, 0 MOG é um autoantigeno da mielina capaz de conduzir a
resposta de células T encefalitogénicas, mas também uma resposta de
autoanticorpos desmielinizante, o que aumenta a gravidade da doenca mediada

pelas células T. Essa combinacdo permite melhor reproducdo da complexidade
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patolégica e clinica da EM (GOLD, LININGTON e LASSMANN, 2006; MARTA,
MEIER e LOBELL, 2009).

Os adjuvantes utilizados para a indugdo da EAE contém frequentemente
micobactérias inativadas que induzem respostas de células T, bem como a producéo
de anticorpos, devido a ativacdo do sistema imune inato via TLRs (LIBBEY e
FUJINAMI, 2011). A incidéncia e a gravidade da doenca induzida pela imunizacao
com neuroantigenos ¢é aumentada pela co-injecdo de toxina pertussis
(HOFSTETTER, SHIVE e FORSTHUBER, 2002), que € utilizada para aumentar a
expansdo de células T autorreativas, principalmente as células de perfil Thi,
aumentar a producdo de citocinas inflamatorias, induzir moléculas de adeséo
endotelial no cérebro e alteracdes na barreira hemato-encefalica (CHEN et al., 2006;
FUJIMOTO et al., 2006).

A co-administracao da toxina pertussis aumenta a permeabilidade dos vasos
sanguineos na barreira hemato-encefalica, além de regular negativmente o niamero
e a funcado das células T reguladoras (CHEN et al., 2006). O estudo de Mohajeri e
colaboradores (2015) mostrou que a administracdo da toxina, apds a inducdo da
EAE em ratos Lewis, com homogeneizado de medula espinhal de cobaia (GPSCH),
converteu a EAE monofasica em uma forma remitente-recorrente, com escore clinico
mais grave acompanhado de aumento da inflamacao e do estresse oxidativo.

Outros estudos mostraram que a toxina pertussis utiliza a sinalizagdo via
TLR4 para mediar o seu efeito de indugcao da EAE (RACKE, HU e LOVETT-RACKE,
2005; WANG et al., 2006). Enquanto, CFA contém ligantes microbianos dos TLRs 2,
4 e 9, sendo indutor de uma resposta imunologica do tipo Thl (TIGNO-ARANJUEZ
et al., 2009). Mycobacterim tuberculosis produz multiplas lipoproteinas que
estimulam TLR2 (BANAIEE et al., 2006) e estudos mostraram que TLR2 é um
receptor co-estimulador tanto de células T CD4", quanto de células T CD8" (KOMAI-
KOMA et al., 2004; IMANISHI et al., 2007; Cottalorda et al., 2009).

Na inducdo ativa da EAE, o animal é imunizado com uma injecéo
subcutédnea da emulsédo contendo o antigeno de mielina e o adjuvante completo de
Freund (CFA) junto a base da cauda, acompanhado por uma injecao intraperitoneal
de toxina pertussis no dia da imunizagdo e dois dias apds (BITTNER et al., 2014).
ApoOs esta imunizacdo, as APCs na periferia apresentam os antigenos da mielina

para as células T CD4", o que leva a sua ativacdo e subsequente geragdo de células
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pro-inflamatérias Thl e Thl7 autorreativas, além da ativacdo de células B e
mondcitos (FROHMAN, RACKE e RAINE, 2006).

As células T autorreativas migram e interagem com moléculas de adeséo na
superficie endotelial de vénulas no SNC e atravessam a barreira hemato-encefalica
rompida com o auxilio de proteases e quimiocinas (PICCIO et al.,, 2002;
VERCELLINO et al., 2008; HOLMAN, KLEIN e RANSOHOFF, 2011). A migragdo
especifica do subconjunto de células Thl que expressam os receptores CXCR3 e
CCRS5 é influenciada pela quimiocina CCL5 (MISU et al., 2001). Enquanto as células
Th17 expressam o receptor CCR6 que é ligante da quimiocina CCL20, expressa em
células epiteliais no plexo cordide (POTZL et al., 2008; REBOLDI et al., 2009).

Como pode ser observado na figura 5, apés a entrada no SNC, as células T
sao reativadas por APCs locais que apresentam o0s antigenos alvo, que incluem a
proteina basica de mielina, a glicoproteina associada a mielina e a glicoproteina
mielinica de oligodendrdcitos. A resposta imunoldgica é amplificada, resultando em
cascatas inflamatérias, envolvimento de outras células, como mondcitos ou
macréfagos, desmielinizacdo e perda axonal (GOVERMAN, 2009; FLETCHER et al.,
2010).
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Figura 5: Migracdo e funcao de células T efetoras durante a EAE (adaptado de FLETCHER et al.,
2010).
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A reacao inflamatéria nas lesbes da EM, que consiste principalmente de
células T ativadas e ativacdo de microglia/macrofagos € semelhante ao observado
nos modelos de EAE classicos. Porém, existem algumas diferencas importantes
(revisto por GOLD et al.,, 2006). Na maioria dos modelos de EAE, que sao
desencadeados por células Thl ou Thl7, a inflamag¢do comeca com o infiltrado do
tecido por células T CD4" restritas ao MHC de classe Il, seguido pela ativagdo da
microglia e recrutamento de macrofagos para as lesées (FLUGEL et al., 2001).

O recrutamento de células T CD8" geralmente acontece alguns dias apds o
infiltrado de células T CD4" inicial (HICKEY, COHEN e BURNS, 1987; SKULINA et
al., 2004). Em contraste, nas lesdes da EM, independente do estagio de
desenvolvimento, é a populagdo de célula T CD8" que sempre predomina e mostra
expansao clonal preferencial (MARIK et al., 2007; HENDERSON et al., 2009). Na
EAE, os estudos ja atribuiram as células T CD8" tanto a funcdo reguladora
(MONTERO et al., 2004), quanto uma acao patogénica (FORD e EVAVOLD, 2005;
SAXENA et al., 2008).

O papel patogénico das células Thl secretoras de IFN-y e das células Th17
secretoras de IL-17 ja foi bem demonstrado na EAE (KROENKE et al., 2008;
STROMNES et al., 2008). A transferéncia adotiva de células Thl especificas para o
antigeno MOG é capaz de induzir a EAE, a qual é caracterizada por infiltrado
predominante de macréfagos no SNC (KROENKE et al., 2008). Aléem disso, as
células Thl promovem inflamacéo e facilitam o infiltrado de células Th17 para o SNC
(O'CONNOR et al., 2008), enquanto a inflamacéo induzida por células Th17 no SNC
€ caracterizada pelo recrutamento de neutréfilos (KROENKE et al., 2008) e morte de
neurénios (KEBIR et al., 2007).

Além do papel atribuido ao IFN-y como citocina pro-inflamatéria e seu papel
patogénico na autoimunidade, trabalhos vém mostrando que o IFN-y desempenha
também um papel protetor, induzindo a atividade de células reguladoras e
modulando a resposta de células T efetoras (KELCHTERMANS, BILLIAU e
MATTHYS, 2008; SHACHAR e KARIN, 2013). As Tregs sao essenciais na
manutencdo da tolerancia imunoldgica e na prevencdo da autoimunidade. A acéo
benéfica de diversos compostos sobre a EAE, ja foi demonstrada através da

diminuicdo das respostas Th1/Thl7 e aumento da frequéncia de Treg e da sintese
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de IL-10 e TGF-B, no SNC (ALVAREZ-SANCHEZ et al., 2015; LI et al., 2015;
SPANIER et al., 2015).

Além das diferencas nos mecanismos da resposta imunoldgica, a EAE
também sofre criticas em relagdo a localizacdo das lesdes nos varios modelos
existentes, particularmente no induzido pelo peptideo MOG em camundongos
C57BL/6. Nesse modelo, as lesdes estdo principalmente localizadas na medula
espinhal e no nervo oOptico, o que se assemelha mais com a neuromielite 6ptica, do
gue com a EM (CONSTANTINESCU et al., 2011; JACOB et al., 2013). No entanto,
danos generalizados em regifes cerebrais (por exemplo, no cértex, corpo caloso,
cerebelo e tronco cerebral) tém sido demonstrados por imuno-histoquimica e
ressonancia magnética em inducées com MOG e com PLP (AHARONI et al., 2013).

Com o protocolo de imunizagdo ativa, 0os primeiros sinais da doenca
neurolégica, geralmente perda de peso e de atividade, sdo observados entre o0 10°e
o 17°dias apos a inducédo. Enquanto no método de tr ansferéncia adotiva, 0s sinais
sdo observados um pouco mais cedo, a partir do 5°ou 7°dia apds a transferéncia
das células encefalitogénicas (VAN DER STAR et al., 2012). Os sinais clinicos da
EAE sdo normalmente classificados em uma escala numérica, que reflete 0 aumento
dos niveis de paralisia e incapacidade do animal (DE PAULA et al., 2008).

Apesar das diferencas encontradas entre 0 modelo de EAE e a EM, quando
visto em sua totalidade, o modelo animal tem sido usado com sucesso para estudar
mecanismos de relevancia para a EM e permitido o desenvolvimento de novas
intervencdes terapéuticas. Além disso, constitui-se em um modelo bem
caracterizado e o avanco em tecnologias de genética, permitiu o desenvolvimento de
animais transgénicos para o estudo de genes especificos ou populacdes de células
e contribuiram para a compreensao de vias celulares e moleculares na patogénese
da EM (BEN-NUN et al., 2014).

2.3 EFEITO NEUROPROTETOR DOS ESTROGENOS

Ha diversas observacdes que indicam diferencas relacionadas ao sexo, no

risco de desenvolver EM. Estudos epidemiologicos tém mostrado que a doenca
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apresenta maior incidéncia no sexo feminino em relagdo ao sexo masculino, na
proporcao de 3:1 aproximadamente, na maioria das regides do mundo. Mostrando
qgue as mulheres sdo mais propensas a desenvolverem EM (TROJANO et al., 2012).
O periodo de gravidez também chama ateng&o por apresentar uma diminuicdo do
risco de recaida durante o terceiro trimestre de gestacdo, seguido de aumento do
risco durante o periodo de pés-parto (RHONDA, VOSKUHL e STEFAN, 2012).

As diferencas de género na propensdo ao desenvolvimento da
autoimunidade podem ser influenciadas por diversos fatores, entre eles, as
diferengas entre o sistema imunolégico de homens e mulheres (MARKLE e FISH,
2014; RUBTSOVA, MARRACK e RUBTSOV, 2015). De forma geral, os machos tém
maior imunossupressdo, quando comparados as fémeas (MCKEAN e NUNNEY,
2005; VINCENT e GWYNNE, 2014), enquanto as fémeas apresentam aumento da
reatividade imunolégica (HEWAGAMA et al., 2009).

Essa diferenca tem sido atribuida ao maior gasto de energia na producao do
gameta feminino, em relacdo ao masculino. O investimento relativamente grande por
parte das fémeas com a producdo de gametas e a reproducdo é dependente da
longevidade, sendo que esta relaciona-se diretamente com maior imunocompeténcia
(VINCENT e GWYNNE, 2014). Portanto, essa maior atividade imunologica pode
resultar em maior resisténcia a algumas doencas infecciosas, mas tambéem é
possivel que resulte em maior propensdo a desenvolver doencas autoimunes
(ZANDMAN-GODDARD, PEEVA e SHOENFELD, 2007).

Este viés de género na suscetibilidade a doenca autoimune pode ser
influenciado também pelos efeitos de horménios. O papel dos estrogenos na
imunidade tem sido extensivamente avaliado (BOUMAN, HEINEMAN e FAAS,
2005). Eles podem afetar o sistema imunologico, modulando a producdo de
citocinas, a expressao de seus receptores e regulando as respostas de diferentes
células efetoras (STRAUB, 2007; CUTOLO e STRAUB, 2007). Alem da fonte de
estrogénio enddgeno, o sistema imunoldgico pode ser alvo de diferentes produtos
guimicos, moléculas presentes no ambiente e que apresentem atividade
estrogénica, os chamados estrogénios ambientais (AHMED, 2000).

