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RESUMO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca inflamatdria, cronica e desmielinizante do
sistema nervoso central (SNC). Embora ela seja, ainda, de etiologia desconhecida, é
considerada uma doencga auto-imune mediada por linfécitos T “helper” 1 (Th1) e T
“helper” 17 (Th17) e com predominancia em mulheres. Contudo, as bases para esta
predominancia ainda nao estdo bem elucidadas. Os primeiros sintomas da EM,
normalmente, surgem apos a maturidade sexual. Por outro lado, niveis elevados de
horménios sexuais durante o periodo de gravidez parecem reduzir os sinais e
sintomas, os quais aumentam no periodo pdés-parto. A Encefalomielite auto-imune
experimental (EAE) é o modelo animal mais usado para estudar a EM. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com 17 (-Estradiol na
prevencdo da EAE murina. Os resultados indicaram que o tratamento com este
hormdnio melhorou o curso clinico da doenga, diminuiu a concentracédo de citocinas
pré-inflamatoérias, como interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) e interleucina 17 (IL-17), e a infiltragao de leucdcitos no SNC, além de aumentar
os niveis da interleucina 10 (IL-10). Houve, também, um aumento de linfécitos B no
cérebro e bago dos animais submetidos ao tratamento. Portanto, o 17 -Estradiol
parece desempenhar um papel imunomodulador na EAE.

Palavras-chave: Esclerose Multipla. Encefalomielite auto-imune experimental. 17 [3-

Estradiol.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (ME) is an inflammatory, chronic and demyelinating disease of the
central nervous system (CNS). Although the etiology of it is still unclear, it is
considered a CD4" T Helper-1-mediated and CD4" T Helper-17-mediated
autoimmune disease and the highest prevalence of it is in women. However, the
basis for this prevalence isn’t still well clear. The first symptoms of ME, often, appear
after sexual maturity. On the other hand, high levels of sexual hormones during
pregnancy seems to low signs and symptoms, which to be high after childbirth.
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is an animal model to study ME.
Therefore, the aim of this study was to investigate the effects of treatment with 17 [3-
Estradiol on murine EAE. Results indicated that the treatment with this hormone
ameliorated the clinical course of the disease, decreased proé-inflammatory cytokines
levels, like interferon-gamma (IFN-y), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) e
interleucine 17 (IL-17), and infiltration of white blood cells on CNS, further on
increased interleucine 10 (IL-10) levels. There was also an increased of B cells in
brain and spleen of treated animals. In conclusion, 17 B-Estradiol may play an
immunomodulatory role in EAE.

Key-words: Multiple Sclerosis. Experimental autoimmune encephalomyelitis. 17 B-

Estradiol.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESCLEROSE MULTIPLA

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca inflamatéria, crbnica e
desmielinizante do sistema nervoso central (SNC) com uma etiologia ainda
desconhecida. Ela afeta mais de um milhdo de pessoas em todo o mundo, sendo
mais comum em mulheres brancas (NOONAN et al., 2010).

Atualmente existem duas hipoteses para a etiologia da EM: A hipotese
infecciosa viral e a hipétese auto-imune. Elas sdo complementares uma vez que
estudos utilizando modelos animais mostraram degeneragdo axonal em ambas,
sendo esta degeneragcdao o determinante principal da incapacidade neuroldgica
irreversivel em pacientes com EM (revisto por GRIGORIADIS; HADJIGEORGIOU,
20006).

De acordo com a hipétese infecciosa viral, muitos virus, como o virus da
encefalomielite murina de Theiler (TMEV) e o virus da hepatite murina (MHV-4), séo
capazes de induzir a desmielinizacdo em animais de laboratorio. Apds a infecgao, os
virus ativam as células apresentadoras de antigenos (APCs). Estes virus contém
sequéncias protéicas similares as sequéncias dos antigenos da mielina (mimetismo
molecular) e, em hospedeiros susceptiveis, ocorre reagdo cruzada, ou seja,
respostas imunoldgicas ao microorganismo resultam em reagdes contra os proprios
tecidos. A infeccao viral sobre um tecido-alvo pode, também, causar a destruicdo do
tecido e liberagdo de auto-antigenos sequestrados (ativagdo “bystander”). Desta
forma, linfocitos especificos para estes auto-antigenos sequestrados sao recrutados
para a area lesada. Auto-antigenos sequestrados s&o aqueles que n&o foram
apresentados aos linfocitos imaturos no timo e na medula éssea e, portanto, ndo sao
reconhecidos como proéprios pelos linfocitos maduros nos tecidos periféricos.
Quando um tecido-alvo é lesado, possivelmente, mais de um auto-antigeno
sequestrado esta envolvido na reagdo imune (disseminagdo de epitopos). Assim,

uma reacdo auto-imune inicialmente direcionada contra um unico auto-antigeno
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sequestrado pode se espalhar para outros (revisto por GRIGORIADIS;
HADJIGEORGIOU, 2006).

Na hipotese auto-imune, ao contrario da hipotese infecciosa viral, a causa da
ativagdo dos linfécitos € desconhecida. Possivelmente, esta causa seja a perda da
tolerancia central e/ou periférica em fungcdo de reagdo cruzada com gatilhos
exdgenos em pessoas geneticamente susceptiveis. O processo de desmielizagcao
inicia-se com a ativacao de linfécitos T periféricos com reatividade a mielina que
atravessam a barreira hematoencefadlica em direcdo ao SNC auxiliados por um
aumento na expressao de citocinas inflamatdrias, moléculas de adesao e receptores
de quimiocinas nas células endoteliais desta barreira. Os auto-antigenos da mielina,
sobretudo a Proteina Basica da Mielina (PBM) e a Glicoproteina Mielodendritica
(MOG) sao apresentados por astrécitos e células gliais a estes linfocitos T auto-
reativos desencadeando uma cascata que libera mediadores inflamatoérios e culmina
com a lesdo ou, mesmo, destruicdo da bainha de mielina (Fig.1) (revisto por
NEUHAUS et al., 2006).

Periferia Sistema Nervoso Central

Barreira hematoencefilica
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desconhecida substincias pro-inflamatorias

Figura 1 - Hipdtese auto-imune da Esclerose multipla
Fonte - Revisto por NEUHAUS et al., 2006 modificada

A EM se desenvolve em pessoas geneticamente susceptiveis, entretanto, séo

necessarios gatilhos ambientais. Similar a outras doencas auto-imunes mediadas
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por linfocitos T, os genes que conferem risco especifico para EM sdo o HLA-DQ e o
HLA-DR (LINCOLN et al., 2009).

O quadro clinico da EM na maioria dos pacientes inicia-se com surtos que se
alternam com remissdes. Considera-se surto a ocorréncia de sintomas de disfungao
neurolégica com mais de 24 horas de duragdo na auséncia de febre ou infecgao
(revisto por TILBERY et al., 2000).

As formas clinicas para a EM s&o: (1) Esclerose Multipla Recorrente-
Remitente (EMRR), na qual ocorrem surtos claramente definidos com recuperagéo
completa ou com sequelas apds a recuperagdao e periodos entre os surtos
caracterizados por auséncia de progressdo da doenga; (2) Esclerose Multipla
Secundaria Progressiva (EMSP) que sempre comega como Esclerose Multipla
Recorrente-Remitente e evolui para uma doenga progressiva, com ou sem surtos,
pequenas remissdes e platds; (3) Esclerose Multipla Primaria Progressiva (EMPP)
que apresenta progressao da doenga desde o inicio com platds ocasionais e
pequenas melhoras temporarias. Os pacientes apresentam uma piora continua e
gradual da sua condicdo sem surtos claros; (4) Esclerose Multipla Progressiva
Recorrente (EMPR) em que ocorre progressao da doenga desde o inicio com claros
surtos agudos, com ou sem recuperagao completa e com progressao continua entre
os surtos (revisto por LUBLIN, 2007 APUD LUBLIN; REINGOLD, 1996).

Os sintomas mais comuns da EM s&o fraqueza muscular, alteracbes da
sensibilidade, deficiéncias visuais e/ou auditivas, alteragdes na coordenacdo motora

e no controle dos movimentos finos, entre outros (Castro 1999).
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1.2 ENCEFALOMIELITE AUTO-IMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

A encefalomielite auto-imune experimental (EAE) é o modelo mais utilizado
para o estudo da EM. Algumas razdes contribuem para a utilizagdo deste modelo de
auto-imunidade antigeno-induzida: (1) Pode ser facilmente induzido em muitas
linhagens de camundongos singénicos como a SJL/J, a PL/J e a C57BI/6; (2) As
manifestagdes clinicas, como paralisia e perda do tonus da cauda (em roedores),

sao perceptiveis para a maioria dos pesquisadores (YANG, 2003).