Nas mulheres, os niveis circulantes de estrogénios mudam em relacao a
funcao reprodutiva e diferentes niveis de exposicéo a estrogénios afeta a imunidade.

Em concentragfes elevadas, tal como na gravidez, o estrogénio inibe as vias pro-
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inflamatoérias Thl (incluindo TNF-q, IL-1f e IL-6) e estimula as vias anti-inflamatérias
Th2 (incluindo IL-4, IL-10 e TGF-B). Por outro lado, niveis baixos como observado
ap0s a menopausa, estimulam as vias pro-inflamatorias (incluindo TNF-a e IL1-B)
(STRAUB, 2007). Desta forma, os estrogénios podem afetar diferencialmente a
incidéncia da autoimunidade em relagcéo a idade e a capacidade reprodutiva.

Esses hormdnios agem através de subtipos de receptores de estrogénio
(ERs) intracelulares, alfa (ERa) e beta (ERB). Estrogénios endogenos incluem
estrogénio (E1), estradiol (E2) e estriol (E3, produzido apenas durante a gravidez),
sendo o 17B-estradiol (E2) o mais potente estrogénio produzido no corpo humano
(KOVATS, 2015). Estes horménios influenciam o crescimento, a diferenciacéo e o
funcionamento de muitos tecidos alvo, tal como, o sistema reprodutor feminino e o
masculino. Desempenham também um papel importante na manutencdo de 0ssos,
no sistema nervoso central e no sistema cardiovascular, no qual podem ter alguns
efeitos cardioprotetores (PARE et al., 2002; MILLER et al.,, 2004; KIM, KIM e
JEONG, 2016; MAGGIOLI et al., 2016).

Na EM e na EAE, alguns estudos tém atribuido aos estrogénios efeito anti-
inflamatério e neuroprotetor, pois diminuem biomoléculas proé-inflamatérias
especificas para autoantigenos (tais como, IFN-y, TNF-a, IL-17, iNOS, e MCP-1),
inibindo a inflamacé&o e a desmielinizacdo (GARIDOU et al., 2004; ELLOSO et al.,
2005; TIWARI-WOODRUFF e VOSKUHL, 2009; LELU et al., 2011). O tratamento
com agonistas de ERs foi capaz de proteger a matéria cinzenta da atrofia,
preservando as ceélulas de Purkinje na EAE (MACKENZIE-GRAHAM et al., 2012).
Além disso, o tratamento com 17B-estradiol inibiu a expansdo de células T CD4" e
aumentou a proporcao de Tregs produtoras de IL-10 na EAE (PETTERSSON et al.,
2004).

Estudos em modelos animais mostraram que os efeitos dos estrogénios
sobre o sistema imune periférico é dependente da sinalizagdo do ERa. O tratamento
com um ligante de ERa, propil pirazol triol (PPT), mas ndo com ligante de ER,
diaryl-propionitrile (DPN), resultou na diminuicdo da producéo de metaloproteinases
de matriz 9, uma enzima envolvida na transmigracdo de células T e mondcitos para
0 SNC e diminuiu o infiltrado de células T e macrofagos para o SNC (GOLD et al.,
2009).
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Outros estudos sobre a resposta imune em animais tratados com ligantes de
ERs tém sugerido que o ERB pode afetar a infiltracdo de células dendriticas para o
SNC (DU et al., 2011) e ligantes de ERB se mostraram capazes de modular a funcao
das células T (WU et al., 2013). Estrogenos enddgenos, bem como ligantes
exogenos de ERB podem apresentar atividade sobre os mecanismos inflamatorios
no SNC, principalmente através dos seus efeitos sobre a micréglia (SAIJO et al.,
2011; WU et al., 2013).

Estradiol também exerce efeito protetor em astrocitos, via regulacdo da
gliose, neuroinflamacdo, edema, transporte de glutamato, bem como aumento da
liberacdo de fatores neurotroficos (ACAZ-FONSECA et al., 2014). Os estrogénios
também sdo capazes de modular a producédo de 6xido nitrico e de citocinas pro-
inflamatorias in vitro e diminuir a reatividade microglial in vivo em resposta a
estimulos inflamatérios e neurodegenerativos (JOHANN e BEYER, 2013; AREVALO,
AZCOITIA e GARCIA-SEGURA, 2015).

No modelo de EAE, o tratamento com estradiol foi capaz de alterar a
producdo de citocinas, de receptores de quimiocinas e a expressao de moléculas de
adesdo, conduzindo a um perfil anti-inflamatério (MATEJUK et al., 2003;
SUBRAMANIAN et al., 2003). Em outro estudo, as células mononucleares de tecido
cerebral de camundongos com EAE, tratados com estradiol, mostrou diminui¢cdo na
producdo de TNF-a, IFN-y e de outros mediadores inflamatérios, além da diminuicdo
da desmielinizacdo (BODHANKAR et al.,, 2011). Em conjunto, estes estudos
sugerem o potencial terapéutico dos estrégenos na neuroinflamacéo e no tratamento
da EM.

2.4 GENISTEINA

A genisteina (4',5,7-tri-hidroxi-isoflavona) € uma das principais isoflavonas
da soja e, por conseguinte, amplamente presente na dieta humana (LIGGINS et al.,
2000; LIGGINS et al., 2002; MENZE et al., 2015). Apresenta propriedades
antioxidante e anti-inflamatéria (MAROTTA et al., 2006; JI et al., 2011) e seu

possivel uso como agente capaz de prevenir o cancer, tem sido amplamente
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estudado (NING et al., 2014; WANG, JENKINS e LAMARTINIERE, 2014). Relatorios
epidemioldgicos revelaram correlacdes significativas entre o consumo de genisteina
e um risco reduzido de cancer de mama (QIN et al., 2006; IWASAKI e TSUGANE,
2011).

Como pode ser observado na figura 6, a genisteina apresenta semelhanca
estrutural com o 17B-estradiol (KUIPER et al., 1998), o que permite que ela possa se
ligar as duas isoformas do receptor de estrogénio, ERa e ERB (COOKE, SELVARAJ
e YELLAYI, 2006; GANAI e FAROOQI, 2015). No entanto, € um agonista seletivo
para o ERB, uma vez que a afinidade de ligacdo com o ERB é cerca de 7 vezes
maior do que com o ERa (KUIPER et al., 1997).
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Figura 6: Estrutura molecular do B-estradiol e da genisteina (Adaptado: SOUCY et al., 2006)

Alguns estudos mostraram que a genisteina tem uma grande variedade de
alvos moleculares, incluindo fatores de transcricao, fatores de crescimento e 0s seus
receptores, citocinas, enzimas e regulacdo da proliferacéo celular e da apoptose.
Por isso, a essa isoflavona é atribuido varios efeitos terapéuticos, tais como, efeito
anti-inflamatoério, antiangiogénese, antioxidante, antiproliferativo e protetor
cardiovascular (DHARMAPPA et al.,, 2010; KIM et al., 2011; PALANISAMY,
KANNAPPAN e ANURADHA, 2011; LUO et al., 2012).

Diante de inumeros efeitos terapéuticos, a utilizacdo de fitoestrogenos como
a genisteina pode representar uma alternativa a terapia com estrogénios no
tratamento de doencas neurodegenerativas, uma vez que 0 uso terapéutico dos
estrogenos encontra resisténcia, sobretudo, devido a varios efeitos secundarios

deletérios associados a eles, incluindo aumento do risco de trombose, doenca
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cardiaca, acidente vascular cerebral e efeitos feminilizantes no sexo masculino (NEF
e PARADA, 2000; PAGANINI-HILL, 2001).

Os fitoestrogenos podem se ligar aos receptores de estrogénio em varios
tipos de células (SIROTKIN e HARRATH, 2014). Sdo capazes de atuar como
agonistas ou antagonistas do receptor, dependendo do tecido (BECK, ROHR e
JUNGBAUER, 2005). Sédo encontrados em uma variedade de produtos alimentares,
tais como as leguminosas, que contém genisteina e daidzeina, entre outras
isoflavonas (AZCOITIA et al.,, 2006; MICHEL et al., 2013; SHAMBAYATI et al.,
2014).

Em virtude de seu efeito anti-inflamatorio, o papel terapéutico da genisteina
ja foi demonstrado em doencas autoimunes. No tratamento da artrite reumatoéide a
genisteina regula negativamente o fator nuclear kappa B (NF-kB), levando a uma
diminuicdo na expressao das citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-1 e IL-6 (KIM et
al., 2011; PALANISAMY, KANNAPPAN e ANURADHA, 2011). Verdrengh e
colaboradores (2003) estudaram a influéncia da genisteina na artrite induzida por
coldgeno em camundongos, sendo que os resultados sugerem que a administracao
subcutdnea de genisteina exerce seus efeitos anti-inflamatérios afetando as
propriedades de granuldcitos, mondcitos e linfocitos, mostrando que a genisteina &
capaz de prevenir a doenca.

Outro estudo mostrou que a administracdo oral de genisteina (6 a 20
mg/kg/dia) aumenta a resisténcia do hospedeiro ao tumor e induz um aumento,
dependente da dose, da atividade de células T citotoxicas e células NK, em fémeas
adultas de camundongos B6C3F1 (GUO et al., 2001). Além disso, sugere-se que a
administracdo oral de 20 mg/kg de genisteina poderia suprimir a resposta imune
antigeno-especifica em camundongos BALB/c imunizados com ovalbumina
(KOGISO et al., 2006). Posteriormente, Wang e colaboradores (2011) relatam que a
genisteina pode modular a atividade imunolégica e tem efeitos antagonistas sobre
lesBes nas articulagBes na artrite induzida por colageno. Refor¢cando que os efeitos
imunomoduladores da genisteina podem prevenir a doenga autoimune.

Alguns estudos mostraram também o efeito do tratamento com genisteina
sobre a EAE. De Paula e colaboradores (2008) trataram camundongos C57BL/6
com 200 mg/kg de peso de genisteina por via subcutanea, apos a inducao da EAE,

durante 7 dias ap0s o aparecimento dos sinais da doenca e observaram que o0
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tratamento melhorou significativamente os sintomas clinicos, modulando as citocinas
pré e anti-inflamatorias. Além disso, o0 tratamento resultou em diminuicdo da
aderéncia e rolamento de leucdcitos, em comparagdo com o grupo nao tratado.

Posteriormente, Castro e colaboradores (2012) trataram camundongos
C57BL/6 com 200 mg/kg de peso, com um anélogo da genisteina por via
subcuténea, apos o aparecimento dos sinais da EAE e observaram que o composto
obtido a partir da genistéina foi capaz de melhorar a evolucao clinica da EAE, o que
se correlacionou com a diminuicdo da producdo de células produtoras de IL-17 e o
aumento das células T CD4"Foxp3* no cérebro. Além disso, 0 analogo aumentou a
producéo de IL-10 e a expressao de CTLA-4 e reduziu a producéo de IFN-y e IL-6.

Estes dados em conjunto, sugerem o potencial terapéutico da genisteina no
tratamento da EM. Contudo, estes estudos mostraram os resultados obtidos em
protocolos de tratamento apos o aparecimento dos sinais clinicos da doenca e néo
abordavam a resposta imunoldgica inata. Os TLRs, por sua vez, sdo a classe mais
importante e os primeiros receptores de reconhecimento de padrfes no sistema
imune inato. Desempenham um papel critico no inicio das respostas inflamatérias e
na promocao das respostas imunes adaptativas (LI et al., 2009).