A EAE se caracteriza tanto pela inflamagdo mediada por células mononucleares
(mondcitos e macrofagos) quanto por desmielinizagdo, caracteristicas que se
assemelham as da EM. O modelo murino C57BI/6 tem sido bastante util na indugéo da
EAE crbnica, severa e sem recaidas, especialmente quando se utiliza o peptideo MOG
como indutor da doenca (YANG, 2003).

Este modelo pode ser induzido através de componentes da PBM, da MOG ou
do peptideo MOGs3s.55, ou, ainda, da Proteina Proteolipidica (PLP) em adjuvante
completo de Freund (CFA). A EAE pode, também, ser induzida através da
transferéncia adotiva de linfécitos T CD4", auto-reativos, de animais imunizados para
animais “naive”, os quais desenvolvem a doenca (LEADBETTER et al., 1998).

As citocinas desempenham um importante papel na inflamacdo e nas
respostas auto-imunes. Citocinas sao proteinas ou glicoproteinas que atuam como
mensageiros moleculares. Os linfocitos T CD4" podem se desenvolver em linfécitos
T “helper” 1 (Th1) ou T “helper” 2 (Th2), os quais sdo caracterizados por suas
habilidades em produzir diferentes citocinas. Os linfécitos Th1 produzem,
preferencialmente, interleucina 2 (IL-2), interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), enquanto que os linfécitos Th2 produzem, entre outras
citocinas, a interleucina 4 (IL-4), a interleucina 5 (IL-5) e a interleucina 10 (IL-10).
Estes dois grupos de citocinas frequentemente sdo antagonistas em seus efeitos
(YANG, 2003).

A identificagdo dos diferentes tipos de linfocitos se deu a partir da descoberta
de que estas células expressam proteinas de membrana distintas. Estas proteinas
servem como marcadores fenotipicos de diferentes tipos linfocitarios e sao

denominadas de CD + um numero. CD é a abreviatura da expressao “cluster of
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differentiation”, ou seja, grupo de diferenciagao. Os linfécitos T “helper” expressam
uma proteina de superficie chamada CD4, os linfécitos T citotoxicos (CTL)
expressam o marcador CD8 e os linfocitos T reguladores (Treg) sdo caracterizados
pela expressédo das moléculas CD4 e CD25. (revisto por ZHOU et al, 2009).

O desenvolvimento dos linfécitos T “helper” ndo € um processo aleatorio e sim

+ o«

um processo regulado pelos estimulos que os linfécitos T CD4™ “naive” recebem
quando encontram antigenos provenientes de patdgenos. Os macrofagos e as
células dendriticas respondem a muitas bactérias intracelulares e virus com a
produgdo de interleucina 12 (IL-12). Quando os linfécitos T CD4" “naive”
reconhecem os antigenos dos patdgenos que estdo sendo apresentados por estas
APCs, sao expostos a IL-12 que promove a sua diferenciagcédo para a sub-populagao
Th1 através da ativagdo dos fatores de transcricdo T-bet e STAT4. Se o patégeno
nao estimular as APCs a produzir IL-12, como talvez fagam os helmintos,
possivelmente os proprios linfocitos T produzirdao a IL-4 que induz a diferenciagao
deles proprios para a sub-populacdo Th2 através da ativacdo dos fatores de
transcricdo GATA3 e STAT5. Recentemente, foi observado que os linfocitos T CD4"
“‘naive” podem se diferenciar em outras duas populacdes celulares: linfocitos T
“helper” 17 (Th17) e linfécitos Treg. A diferenciagcdo para linfécitos Th17 ocorre

+

quando linfocitos T CD4" “naive” sdo estimulados pela interleucina 6 (IL-6) e pelo
fator transformador de crescimento-beta (TGF-B), citocinas que ativam os fatores de
transcricdo RORyt e STAT3. Por outro lado, a diferenciagdo para linfécitos Treg

+ o«

ocorre quando linfécitos T CD4™ “naive” sao estimulados pelas citocinas TGF- e IL-2
na presenga de acido retindico (AR), ocorrendo ativacdo dos fatores de transcrigao
FoxP3 e STATS5 (Fig. 2) (revisto por ZHOU et al, 2009).

Os linfocitos Th17 produzem a citocina IL-17 que desencadeia respostas
inflamatdrias cronicas e nao compartilha elementos nem com as respostas Th1 nem
com as respostas Th2. Portanto, os linfécitos Th17 sdo um subconjunto de células T
independente de Th1 e de Th2 (KLEINSCHEK et al., 2007). Por outro lado, os
linfécitos Treg sao subpopulagdes de células T CD4 com fungdes anti-inflamatorias e
antiproliferativas, além de produzirem as citocinas TGF-$8 e IL-10 (Fig. 2) (KOHM et

al., 2002).
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Figura 2 - Diferenciacao celular e producao de citocinas
Fonte - Revisto por ZHOU et al., 2009 modificada

Tanto a EAE quanto a EM sao mediadas por linfécitos Th1 e Th17 especificos

para a mielina e suas respectivas citocinas, IFN-y e IL-17, porém a contribuicdo

relativa de cada uma ainda nao esta claramente definida (MILJKOVIC et al., 2009).

Linfocitos Th1 e “natural killer” (NK) sdo caracterizados pela produgao de IFN-

Y, citocina envolvida na ativagcdo de macréfagos e na diferenciagcdo de células T
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CD4" “naive” em células Th1 (BALABANOV et al., 2007). Em fungéo disto, o IFN-y
regula a fungao dos linfécitos T, desempenhando, assim, um papel importante nas
doencgas auto-imunes (revisto por CHEN e LIU, 2009).

A IL-17, produzida pelos linfocitos Th17, promove respostas inflamatorias
através da inducdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e fator estimulante de
colénias granulécitos e macréfagos (GM-CSF), producédo de peptideos
antimicrobianos (defensinas) e de quimiocinas como CXCL1, CXCL5, CCL2 e CCL7
e indugéo da sintese de 6xido nitrico (NO) (revisto por IWAKURA et al., 2008). Em
funcdo destas caracteristicas, esta citocina esta, também, envolvida na patogénese
de muitas doengas auto-imunes como a EAE (MARKOVIC et al., 2009) e a EM
(KOMIYAMA et al., 2006).

Uma outra citocina importante no desenvolvimento das doengas auto-imunes
€ TNF-a. O TNF é uma citocina envolvida na manutencdo da homeostase do
sistema imunoldgico e, também, na patogénese das doengas auto-imunes entre elas
a EAE (revisto por ZHOU et al., 2002). O tratamento de ratos Lewis com anticorpos
anti-TNF-a inibiu o desenvolvimento da EAE induzida através de imunizagcdo com
medula espinhal de cobaia (ISSAZADEH et al., 1995).

Os linfocitos B, caracterizados pelos marcadores CD19 e CD20, ao
produzirem auto-anticorpos, também, podem ter uma participagédo importante em
algumas doengas auto-imunes, podendo contribuir para o desenvolvimento da EAE.
Porém, Wolf e colaboradores (1996), ao examinarem o papel dos linfocitos B na
indugdo da EAE, usando camundongos deficientes para estes linfécitos, nao
observaram diferenga no inicio ou na gravidade da doenga. Por outro lado, houve
dificuldade de recuperacao dos sintomas clinicos destes camundongos deficientes
em comparagdo aos animais do grupo controle. Isto sugere que além dos linfocitos B
nao desempenharem um papel no desenvolvimento da EAE, eles ainda podem
contribuir para a sua modulacéo.