Neste contexto, o atual trabalho busca compreender a modulagdo da
resposta imune inata e a influéncia desta na resposta imune adaptativa através dos
receptores toll like, utilizando um tratamento com genisteina anterior ao
aparecimento dos sinais clinicos da EAE e avaliando parametros clinicos e
imunoldgicos no inicio do desenvolvimento da doenca. Os efeitos benéficos do
tratamento da EAE com genisteina, sugerem que o consumo desse fitoestrogeno na
alimentacdo ou como suplemento pode se associar a ja estabelecidas terapias para

a EM e reduzir a gravidade e a frequéncia dos surtos da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com genisteina, anterior ao aparecimento dos
sinais clinicos, sobre a evolucao clinica da EAE, histopatologia, receptores toll like,
fatores de transcricdo e producdo de citocinas pelos subconjuntos de linfocitos T,

durante o desenvolvimento da EAE.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar durante 21 dias os sinais clinicos da EAE nos animais induzidos

tratados ou ndo com genisteina;

 Realizar analise histoldgica da medula espinhal no 7° 14°e 21°dias apés
a inducdo do modelo, através das coloracdes de hematoxilina-eosina e luxol fast
blue;

» Avaliar a expressdo de TLR2, TLR3, TLR4, TLR9, IL-10, CD11c, F4/80 e
Foxp3 em células da medula espinhal, através de citometria de fluxo, no 7°dia ap6s

a inducdo do modelo;

* Quantificar a produgéo de citocinas (IL-6, IL-17A, IL-12p40, IL-10, TGF-B e
IFN-y) e quimiocinas (CCL5 e CCL20), através da técnica de ELISA, no homogenato

de macerados da medula espinhal, no 7°dia apds a i ndu¢do do modelo;

» Avaliar a expressao relativa do RNAm dos fatores de transcricdo T-bet e
RORyt e de IFN-B em células da medula espinhal, através da técnica de qRT-PCR,

no 7°dia apos a indug¢do do modelo.
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4 MATERIAL E METODOS

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 Reproducédo (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 racdo e agua ad
libitum. Todos os experimentos foram realizados de acordo com 0s 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°
037/2012).

4.2 PROTEINA MIELODENDRITICA

O peptideo MOGs3s.55 foi sintetizado pelo Dra Maria Aparecida Juliano do
Dept°de Biofisica— INFAR- UNIFESP. O peptideo foi ressuspenso em PBS estéril e
obteve 90% de pureza, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e espectrometria de massa.

4.3 INDUCAO DO MODELO DE EAE

Cada animal foi imunizado por via subcutanea (s.c.) em ambos os lados da
base da cauda com 100 pg do peptideo MOGssss € Adjuvante de Freund
suplementado com 400 pg de Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco

Laboratories, Detroit, MI), com aplicacdo de 300 ng de toxina pertussis divididos em
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duas doses, a primeira aplicada no dia da inducdo e a segunda 48 horas apos a
inducdo. Os controles negativos seguiram 0 mesmo protocolo excetuando-se a
aplicacao da emulséo contendo o MOGg3s.55 € a toxina (LEADBETTER et al., 1998).

4.4 TRATAMENTO COM GENISTEINA

Os grupos de animais tratados com genisteina (CAYMAN CHEMICAL)
(Tabela 1) receberam 200 mg/kg de peso via subcutanea por dia de genisteina
previamente solubilizada em Dimetilsufoxido (DMSO — Sigma-Aldrich) e diluida em
solucéo fisiolégica conforme descrito no trabalho de De Paula e colaboradores
(2008). O tratamento foi iniciado 2 dias antes da inducdo da EAE e prosseguiu

durante mais 5 dias ap0ds a inducéo, totalizando, portanto, 7 dias de tratamento.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O escore clinico dos animais foi avaliado até o 21° dia apds a inducao do
modelo. Além disso, a medula espinhal dos animais dos trés grupos estudados,
Controle (n&o induzido/ndo tratado), EAE (induzido/ndo tratado) e GEN
(induzido/tratado com genisteina) foi coletada e os seguintes parametros avaliados:
expressao relativa de RNAmM de RORYT, T-bet e IFN-B, intensidade mediana de
fluorescéncia de Foxp3 e IL-10, producao de citocinas (IL-12p40, IFN-y, IL-17A, IL-6,
TGF-B e IL-10), de quimiocinas (CCL5 e CCLZ20), intensidade mediana de
fluorescéncia de TLR2, TLR3, TLR4 E TLR9 e analise histoldgica.
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Tabela 2: Distribuicdo dos animais em grupos

Grupos/dias Parametro avaliado (n°de animais utilizados)

avaliados Controles EAE GEN

7°dia pos- Citocinas (6) Citocinas (6) Citocinas (6)

inducao Citometria (8) Citometria (8) Citometria (8)
RT-PCR (4) RT-PCR (4) RT-PCR (4)
Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)

14°dia pos- Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)

inducao

21°dia pos- Escore clinico (8)  Escore clinico (8)  Escore clinico (8)

inducao Histologia (3) Histologia (3) Histologia (3)

4.6 AVALIACAO DO CURSO CLINICO E DA MASSA CORPORAL

Vinte e quatro animais foram divididos entre os trés grupos experimentais (8
animais/grupo) e tiveram seu escore clinico acompanhado. A avaliacdo do escore
clinico e da massa corporal foi realizada do 2°dia antes da indug&o até o 21°dia pés
indugdo. Os animais foram diariamente pesados, 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.
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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
Fraqueza 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

4.7 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) no 79 14° ou 21° dias poOs indugdo. Ap6 s estarem completamente
anestesiados, parte dos animais foram perfundidos intracardialmente por uma
solucédo de paraformaldeido 4% para a retirada da medula espinhal para a analise
histoldgica (3 animais/grupo). Os outros animais foram perfundidos com PBS para a
retirada da medula espinhal e avaliacdo dos outros parametros desejados (18

animais/grupo).
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4.8 RT-PCR EM TEMPO REAL E ANALISE DE PCR QUANTITATIVA PARA
RORYT, T-BET E IFN-B

As medulas espinhais foram coletadas individualmente no 7° dia pos
inducdo para a avaliacdo da expressdo génica por qRT-PCR de RORyT, T-bet e
IFN-B. As medulas espinhais coletadas foram imediatamente imersas em RNAlater
(Ambion, Austin, TX), armazenadas a 4° C por 24 h e em seguida a -80°C, até
posterior caracterizacdo. O RNA total foi extraido das amostras utilizando RNeasy
mini kits (Qiagen, Valencia, CA), com o auxilio de um homogeneizador de tecidos
(Qiagen, Valencia, CA), de acordo com as instru¢gdes do fabricante. As amostras de
RNA foram tratadas com RNase-Free DNase Set (Qiagen, Valencia, CA) para
remocado de possiveis residuos de DNA gendmico. Ao final deste processo, foi
gerado um volume de 40 uL de solucdo (RNA total + 40 uL de agua RNase-free).
Pequena quantidade de RNA (0,5 upg) foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em brometo de etidio e visualizado em transiluminador de luz
ultraviolieta (UV) para verificar a integridade do material pela presenca das bandas
de RNA ribossomais 28S e 18S. A concentracdo de RNA foi avaliada por
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, San Jose, CA). O RNA
quantificado foi armazenado a -80°C até o momento de sua utilizacdo na sintese de
DNA complementar (cDNA). Posteriormente, um micrograma de RNA foi utilizado
para sintetizar cDNA usando Super Script Ill First Strand (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), de acordo com as instrucbes do fabricante. O cDNA sintetizado foi entao
quantificado em espectrofotdbmetro e utilizado nas reacoes de PCR em tempo real. A
seguir, um micrograma de DNAc foi amplificado na presenca de SYBR Green PCR
master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) e primers especificos para 0s
genes em estudo (Sigma-Aldrich). As amostras foram submetidas a 40 ciclos nas
seguintes condi¢cdes de termociclagem: 95° C por 15 segundos, temperatura de
anelamento por 20 segundos e 60°C por 30 segundos. Ao final, uma etapa adicional
de dissociacao foi realizada (40 ciclos com um decréscimo de 1° C a cada 15
segundos, iniciando-se em 95° C) para a geracdo de uma curva de melting. A
andlise desta curva permitiu verificar a especificidade da reacdo, ou seja, se nao

havia a presenca de bandas inespecificas e/ou dimeros de primers. A analise dos
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dados gerados foi feita com o auxilio do software Real-Time System RQ Study
software V1.3.1 9 (Applied Biosystems). Por meio deste software determinou-se o
ponto de corte, denominado de “threshold cycle” (Ct) ou limiar de deteccéo, de cada
amostra testada. Quanto maior a concentragao inicial, mais precoce o Ct. Assim,
construiu-se uma curva-padrao na qual foram plotados os resultados das amostras
em investigacdo, permitindo a sua quantificacdo. Para controlar as variagdes na
quantidade de amostra, na quantidade e qualidade do RNA usado na reacdo de
transcricdo reversa e a eficacia desta reagdo, em cada amostra foi determinado o
nivel de expressdo (numero de cépias) do gene constitutivo: B-actina. RNA foi
normalizado com os niveis de hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase
(HPRT) e a expressdo relativa foi calculada com o método 2%°4Ct 285Ct ¢
apresentada como a expressédo do gene alvo em uma amostra alvo, em relagéo a

uma amostra de referéncia, normalizadas para um gene de referéncia.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos, temperatura de anelamento e nimero de pares de base.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos Temperatura  NUmero de
analisado de anelamento pares de
base
IFN-B forward:GGAGATGACGGAGAAGATGC 60 102

reverse: CCCAGTGCTGGAGAAATTGT

ROR-yT  forward:CGCGGAGCAGACACACTTA 60 166
reverse: CCCTGGACCTCTGTTTTGGC

T-bet forward: TGCTTCTAACACACACGTCTTT 57 76
reverse: TGATCTCTGCGTTCTGGTAGG

B-actin forward:GCTGTCCCTGTATGCCTCT 57 217
reverse: GTCACGCACGATTTCCCTC
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4.9 ISOLAMENTO E PREPARACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DA
MEDULA ESPINHAL

As medulas espinhais coletadas para a realizacdo da citometria de
fluxo foram maceradas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB. O macerado foi
passado por um filtro de 70 um (BD Biosciences, Bedford, USA). As células da
medula espinhal foram, posteriormente, incubadas com RPMI contendo 2 mg/mL de
colagenase D (Roche, Mannheim, Germany) a 37 por 45 minutos, submetidas a
uma constante agitacdo. As ceélulas mononucleares foram separadas por um
gradiente de Percoll e submetidos a uma lavagem com solucéo de PBS, 1% SFB e
0.09% de azida sodica. A seguir as células foram lavadas em solucdo de ACK para
a lise dos eritrgcitos, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e ressuspensas em
PBS, 1% SFB e 0.09% de azida sodica.

4.10 AVALIACAO DE MARCADORES CELULARES POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células isoladas da medula espinhal foram incubadas com
anticorpos anti-mouse CD11c-FITC, F4/80-PerCP, TLR2-PE, TLR3-PE e TLR4-PE
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) na concetracdo de 1:100. Apds 30
minutos de incubacdo a 4T, as células foram lavadas com tamp&do de marcacao
PBS, 1% SFB e 0.09% de azida soédica e tampdo de fixagdo contendo
paraformaldeido 1% (BD Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA) e lavada em
tampdao de permeabilizacdo (BD Biosciences, Pharmigen, San Diego, USA). Apos as
marcacOes extracelulares as células foram submetidas as marcacgdes intracelulares
com anticorpos anti-mouse IL-10-PE, Foxp3-FITC e TLR9-PE (BD Biosciences
PharMingen, San Diego, USA) na concetracdo de 1:100. As células foram
ressuspensas em 1mL de paraformaldeido (1% em PBS), sendo a captura, leitura e
analise feitas em citbmetro de fluxo FACSCanto-BD. As analises foram feitas

utilizando 10.000 eventos para cada amostra. As ceélulas marcadas foram
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selecionadas através de tamanho e granulosidade e analisadas através do software
CellQuest R (BD).

4.11 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA

Homogenatos de medula espinhal foram submetidos a técnica de ELISA
para a determinagdo dos niveis de citocinas e quimiocinas. Foram avaliadas a
producdo das citocinas IFN-y, IL-12p40, IL-17A, IL-6, TGF-B e IL-10 e das
quimiocinas CCL5 e CCL20. As placas de ELISA foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura, diluido em tampéao especifico e incubadas por 18 h a 4C. Em
seguida, lavadas quatro vezes com PBS-Tween e bloqueadas com PBS + Soro Fetal
Bovino (10%) por 1 hora. Apés 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 entdo incubadas por 18
horas a 4C. Apdés a incubacdo, as placas foram lavadas quatro vezes, o 2°
anticorpo biotinilado e o complexo enzimético acrescentados e a placa incubada por
1 hora a temperatura ambiente. Apds 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 sulfurico 2N. A leitura foi realizada em
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 concentragbes dos respectivos recombinantes (IFN-y, IL-
12p40, IL-6, TGF-B, IL-10, CCL5 e CCL20, BD Biosciences Pharmigen, San Diego,
CA,USA; IL-17A, eBioscience, San Diego, CA,USA).

4.12 COLORACAO POR HEMATOXILINA E EOSINA

As medulas espinhais foram coletadas para andlise histol6gica no 7° 14°e

21°dia pos inducédo. Os 6rgaos foram fixados em sol ucédo de paraformaldeido 4% e



52

posteriormente incluidos em parafina. Ap6s a inclusdo, foram realizados cortes
transversais de 5 ym de espessura para a coloracdo em hematoxilina-eosina (HE).
O processo de coloracdo em HE ocorreu com a imersao das laminas em xilol [, 1l e
[ll, durante 5 minutos para a desparafinizacdo. Em seguida, estas laminas foram
imersas durante 3 minutos em banhos de alcool absoluto, élcool 95%, alcool 80%,
alcool 70% e agua destilada por 5 minutos para a hidratacédo. Apés a hidratacdo, as
laminas foram imersas no corante especifico, seguindo as exigéncias da técnica de
HE para a avaliagédo do infiltrado celular. As laminas foram imersas em hematoxilina
(corante acido) 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 apés,
as laminas foram desidratadas, sendo imersas na bateria de élcool 70%, alcool 80%,
alcool 95% e alcool absoluto e xilol 1V, V e VI. Posteriormente, os cortes foram
montados com meio de montagem Erv-Mount (EasyPath, Erviegas, Sao Paulo, SP)
entre laminas e laminulas. As imagens foram obtidas usando o microscépio Olympus
BX51 e os resultados registrados pelo software Image Pro plus (Media Cybernetics
TM). Avaliacdo histolégica semiquantitativa para a inflamacéo foi pontuada como
descrito por Xiao e colaboradores (2015): 0 auséncia de infiltrado inflamatorio; 1
infiltrado celular apenas na area perivascular e perimeninges; 2 infiltrado celular
discreto no parénquima; 3 infiltrado celular moderado no parénquima; 4 infiltrado

celular intenso no parénquima.

4.13 COLORACAO POR LUXOL FAST BLUE

As medulas espinhais foram coletadas para analise da desmielinizacdo no
21°dia po6s inducéo. Os orgaos foram fixados em sol u¢éo de paraformaldeido 4% e
posteriormente incluidos em parafina. Ap6s a inclusdo, foram realizados cortes
transversais de 10 ym de espessura para a coloragdo de luxol fast blue (LFB) e
visualizacdo da desmielinizacdo. O processo de coloragcdo ocorreu com a imersao
das laminas em xilol I, Il e Ill, durante 5 minutos para a desparafinizacdo. Em

seguida, estas laminas foram imersas durante 3 minutos em banhos de alcool
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absoluto e &lcool 95%. Posteriormente, 0os cortes permaneceram imersos em LFB
durante a noite em estufa a 56C, em recipiente bem vedado para n&do evaporar. No
dia seguinte foi retirado o excesso de corante com alcool 95% e as laminas
enxaguadas em agua destilada. A diferenciacdo das laminas foi realizada uma a
uma na solugéo de carbonato de litio, cerca de 1 minuto para a retirada do excesso
de corante. Seguiu-se a diferenciacdo em alcool 70% agitando-se gentilmente até
que a diferenca entre substancia branca e cinzenta ficasse nitida. A sequéncia do
carbonato de litio e alcool 70% foi repetida quando necessario, até a substancia
cinzenta ficar bem clara (acompanhamento ao microscopio). Terminada a
diferenciacdo as laminas foram coletadas em agua destilada. Seguiu-se a coloracéo
pela solucdo de cresil violeta durante 6 min e a desidratacéo rapidamente em etanol
95% e absoluto para posterior montagem em Erv-Mount (EasyPath, Erviegas, Sao
Paulo, SP). As imagens foram obtidas usando o microscépio Olympus BX51 e o0s
resultados registrados pelo software Image Pro plus (Media Cybernetics TM). A
desmielinizacdo na medula espinhal foi avaliada utilizando um sistema de pontuacéo
descrito por Abdul-Majid e colaboradores (2003): 1 vestigios de desmielinizacao
perivascular ou subapical; 2 desmielinizagdo perivascular ou subapical isolada; 4
desmielinizac&o perivascular ou subapical confluente; 6 desmielinizacdo confluente

macica (por exemplo, metade da medula espinhal); 8 desmielinizacéo extensa.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados por média = erro padrdo. As variaveis
numericas 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 compara¢des mudltiplas, 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.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NO CURSO CLINICO E NA MASSA
CORPORAL DOS ANIMAIS COM EAE

Apos a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com o peptideo MOG3s.s5, tratados ou
ndo com genisteina entre o 2° dia pré inducdo e o 6° dia pos inducdo, 8
animais/grupo foram acompanhados diariamente durante 21 dias pés indugéo para
avaliacao do curso clinico da EAE e da massa corporal.

Para o grupo controle, ndo imunizado, durante todo o periodo avaliado néo
foi observado nenhum sinal clinico neurolégico da EAE. Além disso, os animais
desse grupo apresentaram minimas alteracdes na massa corporal durante todo o
acompanhamento (Figura 7A e B).

O aparecimento dos primeiros sinais clinicos no grupo EAE ocorreu a partir
do 11°dia po6s inducéo (d.p.i.), enquanto no grupo GEN os primeiros sinais foram
observados a partir do 16°d.p.i.. Além disso, a po ntuacao do escore clinico do grupo
EAE foi estatisticamente maior do que a do grupo GEN, a partir do 12° dia até o
altimo dia avaliado (p<0,05). O pico dos sinais clinicos ocorreu entre o 16°e 17°dias
pos inducéo no grupo EAE, enquanto no grupo GEN apds o aparecimento dos sinais
no 16°d.p.i., 0 escore clinico foi crescente até o ultimo dia avaliado, no qual estava
presente a maior média observada para este grupo (Figura 7A).

Em paralelo ao agravamento dos sinais clinicos foi observada perda
acentuada da massa corporal nos animais do grupo EAE, quando comparados aos

animais do grupo GEN, entre 0 12°e o0 19°dias p0s inducgédo (p<0,05) (Figura 7B).
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Figura 7: Escore clinico e massa corporal dos camundongos (n=8 animais por grupo) imunizados com
peptideo MOG3s 55 tratados ou ndo com genisteina. O tratamento com genisteina teve inicio no dia -2
antes da inducgéo até o dia +6 apés a inducdo. A pontuacdo dos sinais clinicos e a massa corporal
foram registrados do dia zero até o 21°dia apés a imunizagdo. Controle= grupo ndo imunizado, EAE=
grupo imunizado nédo tratado, GEN= grupo imunizado tratado com genisteina. Cada ponto representa
a médiatSEM. *p<0.05 de GEN versus EAE.
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5.2 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NO INFILTRADO INFLAMATORIO
NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS COM EAE

Apés a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com o peptideo MOG3s.s5, tratados ou
nao com genisteina entre o 2°dia pré inducdo e o 6 °dia pos inducédo, a medula
espinhal de 3 animais/grupo/dia foi coletada para a avaliacdo do infiltrado
inflamatdrio através de coloragdo por hematoxilina e eosina no 7° 14°e 21°dias pos
inducao.

Os animais do grupo controle, ndo imunizado, apresentaram padrao
parenquimatoso habitual na medula espinhal, sem a presenca de infiltrado celular
inflamatorio (Figura 8A).

Corroborando o observado na avaliagdo clinica dos animais, o grupo EAE
apresentou infiltrado inflamatério na medula espinhal em todos os pontos avaliados,
79 14°e 21°dias po6s indugdo, enquanto os animais do grupo GEN apresentaram
infiltrado inflamatorio somente no 21° dia pés indu ¢cdo (Figura 8B-G). O infiltrado
observado nos animais de ambos o0s grupos manifestava-se como focos de infiltrado
celular inflamatério mononuclear meningeano associado a congestdo e ectasia

vascular.
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Figura 8: Infiltrado inflamatério. Analise histoldgica através da coloracdo de hematoxilina e eosina de
cortes transversais de medula espinhal de camundongos C57BL/6 imunizados tratados ou ndo com
genisteina (n=3 animais por grupo). As figuras sdo representativas da analise histolégica de cada
grupo experimental: Controle= grupo ndo imunizado, EAE= grupo imunizado ndo tratado, GEN=
grupo imunizado tratado com genisteina, nos dias 7, 14 e 21 pds inducdo. O grupo controle (A)
apresentou histologia normal sem regides inflamatérias. O grupo EAE (B, C e D) apresentou focos de
infiltrado celular inflamatério no 7° 14°e 21°d. p.i. (seta). O grupo GEN (E, F e G) apresentou focos
de infiltrado celular inflamatério somente no 21°d .p.i. (seta). Magnificacdo de 20x, escala de barra =
50 um.
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5.3 ESCORE DE INFLAMACAO NA MEDULA ESPINHAL

Apés a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com o peptideo MOGgss.s5, tratados ou
nao com genisteina entre o 2°dia pré inducdo e o 6 °dia pos inducédo, a medula
espinhal de 3 animais/grupo/dia foi coletada para a avaliacdo do escore de
inflamacéo no 7 14°e 21°dias p0s indugéo.

Os animais do grupo EAE apresentaram infiltrado inflamatorio no 79 14°e
21° dias po6s inducdo. No 7° dia predominou infiltra do celular discreto apenas na
area perivascular e perimeninges. No 14°dia ocorre u o pico do infiltrado inflamatorio
observado, sendo caracterizado por infiltrado celular moderado na area perivascular,
perimeninges e também no parénquima. No 21° dia oco rreu reducdo do infiltrado
inflamatorio, predominando o infiltrado celular, principalmente, discreto na area
perivascular, perimeninges e no parénquima (Figura 9).

Os animais tratados com genisteina apresentaram infiltrado inflamatorio
somente no 21°dia pos indugdo, sendo caracterizado por infiltrado celular discreto

na area perivascular e perimeninges (Figura 9).
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Figura 9: Escore de inflamac&o. Analise histoldgica nos dias 7, 14 e 21 p6s inducdo, através da
coloracdo de hematoxilina e eosina de cortes transversais de medula espinhal de camundongos
C57BL/6 imunizados tratados ou ndo com genisteina (n=3 animais por grupo). Grupos experimentais:
EAE= grupo imunizado néo tratado, GEN= grupo imunizado tratado com genisteina. Cada ponto
representa a médiatSEM. *p<0.05.
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5.4 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA DESMIELINIZACAO DA
MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS COM EAE

Apés a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com o peptideo MOG3s.s5, tratados ou
ndo com genisteina entre o 2° dia pré inducdo e o 6° dia pos inducdo, 3
animais/grupo tiveram a medula espinhal coletada para a avaliacdo da
desmielinizacéo através da coloracéo por luxol fast blue, no 21°dia pés inducao.

Esta técnica permite a demonstracdo simultdnea da mielina composta por
fosfolipideos corada pelo luxol fast blue e dos corpos de neurdnios corados pelo
cresil-violeta. Revela os corpos celulares dos neurbnios em rosa-violeta e os axénios
revestidos por bainha de mielina em azul. O processo de desmielinizagéo resulta em
reducdo dos fosfolipidios disponiveis para a ligacdo do luxol fast blue.