Embora ainda tenham um papel pouco esclarecido, parece que linfocitos B
reguladores, denominados linfocitos B10 e caracterizados pela expressao de CD1d
e CD5, produzam grande quantidade de IL-10 controlando a EAE em modelo
murino. (YANABA et al.,, 2008). Além disso, foi demonstrado que camundongos
deficientes na expressdo de CD19, apresentaram maior gravidade da EAE em

comparagao com os controles selvagens (MATSUSHITA et al., 2006).
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Existem, também, evidéncias sugerindo a participacdo dos linfocitos T CD8"
na EM como células efetoras. Segundo a revisdao de Ji e Goverman (2007), os
linfocitos T CD8" excedem em quase dez vezes os linfécitos T CD4" nos tecidos
cerebrais de pacientes com EM e foram encontrados intimamente associados a
axonios desmielinizados. Assim, para avaliar a participacédo dos linfocitos T CD8" na
EAE, Huseby e colaboradores (2001) geraram uma populagdo linfécitaria CD8"
especifica para a PBM usando técnicas de Engenharia Genética. Foi feita, entéo, a
transferéncia adotiva das células geradas para camundongos “naive” que
desenvolveram uma EAE com graves sinais neuroldgicos e significante perda de
peso. Foram apresentados sinais, como ataxia, espasticidade, hiperreflexia e perda
de coordenacdo motora, os quais se assemelham a muitas caracteristicas da EM e

ndo s&o vistos nos modelos de EAE estimulados por células T CD4".
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1.3 TRATAMENTO DA ESCLEROSE MULTIPLA (EM)

Até o inicio da década de 90 poucos recursos terapéuticos estavam a
disposicdo para o tratamento de pacientes com EM. A introducdo de
imunomoduladores como medicamentos eficazes a partir de 1993, e posteriormente,
a perspectiva do advento de um numero de outras medidas terapéuticas, geraram
euforia e entusiasmo a pacientes e médicos. Os imunomoduladores sao eficazes
para o tratamento da EMRR, porém, sido parcialmente eficazes nas formas
progressivas secundarias e ineficazes nas formas primarias progressivas. Os
imunomoduladores atualmente utilizados séo: o interferon-beta 1-a (REBIF e
AVONEX), o interferon-beta 1-b (BETAFERON), (RIO et al., 2005) e o acetato de
glatiramer (COPAXONE) (KARUSSIS et al., 2010).

Tanto o IFN-B 1-a quanto o IFN-B 1-b parecem ter efeitos imunomodulatérios
e antiproliferativos com acéo inibidora do crescimento celular. Na EM eles atenuam
os efeitos do IFN-y, do TNF-a e da IL-12, inibem a ativagdo de mondcitos, reduzem
a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T e aumentam citocinas como o TGF-3 e
a IL-10. Além disso, parece que eles impedem o rompimento da barreira
hematoencefalica reduzindo, assim, a entrada dos linfécitos T auto-reativos no SNC
(ROTHUIZEN et al., 1999).

Os efeitos colaterais associados a terapia com IFN-B sdo sintomas
semelhantes aos de gripe, reacdes (e até necrose) no local da injecao, depresséao,
idéias suicidas e, também, o desenvolvimento de anticorpos contra 0 medicamento,
diminuindo, assim, a sua eficacia (revisto por VIRLEY, 2005).

O acetato de glatiramer (GA) é constituido por uma mistura de polipeptideos
sintéticos compostos por quatro aminoacidos (alanina, glutamina, lisina e tirosina). E,
estruturalmente, similar a PBM, porém n&o causa encefalite. Alguns trabalhos
investigavam o papel encefalitogénico potencial do GA em modelos animais, mas,
inesperadamente, ele suprimiu sinais clinicos agudos e cronicos da EAE em varias
espécies animais. Apresenta atividade biolégica na EMRR competindo com a PBM
pela acdo das APCs. Embora o GA seja bem tolerado, a administragdo pela via
subcuténea induz reagdes no local da inje¢do. Entretanto, dentre os tratamentos

disponiveis, é o que induz menos efeitos colaterais (KARUSSIS et al., 2010).
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O tratamento com corticéides também é amplamente utilizado na EM para
acelerar a recuperagao pos-surto, sendo a metilprednisolona por via intravenosa o
corticdide mais prescrito. Embora terapias a curto prazo apresentem beneficios, as
terapias a longo prazo s&o mais utilizadas no tratamento da EMRR, apesar delas
poderem causar diminuicdo da densidade Ossea e infecgdes (revisto por VIRLEY,
2005). A diminuicao da densidade 6ssea ocorre porque os corticoides diminuem os
precursores dos osteoblastos e estimulam a apoptose destas células, quando
maduras (JIA et al.,2006). As infecgbes se devem ao efeito imunossupressor dos
corticoides os quais inibem a transcricdo de muitos genes das citocinas pro-
inflamatdrias (BARNES, 2006).

As mulheres apresentam maior incidéncia de EM do que os homens, sendo a
proporcao de duas mulheres para cada homem. Porém, os homens desenvolvem
uma doencga mais grave (GIATTI et al., 2010). Além disso, segundo a revisao de
Gold e Voskuhl (2009), a EM é mais comum em mulheres jovens, porém os homens
desenvolvem a doenca em idade mais avangada, época que coincide com a
diminuicdo dos niveis de testosterona, sugerindo um papel protetor para a
testosterona nesta doenca.

Dalal e colaboradores (1997) avaliaram os mecanismos envolvidos na
diferente susceptibilidade entre os géneros a EM. Foi usado um modelo de EAE
induzido por PBM em camundongos machos e fémeas. Neste trabalho, os linfécitos
T obtidos no bago dos camundongos machos, durante a fase efetora da doenca,
produziram niveis mais altos de IL-10 do que aqueles obtidos no bago dos
camundongos fémeas. Foram, entdo, implantados “pellets” de dihydrotestosterone
nas fémeas e foi observado um curso menos grave da doenga em comparagao com
as fémeas tratadas com placebo, indicando que a testosterona exerce um efeito
protetor na EAE.

Além disso, o efeito protetor do tratamento com estrogénios, na EAE, foi
demonstrado em linhagens de camundongos como SJL/J, B10.PL e C57BL/6 (BEBO
JUNIOR et al., 2001 POLANCZYK et al., 2003).

Assim, fica evidente a influéncia dos horménios sexuais na EM, porém as
bases para a predominancia desta doenca nas mulheres, ainda, ndo estéo
elucidadas Os primeiros sintomas da EM normalmente surgem apds a maturidade

sexual. Por outro lado, niveis elevados de horménios sexuais durante o periodo de
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gravidez parecem reduzir os sinais e sintomas desta doenga os quais aumentam no
periodo pos-parto (BEBO JUNIOR et al., 2002 APUD BIRK et al.,1990).

Desta forma, existe a hipotese de que em baixas doses os estrogénios
causam aumento das respostas Th1 e, portanto, susceptibilidade as doengas auto-
imunes mediadas por células, enquanto que, em altas doses eles estimulam as
respostas Th2, as quais protegem contra estas doencgas. Isto explicaria tanto a maior
incidéncia de doengas auto-imunes com o envolvimento de linfécitos Th1 em
mulheres, quanto a diminuicdo destas doengas durante a gravidez (BEBO JUNIOR
et al., 2002).

Os estrogénios regulam o metabolismo celular em varios tecidos como os
pulmdes e o SNC. Além disso, os niveis extremamente baixos de estrogénios na
menopausa sdo associados com osteoporose e doengas cardiovasculares,
sugerindo que eles desempenham um papel importante ndo sé no desenvolvimento
e na diferenciacdo das caracteristicas sexuais secundarias e na reprodugdo, como
também, no metabolismo celular. (revisto por KORACH, 1994). Estas a¢des ocorrem
através da interagdo dos horménios com sua respectiva proteina receptora, ou seja,
o receptor de estrogénio (RE) (revisto por CARSON-JURICA, 1990).

O sistema hormonal feminino € formado por trés hierarquias de hormoénios.
Em primeiro lugar ocorre a secrecdo do hormdnio de liberagdo das gonadotrofinas
(GnRH). O GnRH induze a secregdo do hormdnio foliculo-estimulante (FSH) e do
horménio luteinizante (LH). O FSH e o LH, por sua vez, estimulam os horménios
ovarianos: progestinas e estrogénios (revisto por MOENTER et al., 2010).

A proteina receptora para os estrogénios apresenta duas isoformas que foram
encontradas e caracterizadas em varias espécies e denominadas receptor
estrogénico alfa (REa) e receptor estrogénico beta (REB) (OGAWA et al., 1998).
Estes receptores estdo presentes nas células que compdem o sistema imunologico
e em varios tecidos, entre eles o SNC (GUSTAFSSON, 1999).