Os animais do grupo controle, ndo imunizado, ndo apresentaram focos de
desmielinizacdo na medula espinhal (Figura 10A).

Os animais do grupo EAE, apresentaram maior niumero e focos mais
extensos de desmielinizacdo na medula espinhal, quando comparado aos animais
do grupo GEN, no 21°dia pos inducéo (Figura 10B e C).

Os resultados de desmielinizagdo corroboram aos observados em relagéao
ao infiltrado inflamatério. O processo inflamatoério precoce observado no grupo EAE
correlaciona-se com o maior numero e focos mais extensos de desmielinizacdo na

medula espinhal, observados no 21°dia pos inducéo.
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Figura 10: Desmielinizacdo. Andlise histolégica através da coloracdo de luxol fast blue de cortes
transversais de medula espinhal de camundongos C57BL/6 imunizados tratados ou ndo com
genisteina (n=3 animais por grupo). As figuras sdo representativas da andlise histologica de cada
grupo experimental: Controle (A) = grupo ndo imunizado, EAE (B) = grupo imunizado néo tratado,
GEN (C) = grupo imunizado tratado com genisteina, no dia 21 poés-imunizacdo. O grupo controle
apresentou histologia normal sem regiées de desmielinizacdo. O grupo EAE apresentou focos de
desmielinizacdo maiores e mais numerosos do que o grupo GEN. Magnificacdo de 20x, escala de
barra = 50 ym.
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5.5 ESCORE DE DESMIELINIZACAO DA MEDULA ESPINHAL

Apés a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com o peptideo MOGg3s.s5, tratados ou
ndo com genisteina entre o 2° dia pré indugcdo e o 6° dia pos inducdo, 3
animais/grupo tiveram a medula espinhal coletada para a avaliagdo do escore de
desmielinizacdo no 21°dia poés indugéo.

Os animais do grupo EAE, apresentaram escore de desmielinizagdo maior,
caracterizado por desmielinizacdo perivascular ou subapical confluente (Figura 11).

Os animais tratados com genisteina apresentaram menor escore de
desmielinizac&o, sendo caracterizado por focos de desmielinizagdo perivascular ou

subapical isolados (Figura 11).
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Figura 11: Escore de desmielinizagcao. Analise histolégica através da coloracéo de luxol fast blue de
cortes transversais de medula espinhal de camundongos C57BL/6 imunizados tratados ou ndo com
genisteina (n=3 animais por grupo). Grupos experimentais: EAE (B) = grupo imunizado nao tratado,
GEN (C) = grupo imunizado tratado com genisteina, no dia 21 poés-imunizagdo. Cada ponto
representa a médiatSEM. *p<0.05.
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5.6 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA INTENSIDADE MEDIANA DE
FLUORESCENCIA DE TLR2, TLR3, TLR4 E TLR9 EM CELULAS DA MEDULA
ESPINHAL POR CITOMETRIA DE FLUXO NO 7°DIA POS INDU CAO

O estudo da sinalizacdo via TLR tem demonstrado que estes receptores
podem contribuir para maior gravidade da EAE, mas também podem promover
reducdo da doenca. Desta forma, a influencia da genisteina sobre estes receptores
foi avaliada apds a inducdo do modelo em camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6, utilizando o protocolo de inducdo com o peptideo MOG3s.s5, tratados ou
nao com genisteina, entre o 2°dia pré inducdo e o 6°dia pds inducédo. A intensidade
mediana de fluorescéncia dos receptores TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 foi avaliada em
células dendriticas (CD11c’F4/80) e macrofagos (CD11c’F4/80%) da medula
espinhal, por citometria de fluxo no 7°dia pos ind ucao.

Os resultados obtidos mostram que ocorreu diminuicdo na intensidade
mediana de fluorescéncia de TLR2 em células dendriticas do grupo GEN, quando
comparado ao grupo EAE (p<0.05). Em macréfagos, ndo houve diferenca entre
estes grupos (Figura 12A e E).

Em relacdo a marcacdo para TLR3 e TLR9 observou-se aumento na
intensidade mediana de fluorescéncia no grupo GEN em relacdo ao grupo EAE,
tanto em macrofagos, quanto em células dendriticas (p<0.05) (Figura 12B, D, F e H).

Foi observado uma tendéncia de aumento na intensidade mediana de
fluorescéncia para TLR4 no grupo GEN e no grupo EAE, em relacdo ao grupo
controle, tanto em células dendriticas, quanto em macrofagos. Porém, sem

significancia estatistica (Figura 12C e G).
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Figura 12: Intensidade mediana de fluorescéncia de TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 determinada em
células dendriticas (A, B, C e D) e macrofagos (E, F, G e H) da medula espinhal por citometria de
fluxo no 7°dia pés indugao (n=8 animais por grupo) . Tratamento com genisteina teve inicio no dia -2
antes da indugdo até o dia +6 apOs a inducdo. Controle= grupo ndo imunizado, EAE= grupo
imunizado nao tratado, GEN= grupo imunizado tratado com genisteina. Cada ponto representa a
médiatSEM. *p<0.05.
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5.7 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA EXPRESSAO RELATIVA DE
IFN-8 EM CELULAS DA MEDULA ESPINHAL POR gRT-PCR NO 7° DIA POS
INDUCAO

IFN-B é um tratamento modificador da doenca amplamente utilizado por
pacientes com EM. A eficacia do tratamento € avaliada pela diminuicdo da taxa de
recaidas, redugdo na progressdo da incapacidade e reducdo das lesbes
inflamatérias no SNC (MARKOWITZ, 2007; RAMGOLAM e MARKOVIC-PLESE,
2010). Além disso, os estudos tém demonstrado que a sinalizac&o via alguns TLRs
pode contribuir para o aumento da liberacdo de IFN-B enddgeno, melhorando os
sinais clinicos da EAE (TOUIL et al., 2006).

Deste modo, apds a indugdo do modelo de EAE em camundongos fémeas
da linhagem C57BL/6, utilizando o protocolo de indugdo com o peptideo MOGgss_ss,
tratados ou ndo com genisteina, entre o 2°dia pré inducdo e o 6°dia pos inducao, a
expressao relativa de RNAm de IFN-B foi avaliada em células da medula espinhal no
7°dia pos inducao.

O grupo GEN apresentou aumento na expressao relativa de RNAm para

IFN-B, em relacdo ao grupo EAE (p<0.05) (Figura 13).
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Figura 13: Expressao relativa de RNAm de IFN-B determinada em células da medula espinhal por
gRT-PCR no 7°dia pés inducdo (n=4 animais por grup 0). Tratamento com genisteina teve inicio no
dia -2 antes da inducdo até o dia +6 apos a inducéo. Controle= grupo ndo imunizado, EAE= grupo
imunizado nédo tratado, GEN= grupo imunizado tratado com genisteina. Cada ponto representa a
médiatSEM. *p<0.05 de GEN versus EAE. A linha tracejada corresponde ao grupo controle.
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5.8 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA CONCENTRACAO DAS
QUIMIOCINAS CCL5 E CCL20 NO SOBRENADANTE DO HOMOGENATO DA
MEDULA ESPINHAL POR ELISA NO 7°DIA POS INDUCAO

O influxo de células inflamatérias para o SNC € direcionado por quimiocinas
e a producao destas e a expressao de seus receptores pode ser influenciado pelo
IFN-B (HOLMAN et al., 2011; CHENG et al., 2015). Por isso, apos a inducdo do
modelo de EAE em camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, utilizando o
protocolo de inducdo com o peptideo MOGgs 55, tratados ou ndo com genisteina,
entre o 2°dia pré inducéo e o 6°dia pds inducdo, a concentracdo das quimiocinas
CCL5 e CCL20 foi avaliada no sobrenadante do homogenato da medula espinhal,
por ELISA no 7°dia p6s inducéo.

A dosagem de CCL5 na medula espinhal demonstra que a concentracao
desta quimiocina foi maior no grupo EAE, quando comparado aos grupos controle e
GEN (p<0.05) (Figura 14A).

Os niveis da quimiocina CCL20 estavam elevados no grupo EAE em relacéo
ao grupo controle (p<0.05). Foi observado também, tendéncia a diminuicdo desta
quimiocina no grupo GEN em relacdo ao grupo EAE, porém sem diferenca

estatistica (Figura 14B).
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Figura 14: Concentracdo das quimiocinas CCL5 e CCL20 determinada no sobrenadante do
homogenato da medula espinhal por ELISA no 7° dia p6s inducdo (n=6 animais por grupo).
Tratamento com genisteina teve inicio no dia -2 antes da indugdo até o dia +6 apds a indugéo.
Controle= grupo ndo imunizado, EAE= grupo imunizado néo tratado, GEN= grupo imunizado tratado
com genisteina. Cada ponto representa a médiatSEM. *p<0.05.
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5.9 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA CONCENTRACAO DAS
CITOCINAS IL-12p40, IFN-y, IL-17A, IL-6, TGF-$ E IL-10 NO SOBRENADANTE DO
HOMOGENATO DA MEDULA ESPINHAL POR ELISA NO 7°DIA P OS INDUCAO

O balango entre citocinas € muito importante no desenvolvimento da
autoimunidade. Enquanto as citoicnas pro-inflamatdrias atuam contribuindo para o
agravamento da doenca, as citocinas anti-inflamatdrias atuam suprimindo a resposta
imunoldgica autorreativa (SEGAL, 2003; WRAITH, NICOLSON e WHITLEY, 2004;
JAGER et al., 2009).

Desta forma, apos a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas
da linhagem C57BL/6, utilizando o protocolo de indugdo com o peptideo MOGg3s_ss,
tratados ou ndo com genisteina, entre o 2°dia pré inducéo e o 6°dia pés inducao, a
concentracdo das citocinas IL-12p40, IFN-y, IL-17A, IL-6, TGF-3 e IL-10 foi avaliada
no homogenato da medula espinhal por ELISA no 7°di a p6s inducéo.

A dosagem de IL-12p40 no homogenato da medula espinhal demonstrou
gue a concentracdo desta citocina foi maior no grupo EAE quando comparado ao
grupo controle e ao grupo GEN (p<0.05). Os grupos controle e GEN néo
apresentaram diferenca estatistica quando comparados entre si (Figura 15A).

A dosagem de IFN-y no homogenato do macerado de células da medula
espinhal foi maior no grupo EAE quando comparado ao grupo controle (p<0.05).
Além disso, o grupo GEN néo apresentou diferenca estatistica quando comparado
ao grupo controle e ao grupo EAE (Figura 15B).

A inducdo da EAE elevou a producdo de IL-17A por células da medula
espinhal nos animais do grupo EAE, em relacdo ao grupo controle (p<0.05).
Enquanto, o grupo GEN néo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao
grupo controle e ao grupo EAE (Figura 15C).

A dosagem de IL-6 mostrou niveis elevados no grupo EAE em relacdo ao
grupo GEN e ao grupo controle (p<0.05). Os niveis de IL-6 também estavam
elevados no grupo GEN em relag&o ao grupo controle (p<0.05) (Figura 15D).

Os niveis da citocina TGF- estavam elevados no grupo GEN em relacéo

aos grupos controle e EAE (p<0.05). Enquanto, o grupo EAE apresentou uma
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tendéncia a elevacgéo da producéo de TGF-3 em relagédo ao grupo controle, mas sem
diferenca estatistica (Figura 15E).
Os niveis da citocina IL-10 estavam elevados nos grupos EAE e GEN

quando comparado ao grupo controle (p<0.05) (Figura 15F).
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Figura 15: Concentragéo das citocinas IL-12p40 (A), IFN-y (B), IL-17A (C), IL-6 (D), TGF-B (E) e IL-10
(F) determinada no sobrenadante do homogenato da medula espinhal por ELISA no 7° dia pds
inducdo (n=6 animais por grupo). Tratamento com genisteina teve inicio no dia -2 antes da inducéo
até o dia +6 apés a inducdo. Controle= grupo ndo imunizado, EAE= grupo imunizado néo tratado,
GEN= grupo imunizado tratado com genisteina. Cada ponto representa a médiatSEM. *p<0.05.
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5.10 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA EXPRESSAO RELATIVA DE
RNAm DE T-BET E RORYT EM CELULAS DA MEDULA ESPINHAL POR gRT-PCR
NO 7°DIA POS INDUCAO

T-bet € um fator de transcricdo necessério para a geracdo de células Thl
produtoras de IFN-y, enquanto RORyt induz a diferenciacdo de T CD4+ em células
Th17 produtoras de IL-17 (IVANOV et al., 2006; SCHULZ et al., 2009), sendo a
participacdo destes fatores no agravamento da EAE demonstrada em varios
trabalhos (SEGAL et al., 2003; STROMMES et al., 2008; CHEN e SHANNON, 2013).