O papel dos receptores alfa e beta na mediacdo da EAE foi estudado em
modelos de animais deficientes em REa ou REB. Os camundongos deficientes em
REa e tratados com 17 B-Estradiol desenvolveram sinais clinicos agudos, graves, de
EAE e lesbes histopatoldgicas na medula espinhal, mesmo na presenga de niveis
moderadamente altos de 17 [(-Estradiol no soro. Em camundongos selvagens e
deficientes em RE[, o tratamento com 17 B-Estradiol resultou em supressao dos

sinais clinicos da EAE e auséncia de lesdes inflamatérias no SNC. Isto demonstra
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que o efeito protetor deste horménio ocorre via REa e independe de RER
(POLANCZYK et al., 2003).

Os farmacos utilizados para o tratamento da EM como Interferon-3, Acetato
de glatiramer e a Mitoxantrona conferem, principalmente, efeitos antiinflamatérios.
Por outro lado, os estrogénios apresentam efeitos antiinflamatérios e, também,
neuroprotetores (DU et al., 2010) porque sao lipofilicos, atravessando prontamente a
barreira hematoencefalica. Isto sugere um potencial terapéutico para os estrogénios
no tratamento da EM.

Um trabalho realizado pelo nosso grupo demonstrou que a genisteina, um
fitoestrogeno obtido da soja, melhora os sintomas clinicos da EAE diminuindo as
citocinas inflamatorias IFN-y, TNF-a e IL-12 e aumentando a citocina reguladora IL-
10. Além disso, o tratamento com genisteina diminuiu a migragcéo de células através
da barreira hematoencefalica (DE PAULA et al., 2008)

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito do
tratamento com 17 B-Estradiol, antes e nos dias iniciais de indu¢do da EAE, nos
sintomas clinicos desta doenga e, também, em alguns pardmetros imunoldgicos
como expressao de marcadores celulares e expressao de citocinas, colaborando,
assim, para um melhor conhecimento dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos

tanto na EAE quanto na EM.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos imunomoduladores do 17 3-Estradiol em modelo murino

de EAE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar parametros clinicos como peso e pontuagao clinica obtida em uma

escala de incapacidade neurolégica;

Avaliar alteragbes histopatolégicas no cérebro dos animais através de

coloracao por Hematoxilina-Eosina (HE);

Avaliar a presenca de linfocitos T, B e macrofagos no infiltrado inflamatorio

celular no cérebro dos animais através de imunohistoquimica;

Analisar a expressao de marcadores celulares (CD4, CD8, CD19,
CD28/CD3, CD152/CD3, CD80/CD11 e CD86/CD11) pelas células

esplénicas por citometria de fluxo;

Quantificar os niveis de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-17, TGF-B, IL-6 e IL-10)
no cérebro (resposta a EAE no 6rgao alvo) e no bago (resposta a EAE no

orgéo linféide secundario) dos camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados para a indugdo do modelo, camundongos da linhagem
C57Bl/6, fémeas, com 10-12 semanas, provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reprodugao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).
Eles foram mantidos na sala de manutengdo de animais do laboratério de
Imunologia, em estantes ventiladas, a temperatura ambiente e dieta e agua ad
libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios do
Cddigo Brasileiro para a Utilizagao de Animais de Laboratério. Este projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFJF
(Protocolo N°. 045/2005 CEA).

3.2 TRATAMENTO ANTI-HELMINTICO

Antes da indugdo do modelo de EAE, quando os camundongos estavam com
4-6 semanas de idade, foi realizado tratamento anti-helmintico nestes animais com
Ivermectina 1% (Laboratérios Bovifarm, Aracaju, CE, Brasil) e Praziquantel 150 mg
(Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA). Foi adicionado 800 ul de
Ivermectina 1% em 1 litro de agua, a qual foi dada aos animais durante 10 dias. A
agua com lvermectina !% era trocada 3 vezes por semana. Apés este tratamento, os
animais ficaram em repouso por 10 dias e, entdo, foi administrado o Praziquantel
150 mg por gavagem, utilizando-se sonda uretral infantil n® 4 (Embramed Ind. e
Com., Sao Paulo, SP, Brasil). O comprimido de 150 mg de Praziquantel foi
dissolvido em 20 ml de agua filtrada. Cada camundongo recebeu 200 ul desta

solugdo em dose unica.
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3.3 INDUCAO DA EAE

Os animais com 10-12 semanas de idade foram imunizados por via
subcutédnea em ambos os lados da base da cauda com 100 ug do peptideo MOG3s.
55 (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) e adjuvante completo de Freund
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) suplementado com 400 pg de
Mycobacterium tuberculosis (H37RA; Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA). No dia
da imunizacéo e apos 48 horas, foram injetados intraperitonealmente (i.p.) 300 ng de
toxina pertussis (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) (Fig. 3). Os animais
imunizados foram sub-divididos randomicamente em dois grupos, dos quais um foi

submetido ao tratamento com 17 B-Estradiol.

| | |

”‘ Dia 0 Dia 1 (24 h) Dia 2 (48 h)
C5TBIE fimeas 1 I
(4-0 semanas)

=2 100 pg MOG30.55 = 300 ng
+ toxing pertussis
CFA {ip.)

+
400 pg A, fubercudosiz
(2000

=3 300 ng
toxina pertussis (Lp.)

Figura 3 - Protocolo de indugao da EAE.
Fonte - A autora

3.4 TRATAMENTO COM 17 B-ESTRADIOL

Os camundongos foram divididos em 3 grupos: (a) controle (ndo-induzido e

nao-tratado); (b) EAE (induzido e nao-tratado); (c) EAE tratado (induzido e tratado).
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Cada grupo era constituido por 6 animais. Para o tratamento, 24 ug de benzoato de
17 B-Estradiol (Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) foi diluido em 0,3 ml de
alcool etilico (Quimibras Ind. Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 2,7 ml de
propilenoglicol (Quimibras Ind. Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) dando uma
concentracgao final de 0,8 ug/100ul de solugdo. Esta dose foi aplicada diariamente
nos animais e foi suficiente para induzir niveis séricos médios de 17 B-estradiol de
736 pg/ml, conforme procedimento de padronizagdo realizado anteriormente em
nosso laboratdrio. O tratamento foi iniciado 2 dias antes da inducédo da EAE através
de injegbes subcutaneas (s.c.) e se estendeu até o quarto dia pds-indugéo
considerando-se o dia da indugdo como dia 0. Portanto, os camundongos foram
tratados por 7 dias consecutivos e foram sacrificados no 21° dia pos-inducgéo, dia em
que foram realizados os experimentos propostos O sacrificio foi realizado através de
uma dose letal de Xilazina 2% (Konig, Sdo Paulo, SP, Brasil) e Ketamina 10%
(Syntec, Cotia, SP, Brasil) por via intra-peritoneal. Para o preparo do anestésico,
foram utilizados 1,75 ml de Ketamina 10%, 0,6 ml de Xilazina 2% e 4,6 ml de cloreto
de sodio, dando um total de 6,95 ml de solu¢do, da qual cada camundongo recebeu
300 pl.

”\ Dia -2 Dia 0 Dia -+4
C57B6 femeas I

(4-6 semanas)

Indugio da

EAE

Aplicagéo do 17 p-Estradiol (s.c.) 0.8 pg/dia

Figura 4 - Protocolo de tratamento com o 17 3-Estradiol
Fonte - A autora
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3.5 AVALIACAO DO CURSO CLINICO DA EAE

Os camundongos foram pesados (Micronal B6000, Sdo Paulo, SP, Brasil)
desde o dia em que se iniciou o tratamento (dia -2), até o dia do sacrificio (21° dia
pdés-imunizagao). Os animais, também, foram avaliados através dos sinais clinicos
apresentados durante todo o periodo de avaliagdo do peso, obedecendo-se a uma
escala de incapacidade neurolégica (TABELA 1). Através desta escala, foram
avaliados, separadamente, os sinais clinicos observados na cauda, nas patas
traseiras, nas patas dianteiras e na bexiga dos animais. Para cada parte do corpo
foram atribuidos valores arbitrarios que eram dados aos animais por dia de
avaliagao, conforme a tabela abaixo, e o valor correspondente a cada parte do corpo
era somado para se obter a pontuagao clinica do animal naquele dia. Ao final do

periodo de avaliagao foi feita uma média diaria de cada grupo.