Por esse motivo, apds a inducdo do modelo de EAE em camundongos
fémeas da linhagem C57BL/6, utilizando o protocolo de indu¢cdo com o peptideo
MOG3s.55, tratados ou ndo com genisteina, entre o 2°dia pr é inducéo e o 6°dia pos
inducao, a expressao relativa de RNAm dos fatores de transcricdo T-bet e RORyYT
foram avaliadas em células da medula espinhal no 7° dia pés inducéo.

Os resultados mostram que o grupo GEN apresentou reducdo na expressao
relativa de RNAm para os fatores de transcricdo T-bet e RORyYT, em relacdo ao
grupo EAE (p<0.05) (Figura 16).
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Figura 16: Expresséo relativa de RNAm de T-bet (A) e RORYT (B) determinada em células da medula
espinhal por gRT-PCR no 7°dia p6és indugdo (n=4 animais por grupo). Tratamento com genisteina
teve inicio no dia -2 antes da inducado até o dia +6 ap6s a indugéo. Controle= grupo nao imunizado,
EAE= grupo imunizado nao tratado, GEN= grupo imunizado tratado com genisteina. Cada ponto
representa a médiatSEM. *p<0.05 de GEN versus EAE. A linha tracejada corresponde ao grupo
controle.
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5.11 AVALIACAO DO EFEITO DA GENISTEINA NA INTENSIDADE MEDIANA DE
FLUORESCENCIA DE FOXP3 E IL-10 EM CELULAS DA MEDULA ESPINHAL POR
CITOMETRIA DE FLUXO NO 7°DIA POS INDUCAO

Enquanto células Thl e principalmente Thl7 sdo associadas a respostas
inflamatorias na EM e na EAE, as células Treg sao consideradas células reguladoras
negativas, mediadoras da tolerancia imunoldgica, que expressam Foxp3 e produzem
a citocina IL-10 (WILLIAMS e RUDENSKY, 2007; VIGNALI et al., 2008).

Deste modo, apos a inducdo do modelo de EAE em camundongos fémeas
da linhagem C57BL/6, utilizando o protocolo de indugdo com o peptideo MOGg3s_ss,
tratados ou ndo com genisteina, entre o 2°dia pré inducéo e o 6°dia pés inducao, a
intensidade mediana de fluorescéncia (IMF) de CD4'Foxp3® e CDA4'L-10" foi
avaliada em células da medula espinhal no 7°dia pé s inducéo.

De acordo com os resultados obtidos, os animais do grupo GEN
apresentaram aumento na intensidade mediana de fluorescéncia do fator de
transcricdo Foxp3 e da citocina IL-10 por células T CD4" da medula espinhal, em
relacdo ao grupo controle e ao grupo EAE (p<0.05) (Figura 17).
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Figura 17: Intensidade mediana de fluorescéncia de Foxp3 (A) e IL-10 (B) determinada em células da
medula espinhal por citometria de fluxo no 7°dia p 6s indugao (n=8 animais por grupo). Tratamento
com genisteina teve inicio no dia -2 antes da inducao até o dia +6 apds a indu¢do. Controle= grupo
nao imunizado, EAE= grupo imunizado ndo tratado, GEN= grupo imunizado tratado com genisteina.
Cada ponto representa a médiatSEM. *p<0.05.
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6 DISCUSSAO

A encefalomielite autoimune experimental tem sido utilizada para o estudo
de aspectos patogénicos, diagnosticos e terapéuticos da esclerose mudiltipla ha
décadas (LINDSEY, 2005; MIX, MEYER-RIENECKER e ZETTL, 2008). O modelo
animal também tem sido utilizado para compreender melhor e aprimorar para a
pratica clinica, os mecanismos de acdo de medicamentos ja estabelecidos para a
EM (SCHMIDT et al., 2000; LINKER et al., 2008). Algumas das terapias
desenvolvidas no modelo animal que foram aplicadas na EM incluem o acetato de
glatiramer, a mitoxantrona e o0 natalizumab (STEINMAN e ZAMVIL, 2006;
ETEMADIFAR et al., 2014; LA MANTIA et al., 2014; RATCHFORD et al., 2014).

Entretanto, os tratamentos atualmente disponiveis frequentemente estéo
associados a meétodos inconvenientes de administracdo, efeitos adversos
significativos e a baixa taxa de adesdo dos pacientes (revisto por GLANZ et al.,
2014). Estes relatos de eventos adversos e toxicidade, bem como a ineficacia de
muitos medicamentos, salientam a necessidade do desenvolvimento de novas
terapias (CALABRESI, 2002; ULZHEIMER et al., 2010) e tornam os diversos
protocolos de inducdo da EAE e suas manifestacdes clinicas, valiosas ferramentas
no entendimento e intervencéo na EM (AHARONI et al., 2013).

Alguns estudos mostraram que o0Ss estrogénios apresentam efeito
neuroprotetor via ativacdo de seus receptores ERa e ERB no SNC (SRIBNICK, RAY
e BANIK, 2004; BRANN, et al., 2007) e foram investigados quanto ao seu potencial
uso no tratamento da EM (CHAKRABARTI et al., 2014; CHRISTIANSON et al.,
2015). Apesar dos resultados positivos, esses hormOnios apresentam um
significativo numero de efeitos secundarios deletérios, incluindo aumento do risco de
trombose, doenca cardiaca, acidente vascular cerebral e efeitos feminilizantes no
sexo masculino (NEF e PARADA, 2000; PAGANINI-HILL, 2001). Por isso, a
genisteina, um fitoestrogeno presente na soja e estruturalmente semelhante a
moduladores seletivos de estrogénio, vém sendo estudada como potencial substituto
no tratamento de doencas neurodegenerativas (BANG et al., 2004; DING et al.,
2011; SHI et al., 2012).
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Além do efeito neuroprotetor das dietas ricas em soja, que apresentam
grande quantidade de fitoestrogenos, alguns destes compostos apresentaram
efeitos benéficos também em modelos in vivo de autoimunidade
(MOHAMMADSHAHI et al., 2013; JAHROMI et al., 2014; RAZEGHI JAHROMI et al.,
2014). Além disso, habitos alimentares que incluiam a ingestdo de soja foram
associados ao risco reduzido de desenvolvimento da EM (JAHROMI et al., 2012).
Portanto, a genisteina, um agonista do receptor de estrogénio beta e potente
antioxidante, pode representar uma alternativa ao estrogénio no tratamento de
doencgas neurodegenerativas e o seu uso pode ser justificado pelo menor risco de
efeitos adversos associados a esse fitoestrogeno.

A justificativa associada a reducdo dos riscos origina-se de estudos
epidemiologicos mostrando que a EM tém maior incidéncia em mulheres e apesar
dos receptores de estrogénio estarem presentes em individuos de ambos 0S sexos,
a expressao e a transcricdo de ER em animais é relativamente superior em fémeas,
quando comparado aos machos. Além disso, o declinio da expressdo de ER
relacionado com a idade é relativamente maior em camundongos machos, por isso
estariam menos sujeitos a possiveis efeitos negativos do uso desses compostos
(SHARMA e THAKUR 2006; THAKUR e SHARMA, 2006).

Outros estudos mostram que o efeito de isoflavonas, tal como a genisteina,
no sexo masculino nédo tém sido prejudicial. Quando utilizadas como tratamento no
cancer de préstata, foram capazes de retardar o desenvolvimento e inibir a formacao
de metastase, sem promover efeitos adversos significativos (MESSINA, 2004,
POLLARD e SUCKOW, 2006; LAKSHMAN et al., 2008). Além disso, foi observado
qgue o elevado consumo de isoflavonas na dieta, ndo esta associado a efeitos
feminilizantes em homens (MESSINA, 2010).

Nosso grupo estuda o modelo de EAE ha aproximadamente 9 anos. Os
estudos anteriores utilizando a genisteina na terapia da EAE mostraram seu
potencial valor terapéutico para a EM. O tratamento de camundongos C57BL/6 com
EAE, ap0s o0 aparecimento dos primeiros sinais clinicos, resultou em melhora da
evolucdo da doenca e reducdo na adesdo e rolamento de leucécitos na
microvasculatura, sugerindo que a genisteina atua sobre a interacdo entre as células

inflamatorias e o endotélio cerebral. Além disso, o tratamento promoveu reducéo de
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citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-12 e TNF-a e aumentou a citocina reguladora IL-
10 (DE PAULA et al., 2008).

Posteriormente, outro estudo do nosso grupo mostrou que analogos da
genisteina promoviam a melhora dos sinais clinicos da doenca e modulavam a
resposta imunologica, reduzindo as citocinas pré-inflamatérias IFN-y, IL-17 e IL-6 e a
porcentagem de células CD4’IL-17" no cérebro, no 21°apos a indugdo da doenca.
Concomitantemente, ocorreu aumento da porcentagem de células reguladoras
CD4'CTLA-4", CD4'Foxp3*, CD4’IL-10" e foi observado também reducédo do
infiltrado inflamatério e da desmielinizagcdo nos animais tratados (CASTRO et al.,
2012).

No entanto, 0 mecanismo através do qual a genisteina é capaz de modular o
sistema imunologico e promover melhora nos sinais clinicos da EAE permanece
pouco compreendido. Os trabalhos realizados até o momento utilizavam um
protocolo de tratamento apds o aparecimento dos sinais clinicos da doenca e nao
abordavam a resposta imunolégica inata. Além disso, os resultados obtidos
correspondiam a pontos avancados da resposta imunoldégica, tal como o 21°apos a
inducao, enquanto os efeitos sobre o inicio da doenca permaneciam desconhecidos.

Neste contexto, o atual trabalho busca compreender a modulacdo da
genisteina sobre a resposta imunoldgica através dos receptores toll like expressos
em uma variedade de tipos celulares, especialmente as células do sistema imune
inato, tais como as células dendriticas e os macréfagos. A sinalizagdo via TLR em
células imunes inatas, indiretamente, pode promover a diferenciacéo e a proliferacéo
de células T através da maturacédo de células dendriticas e da producao de citocinas
reguladoras (revisto por DE NARDO et al., 2015).

Para este estudo, utilizamos um tratamento anterior ao aparecimento dos
sinais clinicos da EAE, iniciado 2 dias antes da imunizacdo com o MOG3zs55 €
prolongado até o 6°dia apds a inducdo. Os principais parametros foram avaliados
no 7°dia apds a inducdo. No protocolo de imunizacd o utilizado, nesse tempo de
analise, apesar da auséncia de sinais clinicos, ja € possivel observar o infiltrado
inflamatorio, o aumento de quimiocinas e de citocinas pré e anti-inflamatdrias no
SNC. Esses dados foram mostrados em um trabalho anterior do nosso grupo que
investigou a cinética da doenca avaliando os parametros no 7° 10° 14 21°e 58°
dias apos a inducao (DIAS et al., 2015).
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Inicialmente, o presente trabalho mostrou que o tratamento da EAE com
genisteina, foi capaz de atrasar o aparecimento dos sinais clinicos e de reduzir a
gravidade da doenca, reforcando o papel neuroprotetor desse fitoestrogeno. Os
animais imunizados e nao tratados apresentaram escore clinico a partir do 11°dia,
enquanto no grupo tratado, os primeiros sinais foram observados somente a partir
do 16°dia pds inducdo. Além disso, a média da pont uagcdo maxima do escore clinico
permaneceu significativamente menor no grupo tratado. Estes dados corroboram o
encontrado em estudos anteriores que mostraram que o tratamento com genisteina
é capaz de melhorar significativamente a evolucao clinica da EAE (DE PAULA et al.,
2008; CASTRO et al., 2012).