TABELA 1 - Escala de Incapacidade Neurolégica
Fonte - DE PAULA et al., 2008

SINATS CLINICOS

Semsinas cliicos.
Ferdado tims nmsoular na canda,

Paralisia.

Semsinas clivicos.
Fraque=a de uma pata.
Fraqueza de armbas as patas.
Paralisia de uma pata

Paralisia de ambas as patas.

Semsinas cliticos.

Fraque=a de qualquer pata.

Faralisia de qualquer pata

Contindéneia

Incomtiréncia.
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3.6 PREPARACAO DOS CORTES E COLORAGAO POR HE PARA AVALIACAO DO
INFILTRADO INFLAMATORIO CEREBRAL

Para avaliacdo de infiltrados inflamatérios a parte posterior do cérebro, obtida
através de seccéao frontal, isto €, seccao paralela aos planos ventral e dorsal, foi
fixada em solugdo de formaldeido tamponado 10% por 10 dias. Logo apods os
fragmentos receberam 3 banhos de alcool etilico absoluto de 30 minutos de duragéo
cada um e 2 banhos de xilol, também, por 30 minutos cada um. Finalmente foram
realizados 2 banhos de parafina com 60 minutos de duragdo apds os quais foram
realizadas as inclusdes dos fragmentos na parafina de inclusédo e realizados cortes
de 6um de espessura. As laminas foram submetidas, entdo, a 3 banhos em xilol e 3
em alcool absoluto por 5 minutos cada um. Em seguida as |aminas foram lavadas
em agua corrente e destilada por 5 e 2 minutos, respectivamente, coradas com
hematoxilina por 3 minutos, lavadas novamente em agua corrente e destilada pelo
mesmo tempo e coradas com eosina por 2 minutos. Em seguida foi realizada uma
bateria de descoloracdo na qual as laminas foram imersas por 3 vezes consecutivas
em 3 banhos de alcool absoluto num total de 9 imersbes e permaneceram por 3
minutos em 3 banhos de xilol. Apds o ultimo banho as laminas foram montadas com
goma de Damar (Proquimios Com. e Ind., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para posterior

avaliagao dos infiltrados inflamatodrios.

3.7 MARCACAO DE LINFOCITOS T, B E MACROFAGOS PARA AVALIACAO POR
IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica foi feita em cortes de parafina obtidos conforme descrito
no item anterior. Foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-CD3 — diluigdo
1:1500 (Dako policlonal céd. A0452, Los Angeles, CA, USA), anti-CD20 — diluicao
1:1000 (Dako clone L26 cod. MO755, Los Angeles, CA, USA) e anti-CD68 — diluicéo
1:1000 (Dako clone PGM1, Los Angeles, CA, USA). As laminas foram incubadas
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com tampéo citrato pH 6.0 em banho-maria por 40 minutos. Vinte minutos apds a
retirada das laminas do banho-maria, a atividade da peroxidase endégena foi
bloqueada através da imersdao em peroxido de hidrogénio 3% e metanol 70%
durante 20 minutos. Apos esta etapa, as laminas foram lavadas em agua destilada.
e foi aplicado o anticorpo previamente diluido em uma solugdo de PBS-
TWIN20+BSA 0,1%. Apos incubagao por 24 horas foi aplicado o EasyPath Super
ABC KIT Universal. A seguir foi adicionado o cromogeno DAB (Dako cod. K3466,
Los Angeles, CA, USA) por 30 segundos. Em seguida, as laminas foram lavadas em
agua destilada e coradas em hematoxilina de Harris e desidratadas em alcool com
concentragdes crescentes de 50%, 70%, 90% e P.A. e 4 banhos de xilol. A
montagem das laminas foi feita com goma de Damar (Proquimios Com. e Ind, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo qualitativa da
presenca de linfécitos T, linfécitos B e macrofagos. Os cortes foram avaliados
quanto a auséncia ou presencga de células em quantidades pequenas, moderadas ou

grandes.

3.8 PREPARACAO DE CELULAS ESPLENICAS PARA AVALIACAO DA
EXPRESSAO DE MARCADORES ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliar a expressao de marcadores por células esplénicas, a metade
superior do baco, obtida através de secgao horizontal, foi macerada em 500 pl de
RPMI incompleto. Foi feita a centrifugacdo por 10 minutos a 1200 rpm a 2°C. O
sobrenadante foi desprezado, foi acrescentado 1 ml de agua destilada e as células
foram homgeneizadas por 20 segundos sendo, entédo, acrescentados 14 ml de RPMI
incompleto. Novamente as células foram centrifugadas por 10 minutos a 1200 rpm a
2°C, o sobrenadante foi desprezado e os sedimentos foram ressuspensos em 350 ul
de PBS. Foi colocado 50 pl desta solugdo em cada tubo de citometria onde foi
acrecentado 10 pl de anticorpos monoclonais (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19, anti-
CD28/CD3, anti-CD152/CD3, CD80/CD11 e CD86/CD11) (Becton Dickinson, San
Jose, CA, USA.). Foram utilizados controles isotipicos de rato marcados com
ficoeritrina e fluoresceina. Apds 20 minutos de incubacdo em ambiente escuro e no

gelo, foi feita a leitura através do aparelho FACScalibur-BD (Becton Dickinson, San



32

Jose, CA, USA) em ambiente climatizado a 20° C, sendo as anadlises feitas,
utilizando-se 10.000 eventos para cada amostra. As células marcadas foram, entao,
selecionadas através de tamanho e granulosidade e analisadas através do software
CellQuest R (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS EM SOBRENADANTE DE MACERADO
CEREBRAL E ESPLENICO

Para a dosagem de IFN-y, TNF-qa, IL-17, TGF-3, IL-6 e IL-10 em macerado de
cérebro e de bago, foram utilizadas seccao frontal do cérebro e seccao transversal
do bacgo. A porcao anterior do cérebro e a metade inferior do bago foram maceradas
em 1 ml de tampao de extracdo de citocinas: 0,4 M de NaCl (Isofar Industria e
Comeércio), 0,05% de tween 20 (Isofar Industria e Comércio), 0,5% de soro-albumina
bovina - BSA (Sigma), 0,1 M de fluoreto de fenil-metil-sulfonil - PMSF (Sigma), 0,1 M
de cloreto de benzetbnio - BC (Sigma), 10 mM de acido etileno diamino tetracético -
EDTA (Sigma) e 20 pM de aprotinina - AP (Sigma). Em seguida, o homogeneizado
do bago e do cérebro foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4° C e os
sobrenadantes foram coletados e congelados a -70 °C. As concentragdes de IFN-y,
TNF-a, TGF-f3, IL-6, IL-10 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA) e IL-
17 (eBioscience, San Diego, CA, USA) foram determinadas pelo método ELISA de
acordo com os procedimentos recomendados pelos fabricantes (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, EUA e eBioscience, San Diego, CA, USA). Os niveis de

citocinas foram expressos em picogramas por mililitro (pg/ml).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados pela média + erro-padrdo. Foram
utilizados, two-way ANOVA para as andlises de peso, pontuagdo clinica e
determinacdo dos marcadores celulares e one-way ANOVA para dosagem das

citocinas Ambos os testes foram seguidos pelo Teste de Comparagdes Multiplas de
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Bonferroni (GraphPad Prism 5.00). As diferengas foram consideradas significantes

para p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO CURSO CLINICO DA EAE

A avaliacao do curso clinico da EAE foi feita através do peso corporal (g) (Fig.
5A) e da pontuagao clinica dos animais (Fig 5B). Os camundongos pertencentes ao
grupo EAE perderam peso corporal em comparagdo com o0s camundongos
pertencentes aos grupos controle e EAE tratado (Fig. 5A). Entretanto, esta
diminuicdo de peso foi significante apenas nos dias 17, 18 e 20 pos-indugdo com
relacédo ao grupo EAE tratado (p<0,05). Além disso, no 1° dia pds-indugao tanto os
animais do grupo EAE tratado quanto os do grupo EAE perderam peso, porém, os
camundongos tratados com o 17 (B-Estradiol comegaram a recuperar o peso no 2°
dia pos-indugdo, enquanto que os camundongos do grupo EAE so iniciaram a
recuperacao do peso no 4° dia pos-inducgao.

A pontuacéo clinica do grupo EAE comegou no 14° dia pds-indugao e atingiu
o pico no 19°, com média de 3,28 pontos (paralisia da cauda e de ambas as patas
traseiras e fraqueza de uma das patas dianteiras, ou seja, pontuag&o clinica
individual de 7), enquanto que, no grupo EAE tratado, a pontuagéo clinica comegou
no 19° dia pds-indugéo e atingiu o pico no 20°, com média de 0,83 pontos (paralisia
da cauda e de uma pata traseira, ou seja, pontuacao clinica individual de 5) (Fig.
5B). Entretanto, apenas nos dias 18, 19, 20 e 21 pds-indugdo, a pontuagao clinica
no grupo EAE tratado foi menor que no grupo EAE (p<0,001).
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Figura 5 - Sinais clinicos da EAE nos grupos controle (n = 6), EAE (n = 6) e EAE tratado (n =
6). (A) Média do peso corporal (g) (B) Média da pontuacao clinica. Cada ponto representa a
média aritmética + SEM. *, p<0,05; ***, p<0,001.
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4.2 AVALIACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO CEREBRAL POR HE

Para avaliagcdo do infiltrado inflamatério no tecido cerebral os cortes foram
coradas por HE. A analise foi feita pela Professora Doutora Rosa Maria Esteves
Arantes do Laboratério de Neuro-Imunologia, Departamento de Patologia Geral,
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

Os animais do grupo EAE mostraram, apenas quando portadores de
pontuagédo clinica 6 (paralisia da cauda e de ambas as patas traseiras) ou 7
(paralisia da cauda e de ambas as patas traseiras e fraqueza de uma das patas
dianteiras), a presenga de infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear,
congestao vascular da meninge na superficie cortical ou nos sulcos corticais (setas
grossas nas figs. 6A e 6B). O infiltrado n&o foi visivel no parénquima cerebral, mas
notou-se a presenga de pequenos vasos congestos, as vezes, com formatos em pé-
de-galinha (seta fina na fig. 6B), com reatividade endotelial, sinais de discreto edema
perivascular e de alteragbes degenerativas neuronais (eosinofilia citoplasmatica) ou
evidéncias de apoptose (seta longa na fig. 6C ).

Os animais do grupo EAE tratado sem sinais clinicos ndo desenvolveram
lesdes histopatologicas. As setas grossas nas figs. 6D e 6E indicam auséncia de
infiltrado celular inflamatério e a seta fina na fig. 6F mostra um neurdnio preservado.

Os animais do grupo controle apresentaram estruturas cerebrais de aspecto

histolégico habitual, sem lesdes parenquimatosas, vasculares ou meningeas.
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EAE

EAE
Tratado

Figura 6 - Cortes cerebrais corados por HE EAE (n = 6) e EAE tratado (n = 6). EAE com
pontuagéo clinica 7 (A, B, C). EAE tratado com pontuacgéao clinica 0 (D, E, F). Os aumentos
foram de 400X exceto figuras B e E que foram de 200X



38

4.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE LINFOCITOS T, B E MACROFAGOS POR
IMUNOHISTOQUIMICA

Para avaliacdo dos marcadores celulares no tecido cerebral por
imunohistoquimica os cortes foram corados com os seguintes marcadores: anti-CD3
(linfocitos T), anti-CD20 (linfécitos B) e anti-CD68 (macréfagos). A analise foi
realizada pelo Professor Doutor Rogério Estevam Farias do Setor de Histologia e
Embriologia, Departamento de Morfologia, da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os cortes marcados com anti-CD3 mostraram pequena quantidade de
linfécitos T, localizados na meninge, no grupo EAE tratado (Fig. 7A), enquanto que,
no grupo EAE foi observada grande quantidade de linfocitos T, também na meninge
(Fig. 7B). No grupo controle ndo houve infiltragao (Fig. 7C).

Os cortes marcados com anti-CD20 apresentaram quantidade moderada de
linfécitos B intravasculares, localizados na meninge, no grupo EAE tratado (Fig 8A),
pequena quantidade de linfocitos B, também na meninge, no grupo EAE (Fig. 8B) e
auséncia de infiltragdo no grupo controle (Fig.8C).

Nos cortes marcados com anti-CD68 foram observados pequena quantidade
de macrofagos, localizados na meninge, no grupo EAE tratado (Fig. 9A), quantidade
moderada de macréfagos, também na meninge, no grupo EAE (Fig. 9B) e auséncia

de infiltragdo no grupo controle (Fig. 9C).
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EAE
Tratado

Controle

Figura 7 - Cortes cerebrais marcados com anti-CD3 nos grupos controle (n = 6), EAE (n = 6)
e EAE tratado (n = 6). (A) Grupo EAE tratado, (B) Grupo EAE, (C) Grupo controle. Aumento
de 400X. O infiltrado est4 indicado com seta branca.
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EAE
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Figura 8 - Cortes cerebrais marcados com anti-CD20 nos grupos controle (n = 6), EAE (n =
6) e EAE tratado (n = 6). (A) Grupo EAE tratado, (B) Grupo EAE, (C) Grupo controle.
Aumento de 400X. O infiltrado esta indicado com seta branca.
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Figura 9 - Cortes cerebrais marcados com anti-CD68 nos grupos controle (n = 6), EAE (n =
6) e EAE tratado (n = 6). (A) Grupo EAE tratado, (B) Grupo EAE, (C) Grupo controle.
Aumento de 400X. O infiltrado esta indicado com seta branca.
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4.4 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE MARCADORES EM CELULAS ESPLENICAS
ATRAVES DE CITOMETRIA DE FLUXO

Foi feita marcagdo nas células esplénicas para a detecgcdo dos seguintes
marcadores: CD4, CD8, CD19, CD28/CD3, CD152/CD3, CD80/CD11 e CD86/CD11.

A Fig. 10A mostra o numero relativo de células esplénicas marcadas com
anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD19. Observou-se aumento na expressdo de CD19,
marcador de linfocitos B, nos grupos controle e EAE tratado com relagdo ao grupo
EAE (p<0,001).

Com relagao a intensidade média de fluorescéncia das células marcadas com
anti-CD28/CD3, anti-CD152/CD3, anti-CD80/CD11 e anti-CD86/CD11 nado se

observou alteragao entre os grupos (Fig. 10B).
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Figura 10 - Namero relativo de CD4, CD8 e CD19 (A) e intensidade média de fluorescéncia
de CD28/CD3, CD152/CD3, CD80/CD11 e CD86/CD11 (B) em esplendcitos por citometria
de fluxo nos grupos controle (n = 6), EAE (n = 6) e EAE tratado (n = 6). Cada barra
representa a média aritmética + SEM. *, p<0,001.
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45 DOSAGEM DE CITOCINAS EM SOBRENADANTE DE MACERADO
CEREBRAL E ESPLENICO

O tratamento com 17 B-Estradiol durante 7 dias alterou a producido de
citocinas no cérebro (resposta a EAE no 6rgao alvo) dos camundongos. A Fig. 11
mostra que houve aumento de TNF-q, IL-17, IL-6 e TGF- e diminuigdo de IL-10 nos
animais com EAE quando comparados ao grupo controle. Entretanto, nos animais
tratados com 17 B-Estradiol houve diminuigao de IFN-y TNF-a, IL-17, IL-6 e TGF- e
aumento de IL-10 quando comparados com os animais do grupo EAE.

Um padrao de citocinas similar ao observado no sobrenadante de macerado
cerebral foi visto no sobrenadante de macerado esplénico, ou seja, altos niveis das
citocinas IFN-y e TNF-a (Figs. 12A e B) e baixos niveis de IL-10 (Fig. 12F) foram
observados no grupo EAE em comparacao ao grupo controle. Quando comparados
os grupos EAE e EAE tratado, o grupo EAE tratado apresentou dosagens mais
baixas de IFN-y, TNF-a e IL-17 (Figs. 12A, B e C). Entretanto, os niveis de IL-10

estavam maiores no grupo EAE tratado em relagao ao grupo EAE (Fig. 12F).
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Figura 11 - Dosagem de citocinas em sobrenadante de macerado cerebral nos grupos
controle (n = 6), EAE (n = 6) e EAE tratado (n = 6). (A) IFN-y, (B) TNF-q, (C) IL-17, (D) TGF-
B, (E) IL-6 e (F) IL-10. Cada barra representa a média aritmética + SEM. *, p<0,05; **,

p<0,01; ***, p<0,001.
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Figura 12 - Dosagem de citocinas em sobrenadante de macerado esplénico nos grupos
controle (n = 6), EAE (n = 6) e EAE tratado (n = 6). (A) IFN-y, (B) TNF-qa, (C) IL-17, (D) TGF-
B, (E) IL-6 e (F) IL-10. Cada barra representa a média aritmética + SEM *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho investigou os efeitos do tratamento com 17 B-Estradiol, no
modelo de EAE, em camundongos C57BI/6 imunizados com peptideo MOG35.55. O
tratamento com este horménio reduziu a gravidade da EAE em comparagdo com os
animais nao tratados.