Muito se tem discutido sobre o papel das infeccdes como importante fator
ambiental associado as exacerbacdes da EM, bem como de outras doencas
autoimunes (revisto por CHRISTEN e VON HERRATH, 2005; CHERVONSKY,
2010). Os estudos mostram que a imunidade inata desempenha um papel
importante tanto na iniciacdo, quanto na progressao da EM, ativando a funcao
efetora das células T e B de forma semelhante ao processo no qual um agente
patogénico estd envolvido (revisto por WEINER et al.,, 2008; GANDHI, LARONI e
WEINER, 2010). A participacdo dos TLRs e de outros estimulos do sistema imune
inato que estdo presentes apds uma infeccdo, fornecem sinais que podem resultar
em quebra da tolerancia e no desenvolvimento da autoimunidade (OLSON,
LUDOVIC CROXFORD e MILLER, 2004).

A estes receptores tém sido atribuido papéis importantes na patologia de
doencas autoimunes, tais como a EAE e a EM (MARTA et al.,, 2008; ZHANG,
ZHANG e SCHLUESENER, 2009; REYNOLDS, 2012). A sinalizagédo via TLR2 e
TLR4 induz a producéo de IL-1, IL-6 e IL-12, que induzem a diferenciacdo de células
T naive em células Thl e Th17. Enquanto a sinalizagédo via TLR3, TLR7 e/ou TLR9
pode levar a producéo de IFN-B, que ativa células T supressoras e inibe a producao
de IL-17 e IL-23 ( revisto por MIRANDA-HERNANDEZ e BAXTER, 2013). Diante
dessas informacgdes, no presente trabalho foi avaliada a intensidade mediana de
fluorescéncia dos receptores TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 em macrofagos
(CD11c'F4/80+) e em células dendriticas (CD11c'F4/807), presentes na medula

espinhal.
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Os resultados mostraram que ocorreu reducao na expressao de TLR2 nas
células dendriticas dos animais tratados com genisteina, quando comparado ao
grupo EAE. Em relacdo ao TLR4, ndo foi observado diferenca significativa entre
esses grupos. No entanto, em relacdo a TLR3 e TLR9 ocorreu aumento na
expressdo nos animais tratados, tanto em células dendriticas, quanto em
macrofagos, quando comparado ao grupo EAE. Os resultados sugerem que a
modulacdo de TLRs pela genisteina contribui para a reducdo na gravidade da
doenca via sinalizacdo de receptores que levam a producéo de IFN-B.

A sinalizacdo via TLR3 induz a ativagdo de NF-kB por meio do adaptador
TRIF, 0 que aumenta a producéo de interferons do tipo | (KAWAI e AKIRA, 2010).
Foi mostrado também que astrocitos humanos aumentam a producdo de citocinas
anti-inflamatérias, tais como IL10 e regulam negativamente citocinas proé-
inflamatorias tais como IL-12(p40) e IL-23, em resposta a sinalizagcdo de TLR3
(BSIBSI et al.,, 2002). TLR3 desencadeia resposta neuroprotetora em astrécitos,
induz o crescimento de ax6nios e de células progenitoras neurais (WOLF,
AMOUZEGAR e SWANBORG, 2007). Além disso, um estudo demonstrou que o
tratamento com o ligante de TLR3, polyinosinic-polycytidylic acid (poli I:C), foi capaz
de suprimir a EAE por promover a producdo de IFN-B endogeno (TOUIL et al.,
2006).

No trabalho de Touil e colaboradores (2006), a EAE foi induzida em
camundongos SJL/J imunizados com PLP;39151. OS animais foram tratados por via
intraperitoneal com poly I:C que é um agonista de TLR3 e potente indutor de IFN-p.
O tratamento foi capaz de suprimir o desenvolvimento da EAE e essa supressao foi
associada ao aumento dos niveis de IFN-B. Além disso, o infiltrado inflamatério e a
desmielinizacdo foram significativamente menores no grupo tratado. A cultura dos
esplendcitos desses animais mostrou ainda elevados niveis de CCL2. Essa
quimiocina promove a diferenciacdo de células Th2 e esta envolvida na inducdo de
tolerancia imunoldgica pela administracdo de antigenos de mielina (KENNEDY et al.,
1998).

Posteriormente, um estudo induziu EAE em camundongos C57BL/6 com
MOG3s.55 € 0S animais foram tratados por injecéo intratecal com poly I:C a partir do
aparecimento do primeiro sinal clinico da doenca e eutanaziados 6, 18 e 72 horas

apos. O tratamento aumentou a producdo de IFN-B por células localizadas nas
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meninges e no plexo cordide, bem como aumentou a expressdo por ceélulas da
microglia parenquimatosa. Ocorreu reducdo do agravamento da doenca durante o
tempo em que o IFN-B foi expresso. Em contraste, ndo houve qualquer efeito
terapéutico sobre a EAE em camundongos IFN-B” tratados com poly I:C
(KHOROOSHI et al., 2015).

TLR9 é expresso em mondcitos, macrofagos, células dendriticas
plasmaocitoides (DCp) e células B. A producao de IFN-B mediada pela sinalizacédo de
TLR9 foi demonstrada em infeccbes por Staphylococcus aureus (PARKER e
PRINCE, 2012), por virus Influenza A (HAN et al., 2014) e por enterovirus (HSIAO et
al., 2014). Em outro estudo, células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
pacientes com EM foram tratadas com CpG-A, agonista de TLR9, para induzir a
producdo de IFN-B. Apds ativacdo com superantigeno e concomitante cultura com
APCs ativadas por CD40L, as células apresentaram reducéo na producéo de IFN-y e
aumento de IL-10 (MEYERS et al., 2006).

Em outro trabalho, a EAE foi induzida em C57BL/6 com MOGg3s.s5 € 0S
animais tratados com CpG-A antes da imunizagdo com o peptideo. Os
camundongos tratados apresentaram uma doenca menos grave, acompanhada de
reducdo na proliferagdo de células T encefalitogénicas e diminuicdo no infiltrado
para 0 SNC (LONGHINI et al., 2014). Foi demonstrado também que camundongos
TLR9™ apresentaram maior gravidade na EAE, quando comparado a camundongos
selvagens. Além disso, ocorreu maior producéo de IL-6 por esplendcitos de animais
TLR9” (MARTA et al., 2008).

Paralelo aos resultados anteriores apresentados, o presente estudo mostrou
aumento na expressao relativa de RNAm para IFN-B em células da medula espinhal,
no grupo tratado com genisteina. O IFN-B € um tratamento padrdao da EM e tem
acdo benéfica também sobre a EAE. Em pacientes com EM remitente-recorrente, o
IFN-B € capaz de suprimir a resposta autoimune através da reducdo da inflamacéo
mediada por células T, pela reducdo na apresentacdo de antigenos e pela
estabilizacdo da barreira hemato-encefalica (MARKOWITZ, 2007). IFN-B também
suprime a resposta de células Thl7 na EM e na EAE, através da regulacdo da
expressdo de citocinas, tais como IL-4, IL-10 e IL-27 (GUO, CHANG e CHENG,
2008; RAMGOLAM e MARKOVIC-PLESE, 2010).
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Estudos mostraram que o IFN-B também inibe a ativagcdo de células T
atraves da supressado de MHC II, de moléculas co-estimuladoras e de moléculas de
adesao celular em APCs (PRINZ et al.,, 2008). O tratamento com IFN-B expande
células Treg por induzir a expressao do ligante do receptor do fator de necrose
tumoral (TNF) induzido por glicocorticoides (GITRL) em pacientes com esclerose
multipla (CHEN et al., 2012). Além disso, suprime a expressao de VLA4 em células T
efetoras reduzindo o trafego de células T para o SNC (MURARO et al., 2000).

O tratamento com IFN-B, de células T cultivadas sob condi¢fes polarizantes
para Th1l7, resultaram em reduzida producédo de IL-17 e no aumento da producao de
IL-10. Mostraram também que o IFN-B induz a producdo de IL-10 por células T
antigeno especificas derivadas de camundongos imunizados. Além disso, o
tratamento com IFN-B foi capaz de suprimir a atividade encefalitogénica de células T
especificas para a mielina e melhorar os sintomas clinicos da EAE em um modelo de
transferéncia adotiva. Sugerindo que o IFN-B pode induzir as células T antigeno-
especificas a produzir I1L-10, que por sua vez regula negativamente a resposta
inflamatoria e autoimune mediada por células Th17 (ZHANG et al., 2011).

Durante a EAE, células T periféricas reativas para a mielina sao primadas
nos oOrgaos linféides secundarios, proliferam e migram para o SNC onde sao
reativadas devido a apresentacdo de antigenos mielinicos endogenos. O processo
inflamatorio resultante promove a desmielinizacdo no SNC (LOPES PINHEIRO et al.,
2016). Para avaliar o efeito do tratamento com genisteina sobre o infiltrado
inflamatorio e a desmielinizacdo no SNC, foi realizada a avaliacado histologica da
medula espinhal. Os resultados mostraram auséncia de infiltrado inflamatério no
grupo de animais tratados no 7° e 14° além de meno r infiltrado e menor
desmielinizacdo no 21° dia pds-inducdo. Estes dados reforcam que o tratamento
com genisteina é capaz de reduzir desordens neuroinflamatodrias provocadas pelo
influxo de células no SNC, o que pode contribuir para a reducdo na severidade da
doenca.

Na fase de inducdo da EAE, as células T autorreativas CD4" especificas
para a mielina sdo consideradas responsaveis por conduzir o processo inflamatorio,
uma vez que seu papel na fase de inducéo é predominante (SOSPEDRA e MARTIN,
2005). As células T se infiltram no SNC e normalmente aumentam a expressao de T-

bet, o maior regulador da diferenciacdo para Thl (BETTELLI et al., 2004). Por sua
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vez, a diferenciacdo da célula T é influenciada pelo microambiente de citocinas. A
citocina IL-12 estimula a diferenciacdo de células Th naive em células Thl (SCHULZ
et al., 2009). O subconjunto de células Thl efetoras € responsavel pela producéo de
citocinas proé-inflamatoérias, tais como o IFN-y, tradicionalmente relacionado na
patogénese da EAE (SEGAL, 2003).

No presente trabalho, o tratamento com genisteina foi capaz de reduzir a
producdo da citocina IL-12p40 e a expressdo relativa de RNAm do fator de
transcricdo T-bet na medula espinhal. Este resultado estda de acordo com o
encontrado em outro trabalho que mostra reducdo nos niveis de IL-12 no SNC de
camundongos com EAE, tratados com genisteina (DE PAULA et al., 2008). Outro
estudo mostrou que a supresséo de T-bet através da administracdo terapéutica de
um RNA de interferéncia especifico para T-bet, melhorou significativamente o curso
clinico da EAE e limitou a diferenciagdo de células Thl autorreativas (GOCKE et al.,
2007). Da mesma forma, camundongos deficientes em T-bet sdo resistentes a
doenca (BETTELLI et al., 2004).

Células T helper produtoras de IL-17 sdo consideradas a principal populacéo
de células T patogénicas na EAE (KOMIYAMA et al., 2006; KEBIR et al., 2007;
JAGER et al., 2009). A diferenciacdo de T CD4" em células Th17 é induzida pelo
fator de transcricdo RORyt (IVANOV et al., 2006). Camundongos transgénicos que
superexpressavam RORyt apresentaram uma resposta Th17 anti-MOG mais robusta
e desenvolveram uma forma mais grave de EAE, quando comparado aos
camundongos do tipo selvagem (MARTINEZ et al., 2014), enquanto camundongos
deficientes em RORYT apresentavam a gravidade da EAE reduzida (CHEN e
SHANNON, 2013). Além disso, esta populacdo de células T se desenvolve na
presenca de TGF-B e IL-6 e depende de IL-23 para seu crescimento e sobrevivéncia
(MANGAN et al., 2006).