Os primeiros dados observados mostraram que o0s camundongos
pertencentes ao grupo EAE perderam peso corporal, enquanto que os camundongos
dos grupos controle e EAE tratado mantiveram o peso. Esta perda de peso ja havia
sido associada com a fase aguda da doenga num modelo de EAE induzido por uma
combinagao de PBM e MOG na primeira geracdo de camundongos obtida com o
cruzamento das linhagens PL/J e SJL/J. Este trabalho mostrou que a paralisia era
acompanhada por perda de peso (LEADBETTER et al.,1998). Encinas e
colaboradores (2001), utilizando um modelo de EAE induzido por PLPq39.151 €m
camundongos obtidos pelo cruzamento da linhagem resistente B10.S com a
linhagem susceptivel SJL/J, confirmaram estes resultados e sugeriram que a perda
de peso seja um efeito dos mediadores inflamatorios e/ou resultado da falta de
apetite dos animais. Além disso, um trabalho recente realizado por nosso grupo, no
qual a EAE foi induzida por MOGss55 em camundongos C57BI/6, também
correlacionou a perda de peso com os sinais clinicos da EAE (DE PAULA et al.,
2008).

Os sinais clinicos da doenga no grupo EAE surgiram no 14° dia pos-indugéo e
atingiram o pico no 19° enquanto que, no grupo EAE tratado, os mesmos sinais
comecaram no 19° dia pods-indugdo e atingiram o pico no 20°. As principais
caracteristicas clinicas observadas foram flacidez da cauda e paralisia dos membros
posteriores. Neste trabalho os animais foram tratados com uma dose diaria de 17 B-
Estradiol de 0,8 ug, a qual foi suficiente para induzir niveis séricos médios de 736
pg/ml, sendo que este valor corresponde cerca de 6 vezes o valores do estro
murino. Ja havia sido demonstrado por Bebo Junior e colaboradores (2001) que
doses de 17 B-Estradiol correspondentes ao diestro (20 a 30 pg/ml), estro (100 a 200
pg/ml) e prenhez (5000 a 10000 pg/ml) foram protetoras em modelo murino de EAE

e que o 17 B-Estradiol reduziu as manifestagcdes clinicas da doenga numa relagao
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dose-dependente. Além disso, Polanczyk e colaboradores (2003), em um modelo de
EAE induzido por MOG35.55 em camundongos B6.129 deficientes em REa ou RER,
demonstraram que o tratamento com 17 (3-Estradiol, resultou em auséncia de lesdes
inflamatorias no SNC dos animais deficientes em RER, sugerindo que este horménio
confere efeitos neuroprotetores via REa.

Isto pode levantar a hipétese de que um aumento na expressdo do REa
possa ser neuroprotetora, mesmo na presenca de niveis baixos de 17 B-Estradiol.
Um estudo que avaliou os mecanismos neuroprotetores do 17 B-Estradiol em
modelo murino de acidente vascular encefalico (AVE) isquémico, usando animais
ovariectomizados, deficientes em receptor REa ou REB e tratados com 17 [-
Estradiol, confirmou que os efeitos neuroprotetores deste hormdnio ocorrem via REa
e mostrou que a neuroprotecdo obtida foi independente dos niveis hormonais
circulantes no cérebro, sugerindo que o aumento de expressdo do REa ocorra
devido a um mecanismo de “feedback” positivo, ou seja, quanto menores os niveis
de 17 B-Estradiol num determinado local, maior € a expressdo do REa neste mesmo
local (DUBAL et al., 2001).

A analise histopatoldgica no cérebro dos animais, realizada no 21° dia pos-
inducédo através da coloragdo com HE, mostrou que apenas os animais do grupo
EAE com pontuagdo clinica mais alta apresentaram infiltrados inflamatorios
predominantemente mononucleares e congestdo vascular da meninge na superficie
cortical ou nos sulcos corticais. O infiltrado nao foi visivel no parénquima cerebral,
mas notou-se a presenga de pequenos vasos congestos, sinais de discreto edema
perivascular e de alteragdes degenerativas neuronais ou de apoptose, bem como
aspecto vacuolado periaxonal em algumas areas subcorticais e periventriculares.
Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por Morales e colaboradores
(2006) os quais mostraram em camundongos C57BI/6 imunizados com MOGs3s.55
que nos sitios de infiltrados celulares inflamatorios, na medula espinhal, ocorrem
desmielinizagdo extensiva e perda axonal, sendo que o tratamento com “Propyl
Pyrazole Triol” (PPT), um ligante altamente seletivo de REaq, foi capaz de prevenir
esta perda.

Os resultados da analise histopatolégica correlacionaram-se com aqueles
obtidos nos estudos de imunohistoquimica para a avaliacdo dos marcadores de
linfocitos T, linfécitos B CD20" e macréfagos nos quais foram observados aumento

de linfécitos T e macréfagos no cérebro dos animais com EAE e aumento de
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linfocitos B CD20™ no grupo EAE tratado, bem como, diminuicdo de linfécitos T e
macrofagos. Ainda neste grupo, foram observados niveis maiores de IL-10 no
cérebro e bago e aumento na expressao de CD19 pelas células esplénicas.

Sabe-se que o CD20 é um marcador especifico de linfécitos B expresso
desde os primeiros estagios de maturacao do linfocito pré-B, mas perdido durante a
diferenciagdo em plasmodcitos (MATSUSHITA et al., 2008). Além disso, em um
trabalho de revisao recente, foi mostrado que apds a indugao da EAE, receptores do
tipo “toll-like” de células dendriticas sao ativados pelos componentes das
micobactérias direcionando a expansdo de linfocitos T CD4" auto-reativos “naive”
para Th1 e Th17, sendo que na auséncia de linfécitos B ocorre maior expansao
destas células (BOUAZIZ et al, 2009). Por outro lado, a estimulagdo concomitante e
precoce de linfécitos B, através de receptores “toll-like” 4 e 9 (TLR4 e TLR9) induz a
producao de IL-10 a qual limita a expansao dos linfocitos T auto-reativos levando a
resolugao da doenga (LAMPROPOULOQU et al., 2008).

Além disso, alguns autores ja demonstraram que a progressao da EAE & mais
grave em camundongos deficientes em CD19, um marcador de linfocitos B.
Matsushita e colaboradores (2006) examinaram o papel do CD19 no
desenvolvimento da EAE usando camundongos “knock out” para este marcador. A
auséncia de CD19 foi associada com a presenca de linfécitos Th1 no SNC e maior
gravidade da EAE. Estes autores sugeriram que o CD19 modula o balango de
citocinas Th1/Th2, além de desempenhar um papel critico como molécula
supressora no desenvolvimento da EAE.

No presente trabalho, foi observado uma diminuicdo das citocinas
inflamatdrias IFN-y, TNF-a e IL-17 no cérebro e bago dos animais tratados com 17 [3-
Estradiol. Estes resultados podem estar relacionados com a diminui¢cdo do infiltrado
inflamatdrio ja descrito anteriormente, uma vez que linfécitos T e macrofagos sao
responsaveis pela producéo destas citocinas.

Apesar deste trabalho ter correlacionado a diminuicdo de IFN-y no grupo EAE
tratado com a melhora dos sinais clinicos e dos achados histopatolégicos, existem
controvérsias quanto ao papel desta citocina na prote¢ao ou exacerbacdo da EAE.
Um trabalho mais antigo relatou que a administracdo de IFN-y melhora a EAE
(VOORTHUIS et al., 1990). Estes autores utilizaram o modelo de EAE induzido por
homogenato de medula espinhal de cobaia em ratos Lewis e administraram IFN-y

37,5 x 10° U) no interior dos ventriculos cerebrais. Esta administracdo resultou em
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completa supressao dos sinais clinicos da EAE. Além disso, eles verificaram que a
administracao sistémica de anticorpos monoclonais anti-IFN-y resultava numa forma
de EAE mais grave.