No presente estudo, foi observado que o tratamento com genisteina foi
capaz de reduzir também a expressao relativa de RNAm do fator de transcricdo
RORYT por células da medula espinhal, sugerindo que a genisteina é capaz de
melhorar os sinais clinicos da doenca por reduzir os fatores de diferenciacéo tanto
de células Thl, quanto de Th17. Paralelamente, a producgéo das citocinas IFN-y e IL-
17A, no 7° dia poés inducdo, sugere uma tendéncia a reducdo no grupo GEN

comparado ao grupo EAE, embora sem significAncia estatistica.
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A avaliacéo da expressao relativa de RNAm dos fatores de transcricéo e da
producdo das citocinas em um mesmo momento do desenvolvimento da doenca
pode ser a causa da auséncia de diferenca entre os grupos, em relacéo ao nivel das
citocinas. Possivelmente, uma avaliacdo em pontos posteriores resultaria também
em diferenca na producao de IFN-y e IL-17A entre 0os grupos, visto que o infiltrado
inflamatoério no grupo EAE foi observado no 14° e 21 °dias ap6s a inducdo e no
grupo tratado com genisteina o infiltrado so foi observado no 21°dia apés a inducéo.

A migracao de células T ativadas para o SNC é direcionada por quimiocinas
(HOLMAN et al., 2011) e mediada por moléculas de adesdao (ENGELHARDT e
RANSOHOFF, 2012). A expressao constitutiva da quimiocina CCL20 no plexo
coroide é considerada uma ponte de ligacao para as células T entrarem no SNC néo
inflamado (AXTELL e STEINMAN, 2009; REBOLDI et al., 2009). Foi observado in
vitro, que células Th17 podem preferencialmente expressar CCR6, o receptor para a
quimiocina CCL20 (HIROTA et al., 2007; SINGH et al., 2008; REBOLDI et al., 2009).
Com base na expressao preferencial de CCR6 por células Thl7 e a expressao
constitutiva de CCL20 no plexo coroide, foi proposto que CCR6 pode desempenhar
um papel critico na entrada das células Thl1l7 no SNC na EAE e na inducédo da
doenca (REBOLDI et al., 2009).

Por outro lado, os ligantes de CCR5 que incluem CCL3, CCL4 e CCL5
também sdo detectados em lesbes ativas da EM. Sendo os niveis de CXCL10,
CCL3 e CCL5 considerados um reflexo de respostas do tipo Thl. Portanto, as
alteracdes na expressédo destas quimiocinas no liquido cefalorraquidiano séo aceitas
como representativas da infiltracdo de células Thl no SNC (NAKAJIMA et al., 2004).
O aumento da expressdo de CCL5 foi detectado no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com EM e no SNC de camundongos com EAE (SORENSEN et al., 1999;
FURLAN et al., 2005; UBOGU, COSSOY e RANSOHOFF, 2006; SZCZUCINSKI e
LOSY, 2007). Por conseguinte, a maior expressdo de receptores de CCL5 em
células imunocompetentes correlacionou-se com a gravidade da EAE
(NAVRATILOVA, 2006; ELTAYEB et al., 2007), enquanto antagonistas de CCL5
foram eficazes no controle dos sintomas da doen¢ca (PROUDFOOT, DE SOUZA e
MUZIO, 2008).

No presente trabalho, foi avaliada a producdo das quimiocinas CCL5 e

CCL20 por células da medula espinhal. O grupo tratado com genisteina apresentou
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reducdo significativa na producdo da quimiocina CCL5 e mostrou, ainda, uma
tendéncia a reducédo na producédo de CCL20, embora nao tenha ocorrido diferenca
estatistica. Estes dados sugerem que a reducdo das quimiocinas pode ter
contribuido para a reducéo do infiltrado inflamatério no SNC observado nos cortes
histologicos da medula espinhal dos animais tratados com genisteina.

O estudo de Cheng e -colaboradores (2015) investigou os efeitos
imunomoduladores do tratamento com IFN-B na EAE, sobre a producdo de
guimiocinas e a expressao de seus receptores. Os resultados mostraram que o IFN-
B reduziu a gravidade da doenca e diminuiu os niveis de CCR2, CCR4, CCRS5,
CCR6 e CXCR3 no SNC. Isto foi associado com o menor numero de células Thl e
Th1l7 que expressavam estes receptores de quimiocinas. Além disso, os niveis de
seus ligantes CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL20, CCL22 e CXCL10 também
estavam reduzidos. Foi observado, concomitantemente, redugdo do infiltrado
inflamatorio e da desmielinizacdo no SNC. Sugerindo que o IFN-B reduz a producao
das quimiocinas e de seus receptores expressos por celulas Thl e Thl7
encefalitogénicas, diminuindo assim, a sua migracao para o SNC.

O estudo do papel da genisteina na modulacdo da resposta imune também
foi realizado em um trabalho que comparou os efeitos da administracdo dessa
isoflavona na EAE, em fases precoce e tardia da doenca. Camundongos C57BL/6
foram tratados por gavagem com 300 mg/kg por dia de genisteina, logo apds o
aparecimento do primeiro sintoma clinico ou 30 dias ap0s a inducdo da doencga por
um periodo de dez dias. Vinte quatro horas apos a Ultima administracdo os animais
foram sacrificados (RAZEGHI JAHROMI et al., 2014).

A administragdo de genisteina ap0s o estabelecimento da EAE, n&o reverteu
a gravidade da doenca. No entanto, o tratamento no inicio reduziu os sinais clinicos
e a desmielinizacdo na medula espinhal, além de suprimir a producdo de IFN-y e
aumentar a secrecdo de IL-10 no cérebro. Sugerindo que a terapia oral com
genisteina pode apenas reduzir a gravidade da EAE se iniciada nas fases iniciais da
doenca (RAZEGHI JAHROMI et al., 2014).

O efeito protetor e terapéutico da daidzeina, outro fitoestrégeno obtido da
soja, também foi mostrado. Para avaliagdo do efeito protetor, os camundongos
receberam por gavagem 20 mg/kg por dia de daidzeina a partir de 21 dias antes da

inducéo e durante 21 dias apos a inducao da EAE. Para avaliar o efeito terapéutico,
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0s camundongos receberam por gavagem 300 mg/kg de daidzeina durante 10 dias a
partir do aparecimento dos primeiros sinais clinicos. Um dia apos a dultima
administracdo, os camundongos foram sacrificados (RAZEGHI JAHROMI et al.,
2014).

A baixa dose antes da inducdo nao impediu o desenvolvimento da doenga.
No entanto, o tratamento com a dose elevada ap0s o inicio da doenca reduziu 0s
niveis de IFN-y e IL-12, aumentou a producédo de IL-10 e suprimiu a proliferacdo de
linfocitos. Além disso, reduziu a extensdo da desmielinizacdo e a gravidade da
doenca (RAZEGHI JAHROMI et al.,, 2014). Estes estudos reforcam o papel
neuroprotetor dos fitoestrégenos, mas também mostram a importancia da
compreensao da melhor dose a ser utilizada e do melhor periodo da doenca para o
uso do tratamento ser eficaz.

Continuando o presente estudo, os resultados obtidos mostraram, reducéo
na producao da citocina IL-6, concomitante ao aumento na producdo de TGF- nos
animais tratados com genisteina. Além disso, aumentou a intensidade mediana de
fluorescéncia de células CD4'Foxp3® e de células CD4'IL-10". Sugerindo um
microambiente favoravel a diferenciacdo de células T reguladoras no SNC.
Enquanto células Th17 sdo mediadoras das respostas inflamatorias, as células Treg
sdo um tipo de células imunes reguladoras negativas e sao responsaveis por mediar
a tolerancia imunolégica (WRAITH, NICOLSON e WHITLEY, 2004).

Foxp3 é o principal fator de transcricdo que controla o desenvolvimento e a
funcdo das células T reguladoras. As células Treg também podem ser induzidas na
periferia  por TGF-B ou pelo estimulo continuo de células dendriticas ou
tolerogénicas por antigenos especificos (SHEVACH, 2009; ZHOU et al., 2011;
GOLDSTEIN et al., 2013). A supressdo mediada por células Treg ocorre devido ao
contato direto célula-célula, pela indugdo de citocinas inibidoras, tal como a IL-10,
diminuicdo da proliferacdo de células T efetoras e inibicdo da liberacdo de citocinas
inflamatorias, levando a reducdo da inflamacdo e a manutencao de autotolerancia
(VIGNALI, COLLISON e WORKMAN, 2008).

Como varias doencas autoimunes caracterizam-se por uma reducdo na
populacdo de células Treg e ruptura na funcdo destas, estes processos podem estar
relacionados com a quebra da tolerancia e a patogénese nessas doencas (VIGNALI,
COLLISON e WORKMAN, 2008). Na EAE, um aumento in situ na populacdo de
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células Treg ou a transferéncia passiva de células Tregs antigeno-especificas,
geradas in vitro, pode atenuar a indugéo e a progressao da doenca (MATSUSHITA
et al., 2010).

Foxp3 regula a funcdo das células T controlando a transcricdo de varios
genes, incluindo CTLA-4, IL-2, IFN-y e regula a funcdo das células Treg (WILLIAMS
e RUDENSKY, 2007). TGF-B estimula as células T CD4 a aumentar a expressao de
Foxp3 e a expressdo constitutiva de Foxp3 € necessaria para a funcdo supressora
estavel das células Treg (APOSTOLOU et al., 2008; CUROTTO DE LAFAILLE e
LAFAILLE, 2009).

Ocorreu aumento na expressao de IL-10 por células CD4" no grupo tratado.
Paralelamente, foi observado uma tendéncia ao aumento da produc¢éo da citocina IL-
10, no 7°dia pés inducdo. O ambiente regulador nes te momento, também pode ser
sugerido pelos niveis elevados de TGF- encontrados. Esses dados sugerem ainda
gue o tratamento com genisteina e o consequente aumento de IFN-B, podem ser
responsaveis pelo estabelecimento de um perfil regulador, que pode ser relacionado
ao atraso no aparecimento dos sintomas e a diminuicdo da pontuacdo do escore
clinico na EAE.

Um estudo prévio mostrou que o tratamento combinado do IFN-B e de um
agente neuroprotetor ligante de ER[, durante a EAE, atenuou significativamente a
gravidade da doenca, preservou a densidade axonal na medula espinhal, reduziu a
inflamacgdo no SNC e reduziu a expressao de VLA-4 por células T CD4". Sugerindo
que o tratamento concomitante com IFN-B e um ligante de ER[ pode resultar em
efeitos complexos e mais eficazes, que ndo seriam alcangados com base apenas no
uso da monoterapia (DU et al., 2011).

Diante do observado, o presente estudo reforcou o potencial da genisteina
no tratamento da EM ao mostrar o atraso no aparecimento e redu¢do na pontuacao
dos sinais clinicos na EAE, além da capacidade desse fitoestrogeno de modular

TLRs e aumentar a producao de IFN-B endogeno.
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7 Conclusao

O tratamento com genisteina, antes do aparecimento dos sinais clinicos da
EAE, foi capaz de demonstrar o potencial neuroprotetor desse fitoestrégeno, por
promover o atraso no aparecimento dos sinais clinicos e a reducéo na gravidade da
doenca, reforcando o potencial terapéutico da genisteina no tratamento da EM.

Os resultados sugerem que a genisteina € capaz de modular os TLRs,
promovendo o aumento da liberacdo de IFN-B endbgeno, reduzindo a diferenciacéo
de células produtoras de citocinas proinflamatérias e favorecendo o desenvolvimento
de um ambiente regulador.

Portanto, o uso da genisteina através da suplementacdo e da dieta rica em
soja, poderia se aliar a ja estabelecidas terapias para a EM com IFN-, melhorando

o quadro clinico da doenca e prevenindo novos surtos.
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