Porém, trabalhos mais recentes sugerem que o IFN-y exacerba o curso da
EAE. Tanuma e colaboradores (1999) avaliaram o papel desta citocina na EAE,
também, induzida por homogenato de medula espinhal de cobaias em ratos Lewis,
0s quais desenvolveram uma doencga similar a EMRR. A expressdao de mRNA de
IFN-y no cérebro dos animais, quantificada por PCR competitivo, se mostrou baixa
no primeiro surto. Apds injecdes intraventriculares de IFN-y (3,0 x 10* U) os animais
apresentaram um numero maior de surtos em relagdo aos controles ou uma forma
letal da doenga. Os autores concluiram que os niveis de IFN-y s&o proporcionais a
gravidade da EAE.

Posteriormente, Balabanov e colaboradores (2007) mostraram que existe uma
interacao entre IFN-y e oligodendrdcitos. Estes autores usaram um modelo de EAE
induzido com MOGss55 em camundongos geneticamente modificados cujos
oligodendrdcitos n&o respondiam ao IFN-y. Os animais desenvolveram uma doenga
com inicio precoce e caracterizada por apoptose dos oligodendrécitos. Por outro
lado, estes mesmos autores, também, realizaram um estudo in vitro no qual
oligodendracitos foram tratados com IFN-y e aumentaram a expressao de genes
envolvidos na protegdo contra estresse oxidativo, como os genes da enzima
superéxido dismutase, sugerindo que a interagao entre oligodendrécitos e IFN-y
determina o curso da EAE, mas pouco se sabe ainda a respeito destas interagdes.

Sabe-se que na EAE, o TNF-B, produzido por linfécitos T, aumenta antes do
inicio dos sinais clinicos, enquanto que os picos de TNF-a, produzidos por fagécitos
mononuclares, ocorrem durante as manifestacdes clinicas, contribuindo para a
gravidade e a duracdo dos surtos (ISSAZADEH et al., 1995). Neste trabalho os
niveis de TNF-a estavam diminuidos nos animais tratados com 17 B-Estradiol em
comparagao com os ndo-tratados, tanto no cérebro quanto no baco dos animais.
Estes resultados estdo em concordancia com aqueles obtidos por Ito e
colaboradores (2002) num trabalho que investigou os efeitos do 17 (B-Estradiol na
expressédo de TNF-a em cérebro e bago de camundongos com EAE e observou, por
citometria de fluxo, que o tratamento reduziu a expressido desta citocina tanto por

macrofagos infiltrados no SNC, quanto pela microglia, e, também, pelos macrofagos
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esplénicos. Portanto, parece que o TNF-a esta envolvido nos mecanismos de
protecao induzidos 17 p-Estradiol, tanto a nivel sistémico (bago), quanto local (SNC).

Além disso, Matejuk e colaboradores (2002) avaliaram os efeitos do
tratamento com 17 B-Estradiol na expressdo génica de camundongos B10.PL
imunizados com PBM, através da técnica de microarranjo, e concluiram que este
hormonio inibe os genes de TNF-a. Um trabalho mais antigo ja havia mostrado que a
super-expressdo de TNF-a causa uma doenca desmielinizante enquanto que a
neutralizacdo desta citocina com anticorpos monoclonais € protetora em modelo de
EAE induzido por PBM usando camundongos SJL/J (RUDDLE et al, 1990).

Ainda em relacdo as citocinas proé-inflamatérias, foram observados, neste
trabalho, niveis mais elevados de IL-17 nos camundongos com EAE, sendo que a
producdo desta citocina foi menor nos animais tratados com 17 B-Estradiol. Estes
resultados corroboram com aqueles obtidos por Hofstetter e colaboradores (2007)
num trabalho que avaliou o perfil de citocinas produzidas por linfocitos T efetores na
periferia (bago e linfonodos) e no SNC em varios estagios da EAE induzida por PLP
em camundongos SJL/J. O trabalho mostrou uma alta frequéncia de linfécitos Th17
especificos para os auto-antigenos os quais, antes do inicio da doenga, estavam
localizados apenas na periferia. Porém, durante a fase aguda da EAE, eles se
mostraram presentes tanto na periferia, quanto no SNC inflamado. Durante a
recuperacao da doencga, os linfocitos Th17 foram detectados, ainda com alta
frequéncia, porém, apenas na periferia.

Um outro trabalho realizado com camundongos C57Bl/6 “knock out” para IL-
17, mostrou que a deficiéncia desta citocina na EAE induzida por MOG3s.55 reduz a
susceptibilidade a doenga bem como a sua gravidade clinica. Neste estudo, os
animais exibiram atraso no inicio da doenga, reducédo na gravidade da pontuagéo
clinica, alteragdes histoldgicas reduzidas e recuperacao precoce (KOMIYAMA et al.,
2006).

No presente trabalho, no cérebro dos animais tratados com 17 B-Estradiol
houve diminuicao de TGF-3 e IL-6. Isto pode sugerir um mecanismo de ag¢ao do 17
B-Estradiol na diferenciagdo dos linfocitos Th17. Sabe-se que os linfocitos T CD4"
‘naive” podem se diferenciar em diferentes subpopulacdes, de acordo com o micro
ambiente de citocinas a que sédo expostos, e que o TGF-, normalmente associado

ao desenvolvimento de linfécitos T reguladores, na presenga de IL-6 ou outras
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citocinas proé-inflamatérias como IL-21 ou IL-22, induz a diferenciacédo dos linfocitos
T CD4" “naive” em linfécitos Th17 (XIE et al., 2009).

O efeito imunomodulador do 17 B-estradiol, talvez, possa ser util para o
tratamento de outras doengas crdnicas, além da EM, cujo desenvolvimento esteja
associado ao aumento de IL-17. Chabaud e colaboradores (1999) avaliaram o papel
da IL-17 na artrite reumatoide, Esta citocina foi quantificada em sobrenadantes de
culturas de tecidos sinoviais afetados pela doenca. Os resultados indicaram altos
niveis de IL-17. Mais recentemente foi observado um aumento na frequéncia dos
linfocitos Th17 e das citocinas relacionadas a eles como, IL-17, TGF-$ e IL-6 em
pacientes com leucemia mieldide aguda, e foi sugerido que a IL-17 desempenha um
papel importante na patogénese desta doenca (WU et al.,2009).

Tomados em conjunto os resultados obtidos neste trabalho ndo permitem
afirmar se o tratamento com o 17 B-Estradiol diminuiu as citocinas inflamatérias e
esta diminuicdo levou ao aumentou da producédo de IL-10, ou se foi o contrario.
Talvez um ensaio de linfoproliferagdo in vitro ou uma cinética da EAE possam
responder a esta questdo. Também néo ficou claro através da dosagem de TGF- e
IL-6 se o 17 B-Estradiol influencia os mecanismos de diferenciagao de linfocitos T
CD4" “naive” em linfocitos Th17. Possivelmente, a dosagem de outras citocinas
envolvidas neste mecanismo, como a IL-23, importante na sobrevivéncia e expansao
dos linfécitos Th17, e a IL-27 que atua inibindo a diferenciacdo destes linfocitos,
possa contribuir para esta elucidagdo. Além disso, seria interessante fazer uma
avaliacdo de células cerebrais por citometria de fluxo para comparar com os
resultados obtidos no bago e, também, a complementacao da analise histopatoldgica
através de avaliagao da apoptose tanto no cérebro, quanto na medula.

Apesar da complexidade da EM e das dificuldades do seu tratamento, os
resultados deste estudo sugerem que o 17 [(-Estradiol possa ser uma terapia
preventiva para esta doencga, atuando principalmente através do aumento de IL-10 e
diminuicdo de IFN-y, TNF-a e IL-17. Além disso, o conhecimento dos mecanismos
de imunomoducdo do 17 B-Estradiol na EAE, obtidos neste estudo, pode contribuir
para um melhor entendimento e futura manipulagdo da resposta imunoldgica,

favorecendo pacientes com EM e outras doengas auto-imunes mediadas por células.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com 17 B-Estradiol parece ser efetivo na melhora dos sinais e
sintomas clinicos da EAE através de efeitos imunomoduladores, como diminui¢cao do
infiltrado celular e de citocinas inflamatérias e aumento de linfocitos B e da producéao
de IL-10.
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